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RESUMO

Mong¢do LO. Avaliacdo da composicio da microbiota gastrica e sua correlacio com o
conteudo de fibras na dieta de pacientes com adenocarcinoma gastrico e controles sem

cancer. [Dissertacdao]. Sdo Paulo: Fundacdo Antonio Prudente; 2021.

O adenocarcinoma géstrico ¢ uma das neoplasias mais incidentes no Brasil e no mundo. Sua
etiologia ¢ de causa multifatorial. Em relagdo a dieta, o grau de processamento empregado na
producdo dos alimentos, condiciona o perfil de nutrientes. Desta forma, em popula¢des com
estilo de vida ocidental ¢ crescente o consumo de alimentos ultraprocessados que pode
condicionar uma dieta menos diversa, com contribuicdo de gorduras saturadas, carboidratos
simples e consequente baixa ingestdo de fibras. As fibras alimentares exercem efeitos
protetores e parecem ter papel auxiliar na diminui¢ao da ocorréncia de alguns tipos de cancer,
como o colorretal; efeito este ligado a interagcdo entre as fibras e o microbioma intestinal.
Porém, apesar do estobmago ser um 6rgao colonizado por bactérias, pouco se sabe sobre inter-
relagdo entre a dieta e principalmente a ingestdo de fibras alimentares e sua agdo sobre o
microbiota gastrica de pacientes portadores de adenocarcinoma géastrico, visto que os estudos
se limitam principalmente a analises a nivel intestinal. Dessa forma, o estudo aqui apresentado
teve como objetivo apresentar evidéncias bioldgicas da relacdo entre a ingestdo de fibras
alimentares com a composi¢do da microbiota gastrica de lavado géstrico de individuos com
adenocarcinoma gastrico e controles endoscopicos. Tais evidéncias incluiram desde a
caracterizacdo da ingestdo alimentar e diferencgas entre os grupos avaliados, até a correlagao
entre as variaveis dietéticas com o perfil taxondmico de bactérias estomacais. Para
quantifica¢do dietética utilizamos um questionario de frequéncia alimentar e convertemos a
quantidade de gramas de alimentos em contribui¢do do percentual caldrica da dieta de acordo
com o grau de processamento ¢ em gramas de fibras para cada 1000 kcal ingerida, com bases
em tabelas de composicdo de alimentos. Para analise de microbiota, apds extragdo de DNA do
suco gastrico, foi utilizado a abordagem de sequenciamento do gene codificador do rRNA
sub-unidade 16s. Para o primeiro mddulo desse trabalho identificamos que o grupo com
cancer possui uma maior ingestdo de alimentos ultraprocessados e menor ingestdo de fibras,
quando comparado com os controles. Por meio de um modelo de regressdo logistica

multinomial, essas diferencas resultam em: uma maior ingestao de fibras insoluveis e menor



de alimentos ultraprocessados estar mais associada com o grupo controle endoscopico,
quando comparado com os individuos com cancer (OR 2,651, IC 95% 1,069-6,573, p=0,035)
e (OR 2,521, IC 95% 1,076-5,905, p=0,033) respectivamente. Em termos de composi¢do da
microbiota estomacal, no grupo adenocarcinoma gastrico identificamos que as fibras totais
possuem uma correlacdo positiva com o filo Firmicutes (r6= 0.53; p=0,021). Este mesmo tipo
de fibras possui correlacdo forte e negativa com o filo Proteobacteria (r6= —0.58; p= 0,011).
No grupo de controles endoscopicos, as fibras insoliveis apresentaram uma correlagdo
negativa com as Proteobactérias. A nivel de género, de acordo com o algoritmo de Lefse,
identificamos 17 géneros diferencialmente abundantes no grupo controle com alta ingestao de
fibras (Q4 = >14g/ 1000kcal), versus com baixa ingestdo (Ql= <8,5g/1000 kcal), com
destaque para os géneros Mogibacterium, Prevotella 7, Fusobacterium e Actinomyces, que se
mostraram enriquecidos na dieta rica em fibras. Para o grupo com cancer, no quartil 1
observamos 4 géneros diferencialmente abundantes, sendo eles: Butyrivibrio, Helicobacter e
Stomatobaculum. Comparando individuos do grupo AdG do Q1 (N=24) versus Controles do
Q4 (N=26), o género Abiotrophia foi mais abundante nos controles, e Escherichia_shigella,
um género patogénico, foi mais frequente no AdG. Na diversidade total, evidenciamos uma
maior influéncia das fibras no grupo controle. Por fim, concluimos que as fibras alimentares
podem influenciar a microbiota antes do desenvolvimento da doenga, visto que, no grupo
controle endoscopicos os achados mostraram ndo apenas uma maior riqueza total de géneros
bacterianos, mas uma maior abundancia de bactérias especificas. Esses resultados bem
distintos entre casos e controles podem estar associados com o fato, dos individuos com
cancer ja terem uma doencga instalada, com consequente disbiose. Destacamos nos controles
com alto consumo de fibras, uma maior abundancia de géneros produtores de acidos graxos
de cadeia curta e importante atividade imunomodulatoéria. J4 no grupo AdG identificamos

géneros com um perfil pro-inflamatério, como a Helicobacter.



ABSTRACT

Mongao LO. [Evaluation of gastric microbiota composition and its correlation with fiber
content in the diet of patients with gastric adenocarcinoma and cancer-free controls].

[Dissertagao]. Sao Paulo: Fundag¢dao Antonio Prudente; 2021.

Gastric adenocarcinoma is one of the most common neoplasms in Brazil and in the world. Its
etiology has a multifactorial cause. In relation to diet, the degree of processing used in food
production conditions the nutrient profile. Thus, in populations with a Western lifestyle, the
consumption of ultra-processed foods is increasing, which can lead to a less diverse diet, with
the contribution of saturated fats, simple carbohydrates and consequent low fiber intake.
Dietary fibers have protective effects and seem to have an auxiliary role in reducing the
occurrence of some types of cancer, such as colorectal; This effect is linked to the interaction
between fibers and the intestinal microbiome. However, despite the stomach being an organ
colonized by bacteria, little is known about the interrelationship between diet and especially
dietary fiber intake and its action on the gastric microbiota of patients with gastric
adenocarcinoma, since studies are mainly limited to intestinal analyses. Thus, the study
presented here aimed to present biological evidence of the relationship between dietary fiber
intake and the composition of the gastric microbiota of gastric lavage from individuals with
gastric adenocarcinoma and endoscopic controls. Such evidence ranged from the
characterization of food intake and differences between the groups evaluated, to the
correlation between dietary variables with the taxonomic profile of stomach bacteria. For
dietary quantification, we used a food frequency questionnaire and converted the amount of
grams of food into the contribution of the caloric percentage of the diet according to the
degree of processing and in grams of fiber for each 1000 kcal ingested, based on food
composition tables. For microbiota analysis, after extracting DNA from gastric juice, the
approach of sequencing the gene encoding the 16s rRNA subunit was used. For the first
module of this work, we identified that the cancer group has a higher intake of ultra-processed
foods and lower fiber intake when compared to controls. Using a multinomial logistic
regression model, these differences result in: a higher intake of insoluble fiber and lower
intake of ultra-processed foods being more associated with the endoscopic control group

when compared to individuals with cancer (OR 2.651, 95% CI 1.069 -6.573, p=0.035) and



(OR 2.521, 95% CI 1.076-5.905, p=0.033) respectively. In terms of the composition of the
stomach microbiota, in the gastric adenocarcinoma group we identified that the total fibers
have a positive correlation with the Firmicutes phylum (r6 = 0.53; p = 0.021). This same type
of fiber has a strong and negative correlation with the Proteobacteria phylum (r6= —0.58; p=
0.011). In the group of endoscopic controls, insoluble fibers showed a negative correlation
with Proteobacteria. At the genus level, according to the Lefse algorithm, we identified 17
differentially abundant genus in the control group with high fiber intake (Q4 = >14g/
1000kcal), versus low intake (QIl= <8.5g/1000 kcal), with emphasis on the genera
Mogibacterium, Prevotella 7, Fusobacterium and Actinomyces, which were enriched in the
fiber-rich diet. For the cancer group, in quartile 1 we observed 4 differentially abundant
genera, namely: Butyrivibrio, Helicobacter and Stomatobaculum. Comparing individuals from
the Q1 AdG group (N=24) versus Q4 controls (N=26), the Abiotrophia genus was more
abundant in the controls, and Escherichia_shigella, a pathogenic genus, was more frequent in
AdG. In total diversity, we evidenced a greater influence of fibers in the control group.
Finally, we conclude that dietary fiber can influence the microbiota before the development of
the disease, since, in the endoscopic control group, the findings showed not only a greater
total richness of bacterial genus, but also a greater abundance of specific bacteria. These very
different results between cases and controls may be associated with the fact that individuals
with cancer already have an installed disease, with consequent dysbiosis. We highlight in
controls with high fiber consumption, a greater abundance of genus producing short-chain
fatty acids and important immunomodulatory activity. In the AdG group, we identified genus

with a pro-inflammatory profile, such as Helicobacter.
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1 INTRODUCAO

1.1 INTRODUCAO CANCER GASTRICO

O cancer gastrico (CG) ¢ a quinta neoplasia mais incidente no mundo, com 1 milhdo
de novos casos € 783 mil mortes em 2018 !. Nos ultimos anos houve uma reducdo deste
numero em paises ocidentais, porém o Brasil ainda apresenta uma incidéncia alta, com 21.230
casos/ano para o triénio de 2020-2022 23, Na grande maioria dos casos, os pacientes sdo
assintomaticos e por consequéncia, o diagndstico ¢ realizado de forma tardia. Quando ha
sintomas, os mais comuns s3o: anorexia, anemia, dispepsia, perda de peso e dor abdominal 3,

O CG ¢ uma doenga de causa multifatorial, resultando da combinac¢do de fatores
exogenos como dieta, consumo de alcool, tabagismo, infeccdo por microrganismos
especificos, bem como também estd associada a fatores endoégenos, como por exemplo o
acumulo de alteragdes genéticas ¢ A transformagdo maligna das células gastricas resulta da
interagdo de varios destes fatores ao longo de varios anos 7.

O padrao ouro para diagnostico do CG ¢ o exame endoscopico digestiva alto, com
coleta de bidpsia para confirmagdo histopatoldgica. O estadiamento tumoral ¢ realizado por
tomografia computadorizada das regides do toérax, abdome e pelve, com aplicagdo de
contraste 5.

O adenocarcinoma gastrico (AdG) ¢ a variagdo histologica mais comum e representa
cerca de 95% dos casos de CG !°. Existem diferentes métodos de classificagdes
histopatoléogicas, sendo que uma das mais utilizadas foi proposta por Lauren em 1965 '°, que
divide os tumores nos subtipos intestinal, difuso e misto. No subtipo intestinal as células
tumorais exibem adesdo e estdo dispostas em formacgdes tubulares ou glandulares, enquanto
que no subtipo difuso existe uma falta de adesdo celular e com isso, uma maior infiltragdo no
estroma de células unicas, ou de pequenos aglomerados celulares. Esse estroma mais rico
pode estar associado a uma desregulagdo na via do TGF-p >!112

Outra classificacdo histopatologica bastante utilizada ¢ a da Organizagdo Mundial de
Satde-OMS, que propde uma distribuicio dos tumores em quatro subtipos: tubular,
papilifero, mucinoso e misto '*. Dados de gendomica gerados pelo projeto The Cancer Genome
Atlas Research Network (TCGA) permitiram uma outra classificacdio em 4 grupos

considerando a ocorréncia de alteracdes moleculares: 1- subtipo com instabilidade de



microssatélites; 2- subtipo com instabilidade cromossomica; 3- subtipo com estabilidade
gendmica e 4- subtipo Epstein-Barr virus-positivo 4.

Um dos protocolos de tratamento do AdG ¢ a quimioterapia neoadjuvante (QTneo),
seguido de cirurgia, podendo esta ser uma gastrectomia parcial ou total, indicada
principalmente para tumores difusos - mais propensos a disseminagdo '%!>1°. A QTneo ¢é
adotada no protocolo de tratamento principalmente para promover a regressdo tumoral,
melhorando seu progndstico. Além disso, pacientes com boa resposta a QTneo apresentam

menor recorréncia local e sistémica 7.

O tratamento baseado em poliquimioterapia
perioperatdria tem se mostrado superior quando comparado a monoterapia e atualmente o
protocolo FLOT4, que compreende os quimioterapicos 5-fluorouracil, leucovorin, oxaliplatina
e docetaxel, tem sido o mais utilizado, sendo também adotado no A.C.Camargo Cancer
Center '3,

Um fator importante no desenvolvimento do AdG ¢ relativo a etnia das populacdes.
Uma coorte de 16.622 pacientes coreanos e americanos portadores de AdG e submetidos a
gastrectomia nos Estados Unidos com carater curativo, demonstrou que a sobrevida e a
mortalidade dos pacientes tratados no mesmo local, pode estar relacionada com sua etnia,
visto que, pacientes nascidos na Coréia, mas tratados no continente americano, t€ém resultados
superiores do que os pacientes brancos nascidos e tratados no mesmo sistema de saude
americano'®. Esses achados sugerem que fatores genéticos, ou até mesmo culturais/dietéticos,

devem exercer uma consideravel influéncia no curso natural da doenga, sendo necessario

considerar essa variavel nos desenhos de estudos sobre o AdG.

1.2 HELICOBACTER PYLORI E O CANCER GASTRICO

Durante muitos anos perpetuou-se o dogma de que o estdbmago seria um 6rgao estéril,
justificado pela alta acidez do suco gastrico. No entanto, identificou-se que a proteobactéria
Helicobacter pylori, um bacilo gram-negativo que causa uma inflamag¢ao persistente e cronica
na mucosa gastrica, pode levar ao desenvolvimento da metaplasia, condi¢do que quando nao
tratada, possui grande potencial em evoluir ao longo do tempo para displasia e posteriormente
para um adenocarcinoma 2° (Figura 1). A malignizac¢do do tecido géstrico causado por H.

pylori é mais comumente associada ao subtipo intestinal do AdG 2!,
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Fonte: Adaptado de Suzuki et al. 2’
Figura 1 - Processo de carcinogénese associado a Helicobacter pylori. A terapia de erradicagdo da

bactéria em diferentes graus de alteragdo histologica

Deste modo, desde 1994 a OMS, classifica o H. pylori como um agente carcinogénico
do tipo I. Consequentemente a erradicacdo da mesma por meio de antibioticoterapia a base de
claritromicina tem se mostrado eficaz, mesmo em pacientes com lesdes pré-neoplasicas.
Quando comparado um grupo tratado com terapia de erradicacdo versus grupo placebo, o
ultimo apresenta maior frequéncia de desenvolvimento de cancer gastrico ao longo dos anos
(7,2% versus 13,9%) 222, Apesar disso, um ponto importante é que apenas cerca de 3% dos
pacientes infectados com a H.pylori desenvolvem cancer géstrico, indicando a importancia de
considerarmos outros fatores que contribuem para o desenvolvimento do processo
carcinogénico, visto que o cancer é uma doenga complexa e multifatorial 2324,

Nesse contexto, ¢ importante compreendermos a relagdo da H.pylori com outras
bactérias presentes no estdmago. Durante a infeccdo, a microbiota gastrica ¢
predominantemente constituida pelos filos das Proteobacterias, seguida por Firmicutes,
Bacteroidetes e Actinobacterias, ¢ em menor propor¢do das Fusobactérias 2326, Muitas
bactérias ndo sobrevivem ao pH acido do estomago, porém, em alguns individuos a infeccao
por H.pylori leva a hipocloridria, dessa forma a colonizacdo e neutralizagdo do pH do
ambiente gastrico a longo prazo pode contribuir diretamente para alteragdes na microbiota
gastrica 2>?7. Neste sentido, um mecanismos importante acontece na fase aguda da infecgio,

onde ocorre a indug¢do da producdo de citocinas, como interleucina IL-1B, enquanto que



monocitos e neutrofilos recrutados pela producdo de IL-8 na mucosa, que por sua vez foi
induzida por H. pylori, atuam como fator inibitorio de produgdo do 4cido cloridrico 4%, A
longo prazo o uso de drogas inibidoras de bomba de prétons, frequentemente combinado com
antibioticoterapia durante a erradicagdo da H. pylori, (ou também frequentemente usado em
pacientes ndo infectados com a mesma, mas que possuem algum grau de alterac¢do epitelial
gastrica como a gastrite associada a sintomas como pirose), pode gerar um padrio de
microbiota géstrica similar ao observado em pacientes com hipocloridria associado a gastrite
atrofica 3. Além do estdbmago, essas medicagdes tém sido amplamente associadas com
perturbagdo da microbiota intestinal, sendo que os pacientes que fazem seu uso podem
apresentar uma menor diversidade total de microorganismos, maior predisposi¢do a infec¢ao
por Clostridium difficile, diminuicdo de Bacteroidetes ¢ maior abundancia de Firmicutes
30,2631

A longo prazo essas alteragcdes podem predispor a disbiose: um desequilibrio da
comunidade microbiana que pode mudar o equilibrio entre bactérias comensais patogénicas
32, Nesse contexto, bactérias como a Pasteurella stomatis, Dialister pneumosintes e
Streptococcus anginosus presentes na mucosa gastrica, t€ém sido associadas com estagios
intermediarios da carcinogénese Contudo, mais estudos sdo necessarios visto que ainda nao ¢
um consenso que diferencas na abundancia de gé€neros ou espécies além da H. pylori
aumentem o risco de cancer gastrico, e se esse risco ¢ maior diante da interacdo entre os

microorganismos, considerando-se também fatores exdgenos como a dieta.

1.3 A MICROBIOTA HUMANA

A microbiota humana ¢ o conjunto de microrganismos - bactérias, fungos, virus e
protozoarios - que habitam diversos 6rgdos do corpo e biofluidos, incluindo a pele, o trato
respiratério, a mucosa oral, o trato gastrointestinal, entre outros. Ela representa um
ecossistema que possui uma intercomunicagdo constante com o hospedeiro, influenciando os
estados de satude e doenga 333+

O estudo da composi¢do da microbiota ¢ possivel por meio das técnicas de
metagendmica, um conjunto de métodos baseados no sequenciamento e analise
bioinformatica de 4acidos nucléicos, que permite detectar em larga-escala e de modo
indepentente de cultivo, uma determinada microbiota. Assim, a metagenomica ¢ caracterizada

através dos sequenciamentos gendmico em larga-escala de microbiomas complexos 33,



O sequenciamento do gene codificador da subunidade 16S do RNA ribossomal
bacteriano (rRNA) ¢ um dos métodos mais utilizados na avaliagdo das bactérias presentes na
amostra. A regido 16S deste gene contém regides conservadas, varidveis e hipervariaveis do
DNA, que sofreram diferentes pressdes evolutivas e consequentemente, acumularam
diferentes taxas de mutacdo. Conforme podemos observar na figura 2, a partir da amplificacao
de regides hipervariaveis desse gene e seu sequenciamento e analise, € possivel determinar a
composi¢do da microbiota, em geral, até o nivel taxondmico de género 37-33°, Outro método
de avaliagdo da composicdo da microbiota ¢ feito através da abordagem de “shotgun
sequencing”, que permite o sequenciamento do DNA de todos os microrganismos presentes
em determinada amostra. Este método permite ainda identificar a diversidade, abundancia e a
capacidade funcional da microbiota. No entanto, seu custo ¢ significativamente mais elevado

que o sequenciamento dos amplicons do gene 16S do rRNA 404!,
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Figura 2 - Métodos de estudo da comunidade microbiana (gene 16S RNA e Shotgun).



O trato gastrointestinal abriga a maior parte dos microrganismos do nosso corpo e
compreende os 6rgdos desde a cavidade oral até o anus, sendo que a composicdo e a
concentragdo da microbiota de cada local sdo variadas, indo de 10? a 10 '* de bactérias/grama
de matéria organica ** (Figura 3). Essa varia¢io pode ser decorrente, dentre outros motivos, da
quantidade de muco, do status da imunidade de mucosas e também das diferencas de pH ao
longo do trato gastrointestinal, entre outros *. Nosso grupo relatou em 2016 a maior riqueza e
diversidade microbiana associada a tecidos tumorais de pacientes com cincer de reto #°,
quando comparados a tecidos sem cancer. Recentemente, um outro estudo que avaliou a
composi¢do da microbiota fecal em pacientes com cancer colorretal, mostrou também maior
riqueza de bactérias em comparagdo a individuos sem tumor 4. Curiosamente, neste tltimo
estudo ainda foi demonstrado que tal aumento foi parcialmente provocado por bactérias
originalmente presentes na cavidade oral dos pacientes com cancer, que teriam se translocado
para o intestino, onde contribuiram com a tumorigénese intestinal. Nesse sentido, a passagem

de bactérias vivas pelo microambiente gastrico ¢ um dos fatores determinantes do sucesso

desta translocacao.
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Figura 3 - Composi¢do e abundancia das bactérias no trato gastrointestinal.



A microbiota intestinal possui importante acdo local e sistémica, sendo que sua
interacdo com o sistema imune ocorre em resposta a fatores extrinsecos como a dieta,
xenobidticos e patdogenos Quando em eubiose, ou seja, em equilibrio com o corpo, esta
microbiota ¢ essencial na manutencdo da integridade da barreira intestinal, o que por
consequéncia atua regulando sua permeabilidade, evitando assim a translocagdo de
microrganismos para a corrente sanguinea e a consequente ativagdo do sistema imune /.

J& o quadro de disbiose ¢ decorrente da perda da homeostase e tem sido associado a
diversos tipos de doengas, como: inflamagao intestinal, vérios tipos de cancer, obesidade e até
mesmo doengas autoimunes ***. Um estudo recente realizou o sequenciamento da regido
hipervariavel V4 do gene 16S rRNA em 81 amostras de mucosa gastrica incluindo individuos
saudaveis, com metaplasia (condicdo potencialmente pré-maligna) e cancer gastrico,
buscando estudar uma possivel disbiose durante os estagios da progressdo neoplésica.
Interessantemente foi encontrado um grau de disbiose significativo ndo s6 nos pacientes com
cancer gastrico, mas também naqueles com metaplasia, o que poderia indicar uma possivel

contribui¢do do estado disbidtico para o desenvolvimento do cancer 320,

1.4 OCIDENTALIZACAO DA DIETA E SEU IMPACTO NA MICROBIOTA

O perfil alimentar ¢ distinto entre paises industrializados e nao industrializados, com
importante discrepancia na qualidade e a quantidade dos alimentos ingeridos. Evidéncias
sugerem que a dieta pode atuar de maneira importante no processo da carcinogénese, tanto na
promocao quanto na inibi¢cdo da progressdo tumoral, bem como promovendo desequilibrios
nas populagdes microbianas, levando & disbiose >!2,

Alguns perfis de dieta estdo mais associados com a disbiose, como ¢ o caso da dieta
ocidental, que tem por caracteristicas uma baixa ingestdo de fibras e elevada quantidade de
aglcares e gorduras, decorrente da contribui¢do dos alimentos ultraprocessados **3. A NOVA
classificagdo de alimentos, criada por Monteiro et al. *°% define os grupos alimentares de
acordo com a natureza, extensdo e a finalidade do processamento industrial que lhes ¢
aplicado, envolvendo técnicas fisicas, biologicas e quimicas utilizadas apos a separagdo dos
alimentos da natureza e antes de serem consumidos ou transformados em pratos e refei¢des.
Em 2014 essa classificagdo foi incorporada no Guia Alimentar da Populag¢do Brasileira >°, que
considera que o processamento empregado na produgdo dos alimentos condiciona o perfil de
nutrientes e o sabor que agrega a alimentacdo, além de influenciar com quais outros alimentos

serdo consumidos, em que circunstancias (quando, onde, com quem) € mesmo em que



quantidade. Atualmente ¢ necessdria uma aten¢do especial ao processamento para
compreender a conexdo entre a dieta e a saude publica, visto que as classificagdes
convencionais de alimentos, as quais agrupam alimentos e géneros alimenticios em termos de
sua origem, fazendo com que tenhamos alimentos que quando consumidos juntos possuem
diferentes efeitos bioldgicos >7. Um exemplo pratico € o agrupamento entre grios inteiros junto
com cereais matinais agucarados, ou frango fresco com nuggets.

Considerando isso, a NOVA classifica os alimentos em: in natura e minimamente
processados, ingredientes culinarios processados, alimentos processados e ultraprocessados;
sendo que atualmente existem mais de 80 estudos em diferentes paises que utilizam essa
classificagdo 7. De acordo com a 2 edigdo do Guia Alimentar da Populagdo Brasileira *° e o
relatorio de 2019 da Organiza¢do das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura 3, os
alimentos in natura e minimamente processados se caracterizam por serem alimentos
naturais, alterados por métodos que incluem a remocdo de partes ndo comestiveis ou
indesejadas e também processos que incluem secagem, trituragdo, moagem, pulverizacao,
fracionamento, pasteurizacdo ou similares. J4 os ingredientes culindrios processados sao
substancias como agucar, sal e dleos, derivados do primeiro grupo, que sofrem processos de
prensagem, refino e outros métodos que visam gerar produtos duraveis para uso culinario.
Embora esses ingredientes sejam muitas vezes desequilibrados em termos de nutrientes,
geralmente eles ndo sdo consumidos sozinhos, mas sim adicionados a alguma preparagdo
culinaria. J& os alimentos processados tem dois ou trés ingredientes e sdo reconhecidos como
versoes modificadas de alimentos do grupo 1. Eles geralmente sdo produzidos para serem
consumidos como parte de refeicdes ou pratos, podendo também ser consumidos sozinhos
como aperitivos, sendo que a maioria ¢ altamente palatavel. J& os ultraprocessados, sdo
formulagdes de ingredientes, feitos em geral por induastrias de grande porte, envolvendo
diversas etapas e técnicas de processamento e muitos ingredientes, incluindo sal, actcar, 6leos
e gorduras e substidncias de uso exclusivamente industrial. Esse ultimo grupo tem sido
extensivamente associado em grandes estudos populacionais ao desenvolvimento de doencas
cronicas ndo transmissiveis, como a obesidade, o diabetes, € o cancer >8>

Tendo em vista esses conceitos, ¢ de extrema importancia compreender que a
microbiota ¢ dindmica e se adapta a influéncias ambientais, sejam elas mais associadas com

saide, ou com doengas ©!.

Alguns dados sugerem que a microbiota das sociedades
industrializadas difere substancialmente da microbiota ancestral dos humanos, gerando um
perfil de microorganismos compativel com influéncias dietéticas e outros aspectos exogenos,

porém incompativel com a biologia humana e com perfil talvez inadequado para certas



atividades da comunidade eubidtica tais como redu¢do de alergias e ativagdo adequada do

3361 Tsso se da, pelo fato de que ao longo da evolugdo e industrializagdo, as

sistema imune
sociedades mudaram a dieta, com maior abundancia na densidade caldrica e alimentos
altamente processados e pobres em nutrientes, que geram grande impacto na ingestdo caldrica
total, além do acréscimo de produtos quimicos ndo alimentares, incluindo conservantes,
pesticidas, aditivos e emulsificantes 3362635 Ao mesmo tempo em que € crescente esse perfil
alimentar desequilibrado, ocorre uma diminui¢cdo dos carboidratos acessiveis a microbiota
(CAMs), que sdo fibras prebioticas, encontradas principalmente em frutas, hortaligas, graos e

cereais integrais 336

, gerando entdo a sindrome da microbiota insuficiente, descrita como a
perda de alguns microorganismos e de suas funcdes associadas, que foram parte de nosso
passado ancestral em uma €poca menos industrializada, onde as dietas eram ricas em CAMs
33,

J& é sabido que este perfil de microbiota ¢ diferente quando se compara individuos de
regides rurais com aqueles provenientes de regides urbanas, e que esta diferenca estd
associada tanto com questdes geograficas, quanto com habitos de vida 966768 Corroborando
isso, um trabalho brasileiro recente avaliou a contribui¢do caldrica dos alimentos segundo a
NOVA classificacdo de alimentos, de agricultores adultos da regido sudeste. Eles
evidenciaram uma ingestdo predominante de 64,7% dos alimentos in natura e minimamente
processados nas regides rurais, mostrando que a depender da area rural, ainda ¢ predominante
um perfil que preserva uma dieta mais balanceada "'

A nivel experimental um estudo recente mostrou que camundongos alimentados por 8
semanas com uma dieta composta pelo padrdo ocidental, versus uma ragdo balanceada, levou
ao desenvolvimento de disbiose no primeiro grupo, causando um aumento da taxa de
translocacdo de microrganismos e, por consequéncia, o desenvolvimento de inflamacgao
sistémica 72, Dessa forma, existem indicios que esta dieta estd associada com a progressiva
deple¢do da camada de muco do colon, que ¢ constituido principalmente de glicoproteinas
denominadas mucinas. No intestino grosso o muco ¢ responsavel por formar uma dupla
camada, sendo a camada mais interna presa ao epitélio e impenetravel as bactérias, enquanto
que a camada mais externa ¢ o habitat de varias bactérias comensais 3. Pode-se entdo
classificar a camada interna como uma barreira fisica, que protege o hospedeiro da
translocagdo de bactérias do intestino para outros tecidos e para a corrente sanguinea '*7>,
Neste mesmo contexto do impacto da dieta ocidental, Vangay et al. 7 avaliaram a

composicdo das eubactérias presentes na microbiota fecal através do sequenciamento do gene

16S rRNA e shotgun de 514 asidticos residentes na Tailandia, ou nos Estados Unidos.
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Também foram coletados seus dados antropométricos e o recordatério alimentar de 24 horas.
Os autores descreveram que a imigragdo dos individuos de paises ndo-ocidentais como a
Tailandia, para um pais com predominancia da dieta tipica ocidental, associou-se com uma
profunda perturbacdo da microbiota intestinal, com perda de cepas de bactérias nativas e a
consequente diminui¢cdo da capacidade de degradacdo das fibras alimentares em decorréncia
da alteracdo entre as propor¢des das cepas de Prevotella e Bacteroidetes. Um ponto de atengao
¢ que os Bacteroidetes estavam mais abundantes em individuos com dieta tipica ocidental,
rica em proteinas e gorduras, enquanto a Prevotella mais abundante em individuos com dieta
predominante em carboidratos e fibras. Alteracdes nas proporgdes entre estes filos levaram a
uma menor produ¢do da enzima glucanase e de outras hidrolases glicosidicas, impactando
diretamente na capacidade de degradacdo das fibras pelas bactérias comensais.

Um outro trabalho analisou ainda dados dietéticos entre adultos com 25 anos ou mais
em 195 paises, buscando estimar o efeito de cada uma destas varidveis na mortalidade por
doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT). Foi possivel observar que os fatores dietéticos
afetam os individuos independente do sexo e outras varidveis socioecondmicas, sendo que a
baixa ingestdo de graos integrais e frutas — as principais fontes de fibras, vitaminas e minerais
- s80 um dos principais contribuintes para a mortalidade pelas DCNT 77,

Sabendo que as fibras atuam como substratos exclusivos de degradagdo por algumas
bactérias presentes no limen intestinal, a influéncia da dieta tem sido extensivamente
investigada com o intuito de determinar a sua capacidade de modulacdo da microbiota
intestinal, tanto de forma aguda, quanto cronica, bem como o impacto do seu consumo no

desenvolvimento de doengas 5.

1.5 FIBRAS ALIMENTARES E MICROBIOTA GASTRICA

As fibras alimentares exercem efeitos protetores e parecem ter papel auxiliar na
diminui¢do da ocorréncia de alguns tipos de cancer, como o colorretal; efeito este
aparentemente gerado em consequéncia da produgdo de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCQC) através da digestdo das mesmas por bactérias comensais 7%,

A ingestdo recomendada pela Dietary Reference Intakes (DRI), elaborada pelo The
Institute of Medicine (IOM), ¢ de 14g de fibras para cada 1000 Kcal ingerida, totalizando uma
média de 25g para mulheres adultas e 38g para homens adultos 8!. No Brasil, a Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF) publicada em 2020, que foi realizada entre 2017 e 2018,

constatou que a ingestdo média de fibras pela populacdo brasileira era de 22,7 g/dia, um
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consumo abaixo de qualquer recomendagdo descrita na literatura. Os individuos que relataram
o consumo de pizza e sanduiches, leite e derivados, bebidas com adi¢do de agucar, e biscoito
salgado, apresentaram médias de ingestdo de fibras abaixo da média populacional, além de
apresentarem uma ingestao energética pelo menos 10% acima da média populacional (Figura

4.
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— Média de ingestdo da populagio

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE -
Figura 4 - Médias de ingestdo de energia total e fibras dos grupos de pessoas que consomem 0s

alimentos selecionados. Comparagdo com as médias de ingestdo de energia total e fibras da populagdo Brasileira
- no periodo de 2017-2018.

As fibras possuem acao fisiologica distinta devido aos diferentes graus de solubilidade
e fermentagdo, sendo classificadas em dois subtipos: soluveis e insoliveis 3. As fibras
soluveis atuam diminuindo a velocidade do esvaziamento géstrico, promovendo maior
saciedade e aumento no tempo do transito intestinal, quando s3o fermentadas pelas bactérias
comensais do intestino grosso. Nesse subtipo temos por exemplo a inulina, um amido
resistente a digestdo, a beta-glucana e o frutooligossacarideo. J4 as fibras insoliveis como a
celulose e lignina atuam na redu¢do do transito intestinal, no aumento do bolo fecal e sdo
pouco fermentadas 83348,

A nivel do intestino grosso as fibras soliveis tem acdo prebidtica, ou seja, sdo

utilizadas como substrato pelas bactérias comensais que por meio de um processo de
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fermentagdo sacarolitica anaerébica geram os AGCC, entre eles o acetato, propionato e

butirato 678

. sendo que o butirato ¢ dos metabolitos mais estudados, tanto em modelos
animais quanto em humanos. Recentemente, um trabalho realizado em camundongos com
cancer colorretal comparou uma ragao padrao, versus uma dieta rica em fibras insoluveis por
um periodo de 12 semanas. Curiosamente,os autores observaram que o grupo alimentado com
fibras insoluveis teve um aumento de Bifidobacterias, Firmicutes e Bacteroidetes na
microbiota intestinal — sendo que todas as bactérias destes géneros sdo produtoras de AGCC
80, Esses achados refor¢am o fato de que apesar das fibras insoliiveis serem fermentadas pelas
bactérias comensais em menores propor¢des em comparagdo as soluveis, os produtos
resultantes ainda sdo capazes de produzir efeitos significativos na composi¢do da microbiota
8, 0s AGCC, em especial o butirato, tem sido associado a modulagdo da resposta imune,
principalmente em células epiteliais do célon. Os efeitos de alguns deles sdo mediados por
ligacdo a receptores acoplados a proteina G, frequentemente expressos em células do sistema
imune®®. Sua agdo parece ser essencial na regulagdo do processo inflamatorio, podendo
estimular ou atenuar a produ¢do de citocinas. Esse processo ocorre pela modulagdo da
ativacdo do fator de transcrigdo NF-kB, que gera um aumento da producdo da interleucina 10
(IL-10), e inibe a produgdo de moléculas pro-inflamatérias, como a IL-12, TNF-o e IL-1B ¥,
E importante ressaltar que grande parte da celulose e outras fibras insoliiveis que os
humanos consomem nao sdo totalmente metabolizadas pelas bactérias intestinais, dessa forma
ndo sdo classificadas como carboidratos acessiveis a microbiota (CAMs) (Figura 5). Portanto,
além de ser necessario considerar as caracteristicas do carboidrato, também ¢é necessario
compreender a individualidade do hospedeiro, visto que suas caracteristicas genotipicas

podem influenciar na fermentagdo dos CAMs 888990,
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Fonte: Adaptado de Sonnenburg; Sonnenburg *°
Figura 5 - Os cenarios metabolicos divergentes de uma dieta rica em carboidratos acessiveis

a microbiota (CAMSs) versus uma dieta pobre em CAMSs. Nota: No primeiro cenario, uma dieta rica
em CAM com poucos agucares simples, a principal contribui¢do dos carboidratos para o metabolismo do
hospedeiro esta na forma de produtos finais da fermentagdo de AGCC da microbiota que desempenham diversos
papéis regulatorios na fisiologia humana. No segundo cenario, a dieta ocidental de baixo CAMs resulta ndo
apenas na perda de metabodlitos microbianos benéficos, como os AGCC, mas também na selegdo de um
microbiota distinta, que pode parecer estranha ao hospedeiro. O aumento da representagdo de microbios que
utilizam o muco como fonte de alimento, leva a diminui¢ao da motilidade intestinal € o aumento das calorias na
forma de agucar e gordura, que podem contribuir no desenvolvimento de doengas ocidentais.

Com base nestes dados, ¢ crescente o interesse pela acdo das fibras alimentares nos
mais diversos contextos. Neste sentido, uma pesquisa clinica em andamento desenvolvida
pelo grupo da Dr. Jennifer Wargo (MD Anderson Cancer Center e Parker Institute for Cancer
Immunotherapy) e apresentada no encontro da American Association for Cancer Research
(AACR) em 2019 3, mostrou que pacientes com melanoma metastatico tratados com anti-
PDL1 que se alimentavam com uma dieta rica em fibras tiveram uma maior diversidade da
microbiota intestinal e 5 vezes mais chances de responder ao tratamento. Paralelamente,
pacientes que fizeram uso de probidticos por conta propria tiveram uma pior resposta ao
tratamento e redugdo da diversidade de sua microbiota fecal.

Esses dados sdo de extrema importancia ao demonstrar que intervengdes na dieta dos

pacientes - com o uso de fibras prebioticas ou o consumo de probiodticos - pode alterar
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significativamente a resposta ao tratamento imunoterdpico. Neste sentido, varios estudos
clinicos estdo abertos em diversos paises avaliando o impacto do uso de probidticos
especificos, combinados ou ndo a prebidticos, e intervengdes nas dietas dos pacientes durante
os tratamentos quimioterapico e imunoterapico #.

Com o intuito de avaliar ainda mais a influéncia do consumo de fibras na composicao
da microbiota, Nobel et al. ** investigaram por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA e
da analise de questionarios de frequéncia alimentar, a associa¢cdo da ingesta de fibras com a
microbiota esofagica de 47 pacientes ambulatoriais. Partindo de um consumo médio de fibras
de 16g, conforme a ingesta de fibras foi aumentada, foi observada uma associagdo positiva
com a abundancia relativa de Firmicutes e a diminui¢ao de bactérias gram-negativas em geral.
Esses resultados demonstram que a ingesta aumentada de fibras estad associada a um
microbioma significativamente distinto do observado em individuos com menor ingestao das
mesmas.

Tendo em mente os inimeros beneficios e efeitos sistémicos da ingestdo de fibras
alimentares, Desai et al., 2016 procuraram compreender os mecanismos pelos quais a
privacdo de fibras afeta a microbiota intestinal e altera o risco de aparecimento de doengas.
Foi utilizado um modelo de camundongo gnotobidtico, ou seja, livres de germes, os quais
tiveram o intestino colonizado com microbiota intestinal humana sintética contendo 14
espécies bacterianas. O grupo com dieta rica em fibra foi alimentado com uma ragdo contendo
15% de fibras dietéticas provenientes de ingredientes alimentares como grdos e plantas
minimamente processados, ja o segundo grupo recebeu uma ragdo com 0% de fibras, onde o
amido e a maltodextrina foi substituida por glicose. Eles evidenciaram que durante a escassez
cronica ou intermitente de fibra alimentar, a microbiota utiliza como fontes de energia as
glicoproteinas presentes na barreira de muco, levando a degrada¢do da mesma, que se tornou
permeavel. Essa degradacdo se d4 devido ao aumento da populacdo de um sub-grupo de
bactérias degradadoras de mucina e expressdo da enzima CAZimas, que utiliza as mucinas
como fonte de nutrientes.

Um ponto importante ¢ que os alimentos sdo considerados matrizes alimentares
complexas, fazendo com que a dieta seja composta por alimentos que possuem ndo apenas
nutrientes, mas outros componentes alimentares que nio fornecem energia 6. Dessa forma o
efeito benéfico de alguns alimentos como as frutas, vegetais, graos integrais e outros
alimentos a base de plantas tém sido atribuido principalmente ao sinergismo, ou interagao
entre os compostos bioativos e nutrientes 7%, Nesse contexto, as fibras alimentares

parecem ter um efeito sinérgico com os polifendis e outros compostos fenolicos, visto que
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ambos estdo presentes em alimentos in natura ¢ minimamente processados, sendo que durante
a digestdo gastrointestinal as fibras dietéticas podem interagir e se ligar aos antioxidantes
presentes na matriz alimentar por meio de ligagdes de hidrogénio, interagdes covalentes ou
aprisionamento fisico-quimico realizado pela fibra alimentar °%%°, Dessa forma a nivel do
intestino grosso, a microbiota ¢ responsavel por fermentar essa matriz de fibras e
antioxidantes, fazendo com que esses compostos fenolicos sejam gradualmente liberados no
limen intestinal e parcialmente absorvidos, gerando assim efeitos sistémicos. Um ponto
interessante ¢ que os compostos ndo fermentados e consequentemente ndo absorvidos,
permanecem no lumen e participam da neutralizacdo de radicais livres, amenizando assim o
efeito pro-oxidante de alguns contribuintes dietéticos 3297190101 Ao mesmo tempo temos toda
a fermentacdo das fibras dietéticas acontecendo e gerando seus metabolitos, conforme
descrito anteriormente. Podemos entdo notar que muito além das fibras, também ¢ importante
considerar o alimento e toda a dieta, por conta da alta complexidade entre suas interagdes.
Desta forma, apesar do estobmago ser um 6rgdo colonizado por bactérias, pouco se
sabe sobre a inter-relacdo entre a dieta e principalmente a ingestdo de fibras alimentares e sua
acdo sobre o microbiota gastrica de pacientes portadores de adenocarcinoma gastrico (AdG),
visto que os estudos se limitam principalmente a anélises a da microbiota intestinal, avaliada

na maioria dos casos através das fezes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar possiveis correlagdes entre a microbiota bacteriana gastrica de pacientes com

adenocarcinoma gastrico e controles sem cancer, ¢ a ingestdo de fibras totais, soluveis e

insoluiveis presentes na dieta.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o perfil de dieta segundo o grau de processamento dos alimentos e a
associacdo com o conteudo de fibras alimentares na dieta de pacientes com AdG e
controles sem cancer, a partir do historico alimentar de 1 ano precedente;

Avaliar as diferencas na dieta que segregam pacientes com AdG e controles sem
cancer;

Buscar associagdes entre o consumo de fibras alimentares e a composicdo da
microbiota do lavado gastrico em pacientes com AdG e controles sem cancer;

Avaliar a existéncia de diferencas na composi¢do da microbiota de pacientes com AdG
com os subtipos histologicos de Lauren: intestinal, difuso e misto;

Avaliar a existéncia de diferengas na microbiota de pacientes com AdG com
localizag¢des tumorais distintas: cardia, corpo, fundo, antro e piloro

Avaliar se os grupos com maior e menor ingestdo de fibras diferem em termos de

sobrevida global ou doenca especifica.
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3 CASUISTICA E METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto ¢ afiliado ao projeto tematico financiado pela FAPESP: 2014/26897-0
“Gendmica de Adenocarcinomas Gastricos”, em andamento no Laboratorio de Gendmica
Médica do A.C.Camargo Cancer Center, sob coordenacdo de Emmanuel Dias-Neto,
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) desse mesmo centro sob o
numero 2134/15 (Anexo 1 e 2). As coletas de informagdes da dieta, assim como as analises da
microbiota, foram previamente previstas e aprovadas dentro do projeto citado. Deste modo as
amostras biologicas analisadas aqui foram provenientes de pacientes que assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexos 3 ao 5), relacionado a este projeto
tematico e previamente aprovado pelo CEP institucional. Todos os pacientes foram

informados do objetivo da pesquisa e convidados a participarem de modo voluntério.
3.2 POPULACAO DE ESTUDO E AMOSTRAS

A populagdo de estudo foi constituida por 206 pacientes com diagnéstico
histopatologico de AdG, com idade entre 25 e 85 anos, recrutados entre fevereiro de 2018 a
fevereiro de 2020. Todos os pacientes foram diagnosticados, ou tiveram seu diagndstico
confirmado no A.C.Camargo Cancer Center, além de terem sido também tratados nesta
mesma institui¢cao.

No grupo controle de pacientes sem cancer foram recrutados 181 individuos, sendo
que as coletas de material bioldgico foram feitas no momento em que eles estavam sendo
submetidos a endoscopia géstrica investigativa. Mesmo sendo um grupo com queixas
gastricas, esses pacientes ndo tiveram diagndstico de neoplasia gastrica.

Foram incluidos também 385 controles sem diagndstico de cancer e sem queixas de
distirbios gastricos, provenientes da campanha de prevengdo do A.C.Camargo Cancer Center,
que atendeu mais de 40 mil pessoas/ano e que ndo tiveram neoplasias diagnosticadas nos
exames da campanha. Esse grupo foi recrutado anteriormente - entre abril de 2016 e abril de

2019 - por entrevistadores treinados, vinculados a este projeto tematico. Vale ressaltar que a
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coleta de material bioldgico ndo estava prevista, pois estes ndo tinham indicagdo médica de

endoscopia digestiva alta, e deste modo obtivemos apenas dados clinicos e alimentares deste

grupo.

3.3

CRITERIOS DE INCLUSAO DOS CASOS

Pacientes com diagnostico histopatolégico de AdG, codificado conforme a
“Classificagdo Internacional de Doengas” em oncologia. (CIDO3) % Topografia C16
(CID 10);

Pacientes que nao fizeram uso de antibidticos nos ultimos 30 dias;

Pacientes que tiverem assinado o Termo de consentimento livre e esclarecido.

34 CRITERIOS DE INCLUSAO DE CONTROLES ENDOSCOPICOS

° Individuos submetidos a endoscopia digestiva alta, com diagndstico negativo para
neoplasia géstrica, com idade acima de 18 anos.

) Individuos que ndo fizeram uso de antibidticos nos tltimos 30 dias;

° Individuos que tiverem assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO DOS CONTROLES DA CAMPANHA DE

PREVENCAO

3.6

Individuos com diagnéstico negativo para neoplasia gastrica confirmada em exames
realizados na campanha de preveng¢do do A.C.Camargo Cancer Center, com idade
acima de 18 anos.

Pacientes que nao fizeram uso de antibidticos nos ultimos 30 dias;

CRITERIOS DE EXCLUSAO DE CASOS E CONTROLES

Individuos que recusaram, ou nao apresentaram condicdes fisicas ou mentais para
participar da pesquisa;

Individuos com diagnostico prévio de cancer;
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37 METODOS

3.71 Amostras Bioldgicas e Processamento

Amostras de lavados gastricos foram coletadas durante a rotina endoscopica realizada
no exame inicial do paciente e antes da realizacdo de qualquer tipo de tratamento oncoldgico.
Esse fluido compreende o suco gastrico e a d4gua mineral utilizada para lavar o estomago
durante o exame, quando ¢ o caso. Os pacientes receberam instru¢des de preparo para o
exame, que incluiram jejum de liquido e solido por pelo menos seis horas. Os fluidos
gastricos foram imediatamente processados ap6s a coleta, incluindo mensuragdo de volume e
neutralizacdo do pH, e mantidos a -20°C até seu uso. Estas amostras de lavados tiveram
volumes variaveis (geralmente de 3 até 50ml), pois ¢ comum ser necessaria uma lavagem da
cavidade géstrica com dgua mineral, no momento da endoscopia para melhor visualizacao de
lesdes. Assim, o volume da dgua se soma ao volume total do suco gastrico. Normalmente

estas amostras de lavado seriam descartadas apos o procedimento endoscopico.

3.72 Extracdo de Acidos Nucleicos (DNA)

Para a extragdo de DNA das amostras de fluidos gastricos, 500ul do material coletado
foram incubados por 3h em agitagdo (300 rpm) com 500ul do reagente de digestdo Cell Lysis
Solution (Qiagen) em temperatura ambiente e 30ul de proteinase K a 20pug/ul. A partir deste
ponto foi feita a extracdo de DNA utilizado fenol: cloroférmio: alcool isoamilico 25:24:1
(Merck), que consistiu em:

1 Adicionar 500ul do reagente de digestdo. Homogeneizar por inversdo Iminuto.

Centrifugar por 10 min a 13.200 rpm, em temperatura ambiente;

2 Transferir a fase aquosa para um novo tubo. Adicionar novamente 500ul do reagente.

3 Homogeneizar por inversdo por lmin. Centrifugar por 10min a 13.200 rpm em
temperatura ambiente;

4 Adicionar 500pul de cloroférmio e homogeneizar por inversdo por 1min. Centrifugar
por 10 min a 13.200 rpm, em temperatura ambiente;

5 Transferir a fase aquosa para um novo tubo. Adicionar 800ul de alcool etilico 100%
gelado + 80ul de acetato de so6dio (3M). Incubar por 1h a -20°C;

6 Centrifugar por 30 min a 14.000 rpm, a 4°C. Remover e descartar o sobrenadante;

7 Adicionar 1ml de élcool etilico 70% gelado para lavagem do pellet;
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8 Centrifugar por Smin a 14.000 rpm, a 4°C. Remover e descartar o sobrenadante;
9 Adicionar novamente 1ml de 4lcool 70% gelado;
10 Centrifugar por Smin a 14.000 rpm, a 4°C. Remover e descartar o sobrenadante;

11 Secar o pellet a 42°C;
12 Ressuspender o pellet em 100 ul de 4gua ultrapura (Sigma);

13 Incubar a 55°C por 10min e em seguida quantificar o DNA.

Apoés as extragdes, todas as amostras foram quantificadas através do equipamento

Qubit (Thermo Fisher).

3.7.3 Analises de Bactérias da Microbiota por Avaliacio do Gene 16s do RNA
Ribossomal

As amostras de DNA obtidas a partir da extracdo dos lavados gastricos foram
amplificadas por PCR convencional, tendo como alvo as regides V3- V4 do gene 16S do
RNA ribossomal (rRNA) bacteriano. Padronizamos a massa de DNA de 50ng como molde de
amplificagdo. Como ja estabelecido no laboratdrio, quando uma amostra ndo era amplificada
com a massa padrdo, na PCR seguinte eram utilizados o dobro de massa e a metade, para
recuperar respectivamente as amostras ndo amplificadas devido a escassez de DNA
bacteriano, ou a presenca de inibidores da reacdo de amplificagdo.

Os iniciadores utilizados para amplificacdo possuem adaptadores (sublinhados na
sequencia abaixo) adequados para sequenciamento na plataforma Illumina e geram amplicons
com tamanho médio final de cerca de 500 pares de bases (U341F: 5’
CACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTACGGGRSGCAGCAG 3’ e 806R:
5’GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACTACHVGGGTWTCTAAT
3%) 196 A enzima KAPA HiFi HotStart ReadyMix 2X (Kapa Biosystems) foi selecionada para

amplificacdo de DNA. A reacdo final e condi¢des estabelecidas sdo apresentadas nas tabelas 1
e 2. Como controles utilizamos DNA de Escherichia coli (controle positivo) e dgua ultrapura

(Sigma) como controle negativo.
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Tabela 1 - Condigdes de amplificagdo do gene 16S (regides V3-V4) utilizadas neste estudo.

Reacio Volume (uL)
Primer U341F (SuM) 3,5
Primer 806R (5uM) 3,5
Kapa Hifi Hotstart 17,5
Amostra + H20 10,5
Volume final 35

Tabela 2 - Condi¢des de termociclagem para amplificagdo do gene 16S (regides V3-V4)
utilizadas neste estudo.

Etapa Temperatura Tempo Ciclo(s)
Desnaturacao inicial 95°C 2min 1x
Desnaturacio 95°C 20s

28x
Anelamento 54°C 15s
Extensio final 72°C Smin 1x

Os amplicons gerados foram purificados com beads magnéticas (AMPure XP -
Beckman Coulter), quantificados no Qubit (ThermoFisher) e sequenciados em servi¢o
terceirizado (Neoprospecta Microbiome Technologies - Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil)
que realizou a construgdo das bibliotecas e sequenciamento de acordo com protocolo
estabelecido por eles. Para a constru¢do de cada biblioteca uma nova amplificacdo foi
realizada em triplicata usando:- 5 ng de amplicon purificado por rea¢do; a enzima Taq
Platinum (Invitrogen) e barcodes especificos para cada amostra (condi¢des da amplificagdo:
95°C por 5 min, seguindo de 10 ciclos de 95°C por 46s, 66°C por 30s e 72°C por 45s, € uma
extensdo final de 72°C por 2min). As triplicatas foram associadas e purificadas com o
Ampure XP Beads (Beckman Coulter), e em seguida foi fdoeito o pool das bibliotecas usando
volume iguais de cada amostra %, A quantificagdo do pool foi feita por qPCR com o kit
KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems). Para o sequenciamento foi utilizado o kit
MiSeq Reagent v2 (500 ciclos) na plataforma MiSeq (Illumina), visando gerar > 50.000 reads

por amostra.
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3.7.4 Processamento e Filtragem das Amostras Sequenciadas

Apb6s o sequenciamento os dados foram processados pelo Nucleo de Biologia
Computacional do A.C.Camargo Cancer Center, apds estruturacdo do pipeline em conjunto
com nosso grupo do Laboratorio de Gendmica Médica. O processamento seguiu os seguintes
passos: (1) remocao dos adaptadores; (2) remocao das reads mapeadas no genoma humano;
(3) importagdo das reads restantes para o programa Qiime2 !°; (4) realiza¢do da jungdo dos
reads pareados e aplicagdo do filtro de qualidade; (5) controle de qualidade para remogado de

ruidos das reads através do Deblur !07

. As sequéncias foram entdo clusterizadas como
Operational Taxonomic Units (OTUs), quando apresentavam 97% de similaridade entre elas.
Sendo que cada OTU foi analisada contra sequéncias do banco de dados SILVA!%® visando
assim sua classificagdo taxondmica. Um cluster de sequéncias foi considerado uma OTU
quando apresentou uma identidade taxondmica similar de no minimo 80%, podendo atingir
até¢ 100%, com valor de p minimo de 0,001.

Ap0s a aplicagdo destes filtros, foram feitas curvas de saturagdo para observar se toda
a variabilidade das OTUs amplificada em cada amostra foi devidamente avaliada e
contabilizada. Porém, antes de serem analisadas foram descartadas OTUs compostas de
menos de 3 sequéncias e também removemos as amostras que ndo apresentaram no minimo

1000 reads apds aplicagdo desses filtros, de modo a excluir amostras ndo analisadas em

profundidade suficiente. Essa padronizacao ja tinha sido utilizada em outros estudos de nosso

grupo.

3.7.5 Caracterizacio de Habitos de Vida e Perfil Alimentar

Questionarios estruturados foram aplicados aos individuos dos grupos caso e controles
endoscopicos e da campanha de prevengdo, incluindo questdes sobre estilo de vida, historico
médico pessoal e familiar, historico de consumo de d&lcool e tabaco, consumo de
medicamentos e habitos alimentares que incluem mais de 120 itens. Estes questionarios foram
adaptados de um outro questionario ja validado em um estudo anterior aplicado no
A.C.Camargo Cancer Center, em pacientes portadores de cancer colorretal 1% O questionario
alimentar também foi previamente utilizado em outros estudos ja publicados '9%1%4 Também
foram coletados dados sobre: o consumo de medicamentos, com énfase naqueles relacionados
ao pH gastrico, como antiacidos, inibidores de bombas de prétons ou inibidores de histamina-
H2, além de anti-inflamatorios.

O questionario de frequéncia alimentar (QFA) utilizado segue uma estrutura padrdo de

perguntas para cada tipo de alimento e sua preparacdo, permitindo que o sujeito relate seu
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consumo em unidades de tempo (dia, semana, més, ano), conforme a Tabela 3. Para otimizar
a padronizagdo das analises, foi realizada a conversdo desses dados para uma Unica unidade

8

de medida de tempo com base na Pesquisa de Or¢amentos Familiares %2, que analisou o

consumo alimentar habitual no Brasil em gramas por dia, conforme Tabela 4.

Tabela 3 - Estrutura racional do questionario de frequéncia alimentar.

Grupo de A A x
rup Com que frequéncia vocé costuma comer? Qual o tamanho da sua porc¢io?
Alimentos
A Unidade de Sua porc¢io (medida ~
Quantas vezes vocé come: . Porcio em gramas
tempo: caseira)
Alimentos e Numero de vezes: 1, 2, 3 etc. D = por dia P=porgao Para cada por¢do em
Preparacdes (N=Nunca ou raramente | S =porsemana | pequena medida caseira,
comeu no ultimo ano) M = por més M = porg¢ao média temos uma por¢ao
A = por ano G = porg¢do grande convertida em gramas
do alimento

Fonte: Adaptado de Lameza '

Tabela 4 - Racional para padronizagdo do consumo alimentar diario

Resposta .
(Unidade de Unidade d.e Racional
tempo) tempo em dias
Dia 1 Quantidade de vezes consumida no dia X quantidade da por¢do em gramas /
unidade de tempo
Quantidade de vezes consumida na semana X quantidade da porgdo em
Semana 7 .
gramas / unidade de tempo
R Quantidade de vezes consumida no més X quantidade da por¢do em gramas /
Més 30 .
unidade de tempo
Quantidade de vezes consumida no ano X quantidade da por¢ao em gramas /
Ano 365 .
unidade de tempo

Os alimentos foram categorizados segundo seu grau de processamento, classificaciao
proposta por Monteiro et al. >* e incorporada pela segunda edi¢io do Guia Alimentar da
Populagéo Brasileira .

Com base na ingestdo alimentar em gramas/dia calculamos a contribuicdo caldrica
para cada alimento/preparagdo e também a contribuicdo de fibras totais, soliiveis e insoluveis
a partir de um banco de dados integrado, que contempla a composi¢ao centesimal padronizada
em 100g do alimento. Para constru¢cdo do banco foi utilizada a Tabela de Composicdo dos

112

Nutricional dos Alimentos Consumidos no Brasil *'#, complementada quando necessario com

a Tabela Brasileira de Composigdo dos Alimentos da UNICAMP !''* e a Tabela de
composigdo de alimentos: suporte para decisdo nutricional !4,
Ap0s a obtencdo do valor calorico bruto de cada questionario de frequéncia alimentar

foi realizada a exclusdo de 22 sujeitos/outliers, com base na alta ingestdo energética (acima de
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5200 kcal, que variou dentro para cada faixa etdria) de acordo com a metodologia de Nielsen

5] com objetivo assim de controlar o viés de possiveis erros e superestimagdo que os

questionarios e a limitacdo humana podem gerar. Essa metodologia tem sido utilizada em
estudos publicados recentemente ''°. Dentre os casos excluidos, foram: 12 casos, 4 controles

endoscdpicos e 6 controles da campanha de prevencao (Figura 6).

9000 Faixas etarias

l$| 25a 29 anos
ES 30 a 34 anos

' 35a 39 anos
. ES 40 a 44 anos

ES 452 49 anos

' 50 a 54 anos

! * Ed 55
a 59 anos

‘ . * E= 60 a 64 anos
EJ 65 a 69 anos
‘ ‘ ‘ E' 70 a 74 anos
3000 4 . . E| 2 75 anos
[

Faixas etarias

6000 *

Ingestdo energética total (Kcal)

Figura 6 - Ingestdo energética de acordo com a faixa etaria dos sujeitos incluidos no estudo
(N=774).

3.7.6 Covariaveis

O estado nutricional foi categorizado em indice de massa corporal [IMC: peso (Kg) /
altura (m)?], utilizando o peso e altura auto-referido. Para adultos de 18 a 59 anos, o IMC
<18,5kg/m? foi classificado com Desnutri¢do/Baixo peso; o IMC de 18,5 a 24,9kg/m? foi
classificado como Eutrofia e o IMC > 25 e < 29,9 kg/m? foi classificado como Pré obesidade,
ja o IMC > 30,0 kg/m? foi classificado como obesidade '!”. Para pacientes com idade > 60

anos essas categorias foram definidas respectivamente por IMC <23 kg/m2; 23,0-28,0 kg/m2
e>28 kg/m2 8,

3.7.7 Analise Estatistica

Para comparagdo entre os grupos no que se refere a contribui¢do caldrica e ingestdo de

fibras alimentares na, realizamos a verificacio das hipdteses de normalidade e
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homogeneidade. A partir disso, assumimos a nao normalidade dos dados e utilizamos o teste
nao-paramétrico de Kruskal Wallis. Foi utilizado nivel de significancia de 5% (p <0,05).

O modelo de regressdo logistica multinomial univariada foi utilizado para célculo do
odds ratios (ORs) com intervalos de confianca de 95% (ICs), para avaliar a chance de o
individuo estar no grupo controle. As covaridveis que apresentaram valores de p significativo
(<0,05) foram incluidas na modelagem final. Para andlise de sobrevida global e por doenga
especifica, foram utilizadas as curvas de Kaplan-Meier com o teste de log rank. Para a analise
de Cox foi verificada a hipoteses de proporcionalidade entre as varidveis e selecionadas para o
modelo multiplo aquelas que apresentaram diferenga estatistica no modelo univariado, e/ou
relevancia clinica. Os dados foram analisados utilizando o software SPSS Statistics for
Windows v.23.0 e também no programa RStudio (versdo 3.5.1; RStudio: Integrated
Development for R. RStudio, Inc., Boston, MA, EUA) em conjunto com a estatistica Janaina
Germano do grupo de estatistica do A.C.Camargo Cancer Center.

Para analise dos dados metagendmicos utilizamos o pacote Phyloseq, no programa
RStudio. Antes de todas as andlises verificamos as hipdteses de normalidade dos dados,
utilizamos testes paramétricos e ndo paramétricos a depender do resultado, para testar a
diferengas na abundancia de filos e géneros bacterianos, entre os grupos adenocarcinoma
gastrico e controles endoscopicos. Para andlise LEFSE foi utilizada a metodologia e o

software proposto por Segata et al. '!

, que realiza a andlise em 3 partes: I- Kruskal-Wallis
para detectar caracteristicas com abundancia diferencial significativa em relagdo aos grupos;
IT — Teste de soma de postos de Wilcoxon (ndo emparelhado); III- Analise discriminante
linear Tamanho do efeito (LDA).

Para andlise da diversidade Alfa (Observed, Shannon e Simpson) utilizamos os testes
paramétrico (Anova e teste t) e ndo paramétrico (Kruskal-Wallis e U de Mann-Whitney), a
depender dos grupos avaliados e da normalidade verificada. Em relacdo a diversidade Beta
(indice de Bray-Curtis e distancias unweighted e weighted Unifrac), foi usado o teste
multivariado Analysis of Similarities (ANOSIM). Também foi utilizado o coeficiente

de correlagdo de Spearman para correlagdo entre os dados dietéticos e a abundancia

bacteriana, considerando associa¢ao significativa quando o p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 MODULO 1: INGESTAO ALIMENTAR E ASSOCIACOES ENTRE CASOS E
CONTROLES

4.1.1 Descricio Geral da Coorte Avaliada no Estudo

Inicialmente avaliamos aspectos globais para a melhor compreensdo do perfil da
amostra em questdo. Conforme podemos observar na Tabela 5, temos uma coorte muito bem
balanceada em relacdo ao sexo e idade, sendo que o sexo masculino ¢ predominante entre os
individuos com adenocarcinoma gastrico, representando em média 60% dos casos. A razao de
homens/mulheres, quando considerado os casos e controles, foi de 1,49. Essa caracteristica
epidemiologica estd de acordo com o panorama nacional, visto que o as estimativas para o
triénio de 2020-2022 relatam uma incidéncia de 13.360 casos para homens e 7.870 entre as
mulheres, uma diferenca de 5.490 casos a mais para o sexo masculino, ou uma razao
homens/mulheres de 1,7 2. Cerca de 38% dos individuos deste estudo possuem ensino
superior, sendo, 42% do grupo AdG e 54% dos controles endoscOpicos, propor¢do essa que
pode ser explicada pelo fato desses sujeitos terem sido recrutados em uma instituicao privada,
onde mais de 65% dos individuos desses dois grupos possuem convénio. No grupo controle
da campanha de preveng¢do, observamos uma predominancia de individuos com ensino médio
(39%), que pode estar ligado com o fato de todos os individuos deste grupo serem
provenientes do SUS. Essa distribuicdo caracteristica certamente indica diferencas

socioecondmicas que impactam nos padrdes gerais de satde e estilo de vida 12,



Tabela S - Caracterizacdo geral da coorte incluida no estudo
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Grupos
Total Adenocarcinoma Controles Controles
Variaveis (752) gastrico (AdG) endoscopicos campanha
(194) 177) (381)
N (%) N (%) N (%) N (%)
Feminin 302 73 71 158
S crmne (40) (38) (40) (41)
exo Masculin 450 121 106 223
Seuimo (60) (62) (60) (59)
Convénio 263 147 116 0
(35) (76) (66) 0)
. 3 2 1 0
Acesso Partlculary (0.4) ) ) 0)
Sistema Unico de 486 45 60 381
Satde (SUS) 65 (23) (34) (100)
, 104 29 26 49
Até 40 anos (14) (15) (15) (13)
. . 322 82 71 169
Faixa etaria De 45 a 60 anos 43) (42) (40) (44)
. 326 83 80 163
Acima de 60 anos 43) (43) (45) (43)
77 27 8 42
Analfabeto (10) (14) ) (a1
Ensino 129 29 22 78
. ~ fundamental (17) (15) (12) (20)
Grau de instrugio Ensine médio 258 57 57 149
(34) (29) (29) (39)
Ensino superior 288 81 9 112
P (38) (42) (54) (29)
Branco 431 128 123 180
(57) (66) (69) 47)
70 11 4 55
Preto/Negro
. . ) (6) ) (14)
Etnia auto referida s 93 19 17 57
statico (12) (10) (10) (15)
Pard " 158 36 33 89
ardo e outros 21) (19) (19) 23)
Casad 559 147 129 283
asado (74) (76) (73) (74)
Divorciado/ 57 12 12 33
. . Separado ®) (6) @) )
Estado civil Soltel 29 23 19 47
Otetro (12) (12) (11) (12)
Viavo e outros 47 12 17 18
(6) (6) (10) (%)
Futrofi 187 46 47 94
utrotia (25) (24) 27) (25)
. . 312 69 86 157
IMC Pré obesidade 42) (36) (49) (41)
. 167 43 37 87
Obesidade (22) 22) @1 (23)
Sim 106 33 24 49
. (14) 17 (14) (13)
Diabetes . 642 160 152 330
° (86) (83) (86) (87)
<30 magos por 657 148 161 348
, . ano (87) (76) (C29) (€29
Carga tabigica 34 acos por 95 46 16 33
ano (13) (24) 9) 9)
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Cont./ Tabela 6
Grupos
Total Adenocarcinoma Controles Controles
Variaveis (752) gastrico (AdG) endoscopicos campanha
(194) a77) (381)
N (%) N (%) N (%) N (%)
Sim 249 121 73 55
Inibidores de (33) (63) 41 (15)
bomba de prétons Nio 497 70 103 324
(67) (37) (59) (85)
Sim 80 42 32 6
Uso de antiacidos N (61619) (1252 1) (114%4) 3(%2‘
a0 89 (78) (82) (98)
Ignorado 37 30 7 0
%0 o8 {54 o
H. pylori Negativo (72) (66) (78) 0)
.. 68 36 32 0
Positivo

(18) (19) (18) 0)

4.1.2 Caracterizaciao do Perfil Alimentar de Casos e Controles

As escolhas alimentares tém sido amplamente estudadas por serem determinantes do
conteudo de nutrientes ingeridos, o que impacta na qualidade alimentar, que por sua vez ¢
extensivamente associada a impactos bioldgicos associados a saude ou doenga 671121122,
Optamos entdo por caracterizar e contextualizar a dieta dos sujeitos incluidos no estudo para
melhor compreensdo de possiveis associagdes no decorrer das andlises. Para todos os trés
grupos da coorte na comparacdo multipla, observamos uma diferenca estatisticamente
significativa da contribuicdo caldrica dos alimentos, tanto entre os grupos alimentares in
natura/minimamente processados, quanto nos ultraprocessados (em ambos um valor de p
<0,001) (Figura 7 e Apéndices 1 e 2). No consumo de alimentos in natura/minimamente
processados os individuos com AdG possuem uma ingestdo média de alimentos in natura de
36,78%, enquanto que no grupo controles campanha ¢ de 41,31% (Kruskal Wallis, p=<0,001).
Também encontramos uma diferenga estatistica na comparagao entre os dois grupos controle,
visto que o controle endoscOpico tem uma ingestdio menor de alimentos in
natura/minimamente processados (37,4% versus 41,31% do controle campanha; Kruskal
Wallis, p=0,001). De acordo com nossos achados nesse quesito ndo encontramos diferenca
entre o grupo com cancer ¢ os controles endoscopico, demonstrando entdo que o grupo

controle da campanha de prevengdo tem em sua dieta uma participagdo maior desses

alimentos menos processados.
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Kruskal Wallis, p = <0,001

p=<0,001
p =0,001
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Figura 7 - Comparacdo multipla da contribui¢do energética de alimentos in natura e
ultraprocessados na dieta. Nota. Teste kruskal Wallis, p valor significativo quando <0,05.

Dentre os alimentos in natura, estdo as frutas e as hortalicas, as quais sdo umas das
principais fontes de fibras alimentares da dieta e seu consumo diario ¢ extensivamente
relatado pelo seu potencial protetor em alguns tipos de cancer, como o de cabeca e pescoco,

conforme relatado em um estudo multicéntrico brasileiro !

23, Este efeito esta ligado a
densidade nutricional desses alimentos, ou seja, uma alta quantidade de nutrientes como
vitaminas, minerais, fibras e compostos bioativos, associado com uma quantidade
relativamente baixa de calorias ''®!!7. Dentre os alimentos in natura que mais contribuiram na
dieta dos grupos foram: arroz branco, café, aveia em flocos, banana, laranja/mexerica e leite
integral, um ponto importante a se considerar ¢ que as frutas e hortalicas ndo estdo entre os
mais consumidos, conforme Apéndice 2. Na figura 8, podemos observar uma representacao
da proporcao da ingesta de frutas e hortalicas com diferenca estatistica na comparagao entre
os trés grupos (Apéndice 1), podemos evidenciar que existe uma maior contribui¢do desses

alimentos na dieta dos grupos controle, principalmente dos controles da campanha de

prevengao.
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Figura 8 - Propor¢do do consumo das frutas e hortalicas que apresentaram diferenca
estatistica na comparacao entre os grupos no Apéndice 4.

J& em relagdo aos alimentos ultraprocessados também observamos diferenga
significativa entre o grupo AdG e o grupo controle da campanha de preven¢do (Figura 7). Os
pacientes com cancer apresentaram uma ingestao média de 28,9% destes alimentos, enquanto
que os controles saudaveis relataram ingesta correspondente a 24,9%, uma diferenca de 5% na
contribui¢cdo calorica total da dieta (kruskal Wallis, p <0,001). Também encontramos uma
diferenca estatistica quando comparamos grupos controles endoscdpicos e controles saudaveis
da campanha de prevengdo (kruskal Wallis, p=0,003), onde este ultimo apresentou uma
participagdo dietética ainda menor de alimentos industrializados (Figura 7). Um ponto
importante ¢ que o consumo aumentado desses alimentos tem sido associado a diversas

doengas cronicas ndo transmissiveis 373118

, por conta da sua baixa qualidade nutricional,
grande quantidade de sédio, calorias totais, gorduras, aclicar e baixa quantidade de fibras.
Vale ressaltar, que seu alto consumo estd relacionado ndo apenas a uma menor ingestdo de
nutrientes, mas também a um menor consumo de alimentos nao-ultraprocessados, conforme
evidenciado em um estudo de corte transversal que analisou mais de 12 mil australianos '?’.
Esse perfil de produtos alimenticios tem sido descrito como de formulag¢des que surgiram por
serem de mais facil preparo, mais convenientes e muito palataveis, atendendo assim a uma
necessidade das sociedades ocidentalizadas. Assim, ao longo do tempo ocorreu uma

substitui¢do dos padrdes dietéticos mais antigos, aos quais nossa microbiota havia se ajustado

ao longo de milhares de anos, originalmente baseados em alimentos mais integros >°.
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Vale ressaltar que ndo encontramos diferencas no consumo de alimentos processados
entre todos os grupos, visto que apresentam uma média de consumo similar e proxima a 33%.
Embora esse valor represente 1/3 da dieta, esses alimentos sdo caracterizados por serem
produzidos pela adigdo de sal, 6leo, agucar, ou outro ingrediente culinario a um alimento do
grupo 1, ou seja, a um alimento in natura/minimamente processado >*»3>-%, Sendo assim, esse
tipo de processamento ndo torna o alimento ou preparacdo em algo potencialmente danoso
para a saude do individuo, visto que pode até melhorar aspectos de biodisponibilidade de
alguns nutrientes e compostos bioativos, como o licopeno, que dentro de um contexto de
estilo de vida balanceado pode ter um papel quimiopreventivo 70121122,

Nesse sentido, podemos observar até o momento que o perfil de dieta difere entre os
grupos com e sem cancer, € que os sujeitos dos estudos apresentam médias de consumo de
alimentos in natura/minimamente processados abaixo da média da populagdo brasileira que ¢

de 58,1% 2%, sendo que o grupo controle da campanha de prevengio (ingestio de 41%) foi o

que mais se aproximou da média nacional.

4.1.3 Caracterizacdo da Ingestiao de Fibras Alimentares e sua Associacio com a Dieta
Tendo em vista as caracteristicas da dieta dos grupos do presente estudo, avaliamos
entdo a quantidade de fibras alimentares ingeridas. Conforme Tabela 6, podemos observar
que existe uma diferenga estatistica no consumo de fibras totais, soliiveis e insoliiveis entre os
trés grupos comparados. Na comparacao multipla (Figura 9) podemos identificar que essa
diferenga ¢ mais pronunciada quando se compara o grupo AdG versus ambos 0s grupos
controle, de forma independente do tipo de fibras avaliadas. Os individuos com AdG
mostraram uma ingestdo de fibras totais com uma mediana de 10,13g para cada 1000 kcal
ingerida, j& os controles endoscopicos ingeriram 11,40g (kruskal Wallis, p=0,012) e os
controles saudaveis 10,80g (Casos versus controles campanha; kruskal Wallis, p=0,013),
demonstrando a menor ingesta de fibras no grupo com cancer. Esses dados corroboram nossos
achados anteriores em relagdo ao processamento dos alimentos, onde esses mesmos

individuos possuem uma ingestao menor de alimentos in natura/minimamente processados.



Tabela 7 - Ingestao de fibras entre os sujeitos do estudo
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el . Adenocarcinoma Controles Controles
Variaveis AR . P valor
gastrico endoscopicos Campanha
Total N 194 177 381
Minimo 3,33 4,52 4,79
. Maximo 22,61 21,88 25,88
Fibra total (g/1000 Kcal) Média 10,44 11,55 1143 0,005
Mediana 10,13 11,40 10,8
DP 3,23 3,71 3,72
Total N 194 177 381
Minimo 0,24 0,47 0,26
. , Maximo 6,31 7,5 10,63
Fibra soluvel (g/1000 Kcal) Média 2.04 2,37 241 0,012
Mediana 1,77 2,06 2,05
DP 1,14 1,32 1,45
Total N 194 177 381
Minimo 0,42 0,9 0,57
. . , Maximo 11,07 9,8 13,48
Fibra insoluavel (g/1000 Kcal) Média 3.07 373 3.68 0,001
Mediana 2,93 3,55 3,18
DP 1,43 1,77 2,10

Nota. Teste kruskal Wallis, p valor significativo quando p <0,05. DP = Desvio padrao.
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Figura 9 - Comparacdo multipla da ingestdo de fibras. Nota. Teste kruskal Wallis, p valor
significativo quando <0,05. Nota. Teste kruskal Wallis, p valor significativo quando p <0,05. DP = Desvio

padrao.
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Neste sentido, um estudo com a populagdo brasileira encontrou uma média de
consumo de 11,2g de fibras totais para 1000 kcal. J& um outro trabalho mais detalhado
demonstrou que o consumo de fibras ¢ diferente entre as regides norte, nordeste, sudeste, sul e
centro-oeste, diferenga esta que também foi encontrada entre as regides urbanas e rurais em
todas as regides brasileiras. Os autores evidenciaram maior consumo em domicilios rurais das
regides Norte e Nordeste que tiveram uma ingestio média de 21,4 g/dia e 18,5 g/dia,
respectivamente; € menor em domicilios urbanos do Centro-Oeste, Sul e Sudeste,
aproximadamente 10g/dia. Vale ressaltar que '°.

E importante observar que em todos os grupos estudados a mediana de consumo de
fibras totais estd abaixo do recomendado, que ¢ de 14g de fibras para cada 1000 kcal ingeridas
81 fato este que a longo prazo pode estar relacionado com uma perturbagdo continua da
microbiota, por diminuir a fonte de substrato energético de diversas bactérias *>7%.

O Guia alimentar da Populagdo Brasileira sugere que o grau de processamento dos
alimentos pode impactar no perfil de nutrientes ingeridos *°. Neste contexto avaliamos a partir
dos quartis de consumo de fibra alimentar total a contribui¢do dos alimentos segundo seu grau
de processamento, conforme Figura 9. Evidenciamos um perfil de dieta caracteristico ao
longo dos quartis, para todos os grupos avaliados, mostrando que temos uma diferenca
estatistica entre os quartis, tanto para a quantidade de alimentos in natura, quanto para os
ultraprocessados (Tabela 5). Os processados também apresentaram perfil similar, com
excecdo do grupo com AdG, onde ndo encontramos diferenca estatistica na ingestdo de
alimentos processados entre os quartis de consumo de fibra.

O grupo AdG que estd no quartil 1 e consequentemente consome menos fibras, tem
uma média de ingestdo de alimentos in natura de 25,51% enquanto os que estdo no quartil 4
relatam uma ingestdo de 48,04%. Esse mesmo efeito foi observado para ambos os grupos
controles, sendo que os endoscopicos possuem uma contribui¢do de 26,5% de alimentos in
natura no quartil 1, enquanto que no quartil 4 foi de 47,08%.

J& para controles endoscopicos, no quartil 1 uma média de 30,86% e no quartil 4 uma
contribuicdo de 51,98% de alimentos in natura, mostrando que quanto maior o consumo de
fibras maior ¢ a contribui¢do de alimentos in natura na dieta, independente do grupo avaliado
(Tabela 5). Um ponto interessante foi que dos 196 pacientes com AdG, apenas 32 estdo no
quartil 4, enquanto temos 54 controles endoscopicos e 105 controles da campanha de

prevencao neste mesmo quartil, evidenciando que existe uma maior quantidade de individuos
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controles neste ultimo grupo, exatamente pelo fato deles consumirem mais alimentos in
natura do que o grupo AdG.

Para os alimentos ultraprocessados podemos observar na Tabela 5, que para os
individuos que estdo no quartil 4 temos uma contribui¢do de apenas 20% deste grupo de
alimentos. Conforme podemos verificar na Figura 10 o perfil de dieta entre os quartis 1 e 4
sdo bem distintos, dessa forma para melhor compreender o impacto biologico dos resultados ¢

necessario analisar as diferencas entre esses grupos.

Q1 Q2
80 +
L]
- ) . [ ]
60 1 . * 9
40 4
201
&
01 ®
Q3 Q4
801 e
60 4 .
P L
-
40 1 ®
-
&
U Li Li L] L Li L
In natura/ Processados Ultraprocessados In natura/  Processados Ultraprocessados
minimamente minimamente
processados processados

Grupo: B3 Adenocarcinoma gdstrico B8 Controles endoscépicos E3 Controles campanha

Figura 10 - Participagdo dos grupos alimentares ao longo dos quartis de consumo das fibras
totais.



Tabela 7 - Participacdo dos grupos alimentares ao longo dos quartis de consumo das fibras totais

Ingestao relativa média (% da contribuicdo energética)

Quartil da ingestio de fibras alimentares totais para cada 1000 kcal

Q1 Q2 Q3 Q4
(0 a 8,51g) (8,52 a 10,68¢) (10,69 a 13,43g) (13,44g)
Grau de
Grupo Ntotal Média Mediana N Média DP N Média DP N Média DP N  Média DP  Pvalor
processamento

In natura e Adenocarcinoma géstrico 194 36,78 3563 55 2551 7,50 56 3595 10,18 51 42,77 884 32 4804 10,78 <0,001
minimamente  Controles endoscopicos 177 37,04 37,04 41 2650 858 38 31,70 856 44 39,19 848 54 47,03 10,08 <0,001
processados Controles campanha 381 4131 40,71 91 30,86 11,18 93 37,67 9,77 92 43,15 836 105 51,98 11,12 <0,001

Adenocarcinoma gastrico 194 3325 32,78 55 3520 944 56 33,97 977 51 3149 858 32 3142 980 0,153
Processados Controles endoscopicos 177 34,95 3495 41 3944 993 38 3489 10,16 44 3557 845 54 31,08 9,06 0,001

Controles campanha 381 33,70 3341 91 3687 11,81 93 3510 10,05 92 33,55 796 105 2986 938  <0,001

Adenocarcinoma géstrico 194 2998 29,67 55 3929 10,63 56 30,09 11,93 51 2574 728 32 20,54 861 <0,001
Ultra )

Controles endoscopicos 177 28,02 2728 41 3406 1121 38 3340 992 44 2525 10,67 54 21,89 818  <0,001
processados

Controles campanha 381 2498 2425 91 3227 12,63 93 2723 10,73 92 2330 858 105 1816 9,06 <0,001

Nota. Teste kruskal Wallis, p valor significativo quando <0,05.
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Com base nos resultados apresentados até aqui, verificamos possiveis associagdes por
meio de um modelo de regressdo logistica multinomial com varidveis dietéticas e de estilo de
vida de individuos dos grupos controle versus AdG (Tabela 6). Observamos que o fato de ter
ensino superior completo aumento a chance de ser do grupo controle endoscépico em 2.7
vezes (OR 2,790, IC 95% 1,068-7,285, p=0,036), enquanto que ter esse mesmo grau de
escolaridade aumenta a chance em 8,5 vezes (OR 8,566, IC 95% 1,616-45,418, p=0,012) em
ser do grupo controle saudéavel. Ser negro aumentou a chance em 3,4 vezes (OR 3,475, IC
95% 1,431-8,440, p=0,006) em ser do grupo controle campanha, mas vale ressaltar que esse
grupo ¢ proveniente do sistema unico de saude (SUS), e deve ser visto dentro do contexto
histérico de grande desigualdade racial e socioecondmica que temos em nosso pais. Para o
indice de massa corporal, ser do grupo de baixo peso mostrou diminuir a chance em 84,7%
(OR 0,153, IC 95% 0,055-0,427, p=<0,0001) em ser do grupo controle endoscopico e em
62% (OR 0,380, IC 95% 0,179-0,805, p=0,012) de ser do grupo controle campanha, sempre
comparando com o grupo AdG. Essa associagdo inversa do baixo peso com os controles esta
possivelmente ligada a redug¢do de peso observada nos pacientes com cancer gastrico desde o
diagnostico.

Foi possivel identificar que consumir menos alimentos ultraprocessados (quartil 1),
estd associado com aumento de 2.5X (OR 2,521, IC 95% 1,076-5,905, p=0,033) na chance de
ser do grupo controle campanha. J4 o maior consumo de fibras alimentares insoluveis
aumentou a chance em 2.6x (OR 2,651, IC 95% 1,069-6,573, p=0,035) de ser desses mesmos
grupos, quando comparado com o grupo AdG. Nao encontramos esse tipo de associagdo com
os controles endoscdpicos versus grupo AdG, sugerindo uma ingestdo de ultraprocessados
similar entre estes grupos (Figura 7 e Apéndice 3). Vale ressaltar que o alto consumo de
alimentos ultraprocessados tem sido associado a diversas doengas em estudos de coorte
prospectivos ou casos controles, evidenciando por exemplo uma associagdo com diabetes
mellitus tipo 2 e cincer de prostata *°. Infelizmente o consumo destes alimentos tem sido
cada dia mais precoce, sendo que as criangas sdo expostas desde os primeiros anos de vida
109,124 ¢ a longo prazo este habito pode gerar um excesso de ingestdo caldrica, conforme
demonstrado por pesquisadores do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos!*?. Neste
mesmo estudo, caracterizado por ser um ensaio clinico randomizado e controlado de ingestao
alimentar, foi investigado se as pessoas consumiram mais calorias quando expostas a uma
dieta ad libitum composta de alimentos ultraprocessados, em comparagdo com uma dieta
composta de alimentos ndo ultraprocessados (In natura, minimamente processados e

processados). Ambas as dietas oferecidas eram equilibradas entre si em termos de calorias,
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acucar, gordura, sodio, fibra e macronutrientes; porém foi observado que os individuos que
consumiram mais calorias quando expostas a dieta ultraprocessada em comparagdo com a
dieta ndo processada, com um adicional caldrico de 508 kcal/dia, contribuindo assim para
desenvolvimento de diabetes e obesidade.

Outro ponto que vai além da ingestdo caldrica ¢ a presenga de aditivos alimentares,
que levou alguns pesquisadores a avaliarem a composi¢do de 126 mil alimentos comumente
comercializados em mercados da Franca. Cerca de 53,8% dos produtos alimenticios
continham pelo menos 1 aditivo alimentar e 11,3% tinham pelo menos 5 aditivos, sendo que
os aditivos mais usados foram acidos citrico, lecitinas e amidos modificados. Ja dentre os 50
aditivos avaliados, os principais foram: nitrito de sdédio, nitrato de potdssio, glutamato
monossodico e caramelo sulfito de amonia . Varias destas substancias tém sido associadas a
um perfil mais pro-inflamatério 3.

Nossos resultados acerca dos possiveis impactos positivos das fibras alimentares
insoluveis demonstraram que essas fibras podem ter um potencial protetor, quando o grupo
controle saudavel foi comparado com o grupo AdG. Este efeito pode também estar associado
a sinergia alimentar entre alguns compostos bioativos, como no caso dos compostos
polifenois, que em um estudo recém publicado analisou 3471 individuos com céancer gastrico
e 8344 controles em 6 paises, evidenciando um papel protetor de toda esta classe de
compostos 134,

Uma grande limitacdo dos trabalhos com um perfil mais epidemioldgico ¢ que eles
ndo levam em conta em suas andlises possiveis efeitos das fibras alimentares e outros
contribuintes dietéticos a nivel da microbiota, limitando-se a avaliar apenas a ingestdo
alimentar. Dessa forma, consideramos que analisar e integrar esses dados ¢ uma das

alternativas para a melhora na compreensdo do exato papel dos fatores protetores e de risco.
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Tabela 8 - Associacdo entre variaveis de estilo de vida e habitos alimentes entre os grupos
controles versus adenocarcinoma gastrico, conforme determinado pela regressdo logistica

multinomial.
Grupos
Controles endoscopicos versus Controles campanha versus
Varidveis Adenocarcinoma Gastrico Adenocarcinoma Gastrico
95% IC P 95% IC P

OR Inferior Superior _ valor OR Inferior Superior  valor
Grau de instrucio
Analfabeto e < 5 anos 1 1
Ensino fundamental 2,224 0,775 6,384 0,138 1,615 0,710 3,675 0,253
Ensino médio 2,566 0,963 6,834 0,059 1,391 0,638 3,031 0,406
Ensino superior 2,790 1,068 7,285 0,036 0,623 0,284 1,368 0,238
Moradia
Propria 1 1
Alugado 0,841 0,408 1,737 0,641 1,732 0,899 3,339 0,101
Emprestado e outros 8,566 1,616 45418 0,012 10,357 2,042 52,537 0,005
Fornecido pelo 1,048 0,081 13,565 0,971 2,293 0,225 23,316 0,483
governo/empresa
Etnia
Branco 1 1
Preto/Negro 0,407 0,114 1,448 0,165 3,475 1,431 8,440 0,006
Asiatico 0,744 0,329 1,682 0,478 1,884 0,898 3,954 0,094
Pardo e outros 0,920 0,496 1,707 0,791 1,404 0,790 2,493 0,247
IMC
Eutrofia 1 1
Baixo peso/Desnutri¢do 0,153 0,055 0,427 <0,001 0,380 0,179 0,805 0,012
Pré obesidade 1,343 0,751 2,402 0,320 1,257 0,704 2,245 0,439
Obesidade 0,813 0,412 1,602 0,549 1,097 0,569 2,114 0,783
Quartis alimentos in natura
Quartil 1 1 1
Quartil 2 0,930 0,466 1,857 0,838 1,497 0,755 2,968 0,248
Quartil 3 0,733 0,333 1,616 0,442 1,259 0,583 2,718 0,557
Quartil 4 0,551 0,206 1,473 0,235 1,648 0,656 4,138 0,287
Quartis alimentos ultra
processados
Quartil 4 1 1
Quartil 3 1,099 0,564 2,140 0,782 1,033 0,529 2,020 0,924
Quartil 2 1,634 0,783 3,409 0,191 1,790 0,872 3,671 0,112
Quartil 1 1,795 0,740 4,351 0,196 2,521 1,076 5,905 0,033
Quartil Fibra alimentar total
Quartil 1 1 1
Quartil 2 1,085 0,525 2,246 0,825 0,965 0,483 1,930 0,920
Quartil 3 1,390 0,553 3,491 0,484 0,628 0,264 1,491 0,292
Quartil 4 2,666 0,860 8,258 0,089 0,527 0,177 1,570 0,250
Quartil Fibra solavel
Quartil 1 1 1
Quartil 2 0,792 0,368 1,708 0,553 0,641 0,305 1,346 0,240
Quartil 3 0,791 0,307 2,041 0,628 0,655 0,261 1,643 0,367
Quartil 4 0,887 0,302 2,611 0,828 1,271 0,442 3,659 0,656
Quartil Fibra insolivel
Quartil 1 1 1
Quartil 2 1,087 0,514 2,299 0,827 2,089 1,014 4,305 0,046
Quartil 3 1,396 0,615 3,167 0,425 1,258 0,558 2,832 0,580
Quartil 4 1,611 0,627 4,139 0,322 2,651 1,069 6,573 0,035
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Cont/Tabela 8
Grupos
Controles endoscopicos versus Controles campanha versus
R Adenocarcinoma Géstrico Adenocarcinoma Géstrico
Variaveis P P
OR 95% 1C valor OR 95% 1C valor
Uso de omeprazol ranitidina
pantoprazol e similares
Sim 1 1
Nao 2,496 1,553 4,011  <0,001 12,808 7,826 20,963 <0,001
Antiacidos
Sim 1 1
Nao 0,922 0,505 1,684 0,791 12,396 4,530 33,925 <0,001
Carga tabagica
>30 magos por ano 1 1
<30 magos por ano 2,515 1,284 4,925 0,007 2,532 1,348 4,754 0,004

Nota. OR:Razdo de chances. IC: Intervalor de confianga.

4.1.4 Analise de Sobrevida Entre os Individuos com Adenocarcinoma Gastrico e

Associacoes com Variaveis Dietéticas

Visto a importancia e relevancia dos dados dietéticos na etiologia da doenca,

decidimos realizar algumas andlises de sobrevida para identificar um possivel impacto nos

individuos do grupo AdG e sua sobrevida ap6s o diagnostico. Nesse contexto, o tempo

mediano de seguimento dos pacientes foi de 20 meses. Em relagdo ao tempo de sobrevida

global e por doenga especifica nao foi possivel calcular o tempo médio, visto que conforme

figura abaixo o ultimo ponto ndo ultrapassou 50% da curva. Um ponto importante e que ¢

uma limitagcdo da andlise de sobrevida em nosso trabalho ¢ esse tempo de acompanhamento

que de forma geral faz inclusive essas curvas de sobrevida serem bem similares.
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Sobrevida global

Sobrevida doenca especifica

T T T T T

12 24 36 48
Tempo (meses)

Figura 11 - Curva de sobrevida global e doenca especifica de toda coorte.

Estratificamos entdo as analises de para os quartis de ingestdo de alimentos in natura/
minimamente processados, processados e ultraprocessados conforme curvas de kaplan Meier
da Figura 12 e também paras as fibras totais, soliveis e insoluveis (Figura 13). Nao
identificamos diferencas na sobrevida quando estratificacdo por essas variaveis, visto que,
elas tiveram uma mediana de sobrevida similar, como no caso das fibras totais onde em todos

os quartis a probabilidade de estar vivo em 26 meses apos o diagnostico foi de 70%.
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Figura 12 - Curvas de sobrevida global e por doenga especifica de individuos com
adenocarcinoma gastrico de toda coorte, estratificado pelos quartis de consumo de alimentos
in natura, processados e ultraprocessados.
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Figura 13 - Curvas de sobrevida global e por doenca especifica de individuos com

adenocarcinoma gastrico de toda coorte, estratificado pelos quartis de consumo de fibras totais,

soluveis e insoluveis. Nota. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Log-rank.
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Dentre as variaveis testadas analisamos a sobrevida por doenca especifica estratificada
pelo estadiamento da doenca. Observar que mesmo com um tempo curto de seguimento, foi
possivel observar que os individuos com metéstase logo no diagndstico possuem um tempo
menor de seguimento, como esperado. Conforme Figura 14, a mediana de sobrevida para o
grupo metastatico foi de 17 meses (IC 95% 0,345-0,621), enquanto nesse mesmo tempo a
probabilidade de sobrevida de um individuo com doenga localizada foi de 92% (IC 95%
0.879-0,974). Baseado nesse resultado decidimos realizar a construgdo de um modelo de COX
para avaliar o risco de ir a Obito considerando as variaveis que atingiram suposi¢des de

proporcionalidade.

== Doenca localizada -+~ Doenca metastatica

Probabilidade de sobrevida

p < 0.0001

T T T T

12 24 8
Tempo (meses)

N°® em risco
- 133 113 71 32 8
— 60 32 8 2 0

T T T T T
C 12 24 3¢ 48

Figura 14 - Curvas de sobrevida por doenca especifica de individuos com adenocarcinoma
gastrico de toda coorte, estratificado pelo estadiamento da doenga no momento do

diagndstico. Nota. Linha pontilhada representa mediana. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Log-
rank.

Conforme Tabela 7, identificamos que a doenca metastatica aumenta em 10x o risco
de obito quando consideradas diversas varidveis dietéticas e de estilo de vida, tendo como
referéncia os individuos com doenca localizada. Vale ressaltar que a razdo de chances
apresentou um intervalo de confianca amplo (4,97-20,35) que nos indica ter um pouco de
cautela com esses dados que podem estar sendo influenciados pelo tamanho amostral e pelo

curto tempo de acompanhamento. Nao identificamos impacto das varidveis dietéticas nesse
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modelo de regressao final. O impacto das variaveis dietéticas tém sido amplamente estudo em

termos de sobrevida, porém os estudos sdo feitos em geral comcoortes grandes como no caso

do estudo Francés realizado por Schnabel et al. '3 que associou o aumento do consumo de

alimentos ultraprocessados com um aumento de 10% mortalidade por todas as causas

avaliadas (1,14; IC de 95%, 1,04-1,27; P = 0,008).

Tabela 9 - Modelo de regressdo multivariada de Cox para doenga especifica nos individuos

do grupo AdG (N=192).

95% CI

Variaveis HR . . P valor
Inferior Superior

Sexo
Feminino 1
Masculino 1,112 0,559 2,211 0,763
Idade
Até 44 anos 1
De 45 a 60 anos 0,884 0,343 2,281 0,799
Acima de 60 anos 1,395 0,501 3,885 0,524
IMC
Eutrofia 1
Baixo peso/Desnutri¢do 0,701 0,277 1,775 0,454
Pré obesidade 0,423 0,200 0,895 0,025
Obesidade 0,266 0,094 0,748 0,012
Estadiamento do cincer gastrico no
diagnostico
Doenga localizada 1
Doenca metastatica 10,062 4,974 20,354 <0,001
Quartis alimentos in natura
Quartil 1 1
Quartil 2 0,748 0,284 1,971 0,557
Quartil 3 1,448 0,416 5,033 0,561
Quartil 4 2,316 0,391 13,713 0,355
Quartis alimentos processados
Quartil 1 1
Quartil 2 1,646 0,74 3,662 0,222
Quartil 3 1,476 0,55 3,962 0,439
Quartil 4 0,813 0,181 3,652 0,787
Quartis alimentos ultraprocessados
Quartil 1 1
Quartil 2 2,277 0,62 8,361 0,215
Quartil 3 2,443 0,62 9,622 0,202
Quartil 4 4,188 0,735 23,858 0,107
Quartil Fibra alimentar total
Quartil 1 1
Quartil 2 1,349 0,56 3,25 0,505
Quartil 3 1,447 0,447 4,689 0,538
Quartil 4 1,768 0,399 7,826 0,453
Quartil Fibra alimentar solavel
Quartil 1
Quartil 2 1,262 0,522 3,054 0,605
Quartil 3 1,009 0,288 3,542 0,989
Quartil 4 1,529 0,381 6,129 0,549
Quartil Fibra alimentar insoluvel
Quartil 1 1
Quartil 2 0,771 0,349 1,702 0,519
Quartil 3 0,462 0,162 1,317 0,148
Quartil 4 0,991 0,253 3,884 0,990

Nota. HR: Razdo de riscos. IC: Intervalor de confianca.
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41 MODULO 2: ANALISE DO BACTERIOMA ATRAVES DO
SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S DO RNA RIBOSSOMAL

4.1.1 Caracterizacio e diferencas entre Casos e Controles

A avaliagdo da microbiota bacteriana encontrada no lavado gastrico foi feita pelo
sequenciamento de amplicons da regido V3 e V4 do gene 16S rRNA, a partir de um sub-
grupo de pacientes do grupo AdG (N = 77) e controles endoscopicos (N=68). Conforme
podemos observar na tabela 8, embora o numero de individuos deste subgrupo represente
apenas cerca de 38,8% do total de 373 sujeitos recrutados (entre casos e controles
endoscdpicos), ainda assim temos uma boa representacao e balanceamento a nivel de sexo e
idade em relacdo a amostra total (Tabela 3). Como exemplo, o sexo masculino perfaz 63,6%
dos casos no subgrupo e na amostra total 60%, de acordo com o perfil epidemiologico
nacional 2. A partir deste modulo 2, ndo incluiremos a avaliagdo da microbiota do controle
campanha, visto que a realizagdo de endoscopia digestiva alta ndo foi realizada nestes

individuos, pois ndo seria ético submeté-los a um exame invasivo sem necessidade médica.

Tabela 10 - Caracteristicas clinicas e de estilo de vida de um subgrupo de casos e controles 2,
que tiveram o microbioma do lavado gastrico avaliado.

Adenocarcinoma Controles
Variaveis Total (145) gastrico (77) endoscopicos (68)
N (%) N (%) N (%)
Sexo Feminino 61 (42,1) 28 (36,4) 33 (48,5)
Masculino 84 (57.,9) 49 (63,6) 35 (54,4)
Convénio 97 (66,9) 60 (77,9) 37 (54,4)
Acesso IS)?sr‘:;zlaltalrjnico de Saude LD 0O L0
SUS) 47 (32,4) 17 (22,1) 30 (44,1)
Até 40 anos 24 (16,6) 12 (15,6) 12 (17,6)
Faixa etaria De 45 a 60 anos 60 (41,4) 34 (44.2) 26 (38,2)
Acima de 60 anos 61 (42,1) 31 (40,3) 30 (44,1)
Analfabeto 19 (13,1) 14 (18,2) 5(7,4)
Grau de instrugiio Ensino fundamental 21 (14,5) 12 (15,6) 9(13,2)
Ensino médio 36 (24,8) 17 (22,1) 19 (27,9)
Ensino superior 69 (47,6) 34 (44,2) 35(51,5)
Branco 92 (63.,4) 48 (62.,3) 44 (64,7)
. . Preto/Negro 53,4 2(2,6) 3(4,4)
Etnia auto referida &/t 58 16 (11,0) 9(11,7) 7(10,3)
Pardo e outros 32(22,2) 18 (23.,4) 14 (20,6)
Casado 112 (77,2) 60 (77,9) 52 (76,5)
. . Divorciado/Separado 5(3.,4) 3(3,9) 2(2,9)
Estado civil Solteiro b 20 (13.8) 11 (14,3) 9 (13,2)

Vilivo e outros 8 (5,5) 3(3,9) 5(7,4)
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Adenocarcinoma Controles
Variaveis Total (145) gastrico (77) endoscopicos (68)
N (%) N (%) N (%)
Baixo peso 9(6,2) 9(11,7) 0 (0,0)
IMC Eutrofia 40 (27,6) 22 (28,6) 18 (26,5)
Pré-obesidade 69 (47,6) 32 (41,6) 37 (54,4)
Obesidade 27 (18,6) 14 (18,2) 13 (19,1)
.. <30 magos por ano 121 (83,4) 59 (76,6) 62 (91,2)
Carga tabigica >30 magos por ano 24 (16,6) 18 (23.4) 6(8.,8)
Uso de inibidores de  Sim 90 (62,9) 55 (72,4) 35(52,2)
bomba de prétons  Nio 53 (37,1) 21 (27,6 32 (47.8)
o Sim 26 (18,1) 13 (16,9) 13 (19,4)
Uso de antideidos 10 118 (81,9) 64 (83,1) 54 (80,6)
Céncer 77 (53,1) 77 (100,0) 0 (0,0)
Exame normal 2(1,4) 0(0,0) 2(2,9)
g;s;t;‘;‘;adgi gestiva  Gastrite superficial 48 (33,1 0(0,0) 48 (70,6)
alta gjsglct: cronica e 10 (6,9) 0(0,0) 10 (14,7)
Metaplasia intestinal 8(5,5) 0(0,0) 8(11,8)
Ignorado 8 (5,5) 6 (7,8) 2(2,9)
H.pylori Negativo 110 (75.9) 56 (72,7) 54 (79,4)
Positivo 27 (18,6) 15 (19,5) 12 (17,6)
Estadiamento do Doenga localizada 0(0,0) 58 (76,3) 0(0,0)
cancer gastrico Doenca metastatica 0(0,0) 18 (23,7) 0(0,0)
ST Difuso 0 (0,0 42 (56,8) 0 (0,0)
Lauren Intestinal 0 (0,0) 24 (32,4) 0(0,0)
Misto 0 (0,0) 8 (10,8) 0 (0,0)
Quartis dos Q1-0a29,72% 48 (33,1) 27 (35,1) 21 (20,9)
alimentos in Q2 -29,73 2 38,62% 30 (20,7) 17 (22,1) 13 (19,1)
natura/minimamente Q3 - 38,63 a 47,97% 39 (26,9) 17 (22,1) 22 (32,4)
processados Q4 ->47,98 28 (19,3) 16 (20,8) 12 (17,6)
Ouartis dos Q1-0a27,17% 46 (31,7) 30 (39,0) 16 (23,5)
alimentos Q2-27,18a33,51% 36 (24,8) 20 (26,0) 16 (23,5)
processados Q3 - 33,52 2 40,37% 33 (22,8) 14 (18,2) 19 (27,9)
Q4 ->47,98 30 (20,7) 13 (16,9) 17 (25,0)
Quartis dos Q1-04a1829% 22 (15,2) 12 (15,6) 10 (14,7)
alimentos Q2 - 18,30 226,23% 40 (27,6) 17 (22,1) 23 (33,8)
ultraprocessados Q3 - 26,24 2 34,13% 38 (26,2) 19 (24,7) 19 (27,9)
Q4 - >34,14% 45 (31,0) 29 (37,7) 16 (23,5)
Ql-0a8,5lg 37 (25,5) 24 (31,2) 13 (19,1)
Quartil de fibras Q2-8,52a10,68g 34 (23,4) 18 (23,4) 16 (23,5)
totais (/1000 keal) Q3 - 10,69 a 13,43% 30 (20,7) 17 (22,1) 13 (19,1)
Q4 ->13,44 44 (30,3) 18 (23,4) 26 (38,2)
Quartis de fibras Q1-0a2,28g 38 (26,2) 26 (33,8) 12 (17,6)
insoliveis (g/1000 Q2-229a3,l4g 33 (22,8) 18 (23,4) 15 (22,1)
keal) Q3-3,15a4,27g 34 (23,4) 19 (24,7) 15 (22,1)
Q4 ->4,28¢ 40 (27,6) 14 (18,2) 20 (29,4)
Ql-0al,34g 42 (29,0) 26 (33,8) 16 (23,5)
Quartis de fibras Q2-1,35a1,99¢ 35 (24,1) 22 (28,6) 13 (19,1)
soltiveis (g/1000 keal) Q3 - 2,00 a 2,89g 36 (24,8) 17 (22,1) 19 (27,9)
Q4 ->2,90g 32(22,1) 12 (15,6) 20 (29,4)
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Todas as 145 amostras tiveram as regides V3 e V4 do gene 16S rRNA amplificadas e
sequenciadas com sucesso. Como podemos observar na Figura 15A a saturagdo da
variabilidade bacteriana sequenciada foi atingida com mediana de 14.833 mil reads. Vale
ressaltar que conforme descrito na metodologia deste trabalho, nosso grupo do Laboratério de
Gendmica Médica do A.C.Camargo Cancer Center ja realizou o sequenciamento de 439
amostras entre biodpsias e fluido géstrico do projeto tematico (do qual este trabalho faz parte) e
identificamos que uma saturacdo de pelo menos 1000 reads ja atinge um nivel aceitavel que
cobre toda a diversidade das bactérias presentes nestas amostras. Tendo isso em mente,
podemos evidenciar na Figura 15B que nosso subgrupo selecionado para essa parte do projeto
também atingiu esse numero minimo de reads.

Foi possivel identificar um total de 11 filos, 18 classes, 35 ordens, 62 familias e 114
géneros bacterianos, sendo que prosseguimos com as analises que serdo descritas a seguir
utilizando os niveis taxondmicos de filos e de géneros. Vale ressaltar que a taxonomia ¢ uma
classificagdo que agrupa microorganismos em categorias, com base em suas diferengas e
semelhancas, como por exemplo, o tamanho, forma e também a sequéncia dos genes, o que
consequentemente pode impactar em sua fun¢do. Em todos os niveis taxondmicos
identificamos uma minoria de OTUs classificadas com as nomenclaturas “NA”, “uncultured”,
“uncultured bacterium”, identificadores estes utilizados pelo banco de dados SILVA!%® para
taxons ainda ndo anotados na literatura, ou devido a regido sequenciada ndo haver sido
suficiente para permitir a identificagcdo precisa das bactérias. Essa limitagdo ja ¢ conhecida e
esperada, pois a avaliacdo da composicdo do bacterioma pela amplificagdo de porgdes do
gene rRNA 16S nem sempre permite a identificagdo das bactérias avaliadas. No entanto, uma
alternativa ¢ o uso da técnica de metagenOmica Shotgun sequencing, que realiza o
sequenciamento de todos os acidos nucléicos da amostra (podendo ser focado em DNA e/ou
RNA) e com isso possibilita o sequenciamento de genomas completos e diversos genomas
completos, permite uma maior sensibilidade na identificacdo de géneros menos abundantes,
ou mesmo com baixa cobertura vertical de sequenciamento Devido a estas limitagdes,
prosseguiremos com a classificagdo taxondmica apenas das bactérias ja anotadas, visto que o
estudo da inter-relagdo entre contribuintes dietéticos e microbiota do fluido gastrico ainda ¢
algo muito novo e fazer analises com géneros ainda ndo anotados, ndo ira contribuir com o
trabalho atual. Vale ressaltar, que para ser uma bactéria ja anotada, utilizamos o critério de
97% de similaridade entre as sequéncias) componentes de uma mesma OTU e uma
identidade taxondmica minima de 80% quando comparada com as sequéncias do banco de

dados Silva'®8.
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Figura 15 - Curva de saturagdo das 145 amostras sequenciadas pela técnica 16S. Nota. A)

Curva do total de reads atingidos por amostra. B) Curva mostrando que todas amostras atingem minimo de
1000 reads.

A nivel de filo, o mais abundante entre ambos os grupos foram os Firmicutes.
Conforme Tabela 9, para o grupo AdG eles sdo representados por uma mediana de 67%,
seguidos pelas Actinobacterias (9,55%), Proteobacterias (2,85%) e Bacteroidetes (2,05%),
sendo que os demais filos ndo sdo dominantes por representarem menos de 0,5% no grupo
com cancer. Para o grupo de controle endoscopico, os Firmicutes representam 54%, seguidos
das Proteobacterias (16%), Bacteroidetes (4,89%), Actinobacterias (4,50%) e Fusobacterias
(1%), os demais filos representam menos de 1% da abundancia total. Essa caracterizacdo
corrobora com evidéncias da literatura, onde ja ¢ amplamente descrita a predominancia desses
filos bacterianos no estdbmago 2>!3¢137 Na Figura 16 podemos observar uma comparagio da
abundancia dos filos entre os grupos AdG e controles. Evidenciamos diferencas estatisticas
nos Firmicutes, Proteobacterias, Bacteroidetes e Spirochaetes. No grupo AdG, observamos
somente o aumento de Firmicutes, que possui maior abundancia em 13%. J& as

Proteobacterias, Bacteroidetes e Spirochaetes sao mais abundantes no grupo sem cancer.
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Embora as Proteobacterias, sejam muito relacionadas ao perfil mais inflamatorio e
consequentemente associadas ao cancer, um estudo chinés que avaliou por rRNA 16S o perfil
bacteriano de tecido gastrico tumoral e ndo tumoral de 80 pacientes, identificou um
enriquecimento de Proteobacterias, seguido de Bacteroidetes nas amostras de tecido gastrico
ndo tumoral. J4 em um estudo com 80 individuos do México, o segundo filo mais presente
foram os Firmicutes '*%. Vale ressaltar que neste Gltimo estudo, a maioria das amostras eram
positivas para infec¢do por H. pylori, e consequentemente isso influencia na predominancia
de Proteobacterias. Um ponto interessante ¢ que em nosso subgrupo de 145 individuos que
tiveram o lavado géastrico sequenciado, apenas 27 (18,6%) mostrou-se H. pylori positivo,
sendo 15 (19,5%) do grupo AdG e 12 (17,6%) do grupo controle. Mesmo essa propor¢ao de
positividade sendo baixa, testamos as diferengas da abundancia de Proteobacterias nos
individuos com AdG e controles sem cancer, estratificando pela presenca e auséncia de H.
pylori, e ndo encontramos diferencas significativas. Vale ressaltar que essa menor propor¢ao
de individuos positivos para essa bactéria, também foi vista no modulo 1 desse projeto, onde
dos 194 individuos com AdG, apenas 36 (19%) tem H. pylori, conforme Tabela 5. No grupo
cancer, esse perfil pode estar relacionado com o fato de, cerca de 56,8% dos nossos casos
serem do subtipo histolégico difuso, que historicamente tem uma menor incidéncia de
infecgdo por essa bactéria quando comparado com o subtipo intestinal.

Outro fator que pode influenciar nessa baixa incidéncia de infec¢do no nosso grupo, ¢
que na transi¢do de um epitélio normal para um neoplésico, ocorre uma redu¢do de H. pylori,
caracteristica essa que concomitante com o aumento de outras bactérias orais e intestinais,
modificacdo essa que ocorre principalmente por H. pylori causar uma medicacdo das
condigdes do ambiente gastrico '8, Essa caracteristica tem sido explicada pela caracteristica
“suicida” que H. pylori possui, onde ela modifica o ambiente géastrico em situacdes que
antecedem o cancer, ao ponto de impactar e dificultar sua sobrevivéncia quando ja se tem uma
doenga instalada, conforme mostrado por Assungio et al. '3°. Dessa forma, embora H. pylori
seja historicamente conhecida como um agente carcindgeno do tipo 1 pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) 23, o papel de outras bactérias vem sendo

cada vez mais estudo.
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Tabela 11 - Abundancia relativa (%) de filos entre os grupos AdG e controles endoscopicos.

Abundéncia relativa (%)

Filos Adenocarcinoma gastrico Controles endoscopicos vaIl,or
Media (DP) (%i‘{iﬁzx) Media (DP) (hl\qliid.i?\l/;:x)

Firmicutes 66,0 (21,00) 67,0 (15,00-100,0) 54,0 (23,00) 54,0 (8,39 - 100,0) ~0:001
Actinobacteria 11,80 (11,28) 9,55 (0,00 - 44,00 6,99 (7,80) 4,50 (0,00 - 33,00) 0-893
Proteobacteria 9,59 (12,63)  2,85(0,00-51,00) 20,97 (2,59) 15,87 (0,00-74,0 9004
Bacteroidetes 9,50 (12,17)  2,05(0,00-049)  14,0(16,0) 4,89 (0,00 51,00) 9012
Fusobacteria 1,49 (4,92)  045(0,00-3500)  2,30(337)  1,00(0,00-13,00 0:893
Patescibacteria 1,02(1,83)  0,33(0,00-11,83)  1,30(23,00) 0,00 (0,00 - 14,0) 0484
Chloroflexi 0,0008 (0,0041) 0,00 (0,00 - 0,0236) 0,0003 (0,0016) 0,00 (0,00 - 0,0116) %738
Tenericutes 0,0171 (0,06) 0,00 (0,00 - 0,3504) 0,045 (0,12) 0,75 (0,00-1,00) 0071
Synergistetes 0,015 (0,042) 0 (0,00 - 0,30) 0,02(0,06) 0,02 (0,00-0365) 0312
Spirochaetes 0,09 (0,261) 0(0,00-1,86)  0,206(0,439)  0,05(0,00-3,13 9,040
Epsilonbacteracota  0,06(0,21) 0 (0,00 - 1,50) 0,18(0,94) 0,00 (0,00-7,69  0:255

Nota. O teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar a similaridade entre as

amostras. A diferenga foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05.
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Figura 16 - Analise comparativa da abundancia dos filos bacterianos encontrados no lavado
gastrico de pacientes apresentando adenocarcima gastrico, ou controles sem cancer. Nota. O
teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras. A
diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05.

Decidimos entdo analisar os filos estratificados pelo laudo da endoscopia, permitindo
assim ter uma andlise mais profunda e uma melhor comparagdo acerca dos controles
endoscopicos, visto que este grupo possui individuos com diferentes classificagdes
patoldgicas. Inicialmente selecionamos os individuos do grupo AdG (N=77) e os grupo
controle com mucosa gastrica normal/gastrite superficial (N=50). Na Figura 17, ¢ possivel
observar os 4 filos que tiveram diferenca estatistica nessa estratificagdo: Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteria e Spirochaetes. Para os Firmicutes e Actinobactérias
evidenciamos uma maior abundancia no grupo AdG, enquanto que, as Proteobacterias e
Spirochaetes estdo mais abundantes nos controles que apresentaram exame normal/gastrite
superficial, ou seja, com auséncia de inflamacgdo epitelial, ou com um grau mais leve. Vale
ressaltar que em nosso grupo controle temos 18 individuos com um grau de lesdo mais severa,
com gastrite cronica e atréfica (N=10) e metaplasia intestinal (N=8). O tamanho amostral

limitado inviabilizou a comparacdo desses dois grupos com os demais (casos e controles com
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exame normal/gastrite superficial), porém, testamos a abundancia dos filos entre esses
controles e ndo encontramos diferenga significativa. Essa limitagdo também foi encontrada

um outro estudo 40

que avaliou amostras fecais de 47 Chineses que possuiam diferentes graus
de alteracdes epiteliais gastricas, onde os Firmicutes foram mais abundantes na gastrite e na
metaplasia, quando comparados a controles (sem achado endoscopico), porém os autores nao
estratificaram pelo tipo da gastrite, provavelmente devido ao tamanho amostral limitado.
Dessa forma, em nosso trabalho, essa limitagdo ndo permite identificar se ocorre uma

mudanga na composicdo bacteriana ao longo dos diferentes graus de alteracdo epitelial

progressiva em individuos sem cancer.

Firmicutes Protecbacteria
100 = ‘Wilcoxon test, p = <0,001 Wilcoxon test, p = <0,001
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- Adenocarcinoma gastrico - Exame normal/gastrite superficial
Figura 17 - Andlise comparativa da abundéancia relativa dos filos bacterianos que
apresentaram diferenca estatistica na estratificagdo pelo resultado da endoscopia digestiva alta

quando casos de AdG foram comparados com tecido normal, ou gastrite superficial. Nota. O
teste ndo paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney foi utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras.
A diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05.
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Na Figura 18 podemos observar todos os 114 géneros bacterianos identificados entre
AdGs e controles endoscopicos. Embora exista a presenga de uma série de géneros
bacterianos, selecionamos inicialmente os 20 mais abundantes (Tabela 10), ou seja, aqueles
que tem uma diferenca entre os grupos AdG e controles endoscopicos a, visto que a
microbiota ¢ um ecossistema complexo e possivelmente esses géneros mais presentes tém
uma capacidade dominante e influenciam toda a composicao, possibilitando entdo uma maior
chance de um efeito biologico mensuravel *. J4 os demais géneros menos abundantes

representam menos de 0,5% da abundancia total.
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Figura 18 - Abundancia de bactérias a nivel de géneros entre casos e controles.
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Tabela 12 - Abundancia relativa dos 20 géneros bacterianos mais abundantes entre casos e

controles.
Abundéancia relativa %
Adenocarcinoma gastrico Controle endoscopicos
Géneros Mediana (Min - P valor
Média (DP) Maz) Média (DP)  Mediana (Min - Max)

Streptococcus 46,27 (20,98) 46,07 (1,79-93,81) 33,85 (18,48) 30,64 (3,49-78,99)  <0,001
Veillonella 9,11(9,73) 6,29 (0,04-63,03) 12,06 (9,97) 9,46 (0,38 - 46,66) 0,020
Rothia 7,75 (8,94)  4,33(0,00-35,84) 4,80 (6,20) 2,33 (0,00 - 28,77) 0,053
Prevotella 7 534 (736) 0,99 (0,00-29,64) 7,87 (10,03) 2,66 (0,00 - 43,07) 0,603
Neisseria 405(6,91) 0,44 (0,00-31,31) 10,42 (12,51) 5,23 (0,00 - 54,04) <0,001
Haemophilus 3,24 (5,04) 1,12 (0,00 - 22,10) 7,18 (7,12) 5,67 (0,00 - 27,92) <0,001
Granulicatella 2,67(326)  1,53(0,00-15,89) 2,85 (3,51) 1,54 (0,00 - 24,05) 0,387
Actinomyces 2,53(3,38) 0,96 (0,00-13,61) 1,43 (2,02) 0,53 (0,00 - 8,79) 0,069
Lactobacillus 247(9,81) 0,00 (0,00-65,63) 0,03 (0,07) 0,00 (0,00 - 0,41) 0,070
Actinobacillus 1,56 (3,93) 0,02 (0,00-18,52) 2,48 (6,53) 0,23 (0,00 - 46,10) 0,029
Alloprevotella 138(3,34)  0,03(0,00-20,25) 2,34 (3,78) 0,10 (0,00 - 20,26) 0,084
Porphyromonas 135(2,37)  0,29(0,00-11,39) 2,23 (3.91) 0,36 (0,00 - 22,60) 0,432
Atopobium 133(1,99) 0,66 (0,00 -13,39) 0,60 (0,82) 0,27 (0,00 - 3,87) 0,002
Fusobacterium 132(4,83)  0,22(0,00-35,15) 2,09 (3,18) 0,36 (0,00 - 12,85) 0,260
Gemella 128 (2,61)  0,17(0,00-13,07) 1,49 (2,58) 0,27 (0,00 - 11,65) 0,080
Peptostreptococcus 0,77 (4,49) 0,02 (0,00 - 37,99) 0,18 (0,42) 0,01 (0,00 - 2,15) 0,960
Eubacterium 0,60 (0,94) 0,26 (0,00-4,07) 0,63 (0,87) 0,29 (0,00 - 3,90) 0.977
nodatum group
Prevotella 0,50 (0,82) 0,11 (0,00-3,50) 0,64 (0,96) 0,22 (0,00 - 4,25) 0,633
Prevotella 6 0,48 (0,75) 0,07 (0,00-3,04)  0,55(1,12) 0,08 (0,00 - 6,27) 0,835
Megasphaera 0,44 (0,84)  0,22(0,00-6,35) 0,64 (0,99) 0,30 (0,00 - 4,72) 0,228

Nota. DP = Desvio Padrdo, Min. = Minimo, Max. = Maximo. O teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney

foi utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras. A diferenga foi considerada estatisticamente

significativa quando p <0,05.

Conforme podemos observar na Tabela 10 os 20 géneros mais abundantes foram:

Streptococcus, Veillonella, Rothia, Prevotella 7, Neisseria, Haemophilus, Granulicatella,

Actinomyces, Lactobacillus, Actinobacillus, Alloprevotella, Porphyromonas, Atopobium,

Fusobacterium, Gemella, Peptostreptococcus, Eubacterium nodatum group, Prevotella,

Prevotella 6 e Megasphaera.

Quando comparado entre os

grupos

AdG versus

controlesendoscopicos encontramos uma diferenca estatistica nos gé€neros: Streptococcus,

Veillonella, Neisseria, Haemophilus, Actinobacillus, Atopobium (Tabela 10 e Figura 19).

Nesse contexto, Streptococcus, um género do tipo gram-positivo do filo Firmicutes,

foi o mais abundante (46%) em nosso grupo com cancer. O potencial carcinogénico do

Streptococcus tem sido relatado a producdo de pelo de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 pelo

hospedeiro, como um mecanismo de defesa a presenga de espécies como Streptococcus bovis
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e S. gallolyticus, mas que ao longo prazo pode gerar a produgdo de algumas moléculas de
6xido nitrico e radicais livres (superoxido, peroxinitritos, radicais hidroxila e radicais
alquilperoxi) que tem potencial mutagénico no material genético do hospedeiro '4!. Este
mesmo género foi avaliado em um outro estudo contendo 124 amostras de tecido gastrico (62
da lesdo cancerosa e 62 da mucosa géstrica adjacente), provenientes de 62 individuos que
realizaram gastrectomia parcial em um hospital Chinés. Os autores também identificaram que
este género estd mais abundante no tecido tumoral 42, Vale ressaltar que neste mesmo
trabalho foi observada uma interacdo simbidtica entre Streptococcus, Peptostreptococcus,
Fusobacterium, Dialister e Prevotella no grupo cancer, fato este que pode indicar um papel
importante desses géneros na manuten¢do do microambiente tumoral. Ferreira et al. 2!
identificaram um enriquecimento de Streptococcus, Prevotella e Neisseria em amostras de
tecido gastrico ndo tumoral em individuos controle com gastrite cronica quando comparado a
biopsia de individuos com AdG, condicdo essa que foi independente da infeccdo por H.
pylori, que apresentou uma abundancia média de 41,7% no grupo controle e 5,7% no grupo
cancer. Outro trabalho recente avaliou a microbiota salivar em pacientes em diferentes
estagios histoldgicos progressivos de carcinogénese gastrica, identificando também um maior
enriquecimento dos géneros pro-inflamatérios Streptococcus e Corynebacterium na
microbiota oral de individuos com cancer gastrico, quando comparado a portadores de gastrite
superficial e gastrite atrofica '*3. Os autores também identificaram alguns géneros reduzidos
no grupo com cancer, entre eles, Haemophilus, Neisseria, Parvimonas, Peptostreptococcus,
Porphyromonas e Prevotella, quando comparado com o0s grupos sem cancer, mas que
possuiam alteragdo da mucosa gastrica. Corroborando com esses resultados, nés também
identificamos uma maior abundancia dos géneros gram-negativos Haemophilus e Neisseria
em nosso grupo controle endoscopico, sendo algumas destas bactérias redutoras de nitrato,
que o convertem em nitrito € em 6xido nitrico, permitindo entdo sua absor¢do 44145, Dessa
forma, esses géneros podem conter bactérias com um papel protetor, por diminuirem o
acumulo de compostos N-nitrosos, sabidamente carcinogénicos quando acumulados no trato

gastrointestinal.



56

p_Streptococcus p_Veillonella p_Rothia p_Prevotella_7 p_Meisseria
p = <0,001 60~ ® 5 =<0,020 * p=0053 40~ p=0603 § p =<0,001 *
7 w8 - .
75 "
. 20 1 40 .
w- D 40~ H 20- . N -
: 20-
: i 20-
25- = 104 10- - l
0- 1 0- 0= 0= 0- ﬁ
p_Haemophilus p_Granulicatella p_Actinomyces p_Actinobacillus p_Lactobacillus
25-
p=<0,001 * p=0387 * * p=0,069 p=0029 * 504 ® p=0070
20- ] 40
20- L] ] 10- H
g- - 15- T . 30- 40- ”
-
1 ) 20-

: 10- ! 10 ! [ | 5- I ] T 20- .

== L = 1 S ——
é

'—é 0- 0- 0- 0- 0-

8 ; )

[7] p_Allopravotella p_Porphyromonas p_Atopobium p_Fusobacterium p_Gemella
‘Fﬂ 20- ® p=0,084 * p=0432 * * p=0,002 ® p=0260 * p=0,080
° 20 30- -

€5 . T 10- 10~

= 15 . 4
2 10- . ! T 20 ] .

. 10- . .
. M s 5= [ ] [ ] 5- . ’
- ' 5- - 10- . X
0 - ——— 0- ; é 0- é “ o i 0- é ﬁ
_Peptostreptococcus p_Eubacterium_nodatum_group p_Prevotella p_Prevotella_6 p_Megasphaera
®* p=0,960 4- $ p=0977 o 4 p=0,633 * 54 p=0835 * 6= ® p=p228
an J ' . .
30 a- i 3 .
. : - 4= 4-

(]

L e S S Sl S IR I

E3 Adenocarcinoma géstrico E3 Controles endoscépicos

]

Figura 19 - Analise comparativa da abundancia relativa entre os top 20 filos bacterianos entre
casos e controles. Nota. O teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar a

similaridade entre as amostras. A diferenga foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05.
O género Atopobium foi mais abundante no grupo AdG, resultado similar encontrado
em um outro trabalho do tipo caso-controle, que identificou um enriquecimento de Atopobium
no grupo com cancer gastrico, quando comparado a controles'#¢. O mesmo género também foi
identificado em maior propor¢do em um trabalho recém publicado, que avaliou a microbiota
intestinal de individuos com céancer esofagico '’. Resultado similar foi também encontrado
em um outro estudo, onde individuos diagnosticados com carcinoma espinocelular esofagico
também tiveram uma correlagdo entre esse tipo de cancer e os géneros Actinomyces €
Atopobium '*¥. Na cavidade oral, Atopobium pode estar mais presente em quadros de

periodontites graves '¥

além de ter por caracteristica um potencial cariogénico '*° Ja no
cancer colorretal, Yachida et al. '3 fizeram andlises de metagendmica e metabolomica e
identificaram que algumas espécies de Atopobium e Fusobacterium tém sido fortemente
associadas ao longo dos estagios da doenga, visto que, Fusobacterium nucleatum apresentou

uma elevagdo continua de carcinoma intramucoso para estagios mais avancados e Atopobium
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parvulum foi aumentando em adenomas polipdides e em carcinomas intramucosos, além de
observarem um aumento significativo de aminoécidos de cadeia ramificada e a fenilalanina
nas fezes de individuos com carcinomas intramucosos. E possivel que estes achados estejam
também associados a capacidade dessas bactérias em produzirem sulfeto de hidrogénio a
partir da fermentagdo de compostos que contenham sulfato, metabolito este que possui a
capacidade de desencadear maior sinalizacdo em vias pro-inflamatorias, hiperproliferacao
celular, genotoxicidade, além de inibir a e a B-oxidagdo do butirato °:152153, J4 o género
Veillonella, também proveniente do filo Firmicutes, foi o segundo género mais abundante no
grupo controle endoscopico, com uma mediana de 9,46% contra 6,29% do grupo AdG.
Embora estejam mais presentes no grupo sem cancer, esse género tem sido relatado por ter
uma aparente relagdo sinérgica com Streptococcus, que também pertencente ao mesmo filo
bacteriano. Existem relatos na literatura de pacientes diagnosticados com cancer de pulmao
que tiveram um enriquecimento nas vias aéreas inferiores com bactérias orais comensais
destes dois géneros (Veillonella e Streptococcus), que possuem associagdo com a regulacao
positiva das vias de proliferagdo da quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e
fosfatidilinositol 3-quinase (P/3K). Além desta associacdo, experimentos in vitro confirmaram
estes mecanismos, expondo células epiteliais das vias aéreas a algumas destas bactérias 3.
Essa relagdo de cooperagdo entre estes géneros pode se dar pelo fato do Streptococcus, que é
um género de bactérias anaerdbicas facultativas, terem a capacidade de fermentar aglicares
gerando lactato, que por sua vez pode ser fermentado em seguida por espécies de Veillonella
que produzem propionato, acetato, CO? e H? 1.

Para melhor compreender os possiveis efeitos bioldgicos de toda a composi¢dao de
géneros bacterianos, utilizamos o algoritmo LEfSe, que tem a capacidade de identificar
caracteristicas gendmicas que mais destaquem as diferengas entre duas condigdes biologicas
comparadas, com base na diferenca estatistica, consisténcia bioldgica e relevancia do efeito
19 Conforme pode ser observado na Figura 20, identificamos 19 géneros diferencialmente
abundantes, classificados pela andlise discriminante linear (LDA), combinada com medidas
de tamanho de efeito (LEfSe), sendo 8 no grupo AdG: Actinobacillus, Selenomonas,
Johsonella, Atopobium, Abiotrophia, F0058, Cardiobacterium e Family XIII UCG 001. Ja
para o grupo controle endoscopico identificamos 11 géneros: Neisseria, Selenomonas,
Eikenella, Peptococcus, Lautropia, Prevotella 2, Bifidobacterium, Mycoplasma, Odoribacter,

Kingella e Eubacterium yurii group
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Figura 20 - Anélise discriminante linear (LDA) combinada com medidas de tamanho de

efeito (LEfSe) entre casos e controles. Nota. Valores de p <0,05 foram considerados significativos nos
testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon aos pares. Para LDA foi considerado um limite de pontuacdo
logaritmica de > 2.0.

Actinobacillus ¢ um género do filo Proteobacteria relatado como um género
bacteriano que pode contribuir para a inflamagao persistente em paciente com gastrite atrofica
e metaplasia, mesmo apds 1 ano de erradicagdo da H. pylori 6. Ja as Selenomonas sio
géneros bacterianos provenientes do filo Firmicutes e da familia Selenomonadaceae, que
foram identificados pela primeira vez por Miller em 1887 '%7. Espécies como as Selenomonas
sputigena ATCC 35185 provenientes desse género, foram identificadas em um trabalho que
avaliou amostras da thnica lingual (pelicula de biofilme presente no dorso lingual) de 115
pacientes com cancer gastrico, sendo que estes microrganismos foram mais frequentes nas

amostras (N=27) de tunica com caracteristica branca e fina !

. Outro estudo publicado esse
ano (2021), avaliou 47 amostras de mucosa gastrica e observou um aumento continuo, dos
géneros Selenomonas, Slackia, Bergeyella, e Capnocytophaga, entre individuos com gastrite
superficial até a transi¢do para cancer gastrico '°°. Vale ressaltar que essa ¢ mais uma

evidéncia mostrando um enriquecimento de gé€neros provenientes da cavidade oral, no
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estomago. No grupo controle identificamos também um outro género Selenomonas, porém
uma OTU diferente, a Selenomonas 3. Essas diferencas ainda ndo sao muito bem descritas na
literatura, dificultando a compreensao de possiveis mecanismos associados a saude ou doenca,
sendo necessarias ainda andlises a nivel de espécie para elucidar melhor essas relagdes. Neste
sentido estamos trabalhando na padronizagdo de um PCR pentaplex que permite a analise
simultdnea por sequenciamento de 5 regides distintas dos 16S rRNA, possibilitando uma
melhor identificagdo das bactérias, até mesmo a nivel de espécie .

No grupo controle endoscopico destacamos a presenga do género Neisseria, o qual
apresentou um LDA acima de 4. Esse género ja foi descrito aqui anteriormente como uma
bactéria redutora de nitrato. Nesse contexto, esse género tem sido associado a individuos
saudaveis livres de doencas bucais e a dietas ricas em nitratos provenientes de vegetais, que
podem ter um efeito benéfico ao causar rapidas mudangas estruturais e funcionais na
comunidade microbiana oral, atuando assim como um modulador de bactérias orais benéficas
161,162 "Corroborando com isso alguns trabalhos 63164 tém demonstrado que a intervengdo com
bebidas a base de vegetais (consequentemente rica em nitrato de origem natural) impacta no
aumento da abundancia oral de Neisseria e Rothia. Vale ressaltar que muito se discute do
papel maléfico dos nitratos industriais adicionados a produtos ultraprocessados, e mais
especificamente do nitrito, seu subproduto gerado a partir da fermentacdo bacteriana que pode
formar compostos N-nitrosos. Porém, isso acontece em condi¢des associadas a carnes
processadas, como embutidos. Nas frutas e vegetais, que geralmente sdo as maiores fontes de
nitrato da dieta, a sinergia desses compostos com os antioxidantes previne a formagdo de

compostos N-nitrosos e estimula a conversdo do nitrato em Oxido nitrico '

, composto
extremamente benéfico para a satide cardiovascular. Sendo assim, talvez um perfil de dieta
mais rico em fibras e antioxidantes abundantes nos alimentos in natura, estejam levando a
uma maior abundancia da Neisseria em nosso grupo controle endoscopico. A abundancia

relativa de cada género citado acima pode ser observada nas figuras 21 e 22.
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Figura 21 - Abundancia relativa de géneros diferencialmente abundantes, identificados na
andlise por LEfSe no grupo AdG. Nota. As linhas retas na horizontal dos painéis indicam as médias do
grupo ¢ as linhas pontilhadas indicam as medianas do grupo.




D 5_ Neisseria

D _5_Selenomonas_3

T W e
025 oo T N
012
g g
S S 010k e R
=3 o
c c
301t 3 oos
o i
2 L oos
E 0.10 - 4 E
[ [T ..o YT | P e,
o | 3 0.04
0.05 i~ P I 1
0.02 |- o . I . . P
0.00 J-I.L_L-_._LJ_ 1 - - 0.00 ]l . JII | N - L,I L
D 5_Eikenella D 5_ Peptococcus
0.035 |-
o 0030 -
g g 0.030
o - i
_g 0.025 _g
0025 |-
3 3
] RUTIIE R TI PRI ARSI | S RO S E
o o 0020
B | >
E ,_4—'“ BODS fssossssiqgesssibassossssdlusisase
[] L ]
< 200 < 0010 f- o p e o [
005 H= R (. I - - 0.005 |- l L
- l | L : . i, o [ o 1
D 5 Lautropia D _5_ Prevotella_2
0035 -
L1 1 R T
0030 oo
v g
E 0.030 c
5 8 ooz
B oossf £
5
% 0020 -g 0020 - - i vvienib i i
[ ]
2 0015 e
S 0015 ®
< T
[} 0.010 |---
o 0.010 | «©
0.005 |- g
0.005 * |-I o I | | | I I
1 I
0.000 1 L | N | L || 0.000 \
D_5_ Bifidobacterium D_5__ Mycoplasma
0020 oo ] e 0004 |-
L
8 o
c j=
o o
e B ooo3f
5 5
o £
[ o
Y o010 ,g 0.002 |-
= =
] ]
4
& poos o 0.001 |- . |
o.000 L1 1 | .. | 0,000 L | | | I
D 5 Odoribacter D 5 Kingella
= 0.0020 ﬁ — W
0.00005 |
L]
8 é 00015 |- voevveeirnuiiiiiiiiiiiia e
S ©0.00004 |- s
o =]
c c
2 2
£ 000003 |- @ 00010 [ ooooooon
2 2
©® 000002 |--- E
& 2 00005
0.00001
Hi Il | |
000000 0.0000 1 I L I
D_5__Eubacterium_yurii_group
0.0008 |-
0.0007 |-
o
= o.0006 |
s
.g 0.0005 |-
=3
=
™ 0.0004 |-
o
=
E 0.0003 |-
[
o 0.0002 -
0.0001 -
0.0000

61

Figura 21 - Abundancia relativa de géneros diferencialmente abundantes, identificados na
analise por LEfSe no grupo controle endoscopico. Nota. As linhas retas na horizontal dos painéis
indicam as médias do grupo e as linhas pontilhadas indicam as medianas do grupo.
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Para melhor compreender os aspectos da diversidade entre as amostras, realizamos
analises de diversidade alfa ¢ beta. Em carater de defini¢do e de contextualizacdo, vale
ressaltar que cada métrica avaliada considera um pardmetro para identificar um resultado.
Nesse contexto, na diversidade alfa, o indice Observed avalia somente o nimero de bactérias
na amostra, enquanto que os indices Shannon e Simpson consideram tanto o niimero de
bactérias presentes, como sua abundéancia %1%, A diversidade beta analisa diferengas tanto
qualitativas, quanto quantitativas de toda a extensdo das duas ou mais comunidades
bacterianas comparadas, em nosso caso o grupo controle endoscopico e o grupo AdG. Dentre
as métricas utilizadas temos a de Bray-Curtis, e distancias UniFrac (unweighted e weighted).
Bray-Curtis ¢ um indice que avalia a similaridade da composi¢do microbiana, tendo como
premissa a abundancia ou quantidade de reads, enquanto que as distancias UniFrac avaliam
quao proximas sdo as bactérias dentro da classificacdo filogenética. O indice unweighted
utiliza apenas a distancia filogenética/taxondmica entre os microorganimos, ja a weighted
considera a abundancia entre essas bactérias ¢’

Conforme pode ser visto na Figura 23 e Tabela 11, temos uma diversidade alfa maior
no grupo controle endoscopico, com todas as 3 métricas utilizadas (Observed, Shannon e
Simpson). De forma geral, isso representa uma maior riqueza bacteriana (numero de bactérias)
e abundancia (distribuicao/frequéncia) neste grupo. Na diversidade beta identificamos que
casos e controles ndo sdo similares, evidenciado pelas 3 métricas avaliadas (Bray-Curtis,
p=<0,001), (UniFrac unweighted, p=<0,001) e (UniFrac weighted, p=<0,001), ou seja, as
bactérias entre esses grupos, possuem uma distdncia e abundancia diferentes dentro da
classificacdo taxonOmica, sugerindo diferentes estruturas da comunidade microbiana (Figura
24).

Um estudo publicado em 2019 !9 recrutou 67 pacientes com diagndstico de
carcinoma esofagico de células escamosas e 36 pacientes com adenocarcinoma gastrico
localizado na cardia, fez a avaliagdo por rRNA 16S da regido V4 do DNA bacteriano
proveniente de biopsias tumorais e ndo-tumorais pareadas. Os autores identificaram que nos
individuos com cancer gastrico o tecido tumoral apresentou uma maior diversidade alfa,
quando comparado ao tecido nao tumoral (4.3 versus 2.0; P = 0,00055). Nos individuos com
cancer de eso6fago, os autores ndo identificaram uma diferenca na diversidade alfa do tecido
tumoral versus ndo tumoral. J4 no quesito diversidade beta, para o indice weighted foi
identificada uma diferenga entre os tecidos tumorais e ndo tumorais nos individuos com
cancer de esdfago, mas ndo para o indice unweighted. Ja para os individuos com cancer

gastrico os tecidos tumorais e ndo-tumorais apresentaram uma diversidade beta distinta. Um
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ponto interessante, ¢ que embora eles ndo tenham avaliado a bidpsia de individuos saudaveis,
j& foi possivel encontrar diferengas importantes. Embora no presente estudo estejamos
avaliando lavado géstrico, que pode ter um perfil mais transitério em relagdo a comunidade
bacteriana residente no tecido gastrico, possivelmente o perfil desse suco gastrico pode ter
uma relagdo com o tecido gastrico propriamente dito, ou até com a microbiota fecal e salivar
destes sujeitos.

Virinder Sarhadi et al. '®° realizaram o sequenciamento do DNA fecal de individuos
Finlandeses, sendo: 29 adenocarcinomas géstricos, 23 tumores estromais gastrointestinais e
13 controles saudaveis. Nao foi identificada uma diferenga significativa para o indice de
Shannon entre os grupos cancer versus controle. No entanto, vressaltar que o pequeno niamero
de individuos avaliados ¢ uma limitacdo importante deste estudo. Ainda avaliando tecidos,
outro trabalho avaliou uma coorte de 276 individuos diagnosticados com cancer gastrico e que
ndo realizaram quimioterapia pré-operatdria tiveram 3 tipos de amostras coletadas durante a
gastrectomia (tecido normal, tecido tumoral e tecido adjacente ao tumor). Os autores fizeram
a comparacao da microbiota de 229 amostras de tecido tumoral, 247 de tecido adjacente (2 a 5
cm do tecido tumoral) e 230 tecidos normais (>5 cm adjacente ao tecido tumoral). Eles
identificaram uma diversidade alfa maior no tecido normal, pelo indice de Observed, quando
comparado com o tecido tumoral e adjacente (p=0,000). Para Shannon e Simpson a
diversidade foi maior no tecido normal versus adjacente. Para a diversidade beta ndo foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos '7°,

Vale ressaltar que essas variagdes e heterogeneidade de resultados encontrados na
literatura ¢ em nosso projeto, podem estar relacionadas com uma série de fatores que
impactam em sua diversidade, como evidenciado por um estudo extremamente relevante

proveniente do Consorcio de Microbioma Humano !"!

, 0 qual avaliou 4.788 amostras de
diversos tecidos/locais (saliva, fezes, vagina) de 242 adultos sem doenca. Foi evidenciado
que, embora a diversidade tenha uma relacio com a dieta, o ambiente, a genética do
hospedeiro e com a exposi¢ao microbiana precoce, essa diversidade varia muito e estd muito

ligada ao tipo de nicho, ou seja, a area/tecido que estdo sendo avaliados.
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Figura 22 - Medidas de diversidade alfa nas amostras de fluido géstrico entre casos com
adenocarcinoma gastrico e controles endoscopicos.

Tabela 13 - Avaliagdo da diversidade alfa entre os grupos casos e controles.

Métricas Grupos N Média (DP) Mediana (min — max) P valor
Adenocarcinoma gastrico 77 90,19 (34,34) 89 (6,00-176,00)

Observed 0,002
Controles endoscopicos 68 111,59 (45,78) 103,00 (10,00-213,00)
Adenocarcinoma gastrico 77 2,32 (0,60) 2,37 (1,14-3,60)

Shannon <0,001
Controles endoscopicos 68 2,65 (0,53) 2,64 (1,02-3,63)
Adenocarcinoma gastrico 77 0,77 (0,13) 0,80 (0,46-0,94)

Simpson <0,001*
Controles endoscopicos 68 0,84 (0,10) 0,87 (0,38-0,95)

Nota. Teste T. * Teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney. A diferenca foi considerada estatisticamente
significativa quando p <0,05.
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Figura 23 - Avaliacdo da diversidade beta nas amostras de fluido géstrico entre casos com
Adenocarcinoma gastrico e controles endoscéopicos. Nota. O teste ndo paramétrico ANOSIM foi
utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras. R representa o coeficiente de correlagdo. A diferenga
foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05.

Estratificamos nossa andlise de diversidade alfa e beta pelo tipo de achado
endoscopico, considerando sempre que os controles com exame normal/gastrite superficial
possuem um tamanho amostral suficiente (N=50) para comparar com o grupo AdG.
Conforme figura 25A, identificamos uma diversidade alfa maior no grupo controle com
menor nivel de inflamagdo epitelial quando comparado com o AdG em todos as métricas
avaliadas (Observed, t-test p = 0,001), (Shannon, t-test p = <0,001) e (Simpson, Wilcoxon test,
p = <0,001). Para a diversidade beta também foi identificado que esses dois grupos nao sio
similares (Figura 24a). Esses resultados corroboram e sustentam uma diferenga importante de

diversidade total entre grupo com e sem cancer gastrico, relatada aquianteriormente. Também
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comparamos os controles com gastrite cronica/atrofica versus controles com metaplasia
intestinal para essas métricas de diversidade, mas ndo identificamos diferenca estatistica
(Figura 25B e 26B). Em amostras fecais de animais existem relatos de um baixo indice de
Shannon e alto de Simpson nos grupos de gastrite ndo-atrofica cronica, gastrite atrofica
cronica, lesdo pré-cancerosa de cancer gastrico (metaplasia intestinal) e cancer gastrico,
sempre quando comparado com o grupo controle sem cancer e sem qualquer tipo de alteracao
epitelial 172, Embora em nosso trabalho ndo conseguimos comparar separadamente todos os
controles com um grau mais severo de alteragdo epitelial versus o grupo com cancer, devido
ao limitado tamanho amostral, que poderia assim limitar o poder estatistico, isso ndo significa
que ndo exista uma diferen¢a ou uma modificagdo no perfil de microbiota gastrica ao longo
dos diferentes niveis de inflamacdo gastrica. Dessa forma, no futuro esse tamanho amostral

sera expandido para uma melhor compreensdo desses resultados.
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Figura 24 - Medidas de diversidade alfa nas amostras de fluido gastrico entre casos com
adenocarcinoma gastrico e controles estratificados pelos achados endoscépicos (resultado da
endoscopia digestiva alta). Nota. A) Comparagdo entre grupos AdG versus controles com epitélio
gastrico normal/gastrite superficial. B) Comparag@o entre os grupos controles com gastrite cronica/atrofica
versus controles com metaplasia intestinal. Apods testar a normalidade dos dados, foram utilizados os testes
de Teste T e Kruskal-wallis. A diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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Figura 25 - Avaliacdo da diversidade beta nas amostras de fluido géstrico entre casos com
adenocarcinoma gastrico e controles estratificados pelos achados endoscdpicos (resultado da

endoscopia digestiva alta). Nota. A) Comparagdo entre grupos AdG versus controles com epitélio
gastrico normal/gastrite superficial. B) Comparag@o entre os grupos controles com gastrite cronica/atrofica
versus controles com metaplasia intestinal. O teste ndo paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a
similaridade entre as amostras. R representa o coeficiente de correlagdo. A diferenca foi considerada
estatisticamente significativa quando p <0,05.

Com bases nessas diferencas importantes encontradas anteriormente entre o grupo
AdG e controles com exames normal/gastrite superficial (Figura 25A e 26A), repetimos a
andlise por Lefse, considerando nos grupos controles somente esses individuos (N=50) e
segregando os sujeitos com alguma alterag@o epitelial mais severa. Assim, podemos observar
na figura 27 que fazendo essa nova comparagdo ampliamos os géneros diferencialmente
abundantes entre os grupos agora comparados, visto que como observado anteriormente, o
grupo mais proéximo a uma cavidade gastrica normal ¢ o mais distinto do grupo com AdG, em
termos de diversidade total, tanto alfa quanto beta. Foram identificados 23 géneros mais
frequentes nos controles sem cancer, com destaque para: Prevotella 7, Porphyromonas,
Capnocytophaga, Fusobacterium e Eubacterium nodatum group, que apresentaram um LDA

maior. As bactérias do género Porphyromonas sdo estritamente anaerdbias e patogénicas
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sendo que este género foi evidenciado como o mais abundante no grupo controle com exame
normal/gastrite superficial, sendo a espécie Porphyromonas gingivalis muito estudada por ser

uma bactéria que medeia a resposta inflamatoria local da periodontite 173174,
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Figura 26 - A andlise discriminante linear (LDA) combinada com medidas de tamanho de
efeito (LEfSe) entre os individuos com cancer e subgrupo dos controles que possuem exame
normal ou com gastrite superficial na endoscopia. Nota. Um valor de p <0,05 foram considerados
significativos nos testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon aos pares. Para LDA foi considerado um limite de

pontuacdo logaritmica de > 2.0.

No grupo AdG identificamos 9 géneros mais abundantes, sendo Actinobacillus,
Bergeyela, Lachnoanaerobaculum e Johsonella os que apresentaram uma diferenga maior.
Um ponto interessante ¢ que embora o género Slackia tenha apresentado um LDA menor, esse
género pode ter uma ligacdo importante com a dieta desses individuos, pois algumas de suas
espécies tém sido descritas como bactérias capazes de metabolizar a daidzeina,uma isoflavona
conhecida por ser um composto bioativo), muito presente na soja. Essas isoflavonas sofrem

acdo das enzimas B-glicosidase que hidrolisam os glicosideos de isoflavonas em agliconas,



70

que posteriormente a nivel intestinal sdo fermentados por bactérias predominantemente
anaerdbicas gerando o equol, um metabolito muito estudado devido aos seus efeitos na
estimulagdo da resposta ao estrogénio e por ter uma grande capacidade antioxidante 7176177,
Vale ressaltar que essa conversdo s6 acontece em 20 a 30% dos adultos que consomem soja,
sendo que essa variagdo interindividual tem sido relacionada principalmente com a
composi¢do da microbiota. Como comentado anteriormente, essa metabolizagdo das
isoflavonas ¢ essencial para os processos de absor¢ao e biodisponibilidade, impactando entdo
diretamente na fungdo que este metabdlito ira exercer 78, Nesse contexto, os flavonoides sdo
os fitoquimicos mais abundantes em dietas ricas em frutas, vegetais, leguminosas e dietas
também ricas em fibras. Existem especulacdes que dietas altas em fibras podem diminuir a
biodisponibilidade dos flavondides por aprisionamento fisico na matriz alimentar, ou até por
diminuir muito o tempo de transito intestinal, porém, isso ndo ¢ totalmente comprovado e ¢

179,180,181 Porém
M o4

extremamente variavel, visto que pode depender do tipo da fibra ingerida
com o avango do estudo da microbiota, sabe-se que a geracdo de acidos graxos de cadeia curta
a nivel intestinal pode melhorar a biodisponibilidade e o metabolismo dos flavondides no
intestino grosso '¥2. Isso corrobora com os achados de Mustafa et al. 33 que testaram o efeito
de carboidratos comerciais (glicose e sacarose) e de fibras prebidticas (inulina e
frutooligossacarideos) no impacto da produ¢do de equol a partir do leite de soja, fermentadas
por duas espécies de Bifidobacterium. Os autores identificaram que todos os prebidticos
tiveram efeito significativo na produgdo de equol, mas a inulina exibiu o maior nivel de
producdo de equol em comparagdo com os frutooligossacarideos. Vale ressaltar que a maior
presenca de Slackia também parece estar associada em individuos sauddveis com a ingestao

184 ¢ in vitro a fermentagdo da fibra de mamao verde demonstrou

de produtos fermentados
aumentar a abundancia desse género '3°. Embora historicamente as evidéncias e mecanismos
descritos acima aconte¢am de forma predominante no intestino grosso, em nosso trabalho
mostramos que no grupo AdG, existe algum fator que parece influenciar uma maior
abundancia desse género, onde talvez a dieta tenha um papel importante. Um ponto
importante pensando na digestdio como um processo continuo, ¢ que, na mastigacdo o
alimento se mistura com a saliva, que possui enzimas como as glicosidases, que realizam a
hidrolise de alguns flavonodides em O-glicosideos e que nesse processo continuo, quando esse
bolo alimentar chega ao estdbmago, j4& em um tamanho reduzido, possibilita uma liberagao de
flavonoides 86 187188 Com isso, acreditamos que a matriz alimentar e a sinergia entre os

nutrientes pode impactar o perfil de alguns géneros bacterianos. No moédulo 3 deste trabalho

faremos um melhor aprofundamento desta discussao.
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Dessa forma, podemos compreender que nesse segundo modulo identificamos
diferencas promissoras na microbiota gastrica entre casos AdG e controles endoscopicos.
Sendo que a presenca de bactérias orais com perfil mais pro-inflamatério parece ser um fator
importante no que se refere a diferencas entre os grupos, visto que esses géneros sdo mais
presentes no grupo com AdG. Serdo necessdrios mais estudos, incluindo por exemplo a
avaliagdo do bacterioma de amostras de bidpsias géstricas, para compreender se essas
bactérias sdo residentes ou transientes. Embora tenhamos também identificado algumas
bactérias potencialmente patogénicas no grupo controle endoscopico normal/gastrite
superficial, discutimos que a literatura ja estabeleceu que diversos fatores podem influenciar a
composicdo e a fungdo bioldgica da microbiota, e que provavelmente no grupo sem céancer a
presenca de bactérias associadas a saude possa gerar uma interagdo ou competi¢do com 0s
géneros patogénicos que condiciona uma modificagdo em toda dindmica nesse ecossistema,

diferenciando entdo os controles endoscopicos 0s casos com cancer.

4.2 DIFERENCAS ENTRE OS INDIVIDUOS COM ADENOCARCINOMA
GASTRICO DE ACORDO COM AS VARIAVEIS CLINICAS

Nos individuos do grupo AdG (N=177), realizamos andlises estratificando os
pacientes por varidveis clinicas. Dentre elas, selecionamos 174 sujeitos que possuiam a
classificagdo histologica de Lauren '° completa, sendo, 42 difusos, 24 intestinal e 8 mistos. Na
diversidade alfa evidenciamos uma diferenca estatistica nas métricas de Shannon e Simpson
(Figura 28). Em ambos a diversidade ¢ maior nos individuos com subtipo histolégico difuso e
intestinal, quando comparado com o misto. Um resultado similar também foi identificado na
diversidade beta, nas 3 métricas avaliadas (Bray-Curtis, p=0,185), e distancias UniFrac
(Unweighted,p=0,066) (Weighted, p=0,102), mostrando que esses grupos sao similares e com
isso, a diversidade total ndo se difere por essa variavel. Porém, esses resultados podem estar
sendo influenciados pelo tamanho amostral limitado dos individuos do tipo misto. Para
melhorar essa distribui¢do, testamos o subtipo difuso (N = 42) versus os demais (N = 32) e
identificamos 7 géneros que mais explicam essas diferencas histolégicas em nossas amostras
(Figura 29). No subtipo difuso - Porphyromonas e Abiotrophia; Intestinal - Alloprevotella,
F0058 e Pseudomonas; Misto - Eubacterium nodatum group e Prevotella 6. Nesse contexto,
vale ressaltar que para o subtipo difuso, os fatores etiologicos e o tipo de lesdo pré-neoplasica

ainda ndo sdo muito bem definidos como no subtipo intestinal, que sabidamente ¢ mais
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associado com a metaplasia intestinal prévia e infecgdo por H. pylori '*°. Nesse sentido,
ressaltamos o género Porphyromonas que apresentou um LDA de 4 no subtipo difuso, que
nos indica uma maior possibilidade dessa bactéria ter um efeito bioldgico importante nesses
individuos. Esse género ¢ amplamente descrito por estar ligado a quadros que envolvem
inflamagdo na cavidade oral como na periodontite, inclusive tem sido considerado um
importante biomarcador do cancer da cavidade oral'®®L192 além de terem sido descritos
também em outros tipos de cincer, como o de pancreas e gastrico ">!%% A espécie
Porphyromonas gingivalis ¢ a espécie mais descrita deste género bacteriano, e algumas
caracteristicas como a interacdo com o lipopolissacarideo localizado na membrana celular
dessa bactéria, podem desencadear a translocacdo de NF-kB para o nucleo, gerando a
producdo de citocinas inflamatérias, como IL-la, IL-1b, IL-6, IL -8; além de induzir a
superexpressdo de metaloproteinases, através das vias ERKI / 2-ETSI, p38 / HSP27 e PAR /
NF-kB, mecanismos esses que podem estar relacionados ao seu potencial carcinogénico '°>!1%,

Mais estudos sdo necessarios para elucidar se essa bactéria, em conjunto com outros fatores,

pode ser um biomarcador do subtipo difuso.
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Figura 27 - Medidas de diversidade alfa nas amostras de fluido gastrico de individuos do
grupo AdG, estratificado pela classificagdo histoldgica de Lauren. Nota. Apds testar normalidade
dos dados, foram utilizados os testes de Anova e Kruskal-Wallis. A diferenga foi considerada
estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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Figura 28 - A andlise discriminante linear (LDA) combinada com medidas de tamanho de
efeito (LEfSe) entre os individuos com cancer estratificado pelo subtipo histolégico de
Lauren. Nota. Um valor de p <0,05 foram considerados significativos nos testes de Kruskal-Wallis e
Wilcoxon aos pares. Para LDA foi considerado um limite de pontuagdo logaritmica de > 2.0.

Em termos de estadiamento da doenga, 58 casos tinham doenca localizada e 18
metastatica ao diagndstico. Dessa forma, também verificamos aspectos de diversidade total, e
também existe diferenga nos grupos para diversidade alfa Observed (t-test p = 0,147),
Shannon (t-test p = 0,520) e Simpson (Wilcoxon test, p = 0,995). Ja para diversidade beta
evidenciamos uma ndo similaridade entre os grupos Bray-Curtis (p=0,010), e distancias
UniFrac Unweighted, (p=0,016) Weightedp=0,023) (Figura 28). A nivel de género as
Pseudomonas, que sdo provenientes do filo Proteobacteria, mostraram-se enriquecidas nos
individuos metastaticos (Figura 29). Algumas espécies desse género ja foram relatadas por
terem seu DNA inserido no genoma humano em amostras de adenocarcinoma géstrico, no
processo de transferéncia horizontal de genes, proximo a regides regulatorias de quatro
protoncogenes %, Vale ressaltar que essas mutagdes podem ter um papel carcinogénico, tanto
quanto as que ocorrem com outros agentes quimicos ja conhecidos pelo seu potencial
carcinogénico. Embora esse género tenha apresentado um LDA relativamente baixo, seria
importante investigar seu papel em pacientes metastaticos em futuros estudos que tenham
uma amostra maior, para compreender se esse resultado ¢ representativo e também aprofundar

no impacto na progressao tumoral desses individuos.
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Figura 29 - Avaliacdo da diversidade beta nas amostras de fluido gastrico de individuos do

grupo AdG, estratificado pelo estadiamento da doenca no momento do diagndstico. Nota. O
teste ndo paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras. R representa o
coeficiente de correlagdo. A diferenga foi considerada estatisticamente significativa quando p <0,05.
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Figura 30 - A andlise discriminante linear (LDA) combinada com medidas de tamanho de
efeito (LEfSe) entre os individuos com cancer estratificado pelo estadiamento da doenga no
momento do diagndstico. Nota. Um valor de p <0,05 foram considerados significativos nos testes de

Kruskal-Wallis e Wilcoxon aos pares. Para LDA foi considerado um limite de pontuagdo logaritmica de >
2.0.

Também estratificamos a analise pela localizagdo tumoral, na diversidade alfa ndo foi
observada diferenca estatistica entre as localizagdes Cardia/Fundo (N=19), Corpo (N=32),
Antro (N=12) e Transicdo esofagogastrica (TEG) (N=8) Observed (Anova p = 0,913),
Shannon Anova p = 0,788) e Simpson (Kruskal-Wallis test, p = 0,564), resultado similar
também foi evidenciado para todas as métricas de diversidade beta Bray-Curtis (p=0,890), e
distancias UniFrac Unweighted (p=0,768) e Weighted(p=0,909). Na analise por Lefse nao
identificamos géneros diferencialmente abundantes entre as localizagdes tumorais. Nao
consideramos nesta analise de localizagdo tumoral 2 individuos com tumores do tipo “Linite”,
devido ao tamanho amostral limitado e por ter uma caracteristica muito distinta e que impede

o agrupamen com outras classificagdes. Dessa forma, podemos observar que dentre as
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variaveis clinicas de nosso estudo, o subtipo histologico de Laurn e o estadiamento da doenga
parecem ser variaveis importantes que podem estar ligadas a um perfil distinto de géneros

bacterianos dentro os sujeitos com AdG.

43 MODULO 3: CORRELACAO ENTRE A MICROBIOTA GASTRICA E
OS CONTRIBUINTES DIETETICOS

Para melhor compreender e integrar os resultados vistos até aqui, produzimos uma
matriz de correlacdo para mapear as associagdes entre as variaveis dietéticas e a abundéancia
relativa de filos bacterianos (Figura 32). No grupo de AdG identificamos que as fibras totais
possuem uma correlagdo positiva com o filo Firmicutes (r6= 0.53; p= 0,021) (Figura 32A).
De modo contrério, as fibras totais e os alimentos in natura possuem uma correlacao forte e
negativa com Proteobacterias (r6= —0.58; p= 0,011) e (r6= —0.60; p= 0,007),
respectivamente. Nesse mesmo contexto, também identificamos uma correlagdo negativa
entre as fibras totais e as Fusobacteria (t6 = —0.47; p = 0.045), Chloroflexi (r6 = —0.48; p =
0.039), Tenericutes (r6 = —0.71; p = <0.001), Epsilonbacteraeota (r6 = —0.64; p = 0.004).
Com destaque para os filos Tenericutes e Epsilonbacteraeota, que apresentaram
respectivamente, um coeficiente de correlagdo forte e moderado. Vale ressaltar que, na
literatura a classificagdo do coeficiente de correlagdo de acordo com sua magnitude de forca
tem sido amplamente utilizada para representar a ligagdo entre duas variaveis 77181 No
grupo controle (Figura 32B) os alimentos in natura e as fibras insoliveis também
apresentaram uma correlagdo negativa com as Proteobactérias, ou seja, quando um aumenta o
outro diminui. Estes resultados corroboram outro trabalho realizado com 47 individuos sem
cancer, que demonstrou que o aumento da ingestdo de fibras foi significativamente
correlacionado com o aumento da abundancia relativa de Firmicutes (16 = 0,39; p=0,04), com
uma aparente tendéncia de uma correlagdo inversa com a abundancia relativa de
Proteobacterias, porém nao significativa (r6 = —0.33; p = 0.10) No grupo controle,
identificamos uma correlagdo negativa das fibras totais, soliiveis e insoliiveis com os filos
Tenericutes, Synergistetes e Chloroflexi, efeito esse também encontrado no grupo AdG. Um
dado interessante ¢ que para este grupo controle existe uma correlacdo negativa entre os
alimentos ultraprocessados € Firmicutes (16 =—0,55; p=0,015). Liu et al. ?° relataram uma
diminui¢do de Tenericutes e aumento significativo de Firmicutes na microbiota jejunal de

porcos 30 dias apos dieta rica em fibras provenientes da alfafa. Em humanos, dietas a base de
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vegetais estdo associadas de forma significativa a niveis fecais aumentados de 4cidos graxos

201 Dessa forma, podemos

de cadeia curta e alguns Firmicutes degradadores de fibras
observar que aparentemente existe uma sinergia entre as fibras alimentares e os alimentos in
natura/minimamente processados, que implicam em uma correlagdo negativa com alguns
filos bacterianos nos dois grupos (AdG e controles), ou seja, o aumento de uma dessas
variaveis implica na diminuicdo de sua abundancia relativa. Porém, em termos de efeito

bioldgico, ¢ importante ressaltar que a correlagdo por si s6 ndo pode ser atribuida a uma

causalidade, porém mostra relagcdo entre marcadores bioldgicos importantes.
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Figura 31 - Matrix de correlacdo entre varidveis dietéticas e os filos bacterianos nos grupos
A) Adenocarcinoma Gastrico e B) Controles endoscépicos. Neta. Correlagdo de Spearman,
quadrados em branco quando valor de p ndo for significativo (p=>0,05).

A nivel de género, entre os 20 mais abundantes entre AdG e controles endoscopico
descritos anteriormente, no grupo AdG identificamos uma correlacdo negativa entre as fibras
totais e o género Neisseria (r6 =—0.51; p = 0,006) e também entre fibras insoluveis e o género
Megasphaera (rt6 = —0.50; p = 0,007). Também foi identificada uma correlacdo positiva entre
o percentual da contribui¢do calérica de alimentos ultraprocessados na dieta, com as bactérias
Peptostreptococcus (16 = 0.56; p = 0,002) e Eubacterium nodatum group (16 = 0.53; p =
0,004), ambos do filo Firmicutes. Um ponto interessante ¢ que Peptostreptococcus ¢ um
género com perfil associado a inflamagdo, como sera descrito mais adiante. No grupo controle

as fibras insoluveis e soluveis apresentaram uma correlacdo positiva com o género
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Streptococcus (16 = —0.53; p = 0,007) e (r6 = —0.48; p = 0,009), respectivamente. Esses
mesmos tipos de fibras alimentares apresentaram uma correlagdo negativa com Alloprevotella
(r6 = —0.61; p = <0,001) e (r6 = —0.50; p = 0,007). J& as fibras insoliveis tiveram uma
correlacdo negativa com Prevotella (16 = —0.49; p = 0,008). Outros géneros que fazem parte
dos mais frequentes ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos.

Com base nesses possiveis indicios de uma relacdo entre a ingestdo de fibras e a
abundancia de algumas bactérias, utilizamos o algoritmo LEfSe buscando enfatizar/identificar
as diferengas entre dois extremos: a baixa ingestdo de fibras (Quartil 1) versus alta ingestao
(Quartil 4). Identificar essas diferencas permite segregar os géneros mais associados a essas
condi¢des. Na Figura 33, podemos observar essa analise para os grupos AdG e controles
endoscopicos. Para o grupo com cancer, no quartii 1 (Q1) observamos 4 géneros
diferencialmente abundantes, sendo eles: Butyrivibrio, Helicobacter e Stomatobaculum. Ja no
quartil 4 (Q4) identificamos somente o género F(0058. Para o grupo controle endoscopico no
Q1 foram identificadas 3 bactérias, sendo, Lautropia, FEikenella e Kingella. No Q4
encontramos um total de 17 géneros: Mogibacterium, Prevotella 7, Fusobacterium,
Actinomyces, Corynebacterium, Lachnoanaerobaculum, Eubacterium nodatum group,
Capnocytophaga, Atopobium, Parvimonas, Prevotella 6, Bergeyella, Tannerela,
Oribacterium, Johnsonella, Stomatobaculum, Catonella.

Nos individuos com cancer, F0058 foi mais frequente no Q4 que ¢ representado por
um consumo de fibras maior que 13,44g para cada 1000kcal, grupo este que tem um consumo
de fibras total alto, em relacdo ao Q1(<8,51g/1000 kcal). Embora o LDA tenha sido préximo
de 3, infelizmente esse género possui uma baixa frequéncia nas amostras, e dos 23 individuos
de AdG do quartil 4, somente 2 apresentaram esse género. Outro ponto, ¢ que essa bactéria
também ¢ pouco descrita na literatura, fato esse que também pode estar relacionado a uma
frequéncia baixa relatada em outros estudos.

O género Butyrivibrio 2 é amplamente descrito na literatura, devido a sua capacidade
de produzir butirato, tanto em animais quanto em humanos 202:203-204205 Porém, é intrigante
havermos identificado essa bactéria nos individuos com baixo consumo de fibras. Vale
ressaltar que o fato de estarmos analisando as fibras totais pode ter influenciado a
compreensdo desse género, visto que o butirato ¢ produzido predominantemente a partir de
fibras prebiodticas, que possuem caracteristicas mais soliiveis. Dessa forma, uma possivel
explicagdo ¢ que algum dos individuos com AdG inclusos na analise, mesmo ingerindo menos
fibras, podem ter maior predominancia em sua ingesta de fibras prebioticas. J4 o género

Helicobacter, foi mais frequente nos individuos com baixa ingestdo de fibras. Neste sentido, o
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papel das fibras na infecdo por H. pylori ainda ndo ¢ muito conhecido, porém um estudo
clinico recente realizou a interven¢do por 12 semanas com produtos com adi¢do de farelo de
centeio fermentado versus produtos de trigo refinado (controle) e ndo identificou impacto
desses produtos ricos em fibras na carga de H. pylori?%. Essa auséncia de diferenca pode estar
ligada ao fato de algumas cepas ja terem sido descritas de forma intracelular 20729829 Em

animais a suplementacdo de butirato mostrou inibir a viabilidade e viruléncia, além de reduzir

a inflamag@o associada a microbiota de camundongos infectados por H. pylori *'°
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Figura 32 - A anadlise discriminante linear (LDA) combinada com medidas de tamanho de

efeito (LEfSe) entre casos e controles estratificados pelo consumo de fibras alimentares. Nota.
A) Analise no grupo AdG; B) Analise no grupo controle. Q1 = Quartil. Q4 = Quartil 4. Valores de p <0,05
foram considerados significativos nos testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon aos pares. Para LDA foi
considerado um limite de pontuacdo logaritmica de > 2.0.

Entre os 17 géneros diferencialmente abundantes entre controles endoscopicos que

tem uma ingestdo alta de fibras (Q4), podemos destacar as Mogibacterium, Prevotella 7,
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Fusobacterium e Actinomyces. A Mogibacterium ¢ um género proveniente do filo Firmicutes,
descrito inicialmente em 2000 2!! com caracteristicas anaerdbica e gram positiva. Em fezes de
animais sua abundancia ¢ correlacionada positivamente com as concentragdes fecais de
butirato, apds 42 dias de suplementacdo de um amido modificado denominado pirodextrinas,

212

que tem caracteristicas prebioticas “'=. In vitro esse género também se associa positivamente

213 Em humanos a suplementagdo do amido

com a produgdo de acido acético e caprdico
resistente modificado proveniente da batata também ja foi relatada por aumentar a abundéancia
desse género, quando comparado com o grupo placebo 2!4. Ja4 o género Prevotella foi
associado a um perfil de sujeitos ndo-ocidentais, sendo que, individuos que migraram do sul
da Asia para os Estados Unidos, tiveram uma redugio de Prevotella e subsequente perda de
enzimas degradadoras de fibras, como as hidrolases de glicosideos, que se originam
predominantemente da espécie Prevotella copri °. Em camundongos a suplementagio de
xilooligossacarideo, que ¢ um prebidtico, também levou a um aumento significativo nas
porcentagens de Prevotella e consequente correlacdo positiva com o aumento de AGCC,
principalmente o butirato 2!°. Ja a Fusobacterium, ¢ principalmente a espécie Fusobacterium
nucleatum, ¢ considerada uma bactéria patogénica e potencialmente associada ao cancer
colorretal 46216217 Por conta disso, esse género é considerado um patdgeno intestinal
butirogénico, que utiliza vias metabolicas de aminodcidos como o glutamato (4-aminobutirato
e glutarato) e lisina para o processo de formacdo de butirato (butirogénese), que leva a
liberagdo de amodnia, um subproduto prejudicial para o hospedeiro 232!, Vale ressaltar que as
bactérias comensais utilizam outras vias metabolicas para producao do butirato, como a via do

220 sugerindo entdo que no processo evolutivo das bactérias patogénicas elas

piruvato
desenvolverem mecanismos metabolicos diferentes. Porém, mesmo sabendo que ocorre a
geracdo de amonia, ainda ndo ¢ totalmente claro o impacto dessa producao de butirato vir de
uma bactéria comensal ou patogénica. Devido a essa capacidade metabolica, fica mais facil
compreender a presenca de Fusobacterium em uma dieta mais rica em fibras, porém o seu
papel e efeito biologico tem que ser avaliado de acordo com o contexto investigado, além da
necessidade de investigar quais sdo as espécies deste género que estdo presentes. Vale
ressaltar que, esses géneros mais abundantes em quem ingere menos fibras (Figura 33A) nao
foram os mesmos observados no mesmo consumo de fibras no grupo controle (Figura 33B),
que pode ser explicado pelo fato de ja sabermos que o perfil de microbiota entre casos e
controles desse projeto ser diferente, sendo que a dieta pode exercer um papel distinto nesses

grupos e que o grupo com cancer ja tem uma doenca instalada, que pode estar associada a

uma perturbagdo de toda composi¢do bacteriana.
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Para melhor compreender se as fibras totais t€ém a capacidade de alterar todo o perfil
de microbiota do lavado géstrico, realizamos a analise de diversidade alfa e beta nos grupos
AdG e controles sem cancer, estratificando pelos quartis de consumo de fibras. Conforme
podemos ver na Figura 34 e Tabela 12, no grupo AdG identificamos uma diversidade alfa
maior no Q2 quando comparado com o Q4, tanto para a métrica Observed (107,50 versus
68,00) e Shannon (2,58 versus 1,94). No entanto, para indice de Simpson ndo encontramos
diferenca significativa. Para o grupo controle endoscopico identificamos diferengas
estatisticas nas 3 métricas avaliadas (Figura 34D-F). Vale ressaltar que as diferencas foram
identificadas sempre na comparagdo dos grupos Q2 ¢ Q3 com os demais quartis, mostrando
que esses dois quartis citados tem uma diversidade alfa maior. Esses resultados nos fazem
supor que no grupo AdG algum outro fator pode estar influenciando a diversidade alfa, visto
que ndo identificamos uma relacdo estatisticamente significativa entre quem consome mais
(Q4) e menos fibras (Q4). J4 no grupo controle, o Q1 parece ser o grupo que visualmente tem
uma diversidade alfa menor do que os demais. Mais adiante netsa dissertagao iremos analisar
o grupo com baixa ingestdo de fibras totais (Q1), versus todos os outros quartis juntos. Vale
ressaltar que, para a ingestdo de fibras soluveis e insoluveis ndo identificamos diferenga ao

longo dos quartis (Apéndice 5 e 6).
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Figura 33 - Comparacdo multipla entre as medidas de diversidade alfa nas amostras de fluido
gastrico dos grupos AdG e controles endoscopicos, estratificado pelos quartis de consumo de

fibra totais. Nota. A-C) Comparagio entre o grupo AdG. D-F) Comparagio entre o grupo controle. Apos testar
normalidade dos dados, foram utilizados os testes de Anova ¢ Kruskal-Wallis. A diferenga foi considerada
estatisticamente significativa quando p < 0,05.



Tabela 14 - Avaliacdo da diversidade alfa entre os grupos AdG e controles sem céncer, estratificado pelos quartis de consumo de fibra alimentar

total.
Quartil da ingestao de fibras alimentares totais para cada 1000 kcal
P
Q1 (0 a8,51g) Q2 (8,52 a10,68g) Q3 (10,69 a 13,43g) Q4 (>13,44¢) |
valor
Métricas Grupos
N Média Mediana Média Mediana Média Mediana N Média Mediana
(DP) (min-max) (DP) (min-max) (DP) (min-max) (DP) (min-max)
91,04 90,00 104,22 107,50 95,12 89,00 70,39 68,00
Adenocarcinoma gastrico 24 18 0,022
ob 4 (33,19)  (25,00-154,00) (29,46)  (38,00-155,00) (36,56) (39,00-176,00) (31,73) (6,00-122,00)
serve
76,23 81,00 148,69 147,00 140,54 148,00 91,96 93,00
Controles endoscopicos 13 26 <0,001
(20,77)  (43,00-112,00) (38,69)  (78,00-213,00) (37,13) (66,00-187,00) (38,51)  (10,00-173,00)
2,34 2,35 2,60 2,58 2,31 2,37 2,03 1,94
Adenocarcinoma gastrico 24 18 0,044
(0,60) (1,27-3,27) (0,57) (1,44-3,60) (0,54) (1,45-3,07) (0,60) (1,14-3,09)
Shannon
2,25 2,31 2,90 2,91 3,04 3,11 2,51 2,50
Controles endoscopicos 13 26 <0,001
(0,28) (1,73-2,64) (0,48) (1,96-3,47) (0,36) (2,29-3,63) (0,52) (1,02-3,37)
0,78 0,31 0,31 0,82 0,77 0,81 0,72 0,77
Adenocarcinoma gastrico 24 18 0,332*
si (0,13) (0,46-0,93) 0,11) (0,49-0,94) (0,11) (0,55-0,92) (0,15) (0,50-0,93)
impson
P 0,79 0,32 0,36 0,89 0,88 0,90 0,82 0,85
Controles endoscopicos 26 0,006*
(0,08) (0,61-0,88) (0,07) (0,71-0,94) (0,06) (0,77-0,95) (0,12) (0,38-0,94)

Nota. Apos testar normalidade dos dados, foram utilizados os testes Anova e *Kruskal-Wallis. A diferenga foi considerada estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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Na diversidade beta, em todas as métricas avaliadas (Bray-curtis, UniFrac weighted e
unweighted) (Figura 35), identificamos que as amostras quando separadas pelo quartis de
consumo de fibras ndo sdo similares, tanto no grupo AdG, como no grupo controle.
Realizamos entdo, um teste em pares dos quartis e identificamos que no grupo AdG nao existe
diferenga entre 0 Q1 e o Q4 Bray-curtis p = 0.558), UniFrac weighted (p = 0.646) e UniFrac
unweighted (p = 0.430). J4 no grupo controle, quando comparado esses dois quartis
conseguimos identificar que as amostras ndo sao similares, visto que possuem um valor de P
<0,05 Bray-curtis, (p = 0.043), UniFrac weighted (p = 0.031) e UniFrac unweighted (p =
0.031). Quando estratificado os individuos dos grupos AdG e controles endoscopicos pelos
quartis de ingestdo de fibras soluveis e insoluveis, de acordo com a diversidade beta,
identificamos que tanto os sujeitos do grupo AdG como controles endoscépicos s@o similares
de acordo com a estratificagdo por quartis (Apéndices 7 e 8). Um ponto interessante ¢ que
conforme podemos ver na Figura 35B, os individuos controles com uma menor ingestdo de
fibras totais (Q1) parecem se separar dos demais quartis, dessa forma, para melhor
compreender essa caracteristica, realizamos uma analise separada para avaliar o quanto esse
grupo se difere dos demais, tanto na diversidade alfa como na beta. Na figura 36 podemos
identificar que a microbiota gastrica dos sujeitos com uma baixa ingestdo de fibras totais (Q1
= <8,51g/1000 kcal) ¢ caracterizada por uma diversidade alfa menor, ou seja, um ntimero de
bactérias e uma abundancia relativa menor quando comparado com os demais individuos que
ingerem mais fibras totais. Na diversidade beta (Figura 37B) também identificamos que esse
grupo ¢ distinto dos demais, quando considerada a distidncia na classifica¢do filogenética e a

quantidade de reads/abundancia bacteriana.
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controles endoscopicos. Nota. A) Comparagdo entre o grupo AdG. B) Comparagio entre o grupo controle
sem céncer. O teste ndo paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a similaridade entre as amostras. R
representa o coeficiente de correlagdo. A diferenga foi considerada estatisticamente significativa quando p

<0,05.

Diversidade alfa

Figura 35 - Comparagdo entre as medidas de diversidade alfa nas amostras de fluido géstrico
dos grupos AdG e controles endoscopicos, estratificada pela mais baixa ingestdo de fibras
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Figura 36 - Comparacdo entre as medidas de diversidade beta nas amostras de fluido géstrico
dos grupos AdG e controles endoscopicos, estratificado pela mais baixa ingestdo de fibras

(Q1) versus os demais quartis. Nota. A) Comparagdo entre o grupo AdG. B) Comparagio entre o grupo
controle endoscopico. O teste ndo paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a similaridade entre as
amostras. R representa o coeficiente de correlagdo. A diferenca foi considerada estatisticamente
significativa quando p <0,05.

Com base nos resultados descritos até aqui realizamos a analise de Lefse comparando
os extremos de consumo de fibras alimentares de casos AdG (N=77), versus controles
endoscopicos normal/gastrite superficial (N=50). Na figura 38, quando comparado Q1 do
grupo AdG (N= 24) versus Q4 do grupo controle (N= 26), o género Abiotrophia foi mais
abundante no Q4, enquanto os géneros  Escherichia Shigella, = Roseburia,
Candidatus, Saccharimonas e Fretibacterium foram mais frequentes no Q1 do grupo AdG,

ou seja, nos individuos com cancer que consomem menos fibras.
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Figura 37 - A anadlise discriminante linear (LDA) combinada com medidas de tamanho de
efeito (LEfSe) comparando casos versus controles com exame de endoscopia norma/gastrite
superficial, quando estratificados pela baixa (Q1) e alta (Q4) ingestdo de fibras. Nota. Q1 =
Quartil. Q4 = Quartil 4. Um valor de p <0,05 foram considerados significativos nos testes de Kruskal-
Wallis e Wilcoxon aos pares. Para LDA foi considerado um limite de pontuagdo logaritmica de > 2.0.

O género Peptostreptococcus pertencente a familia Peptostreptococcaceae € ao filo
Firmicutes, foi o que mais se destacou e apresentou maior abundancia nos individuos do
grupo AdG que ingerem menos fibras, quando comparado do Lefse com quem teve a mesma
ingestao de fibras no grupo AdG (Figura 38C). Um ponto interessante foi a observacao que o
género Peptostreptococcus, ja citado anteriormente (Figura 30/ pagina 76) por apresentar uma
correlacdo positiva entre o percentual da contribui¢do caldrica de alimentos ultraprocessados
na dieta (r6 = 0.56; p = 0,002), foi o mais abundante no grupo com baixa ingestdo de fibras

(Q1), exatamente por estes individuos terem um consumo maior de alimentos
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industrializados, que sdo na grande maioria pobres em fibras (Q1). Por exemplo, a espécie
Peptostreptococcus anaerobius pertencente a esse género, foi identificado por Long et al. 2!?
como uma bactéria que inicia e promove a cascata oncogénica PI3K-Akt-FAK, promovendo a
proliferacdo de células tumorais, enquanto concomitantemente modula aspectos imunologicos
do tumor para promover a tumorigénese em individuos com cancer colorretal. Outro trabalho
também identificou um enriquecimento de Peptostreptococcus em individuos (N=46) com
esse mesmo tipo de tumor, enquanto que 5 OTUs pertencentes ao género Roseburia e outras
bactérias produtoras de butirato da familia Lachnospiraceae foram menos abundantes quando
comparadas com individuos saudaveis (N=56) ??!, Embora ndo tenhamos encontrado uma
evidéncia na literatura que associe diretamente a baixa ingestdo de fibras com uma maior
abundancia dos géneros Peptostreptococcus, o género Filifactor, por exemplo, ja foi descrito

como sendo um dos grandes influenciados entre a composigdo da microbiota oral e a dieta 227,

Nesse contexto, An Li et al. 2?

publicaram um trabalho transversal publicado ainda em 2021,
com 7081 sujeitos provenientes do programa americano National Health and Nutrition
Examination Survey e identificaram que quem consumiu uma dieta pré-inflamatoria teve 53%
mais probabilidade de ter periodontite (OR tercil 3 versus 1 = 1,53, IC 95%: 1,33-1,77). Essa
dieta ocidental, tem um potencial pro-inflamatério importante por ser diminuida em fibras,
rica em carnes vermelha, carnes processadas, gordura saturada e carboidratos simples. Dessa
forma nossa hipdtese ¢ que a composicdo da dieta de baixa densidade nutricional, pode
influenciar de alguma forma na abundancia de géneros com caracteristica pro-inflamatoria em
individuos do grupo AdG que tiveram baixa ingestdo de fibras (Q1), e que essa modulagao

pode se iniciar na boca, e por isso essas bactérias foram também identificadas no lavado

gastrico desses pacientes.
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CONCLUSOES

CONCLUSOES MODULO 1

A dieta se difere entre os grupos estudados, tanto pela contribui¢do acerca de
alimentos in natura/minimamente processados, quanto dos ultraprocessados. Sendo
que esta variacdo influencia diretamente a quantidade de fibras alimentares ingeridas.
Observamos que a maior ingestdo de fibras insoliveis e menor de alimentos
ultraprocessados estd associada a um fator protetor para o desenvolvimento do
adenocarcinoma gastrico, quando comparado a individuos do grupo controle saudavel
(provenientes da campanha do A.C.Camargo Cancer Center).

Nos controles endoscopicos ndo houve uma associagdo entre o consumo de fibras
quando considerada na regressdo logistica diversos fatores como: idade, sexo, etnia,
escolaridade, uso de inibidores de bomba de protons e tabagismo. Sugerindo assim
que individuos deste grupo que possuem alguma alteracdo epitelial gastrica
provavelmente ja possuem algumas caracteristicas clinicas e de estilo de vida que os

aproximam do grupo AdG.

CONCLUSOES MODULO 2

Em termos de microbiota bacteriana gastrica identificamos diferencas promissoras

entre casos e controles endoscopicos, que podem ser compiladas em:

O filo Firmicutes foi mais abundante no lavado gastrico de sujeitos com AdG. Ja os
filos Bacteroidetes, Proteobacterias, Spirochaetes foram mais abundantes nos
controles sem cancer, sendo que os dois ultimos géneros foram mais abundantes nos
sujeitos com auséncia de inflamagdo epitelial, ou com um grau mais leve, que ¢ a
gastrite superficial.

Identificamos no grupo AdG a presenga de alguns géneros descritos na literatura como

abundantes no microbioma oral, como as Actinobacillus, Bergeyela,
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Lachnoanaerobaculum e Atopobium. Estes géneros geralmente tem um perfil mais
pro-inflamatorio.

e No grupo controle endoscOpico com exame normal/gastrite superficial, o género
Prevotella 7 foi mais abundante quando comparado com o grupo AdG e pode ter um
efeito bioldgico associado a saude.

e No grupo controle endoscopico observamos uma diversidade alfa maior, ou seja, uma
maior riqueza de bactérias e maior abundancia total desses microrganismos. A nivel de
diversidade beta vimos que os dois grupos sdo distintos, tanto em termos de
quantidade de bactérias, quanto na distdncia taxondmica. Porém ainda ndo esta claro
se ¢ o processo de carcinogénese que esta influenciando a mudanca deste perfil, ou se
¢ a microbiota que influencia a formag¢ao tumoral, ou ainda se tem um efeito protetor

nos controles endoscépicos.

CONCLUSOES MODULO 3

Na integracdo e comparacdo entre os dados de rRNA 16S e as variaveis dietéticas,

podemos concluir que:

e Para o filo Firmicutes, o grupo AdG teve uma correlag@o positiva com as fibras totais
no grupo AdG. Ja nos controles endoscdpicos, um efeito similar foi observado com as
fibras insoluveis. Essas possiveis relacdes podem ser explicadas pelo fato de bactérias
produtoras de acidos graxos de cadeia curta serem muito comuns neste filo;

e Identificamos uma possivel sinergia entre as fibras alimentares e os alimentos in
natura/minimamente processados, que implica em uma correlacdo negativa com
alguns filos bacterianos nos dois grupos avaliados: como os Tenericutes, Synergistetes
e Chloroflexi. Essa relagdo ainda ndo ¢ clara nem foi descrita na literatura, porém vale
registrar que géneros provenientes destes filos sdo de uma forma geral menos
abundantes no estomago.

e Entre os controles endoscopicos destacamos os géneros Mogibacterium, Prevotella 7 e
Fusobacterium identificados como mais abundantes nos sujeitos com alto consumo de
fibras totais. Esse achado talvez esteja associado a maior capacidade destes géneros
produzirem é4cidos graxos de cadeia curta.

e No grupo AdG com baixa ingestdo de fibras totais identificamos uma maior

abundancia de géneros descritos na literatura, como Peptostreptococcus, Helicobacter
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e Escherichia_shigella, frequentemente associados na literatura com infecgdes e
alguns tipos de cancer do trato gastrointestinal.

O conteudo de fibras totais, soliveis e insoltiveis ndo explica toda a diversidade alfa e
beta dos lavados gastricos dos pacientes do grupo AdG. Efeito contrario foi observado
no grupo controle endoscopico, onde os individuos com menor ingestdo de fibras
possuem uma diversidade alfa e beta menor, quando comparados com os demais
quartis de consumo de fibras desse grupo. Esses resultados bem distintos entre casos e
controles, podem estar associados ao fato dos individuos do grupo AdG ja terem uma
doenca instalada, com consequente disbiose, que dificulta a identificagdo do impacto

das fibras na diversidade total das bactérias estomacais.

CONCLUSOES FINAIS

De uma forma geral em nosso trabalho podemos observar que a dieta ¢ um fator
importante, que pode influenciar no aparecimento e desenvolvimento do céancer, e que
as fibras alimentares, e provavelmente toda a sinergia da matriz alimentar, podem
influenciar na composi¢do do perfil de microbiota estomacal desses individuos, antes
mesmo do desenvolvimento da doenga;

Destacamos nos controles endoscopicos com alto consumo de fibras, uma maior
abundancia de géneros produtores de acidos graxos de cadeia curta e importante
atividade imunomodulatéria. J4 no grupo AdG com baixa ingestdo de fibras,
identificamos géneros com um perfil pré-inflamatorio, como o Helicobacter. Nesse
sentido, fica ainda uma lacuna a ser aprofundada no futuro, relacionada a quanto esse
perfil de bactérias estomacais de individuos que consomem mais fibras podem
refletir/impactar na microbiota intestinal, local onde ocorre a maior fermentacdo de
fibras no organismo humano.

Embora tenhamos identificado no lavado gastrico uma série de géneros bacterianos
nas varias andlises feitas, ainda ndo estd claro se estes géneros sdo residentes, ou
transientes do estdmago. Neste sentido, serdo necessarias avaliagdes do bacterioma
das bidpsias gastricas tumorais e ndo tumorais, ¢ comparagdo com os dados gerados

dos lavados géstricos apresentados na presente dissertagao.
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Dr. Emmanuel Dias Neto
Aluno: Lucas Oliveira Mongio (Mestrado)

Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 2134/15G
"Avaliagio da composi¢io da microbiota gistrica e sua correlagio com o conteido de
fibras na dieta de pacientes com adenocarcinoma gistrico e controles sem cincer."

Os membros do Comité de Ftica em Pesquisa da Fundagdo Antonio Prudente —
A.C.Camargo Cancer Center, em sua tltima reunido de 04/06/2019, tomaram conhecimento
e aprovaram o seguinte documento:

> Solicitagio de dispensa da submissdo da documentagiio obrigatéria e analise ética do
projeto acima mencionado por se tratar de um projeto afiliado ao temético “Gendmica
de Adenocarcinomas Gastricos.”, registrado neste CEP sob n°. 2134/15. O projeto
afiliado em referéncia sera Mestrado do aluno Lucas Oliveira Mongdo, sob orientagdo
da Dra. Diana Noronha Nunes.
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1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: .
EPIDEMIOLOGIA DOS ADENOCARCINOMAS GASTRICOS NO BRASIL

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL:
MARIA PAULA CURADO ’

3. PESQUISADORES ENVOLVIDOS:
e Maria Paula Curado - Departamento de Epidemiologia do A.C. Camargo Cancer Center

4. DURACAO DA PESQUISA:

60 meses

11 - INFORMACOES A (0) PARTICIPANTE

O (A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa (“Epidemiologia
dos Adenocarcinomas Gastricos no Brasil”), que seré realizada no A.C. Camargo Cancer Center.
O participante serd abordado no Departamento de Cirurgia Abdominal e Campanha de

Prevengao de Cancer do AC Camargo Cancer Center.
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Q A.C.Camargo
Cancer Center
ID:ACCCCl_ N1

IV — OBJETIVOS DA PESQUISA
Identificar os fatores de risco epidemiolgﬁgicos e analisar a sobrevida dos casos de cancer de estomago

nestas 3 capitais brasileiras Sdo Paulo, Belém e Fortaleza.

V- JUSTIFICATIVA PARA A PROPOSTA DA PESQUISA
Apesar de sua patogenia bem determinada, o conhecimento atual dos mecanismos moleculares que
promovem sua génese € evolugio do cancer gastrico nao foi traduzido em um impacto insignificante
no tratamento ou diagnostico personalizado e novas modalidades de tratamento ainda nao conseguiram
ieto visa aumentar de modo significativo o conhecimento da

alterar o curso natural da doenga. Este proj
clinico acerca desta patologia no Brasil, investigando os fatores de risco epidemioldgicos em estados

brasileiros em um estudo multicéntrico do tipo caso-controle.

VI — DESENHO DA PESQUISA

Trata-se de um estudo de caso e con
diagnostico confirmado de adenocarcinoma gastrico; Control
gastrica com diagnostico negativo para neoplasia gastrica
ACCamargo seriio recrutados da campanha de prevengdo enquanto que nos dem
origem hospitalar ndo oriundos de clinica de tratamento de oncologico.

troles de base hospitalar multicéntrico. Casos: pacientes com
es -1: pessoas submetidas a endoscopia
(ACCamargo), Controles -2: Hospital
ais centros serdo de

VII — DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS
Se vocé concordar em participar deste estudo, serd solicitado que vocé participe de uma entrevista

sobre o seu estilo de vida e habitos alimentares. Além disso, nos pediremos sua permisséo para coletar

informagdes clinicas relevantes do seu prontuario médico (estadiamento clinico). Se vocé decidir nao

responder, seja a uma questao especifica ou a todas as informagdes, ndo sofrera nenhuma penalidade.

Um entrevistador vird aplicar os questionarios enquanto vocé estiver no hospital. A entrevista tem a
duragdio de aproximadamente uma hora e meia e consiste de questdes relacionadas a estilo de vida ¢
habitos alimentares.

Os resultados da pesquisa ndo sdo adequados para uso em festes clinicos, como parte de seu
atendimento médico. Portanto, os resultados desses estudos ndo estardo disponiveis para vocé. Nao
havera nenhum custo financeiro para vocé participar neste estudo. Nao ha nenhuma compensagao ou

pagamento pela participagdo nas entrevistas.

VIII - DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS DECORRENTES DO

PROCEDIMENTO
O(s) questiondrio(s) poderd (o) causar um sentimento de desconforto ou ansiedade frente as perguntas

realizadas. Os pesquisadores estardo disponiveis para conversar e prestar apoio se necessarios, frente a
estas situagdes.

IX - BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS
Nio havera beneficios diretos para vocé que ndo a satisfagdo de participar desta pesquisa para o
possivel beneficio das geragdes futuras. Sua participagio ¢ muito importante para o sucesso desta

pesquisa cientifica.
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Al}exo 4. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para controles — Dados
epidemiologicos
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[ - DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU-

RESPONSAVEL LEGAL

I.NOME DO PARTICIPANTE: ...cccoouunimmnninans
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°

DATA NASCIMENTO: ....ccinvesdurimmnrnmnenides
ENDERECO: =
BAIRRO: ...CIDADE
R s e Gty TELEFONE: DDD (oo
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NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.): ...
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° 3
DATA NASCIMENTO: /
ENDERECO:
BAIRRO:

. Ne..

T ELEFONE:

II-DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:
EPIDEMIOLOGIA DOS ADENOCARCINOMAS GASTRICOS NO BRASIL

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL:
MARIA PAULA CURADO

3. PESQUISADORES ENVOLVIDOS:
e Maria Paula Curado — Departamento de Epidemiologia do A.C. Camargo Cancer Center

4. DURACAO DA PESQUISA:

60 meses

111 - INFORMACOES A (0) PARTICIPANTE

04A) §enhor(a) esti sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa (“Epidemiologia
dos Adenocarcinomas Gastricos no Brasil™), que sera realizada no A.C. Camargo Cancer Center.
O participante sera abordado no Departamento de Cirurgia Abdominal ¢ Campanha de

Prevengdo de Cancer do AC Camargo Cancer Center.
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IV - OBJETIVOS DA PESQUISA

|dentificar os fatores de risco epidemiolégicos e analisar a sobrevida dos casos de cancer de estomago
nestas 3 capitais brasileiras Sdo Paulo, Belém e Fortaleza.

V- JUSTIFICATIVA PARA A PROPOSTA DA PESQUISA

Apesar de sua patogenia bem determinada, o conhecimento atual dos mecanismos moleculares que
promovem sua génese € evolugio do céncer gastrico ndo foi traduzido em um impacto insignificante
no tratamento ou diagndstico personalizado e novas modalidades de tratamento ainda néo conseguiram
alterar o curso natural da doenga. Este projeto visa aumentar de modo significativo o conhecimento da
clinico acerca desta patologia no Brasil, investigando os fatores de risco epidemiologicos em estados

brasileiros em um estudo multicéntrico do tipo caso-controle.

VI - DESENHO DA PESQUISA
Trata-se de um estudo de caso e controles de base hospitalar multicéntrico. Casos: pacientes com

diagnostico confirmado de adenocarcinoma gistrico; Controlcs -1: pessoas submetidas a endoscopia
gastrica com diagnostico negativo para neoplasia gastrica (ACCamargo), Controles -2: Hospital
ACCamargo sero recrutados da campanha de prevengiio enquanto que nos demais centros serdo de
origem hospitalar niio ariundos de clinica de tratamento de oncolégico.

VII - DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS
Se vocé concordar em participar deste estudo, serd solicitado que vocé participe de uma

sobre o seu estilo de vida e hébitos alimentares. Além disso, nds pediremos sua permisséo para coletar
informagdes clinicas relevantes do seu prontudrio médico (estadiamento clinico). Se vocé decidir ndo
responder, seja a uma questdo especifica ou a todas as informagdes, ndo sofrera nenhuma penalidade.
Um entrevistador vira aplicar os questionarios enquanto vocé estiver no hospital. A entrevista tem a
duragiio de aproximadamente uma hora ¢ meia e consiste de questdes relacionadas a estilo de vida e

entrevista

habitos alimentares.
Os resultados da pesquisa ndo sdo adequados para uso em testes clinicos, como parte de seu

atendimento médico. Portanto, os resultados desses estudos ndo estardo disponiveis para vocé, Nio

haver4 nenhum custo financeiro para vocé participar neste estudo. Ndo hd nenhuma compensagdo ou

pagamento pela participagdo nas entrevistas. .

VIII - DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS DECORRENTES DO

PROCEDIMENTO
O(s) questionario(s) podera (&0) causar um sentimento de desconforto ou ansiedade frente as perguntas

realizadas. Os pesquisadores estardo disponiveis para conversar ¢ prestar apoio se necessarios, frente a
estas situacoes.

IX - BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS
Nio haverd beneficios diretos para vocé que nilo a satisfagio de participar desta pesquisa para O

possivel beneficio das geragdes futuras. Sua participagio ¢ muito importante para o sucesso desta
pesquisa cientifica.

v
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X - CONFIDENCIALIDADE

A confidencialidade de suas informagdes sera mantida e sua identidade sera preservada, sepdo que
somente os membros da equipe médica e do Comité de Etica em Pesquisa terdio acesso aos registros. A
sua participacdo neste estudo ¢ voluntaria, tendo o direito de retirar-se a qualquer momento. A recusa
ou desisténcia da participagio nesse estudo nido ird prejudicar seu acompanhamento médico e

tratamento.

XI - DANOS RELACIONADOS A PESQUISA

Qualquer dano resultante da sua participagdo no estudo sera avaliado e tratado de acordo com os
beneficios e cuidados a que vocé tem direito. Ao assinar este formulario de consentimento vocé nao
estd abrindo mao de qualquer um dos seus direitos legais.

XII - ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

O pesquisador e a equipe envolvida na pesquisa se comprometem a dar informagdo atualizada ao
longo do estudo, caso este seja o seu desgjo. TELEFONES PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS, REACOES ADVERSAS OU QUALQUER DUVIDA SOBRE O
ESTUDO: (011) 2189-5000 — ramais: 2942 entrar em contato com Dra. Maria Paula Curado ou
Rodolfo Cezar.

XIII. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

Esta pesquisa podera ser interrompida durante a sua realizagdo e apds o aval do CEP da instituigdo, em
casos onde: a) O pesquisador responsavel decida que algum motivo ou situagio possa por em risco a
seguranga do participante ou; b) O CEP julgue que o estudo esteja sendo conduzido de maneira
eticamente inaceitdvel.

XI1I1. QUEM DEVO CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS:

Pesquisador Responsavel: Dr(a). Maria Paula Curado

Departamento de Epidemiologia do A.C. Camargo Cancer Center - Séo Paulo.
Telefones para contato: (11) 2189-5000 ramais 2942 /5178

Endercgo: Rua Professor Anténio Prudente, 211 - Liberdade — Sio Paulo.

Se o pesquisador responsavel nio forpecer as informagdes/ esclarecimentos suficientes, por favor,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo Anténio
Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP pelo telefone (11) 2189-5000, ramal 5020 de
segunda-feira a quinta-feira das 8 horas s 18 horas e sexta-feira das 8 horas as 17 horas.

Este documento sera elaborado em 2 (duas) vias. O (a) senhor (a) receberd uma das vias originais ¢ a
outra sera arquivada pelo pesquisador em seu arquivo de pesquisa.

Eu,

declaro ter lido, compreendido ¢ discutido o contetido do presente Termo de Consentimento e
concordo em participar desse estudo de forma livre e esclarecida autorizando os procedimentos

acima relacionados:
N /
Ao -»é,é’ﬁ M\

Assinatura do participante ou responsavel legal Assinatura do responsavel pela pesquisa
(Dra. Maria Paula Curado)

{ /
Data / !

Data
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Anexo 5. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para casos e controles para

amostras bioldgicas
l_—-_-’ i
/4_-.

( A.C.Camargo
w— Cancer Center

Projeto: Aspectos Gendmicos de Adenocarcinomas Gastricos

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Numero do Protocolo:
Titulo do Estudo: Aspectos Gendmicos de Adenocarcinomas Géstricos
Nome completo do Pesquisador: Dr. Emmanuel Dias-Neto

Nome da Instituigdo: A.C.Camargo Cancer Center
Telefone do pesquisador: (11) 2189-5023

Nome do Participante:

RGH: N° de Identificagdo no estudo:

DADOS SOBRE O ESTUDO

Este é um projeto de pesquisa do Centro Internacional de Pesquisas e do Nicleo de Cirurgia Abdominal do
AC Camargo Cancer Center, estd sob responsabilidade do Dr. Emmanuel Dias-Neto.

Todos os estudos de pesquisa devem ser aprovados por um comité de ética em pesquisa antes que
qualquer sujeito possa participar. O comité de ética ajuda a proteger os interesses dos sujeitos em estudos
de pesquisa. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Tratamento e
Pesquisa A. C. Camargo Cancer Center.

EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL

Convidamos vocé a participar deste estudo, que visa compreender as bases do desenvolvimento do céncer de
estémago. Apesar de vérios estudos jd terem sido feitos, ainda faltam andlises especificas que poderdo ajudar
a compreender por que o cincer se desenvolve, qudo agressivo ele serd e quais os pacientes que devem se
beneficiar do tratamento quimioterdpico antes da cirurgia. Ainda ndo sabemos também sobre a importéncia
ou influéncia da mistura de ragas no comportamento dos tumores, mas hoje dispomos de tecnologias
modernas que permitem avaliar estas questdes e contribuir para o melhor conhecimento desta doenca.

Objetivos da pesquisa

Este é um estudo sobre a importancia de diversos fatores que podem contribuir para o desenvolvimento do
cdncer géstrico. Neste estudo, usando amostras de pessoas sauddveis e de pessoas com cdncer, avaliaremos as
bactérias presentes no estdmago, as alteragdes em substancias importantes (como proteinas, e o material
genético presente dentro das células, DNA e RNA) e aspectos relacionados a etnia (“raga” - européia, africana,
asidtica ou outras, que podem ter contribuido para a sua formagdo).
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Em individuos saudéveis e também naqueles com de cancer de estémago, iremos avaliar estas alteragdes e
como elas variam entre individuos dos grupos com e sem doenga. Iremos comparar ainda as alteragBes
caracteristicas de individuos que tenham uma ocorréncia frequente de cancer na familia, individuos com
melhor ou pior resposta ao tratamento por quimioterapia e individuos com tumores de comportamento mais
agressivo versus menos agressivo. Andlises destes dados podem ajudar na compreensgo de um possivel papel
destes fatores no desenvolvimento do cancer.

Procedimentos que serdo utilizados e propésitos

Caso aceite, vocé poderd participar de todos os estudos, ou de apenas algum deles, dependendo do momento
em que vocé tiver sido contatado e conforme vocé se enquadre nos grupos a serem avaliados. Para o projeto
que estuda as bactérias presentes no estémago é necessario que vocé tenha um pedido de um exame de
endoscopia (um exame onde uma sonda é passada por sua boca, até atingir o estémago, e permite a sua
visualizac3io), que deve ter sido solicitado pelo seu médico pessoal. Esclarecemos que o exame néo é solicitado
por um médico deste estudo e os seus custos néo serdo cobertos por este estudo. Neste exame o interior do
seu estdmago serd analisado para ver se existem alteragdes. £ feito um procedimento de lavagem do interior
do estémago. Apds a lavagem, o liquido é normalmente aspirado e jogado em lixo adequado. Se obtivermos a
sua autorizago, ao invés de descartarmos este liquido no lixo, ele serd usado para os estudos. Para os demais
estudos vocé pode participar na condigdo de um controle (sem diagnéstico de cdncer) ou ainda caso 0 cancer
de estémago tenha sido diagnosticado em vocé ou em membros da sua familia. Neste caso, de acordo com o
grupo do estudo em que vocé se enquadre, solicitamos sua autorizagdo para a coleta de uma pequena amostra
de saliva, de sangue {(usando procedimentos de rotina) ou, quando for o caso, de pequenos fragmentos do
tumor obtidos na rotina do seu tratamento ou de seus exames. Em nenhum caso a coleta destas amostras ird

prejudicar o seu diagndstico nem o seu tratamento.
Caso aceite participar do estudo vocé devera:

- Termais que 18 anos de idade;

Quando vocé receber este formuldrio, explicaremos a vocé quais as razdes da pesquisa e seu objetivo.
Possivelmente outros pesquisadores do AC Camargo devem te contatar para obter outras informagdes tais
como alguns hébitos comuns tais como o que vocé geralmente come, bebe, se faz uso de cigarro ou bebidas

com &lcool, medicamentos e outros.
Caso concorde em participar, por favor, assine este Termo de Consentimento em 2 vias. Uma ficard em seu
poder e a outra serd arquivada pelo pesquisador.

Esclarecemos ainda que vocé tem toda a liberdade de participar ou nio do estudo, e sua decisdo, seja ela qual
for, no afetard de nenhum modo o seu tratamento. Caso vocé concorde, esta serd uma colaboragdo
voluntdria, ndo havendo nenhuma forma de remuneragéo por isto. Do mesmo modo, esta decisdo ndo afeta de
nenhum modo o que serd cobrado de vocé ou de sua seguradora de satide durante o tratamento. A qualquer
momento, mesmo que vocé ja tenha concordado em participar e fornecido a sua assinatura, vocé tem toda a
liberdade de desistir e solicitar o descarte da amostra coletada, sem que isso ocasione qualquer prejuizo a vocé

ou a seu tratamento.
Estudos a serem realizados e material necessario (marque nos quadros se vocé aceita participar, se nio
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deseja participar, ou se o estudo ndo se aplica - caso o procedimento necessario ndo se aplique ao seu caso,
conforme orientacéo que vocé terd recebido no momento de preenchimento deste documento)

1) Avaliagdo das bactérias presentes no estdmago e sua relagio com o desenvolvimento do cancer de
estdmago. Amostra necessaria: suco gastrico normalmente coletado durante a endoscopia, e que seria jogado

fora. O que faremos: iremos determinar quais as bactérias podem ser encontradas em seu estémago e
avaliaremos se elas podem ser associadas ao surgimento do céncer.

O aceito; [ nio aceito; [ nio se aplica.

2) Avaliaggo de alternativas de diagndstico usando compostos volateis (elementos que evaporam) derivados da
respiragdo ou que podem exalar a partir do suco géstrico. Amostra necessdria: 1) suco gdstrico normalmente
coletado durante a endoscopia (como descrito acima), e 2) um pouco do ar que vocé exala quando respira. O
que faremos: 1) seréo avaliados os compostos que evaporam do suco géstrico, usando um aparelho especifico;
pediremos para vocé soprar através de um canudo estéril e novo, para coletarmos e analisarmos compostos
presentes na respiragdo. Os resultados talvez ajudem no desenvolvimento de testes simples e baratos para
diagnosticar pacientes no futuro.

[ aceito; [ n3o aceito; [ nio se aplica.

3) Avaliagdo de alteragBes de DNA relacionadas ao desenvolvimento do céncer (incluindo cancer familiar) ou
aspectos de etnia (raga). Amostra necessaria: uma pequena quantidade de saliva (cerca de 2mL) ou 15 mL de
sangue (equivalente a uma colher de sopa) de sangue coletado de uma veia do brago. O que faremos: no DNA
obtido buscaremos alteragbes relacionadas com o desenvolvimento do cdncer em fun¢do da raga (etnia)
determinada por andlise de DNA.

a aceito; O n3o aceito; O nso se aplica.

4) Avaliagdo de marcadores de resposta a quimioterapia. Amostra necessdria: pequenos pedagos do tumor
(coletados antes ou depois da quimioterapia) apés diagndstico; e 15 mL (equivalente a uma colher de sopa) de
sangue coletado de uma veia do braco. As coletas de sangue poder3o ser feitas em diferentes momentos do
tratamento/acompanhamento médico. O que faremos: buscaremos alteracdes de substincias (DNA, RNA ou
proteinas) no material coletado, e no sangue buscaremos células tumorais.

[ aceito; [ n3o aceito; [ nio se aplica.

5) Determinagdo de agressividade tumoral. Amostra necessdria: pequenos pedagos do tumor, coletados
normalmente no exame de endoscopia antes da quimioterapia, 15 mL (equivalente a uma colher de sopa) de

sangue coletado de uma veia do brago. O que faremos: buscaremos alteragGes de substéncias (DNA, RNA ou
proteinas) no material coletado.

[ aceito; [ n3o aceito; [ n3o se aplica.

Observagdo: caso vocé aceite participar de um ou mais estudos acima, que envolvam a coleta de sangue
{estudos 3, 4 e 5), esclarecemos que uma Unica coleta inicial j& atende a todos estes estudos. No entanto,
coletas em outros mementos que vocé vier ao A.C.Camargo podem ser necessérias para os estudos 4 e 5.
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ComplicagBes e riscos esperados

Caso vocé aceite participar deste estudo, esclarecemos que ndo haverd nenhum custo além daqtfe.IeS
necessdrios para cobrir os exames solicitados por seu médico para a avaliagdo do seu caso. Caso vocé participe
doando uma pequena amostra de sangue, as raras complicagdes associadas a esta coleta compreendem: dor
pela picada da agulha, pequeno sangramento ou hematoma no local onde foi usada a agulha para coletar o
sangue, mas este nio deve causar nenhum mal. Todas as perguntas que serdo feitas a vocé, e também o
método de coleta de células e amostras que sero utilizados neste estudo foram previamente empregados em
outros estudos.

Confidencialidade das informagdes

Todos os dados levantados serso usados apenas para pesquisa cientifica, visando a melhor‘compreensﬁo do
cincer de estdmago. Todos os esforgos serdo feitos no sentido de manter a privacidade das mforrr‘lagées, que
ficaro restritas aos médicos, pesquisadores e enfermeiros diretamente envolvidos neste prcueto.. Neste
sentido, todo e qualquer dado que possa levar 3 sua identificagdo serd codificado, fazendo com que o risco de
perda de confidencialidade seja minimo.

Beneficios que poderdo ser obtidos

Os participantes ndo se beneficiardo diretamente com a participagdo nesse estudo. Contudo, o estudo
contribuird para um melhor entendimento dos fatores que podem causar o surgimento ou a evolugdo do
céncer de estémago, desta forma ajudando no desenvolvimento de métodos de prevengdo.

CONSENTIMENTO PGS-INFORMADO

Declaro que, apés ter sido adequadamente esclarecido dos riscos e beneficios deste estudo, conforme
definidos acima, eu concordo em participar do projeto de pesquisa intitulado: “Aspectos Genémicos de
Adenocarcinomas Gastricos”.

Sdo Paulo, de de 20___

Assinatura do participante ou responsdvel legal Assinatura do pesquisador ou responsdvel pela

aplicagdo do termo
Em caso de divida, entre em contato com o Dr. Emmanuel Dias-Neto, no Laboratério de Genémica Médica do
A.C.Camargo Cancer Center, pelo telefone (11) 2189-5023.

Caso o pesquisador responsavel ndo fornega informacdes/esclarecimentos suficientes, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Antdnio Prudente/A.C.Camargo Cancer Center pelo
telefone (11) 2189-5020. Este Comité de Etica se localiza & Rua Prof. Anténio Prudente, 211, Liberdade;
hordrio de atendimento: segunda-feira & sexta-feira das 8 as 17 horas. O Comité de Etica em Pesquisa é

um grupo formado por cientistas e ndo-cientistas que realizam a revisao ética inicial e continua do estudo
clinico para manter sua seguranga e proteger seus direitos.
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Apéndice 1 - Contribuicao dos alimentos in natura/minimamente processados

Grupos e subgrupos da

Contribuicao calérica dos alimentos de acordo com a classificacio NOVA na

ingestiio energética diaria

classificacio NOVA de Adenorcar.c noma Controle endoscépicos Controles campanha P
alimentos gastrico valor
Média DP Média DP Média DP
(%) (%) (%)

In natura ¢ minimamente 36,78 12,29 37,04 12,00 41,31 12,84 <0,001
processados
Arroz branco 8,39 6,84 8,12 6,76 10,14 7,75 0,003
Café 7,56 6,72 5,68 4,79 6,28 5,32 0,043
Feijdo 3,56 3,35 3,14 3,31 3,80 3,39 0,028
Aveia em flocos 2,43 6,06 2,17 6,10 3,02 7,20 0,597
Banana 2,39 2,67 3,04 3,19 3,06 2,64 <0,001
Laranja e mexerica 2,34 2,88 2,88 3,82 2,81 3,59 0,397
Leite integral 2,24 3,27 1,87 3,31 2,15 3,67 0,189
Maga e pera 0,86 1,17 1,00 1,65 0,89 1,20 0,92
Arroz integral 0,81 2,16 1,17 2,85 0,94 2,53 0,419
Ovo de galinha 0,74 1,07 0,73 1,00 1,12 2,72 0,147
Mamao 0,71 0,92 1,12 1,53 0,65 1,10 0,002
Manga 0,49 0,92 0,57 0,92 0,64 1,03 0,679
Abacate 0,47 0,94 0,53 1,11 0,44 0,95 0,388
Uva 0,46 0,73 0,64 1,05 0,48 0,82 0,104
logurte natural 0,39 0,99 0,58 1,48 0,29 0,94 0,011
Leite desnatado 0,30 1,02 0,55 1,45 0,47 1,57 0,162
Leite semi-desnatado 0,29 1,01 0,37 1,43 0,43 1,70 0,935
Meldo e melancia 0,29 0,40 0,29 0,49 0,23 0,44 0,134
Abacaxi 0,23 0,52 0,24 0,79 0,23 0,49 0,317
Tomate 0,20 0,21 0,30 0,33 0,28 0,27 <0,001
Lentilha, ervilha e similares 0,18 0,51 0,20 0,58 0,17 0,53 0,009
Goiaba 0,17 0,60 0,16 0,63 0,28 1,35 0,0043
Caqui 0,15 0,52 0,25 0,76 0,41 0,98 0,025
Goma de tapioca 0,14 1,19 0,09 0,56 0,81 2,96 <0,001
Cebola 0,13 0,16 0,19 0,23 0,19 0,22 0,002
Alface 0,11 0,11 0,19 0,19 0,15 0,15 <0,001
Couve 0,10 0,15 0,11 0,18 0,11 0,15 0,203
Espinafre e escarola 0,09 0,17 0,15 0,36 0,14 0,27 0,422
Cenoura 0,09 0,13 0,15 0,18 0,12 0,14 0,001
beterraba 0,07 0,15 0,07 0,16 0,07 0,12 0,816
Chuchu 0,06 0,12 0,06 0,14 0,07 0,11 0,262
Berinjela 0,06 0,09 0,10 0,16 0,12 0,21 <0,001
Abobora 0,05 0,10 0,06 0,12 0,06 0,10 0,835
Leite de vaca cru 0,04 0,58 0,00 0,00 0,01 0,28 0,629
Repolho 0,04 0,06 0,06 0,12 0,07 0,14 0,021
Agrido e rucula 0,03 0,06 0,05 0,07 0,05 0,10 0,028
Frutas vermelhas 0,03 0,06 0,04 0,11 0,03 0,06 0,855
Abobrinha 0,02 0,04 0,04 0,08 0,03 0,04 0,019
Chas naturais 0,02 0,04 0,03 0,08 0,02 0,04 <0,001
Pepino 0,02 0,03 0,03 0,06 0,03 0,06 0,084
Couve flor e brocolis 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,021
Graviola 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,197




Apéndice 2 - Contribuicio de alimentos processados

Contribuicio calérica dos alimentos de acordo com o seu grau de

processamento, baseado na ingestio energética didria

Grupos e subgrupos da Adenocarcinoma C L. P
classificacio NOVA de ghstrico ontrole endoscopicos Controles campanha valor
alimentos Meédia DP Meédia DP Média DP
% % %

% Processados 33,25 9,45 34,95 9,78 33,70 10,18 0,169
Carne assada, cozida 3,68 3,17 3,47 3,94 3,38 4,11 0,027
Oleo ou azeite para salada 2,75 3,47 481 4,92 4,65 4,51 <0,001
Carne com legumes 2,22 2,70 2,20 2,70 2,00 2,72 0,394
Frango ensopado, assado 2,00 2,15 2,40 3,34 2,59 2,67 0,025
Peixe assado, cozido 1,99 3,37 1,70 2,16 1,56 226 0,324
Suco natural 1,78 2,66 2,43 3,40 1,76 2,80 0,117
Castanhas 1,69 2,92 1,09 2,14 1,13 2,50 0,083
Carne bovina frita 1,61 2,38 1,23 1,85 1,27 2,33 0,025
Queijo amarelos 1,59 2,38 1,74 1,89 1,38 2,17 0,010
Bolo simples 1,37 2,35 1,20 2,28 1,62 2,30 0,083
Carne de porco 1,23 2,12 1,25 1,76 1,19 1,79 0,777
Frango frito 1,18 2,08 1,12 1,99 1,44 2,42 0415
f;‘ztféi g‘la:ifgj inhame 1,17 1,20 1,52 1,88 1,27 1,33 0,300
Ovo frito, omelete 1,16 1,12 1,53 2,46 1,52 2,26 0,992
queijo minas ou ricota 1,15 2,15 0,91 1,41 0,88 1,48 0,207
Vitamina de frutas 0,97 2,22 0,52 1,62 0,63 1,60 <0,001
Farofa e similares 0,92 2,06 0,69 1,48 0,81 1,64 0,339
Feijoada, feijdo tropeiro 0,87 1,28 0,85 1,76 0,46 0,75 <0,001
Churrasco 0,76 1,25 0,76 1,27 0,52 1,11 0,002
Eslt:fl“t‘;mandloca ou 0,68 1,15 0,57 0,88 0,43 0,71 0,005
lTogurte de frutas 0,56 1,30 0,35 1,09 0,49 1,12 0,002
Sopa de legumes, canja 0,45 0,75 0,45 0,68 0,33 0,54 0,099
Peixe 0,38 0,66 0,41 0,78 0,35 0,68 0,740
Pipoca de panela 0,35 1,01 0,29 0,81 0,40 0,99 0,006
Salada de maionese 0,30 0,55 0,33 1,19 0,28 0,57 0,504
Leite zero lactose 0,13 1,02 0,20 1,42 0,10 0,86 0,612
Miudos 0,13 0,30 0,14 0,40 0,09 0,26 0,011
Cerveja 0,12 0,67 0,50 1,58 0,57 1,86 <0,001
Vinagrete 0,06 0,13 0,15 0,53 0,11 0,33 0,262
Vinho 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 <0,001
leite em po 0,00 0,00 0,18 2,37 0,49 4,15 0,218




Apéndice 3 - Contribui¢ao de alimentos ultraprocessados na dieta

Grupos e subgrupos da

Contribuicio caldrica dos alimentos de acordo com o seu grau de processamento,
baseado na ingestio energética diaria

classificacio NOVA de Adeng(;csztl;‘iccl:oma Controle endoscopicos Controles campanha P valor
alimentos Média DP Média DP Média DP
% % %

Ultra processados 29,98 11,92 28,02 11,20 24,98 11,54 <0,001
Pao francés 5,44 4,39 5,84 5,96 5,05 5,07 0,138
Margarina, manteiga 3,27 3,00 3,62 3,24 2,86 3,05 0,003
Pizza 2,19 2,63 2,41 3,04 1,70 346 0,001
Biscoito sem recheio 2,03 2,84 1,19 2,41 1,77 2,71 <0,001
Sorvete industrializado 1,86 421 1,00 1,70 1,25 2,22 0,043
Gelatina 1,33 341 0,83 2,78 0,75 1,88 0,248
Salgados assados 1,24 2,07 1,21 1,79 0,84 1,67 0,004
Linguica 1,21 1,42 1,37 2,31 1,23 1,57 0,844
Hot dog e sanduiches 1,11 2,28 0,72 1,66 0,44 1,09 <0,001
P3o integral 1,02 2,38 2,54 3,98 1,34 2,55 0,001
Refrigerante comum 1,02 2,90 0,71 1,66 0,67 2,35 0,791
Achocolatado em pd 0,94 3,35 0,65 2,55 0,59 2,88 0,106
Embutidos (presunto, peito de 0,79 1,11 0,57 0,74 0,54 095 0,001
peru, mortadela e similares)
Salggdos fritos (coxinha, rissole 0.75 123 0,49 0.93 0,59 126 0,087
¢ bolinhos)
Macarrdo com molho sem carne 0,67 1,52 0,73 0,98 0,74 0,90 0,037
Eﬁf}ﬁ:ﬂa" com molho ¢ com 0,52 0,74 0,67 0,87 0,60 0,87 0,118
Bala e pirulito 0,45 1,05 0,19 0,74 0,34 1,35 <0,001
Bacon 0,42 1,05 0,31 0,83 0,27 0,67 0,057
Salsicha 0,41 0,91 0,15 0,33 0,29 0,66 0,011
Bolo recheado 0,37 1,03 0,40 1,19 0,50 1,51 0,514
Lasanha, canelone, panqueca e 0,36 0,58 0,46 0,72 0,28 0,52 0,021
similares
Salgadinho (cheetos, doritos e 0,32 1,06 0.16 0,71 0.16 057 0,006
similares)
Biscoito recheado 0,31 1,11 0,20 0,68 0,27 0,85 0,294
Carne seca e carne de sol 0,30 0,87 0,11 0,39 0,10 0,35 0,000
Doces de confeitaria 0,25 0,50 0,26 0,62 0,19 0,38 0,029
Macarrao instantaneo 0,21 0,83 0,07 0,31 0,12 0,36 0,010
Cereal matinal 0,21 0,77 0,23 0,68 0,16 0,65 0,030
Bebida a base de soja 0,17 0,87 0,04 0,28 0,08 0,49 0,174
Cha industrializado 0,13 0,82 0,18 1,08 0,43 1,57 <0,001
Leite de coco, chantilly, leite 0.11 0.43 0,08 0.22 0.11 035 0361
condensado
Pipoca de micro-ondas 0,10 0,50 0,06 0,22 0,06 0,28 0,016
Nuggets 0,08 0,22 0,05 0,25 0,14 0,57 0,027
Doce de frutas industrializado 0,07 0,19 0,07 0,29 0,07 0,30 0,206
Carne processada (hambirguer, 0,06 0,17 0,08 0,22 0,10 027 0524
almondega e similares)
Molho para salada, paté 0,05 0,14 0,04 0,22 0,05 0,17 0,236
Catchup, mostarda 0,04 0,10 0,04 0,24 0,05 0,17 0,143
Sorvete diet 0,04 0,38 0,01 0,12 0,03 041 0415
logurte diet 0,02 0,28 0,02 0,16 0,00 0,01 0,393
Achocolatado em pd diet 0,02 0,20 0,10 0,78 0,10 1,27 0,522
bebida a base de soja sem aguicar 0,02 0,20 0,01 0,14 0,02 0,17 0,907
Caipirinha e destilados 0,02 0,17 0,06 0,34 0,04 0,20 0,029
Sorvete industrializado light 0,01 0,15 0,01 0,13 0,03 0,51 0,916
Gelatina light 0,01 0,11 0,04 0,23 0,00 0,03 0,063
Gelatina diet 0,01 0,04 0,02 0,15 0,01 0,05 0,151




Molho Shoyo 0,01 0,03 0,01 0,02 0,01 0,03 0,822

Sopa creme de legumes 0,00 0,03 0,00 0,02 0,01 0,12 0,443
industrializado

Leite vegetal de soja 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,31 0,615




Apéndice 4 - Regressdo logistica multinomial univariada de fatores de estilo de vida e

dietéticos
Grupos
Controles endoscopicos versus Adenocarcinoma Controle campanha versus
.. Gastrico Adenocarcinoma Gastrico
Varidveis OR 95% IC ) OR 95% IC P
Inferior Superior Inferior Superior
Sexo
Masculino 1 1
Feminino 1,110 0,731 1,686 0,624 1,174 0,824 1,675 0,375
Idade
Até 40 anos 1 1
De 45 a 60 anos 0,966 0,521 1,791 0,912 1,220 0,718 2,071 0,462
Acima de 60 anos 1,075 0,583 1,983 0,817 1,162 0,684 1,974 0,578
Estado civil
Casado 1,000 1,000
Divorciado/Separado 1,140 0,495 2,625 0,759 1,428 0,716 2,848 0,311
Solteiro 0,941 0,490 1,807 0,856 1,061 0,620 1,816 0,828
Vitvo e outros 1,614 0,743 3,507 0,226 0,779 0,365 1,661 0,518
Grau de instrucio
Analfabeto e < 5 anos 1 1
Ensino fundamental 2,560 0,976 6,714 0,056 1,729 0,908 3,294 0,096
Ensino médio 3,079 1,285 7,378 0,012 1,680 0,949 2,977 0,075
Ensino superior 3,958 1,704 9,195 0,001 0,889 0,507 1,559 0,681
Moradia
Propria 1 1
Alugado 0,654 0,339 1,263 0,206 1,054 0,638 1,741 0,837
Emprestado e outros 3,678 0,993 13,627 0,051 5,011 1,500 16,739 0,009
Fornecido pelo 0,552 0,050 6,149 0,629 0,537 0,075 3,848 0,536
governo/empresa
Etnia
Branco 1 1
Preto/Negro 0,378 0,117 1,220 0,104 3,556 1,791 7,060 0,000
Asiatico 0,931 0,463 1,874 0,841 2,133 1,211 3,759 0,009
Pardo e outros 0,954 0,560 1,626 0,862 1,758 1,123 0,487 0,014
IMC
Eutrofia 1 1
Baixo peso/Desnutri¢do 0,163 0,063 0,424 0,000 0,571 0,324 1,007 0,053
Pré obesidade 1,220 0,729 2,042 0,450 1,113 0,708 1,750 0,641
Obesidade 0,842 0,463 1,532 0,574 0,990 0,596 1,645 0,969
Quartis alimentos in
natura
Quartil 1 1 1
Quartil 2 1,163 0,674 2,009 0,587 1,769 1,088 2,876 0,022
Quartil 3 1,116 0,648 1,922 0,692 1,661 1,024 2,694 0,040
Quartil 4 1,087 0,595 1,986 0,787 3,025 1,824 5,016 0,000
Quartis alimentos
processados
Quartil 1 1 1
Quartil 2 0,760 0,425 1,357 0,353 1,250 0,752 2,079 0,389
Quartil 3 1,003 0,564 1,784 0,992 0,921 0,567 1,495 0,738
Quartil 4 1,559 0,868 2,800 0,137 0,808 0,502 1,299 0,378
Quartis alimentos ultra
processados
Quartil 4 1 1
Quartil 3 0,941 0,548 1,615 0,825 1,210 0,754 1,941 0,430
Quartil 2 1,296 0,743 2,261 0,361 1,817 1,114 2,963 0,017
Quartil 1 1,529 0,832 2,811 0,171 3,290 1,953 5,545 0,000



Quartil Fibra alimentar
total

Quartil 1

Quartil 2

Quartil 3

Quartil 4

Quartil Fibra soluvel
Quartil 1

Quartil 2

Quartil 3

Quartil 4

Quartil Fibra insolivel
Quartil 1

Quartil 2

Quartil 3

Quartil 4

Uso de omeprazol,
ranitidina, pantoprazol e
similares

Sim

Nao

Anti 4cidos

Sim

Nao

Diabetes

Sim

Nao

Carga tabagica

<30 magos por ano

>30 magos por ano

0,910
1,157
2,264

1,326
1,506
2,233
1,000
1,116

1,575
2,591

2,439

1,252

1,306

0,356

0,511
0,654
1,248

0,746
0,853
1,217

0,617

0,907

1,427

1,602

0,749

0,738

0,200

1,621
2,049
4,107

2,358
2,661
4,096

2,016

2,735

4,707

3,713

2,092

2,312

0,633

0,750
0,616
0,007

0,336
0,158
0,009

0,717

0,107

0,002

0,000

0,392

0,359

0,000

1,004
1,090
1,983

1,055
1,063
2,216

1,590

1,197

2,606

10,183

17,338

1,389

0,309

0,627
0,676
1,181

0,656
0,659
1,334

0,991

0,744

1,557

6,756

7,220

0,859

0,193

1,608
1,760
3,330

1,697
1,714
3,681

2,552

1,926

4,362

15,348

41,634

2,245

0,495

0,988
0,723
0,010

0,826
0,802
0,002

0,054

0,458

<0,001

0,000

0,000

0,180

0,000




Apéndice 5 - Diversidade alfa entre os quartis e fibras insoluveis. Nota. Apés testar normalidade

dos dados, foram utilizados os testes de Anova e Kruskal-wallis. A diferenga foi considerada estatisticamente

significativa quando p < 0,05.
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Apéndice 6 - Diversidade alfa entre os quartis e fibras soliiveis. Nota. Apos testar normalidade dos

dados, foram utilizados os testes de Anova e Kruskal-wallis. A diferenga foi considerada estatisticamente

significativa quando p < 0,05.
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Apéndice 7 - Diversidade beta entre os quartis e fibras in soluveis entre casos e controles
endoscopicos. Nota. O teste ndo paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a similaridade entre as
amostras. R representa o coeficiente de correlagdo. A diferenca foi considerada estatisticamente

significativa quando p <0,05.
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Apéndice 8 - Diversidade beta entre os quartis e fibras in soluveis entre casos e controles

endoscopicos. Nota. O teste ndo paramétrico ANOSIM foi utilizado para avaliar a similaridade entre as
amostras. R representa o coeficiente de correlagdo. A diferenca foi considerada estatisticamente

significativa quando p <0,05.
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