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1. CANCER DE ESOFAGO



1.1. Epidemiologia

O cancer do esbfago € o oitavo tipo mais comum de cancer no mundo, com a estimativa 456.000
novos casos em 2012 e 400.000 mortes no mesmo ano, totalizando 4,9% das mortes por cancer no mundo[1].
Os paises em desenvolvimento contribuiram com 83% dos novos casos € com 86% das mortes (Figura 1)[1,
2].

Os dois tipos histolégicos mais comuns sdo o Carcinoma de Células Escamosas (CCE) e o
Adenocarcinoma (AC)[3]. O CCE ainda ¢é o tipo histolégico mais comum no mundo, mesmo apés o aumento
de 400% na prevaléncia do AC nos Estados Unidos da América (EUA)[4, 5], alguns paises da Europa
ocidental[6-8] e Oceania[3] onde mais de 50% dos casos sao de AC[3].

O CCE tem sua origem no epitélio escamoso do eséfago, se apresenta mais frequentemente no
terco médio do 6rgdo e tem sua incidéncia mundial estavel ao longo dos anos, com uma distribuicao
caracteristicamente heterogénea, com zonas de alta e baixa incidéncias em areas geograficas muito
préximas[1]. O predominio de CCE persiste devido a sua alta incidéncia na Asia Ocidental, como em
algumas provincias da China (Henan, Linxian), nordeste de Ird (Golestan), o litoral do mar Caspio, planicies
do Turquistao, onde séo diagnosticados 120 a 175 novos casos por 100.000 habitantes por ano[3, 9]. Zonas
de incidéncia intermediaria compreendem a Franga[3, 6], o sul e o Oeste da Africa (Quénia)[3, 10], e algumas
areas da América do Sul como o Uruguai, sudoeste da Argentina e o Rio Grande do Sul, onde o CCE ainda

contabiliza mais de 80% dos novos casos de CCEJ[3, 11, 12].
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Figura 1 - Incidéncia e mortalidade mundiais estimadas das neoplasias mais frequentes no ano de 2012, baseados no
GLOBOCAN (adaptado de Ferlay J, et al’) para homens (a) e mulheres (b).



1.2. Fatores de risco para CCE

Os fatores de risco para CCE sao multiplos e incluem fatores modificaveis como o tabagismo e
alcoolismo moderado a pesado[13-15], ingestdo de infusdes quentes[16-20], baixa ingestdo de frutas e
verduras[14, 16, 21-23], baixo nivel socioecondmico[24], consumo frequente de churrasco[16, 25, 26], e
exposicéo a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) por ingestao de alimentos defumados ou inalagéao
de fumaga[27-29]. A historia familiar e polimorfismos genéticos séo fatores de risco nao modificaveis para o
CCE, porém sua influéncia isolada parece menos importante que os mecanismos descritos acima[30-36]. De
fato, alguns destes polimorfismos modulam a resposta individual a exposicdo aos fatores de risco
modificaveis[32, 35, 36]. Tabagismo e consumo abusivo de alcool sdo os fatores de risco mais importantes
para CCE nas populagdes de baixo risco[37], porém sua etiologia em areas de moderado a alto risco ainda é
motivo de discusséo.

Como descrito acima (vide item 1.1), o CCE tem distribuicdo geografica peculiar, com areas de alta
incidéncia préximas a areas de baixa incidéncia e uma influéncia socioeconémica importante[24], com
maiores frequéncias encontradas em paises em desenvolvimento[1, 3, 38]. Algumas regides da América do
Sul se enquadram neste padrdo, em especial no sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e noroeste da Argentina
que apresentam incidéncias mais elevadas que as encontradas em territérios vizinhos[1, 3, 39]. Esta
afirmacéo foi confirmada pelos dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) que estima que, em 2016, o Rio
Grande do Sul apresentara 20,3 novos casos de cancer de esdfago por 100.000 habitantes entre homens e
de 6,6 novos casos por 100.000 habitantes entre as mulheres. Estes valores sao 2 a 3 vezes maiores que a
estimativa média no Brasil (8,04 por 100.000 habitantes entre os homens e 2,76 por 100.000 habitantes entre
as mulheres)[40].

Para melhor entendimento da incidéncia aumentada de CCE em alguns paises da América do Sul,
os habitos alimentares e costumes locais vém sendo estudos ha algumas décadas. Na década de 1980, o
grupo uruguaio de Vassallo e colaboradores[25] observou que o consumo de chimarrdo aumentava o risco
de CCE e que havia um efeito dose-dependente no aumento de risco desta neoplasia.

Ainda na década de 1980, o grupo de estudo de Pelotas, capitaneado por Victora[41], executou um
estudo de casos e controles incluidos em hospitais e clinicas de radioterapia de Pelotas e Porto Alegre, e
observou que, em analise univariada, o consumo diario de chimarrao, carne vermelha, baixo consumo de
frutas, consumo de cachaga, tabagismo e residéncia em zona rural aumentavam o risco de CCE. No entanto,

o0 consumo de chimarrdo, quando ajustado para as outras variaveis acima, ndo foi estatisticamente



significativo. A falha em demonstrar tal associagao foi atribuida a alta frequéncia de consumo de chimarrao
tanto nos casos quanto nos controles, sendo necessaria uma amostra maior de pacientes para que fosse
observada significancia estatistica. Os dados deste estudo foram incluidos em estudo colaborativo entre
Argentina, Uruguai, Paraguai e IARC, e publicados em 2000[16]. Com esta reunido de dados foi possivel
atingir um numero expressivo de individuos e foi observada associagao do consumo de chimarrdo e CCE
(Tabela 1)[18].

Outro estudo gaucho, conduzido no Hospital Nossa Senhora da Conceigdao por Dietz e
colaboradores[42], demonstrou associagdo do consumo de chimarrao, seu uso diario e sua temperatura com
risco de CCE (Tabela 1). A analise multivariada nao sustentou tais conclusdes, possivelmente pelo niumero
reduzido de casos.

Estudos subsequentes das décadas de 1990 e 2000 demonstraram que outros habitos locais como
consumo frequente de churrasco e baixa ingesta de frutas e verduras foram associados com CCE[22, 23, 42,
43]. As evidéncias foram se somando e o chimarrdo ganhou papel importante no risco de CCE, tanto pela
sua alta temperatura[17], quanto por sua quantidade[44]. A Tabela 1 resume as evidéncias epidemioldgicas

sobre a associagao de chimarrao e CCE.



Tabela 1 - Resumo dos estudos epidemiolégicos da associagdo de chimarrdo com CCE

Primeiro autor (ano da  Paises onde foi realizado Casos/ Variaveis estudadas Razdo de chances (IC Comentarios

publicagdo) (periodo do estudo) controles 95%)

Vassallo, A. (1985)[25]  Uruguai (1979 — 1984) 226/469 Ja consumiu x nunca consumiu chimarrdo - Estudo de casos e
Homens 3,9(2,0-7,5) controles coletado em
Mulheres 11,9(2,0-69,9) ambiente hospitalar
Quantidade de chimarrdo consumido (homens) - RazBes de Chances
0 1 ajustadas  para idade,
0,01 a 0,49 litros/dia 1,1(0,2-5,0) tabagismo e alcoolismo
0,50 a 0,99 litros/dia 3,1(1,2-7,8)
Mais de 0,99 litros/dia 4,8(1,9-12,1)
Quantidade de chimarrdo consumido (mulheres)
0
0,01 a 0,49 litros/dia 1
0,50 a 0,99 litros/dia 2,1(0,1-31,7)
Mais de 0,99 litros/dia 12,5(2,0-80,1)

34,6 (4,9 - 246,5)

Dietz, J. (1998)[42] Brasil (1990 — 1991) 55/110 Consumo de chimarrdo - Estudo realizado no
Nunca 1 servico de endoscopia do
Consumo atual ou no passado 3,58 (1,30 -9,85) Hospital Nossa Senhora da
Consumo diario x ndo diario Conceigcdo em Porto
N3o didrio 1 Alegre/RS
Diério 5,48 (1,11 -36,53) - Razbes de Chances ndo
Temperatura ajustadas
Ndo quente 1
Quente 2,55 (1,01 -6,56)

Castellsagué,X. Argentina, Brasil, Uruguai, 830/1779 Temperatura do chimarrao - Este estudo compilou

(2000)[16]

Paraguai
(1986 —1992)

Fria ou morna

Quente

Muito quente

Quantidade de chimarrdo consumido
0

0,01 a 0,50 litros/dia

0,51a1,00li
1,01 a 1,50 litros/dia
1,51 a 2,00 litros/dia
>2,00 litros/dia
Duragdo do habito
0

1a29anos

30 a 39 anos

40 a 49 anos

50 a 59 anos

60 anos ou mais

1
1,11 (0,84 — 1,47)
1,89 (1,24 — 2,86)

1
1,39 (0,98 — 1,98)
1,34 (0,95 — 1,90)
1,96 (1,27 — 3,03)
2,03 (1,32-3,13)
3,04 (1,84 - 5,02)

1
1,40 (0,91 - 2,13)
1,39 (0,93 - 2,07)
1,53 (1,06 —2,21)
1,47 (1,00 -2,17)
1,92 (1,25 - 2,96)

dados de publicagbes da
Argentina (131 casos e 262
controles)[43], Brasil (171
casos e 342 controles)[41],
Uruguai (397 casos e 794
controles)[23], Paraguai
(131 casos e 381
controles)[45]

- Razbes de Chances
ajustadas para idade, sexo,
instituigdo, tabagismo,
alcoolismo, grau de
escolaridade




Tabela 1 - Resumo dos estudos epidemiolégicos da associagdo de chimarrdo com CCE (continuagdo)

Primeiro autor (ano da  Paises onde foi realizado Casos/ Variaveis estudadas Razdo de chances (IC Comentarios
publicagdo) (periodo do estudo) controles 95%)
Sewran, V. (2003)[49] Uruguai (1988 —2000) 344/469 Ja consumiu x nunca consumiu chimarrio - Estudo de casos e

De Stefani, E. (2008)[47, Uruguai
48] (1996 — 2004)

234/936 para
avaliagdo de
quantidade de
chimarrdo
234/468 para
avaliacdo de
temperatura do
chimarrdo

Szymanska,K. (2010) Brasil, Cuba, Argentina
[46] (iniciado em 1998. Ndo ha
data final)

80/1026

Nunca

J& consumiu
Quantidade de chimarrdo consumido
0

0,01 a 0,50 litros/dia
0,51 a 1,00 litros/dia
>1,00 litros/dia
Duragéo do habito
0

1a35anos

36 a 49 anos

50 a 58 anos

>58 anos

Temperatura do chimarrao

Fria ou morna

Quente

Muito quente

Quantidade de chimarrdo consumido
0

0,01 a 0,99 litros/dia

1,00 a 1,99 litros/dia

>1,99 litros/dia

Ja consumiu x nunca consumiu chimarrao
Nunca

J& consumiu

Quantidade de chimarrdao consumido
0

0,001 a 0,057 litros/dia

0,057 a 0,21 litros/dia

>0,21 litros/dia

Duragdo do habito

0

0,5a20anos

21 a40anos

>40 anos

Temperatura do chimarrao

Fria ou morna

Quente

Muito quente

1
2,26 (1,19 - 4,27)

1
1,69 (0,85 — 3,35)
2,47 (1,28 - 4,77)
2,84 (1,41 -5,73)

1
1,31 (0,61 -2,81)
2,29 (1,16 — 4,52)
2,58 (1,27 - 5,24)
4,31 (1,99 - 9,34)

1
2,03 (1,23 -3,34)
5,76 (2,92 — 11,35)

1
1,86 (0,93 — 3,72)
3,05 (1,59 - 5,85)
3,30 (1,64 - 6,62)

1
3,81 (1,75-8,30)

1
1,69 (0,85 — 3,35)
2,47 (1,28 - 4,77)
2,84 (1,41 -5,73)

1
1,93 (0,56 — 6,62)
3,53 (1,45 - 8,61)
4,67 (2,00 - 10,9)

1
7,52 (2,72 - 20,82)
3,33 (1,51-7,35)

controles coletado em
ambiente hospitalar

- Razdes de chances
ajustadas  para idade,
residéncia na zona rural ou

urbana, tabagismo,
alcoolismo, grau de
instrugdo

- Estudo de casos e
controles coletado em
ambiente hospitalar

- Dados ndo ajustados

- Este estudo incluiu
pacientes com diferentes
neoplasias do trato
aerodigestivo alto.

- Apesar do estudo ter
ocorrido em 5 centros no
Brasil (Pelotas, Porto
Alegre, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Goidnia), 1 na
Argentina e 1 em Cuba,
somente Pelotas inclui
casos de CCE.

- Razbes de Chances
ajustados  para idade,
género, tabagismo,
consumo de alcool, centro
e grau de instrugdo




2. O CHIMARRAO



2.1.0 Chimarréo e a tradigdo gaucha
O consumo de Chimarrao faz parte da cultura do gaucho e é motivo de orgulho as pessoas do Rio
Grande do Sul, sendo lembrado como habito hospitaleiro, que congrega os amigos ou que acompanha as
pessoas solitarias. O trecho do poema “Chimarrdo” de Glaucus Saraiva, citado abaixo, relne estes
conceitos[50].
“Amargo doce que eu sorvo
Num beijo em labios de prata
Tens o perfume da mata
Molhada de sereno
E a cuia, seio moreno,
Que passa de mdo em méo
Traduz no meu chimarrgo
Em sua simplicidade,
A velha hospitalidade

Da gente do meu rincdo”

O Chimarrao (do espanhol cimarrén)[51], como é conhecido no Rio Grande do Sul, ou Mate (do
quichua mati)[52], como é conhecido nos paises de lingua espanhola, € uma infusdo quente da erva oriunda
das folhas da llex paraguayensis. Seu consumo remonta aos povos indigenas que habitavam o Sul do Brasil,
Paraguai, Uruguai e Argentina antes colonizagcdo ibérica, como os Guarani, Caigangues, Aimara e
Quichua[53]. As folhas de llex paraguayensis sao consideradas um presente do deus Tup&, e o consumo da
infusdo de suas folhas ofereciam forga, alegria e valentia[53].

O consumo do Chimarrao é feito apds colocagéo de erva mate no interior da cuia, uma vasilha feita
do fruto da cuieira ou porongo, com formatos e tamanhos variaveis (Figura 2)[53]. No Rio Grande do Sul a
erva é banhada por 4gua quente e ingerida em temperaturas de 63,4 a 69.5° Celsius por um tipo de “canudo”
de metal chamado de bomba (Figura 2)[54, 55]. Cada cuia comporta de 60 a 150 ml de a4gua, sendo que o0s
individuos refazem o ritual de encher a cuia multiplas vezes, tomando uma média de 1.200 a 1.800 ml de

chimarrao por dia[54, 55].
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Figura 2 — a) Cuia e bomba utilizadas no Rio Grande do Sul; b) demonstragdo do consumo de Chimarrao

2.2. O Chimarrao e seus efeitos benéficos

Ha inumeras publicagbes sobre os beneficios que a erva mate pode trazer a saude, tanto ingerida
como suplemento alimentar, quanto pela ingestao da sua infusdo (Tabela 2)[56]. Desta forma, a erva mate,
seu extrato ou seu cha vem sendo comercializadas em diversos lugares do mundo como um produto

medicinal.



Tabela 2 - Compostos encontrados nas folhas da erva mate e algumas de suas atividades bioldgicas

Classe

Xantinas

Polifenois

Vitaminas hidrossoluveis

Flavanoides

Compostos

Cafeina

Teobromina

Teofilina

Acido clorogénico

Taninos

Clorofila

Colina

Acido nicotinico

Acido pantoténico

Rutina

Acido ursocdlico

Atividades biolégicas

Anticarcinogénico, antiobesidade, antioxidante,
antitumoral, diurético, neuroestimulante,
vasodilatador

Diurético, miorrelaxante, neuroestimulante
Diurético, colerético, estimulante, vasodilatador,

mioestimulante

Antioxidante, analgésico, antiaterosclerético,
antibacteriano, antidiabético, antitumoral,
colerético

Antioxidante, antitumotal, inibidor da
lipoxigenase

Antibacteriano, antitumoral

Antidiabético, colinérgico, lipotropico

Colerético, hipolipemiante

Antialérgico, antiarritmico, estimulante

Antioxidante, antitumoral, antiulceroso,
vasodilatador
Analgésico, antioxidante, antiarritmico,

antitumoral, anti-Alzheimer

Adaptado de Heck et al[56].

2.3.Método de produgio e consumo da Erva Mate

11

Apés a colheita das folhas da I. paraguayensis, o processo tradicional de produgdo da erva mate
passa por 5 etapas até chegar ao consumidor: “Sapeco”, secagem das folhas, trituragdo, envelhecimento,

empacotamento (Figura 3)[56]. O “sapeco” e a secagem das folhas sdo de especial interesse para esta tese.
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O “sapeco” é a exposicdo das folhas recém-coletadas e, ainda presas aos galhos, a altas
temperaturas (400 a 750°C) geradas por chama de fogueira com madeira. Esta fase dura de 10 segundos a 3
minutos e objetiva quebrar a epiderme e estomas, parando o processo de oxidagdo e atividade enzimatica
nas folhas[56]. Técnicas que evitam a fogueira, e por consequéncia a fumacga, ja vem sendo estudadas e
parecem manter as propriedades desejadas da erva[57].

A secagem das folhas é feita com a exposicdo destas & temperaturas de 90 a 350°C por 8 a 24 horas,
com objetivo de reduzir a humidade da folhas de 10 — 12% a 4,5%[56]. A técnica classica prevé que as folhas
sejam colocadas em cilindro metalico fenestrado exposto a fumacga e seus detritos, porém a produgéo de
erva sem contato com a fumacga vem sendo praticada[58]. Marcas de erva mate fabricadas com a técnica de
secagem nao exposta a fumaca ja estdo disponiveis no mercado e contém menor quantidade de residuos de

fumaca quando comparados as marcas submetidas a técnica tradicional[58].

~

1

i e

iE
Figura 3 — método tradicional de fabricagcdao da erva mate: a) colheita; b) “Sapeco”; c)

secagem (visdo interna do cilindro de secagem); d) secagem (visdo externa do cilindro, sendo
observado forno a lenha); e) moagem grossa; f) envelhecimento; g) moagem fina h) mistura.




3. O CHIMARRAO E OS

POSSIVEIS MECANISMOS PARA

DESENVOLVIMENTO DE CCE
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3.1. A temperatura do Chimarrao

Um dos mecanismos carcinogénicos atribuidos a ingestdo costumeira do chimarrdo se deve a sua
alta temperatura de ingestao[17, 59]. Dados experimentais sugerem que a instilagdo recorrente do esbéfago
com agua a temperaturas de 65 a 70° C potencializa a geragdo de lesbes precursoras[60], além de aumentar
a incidéncia e numero de tumores esofagicos induzidos por N-nitrosometilbenzilamina (NMBA)[61].

Baseados nestes dados experimentais e em dados observacionais (Tabela 2), uma recente
publicagdo da Agéncia Internacional para Estudo do Cancer (IARC) considera que a ingestao de infusdes
quentes entre 65 e 70°C s&o “provavelmente carcinogénicos para humanos” (IARC grupo 2A)[20]. Dentre as
infusGes quentes do grupo 2A foram citados o cha e o chimarréo[17, 19, 20, 59].

A temperatura do chimarrdo é de relevéancia clinica no Rio Grande do Sul, como descrito nos estudos
abaixo. Dois estudos transversais conduzidos no Rio Grande do Sul mediram a temperatura da agua do
chimarrdo diretamente nas cuias de individuos de Pelotas[54] e de Taquara[55], demonstrando,
respectivamente, que a média da temperatura de ingestdo do chimarréo era de 69,5 e 63,4° Celsius. Ambos
estudos descrevem uma alta frequéncia de consumo diario ou quase diario de chimarrao, além de volumes
médios de 1.200 a 1.800 ml de chimarrao por dia[54, 55].

No entanto, a temperatura nao parece ser o Unico mecanismo responsavel pelo aumento do risco de
CCE associado a ingestao do chimarrdao. Como descrito em estudos experimentais[60, 61], a instilagdo de
agua em temperaturas elevadas potencializa o efeito de um componente conhecidamente oncogénico
(NMBA). Além disto, ha estudos observacionais que descreveram aumento de risco de neoplasias de sitios
ndo expostos a temperatura do chimarrdo, como bexiga, pulm&o, prostata, colo uterino e rins[62-64],
sugerindo que ha algum componente no chimarrao que seja um carcinégeno independente da temperatura.
Em especial, é digno de nota, o estudo uruguaio capitaneado por De Stefani[63], que descreveu associagao
de consumo de chimarrdo com aumento de risco de carcinoma do trato aerodigestivo alto, es6fago e
estdbmago, que tém contato com as altas temperaturas. No entanto, também observou associagdo de
consumo de chimarrdo com neoplasias de bexiga, pulmao, préstata, colo uterino e rins, com efeito dose-

dependente (maiores volumes de consumo de chimarr&o trouxeram maior risco).

3.2 Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP)

3.2.1. HAP e carcinogénese
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Outro mecanismo potencial da oncogénese associada ao chimarrdo é a exposigdo da mucosa
esofagica aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP)[65-68]. HAP s&o um grupo de compostos
gerados pela combustdo incompleta de material organico, incluindo vegetacdo (ex. queima de madeira),
combustiveis fésseis e derivados do petroleo[69]. Eles sdo compostos de 2 ou mais anéis aromaticos
condensados e sao distribuidos em fase gasosa ou particulada[65, 69], sendo encontrados no solo, agua, ar
e alimentos, podendo contaminar o homem por meio de inalagéo, ingestao ou via percutaneal29, 67, 69-71].

HAP sao quimicamente inertes e hidrofébicos, porém apresentam metabolismo intracelular que gera
sua forma ativa, o diol-epoxido, que se liga a macromoléculas celulares como o DNA, formando adutos de
HAP ao DNA[65]. A geracao destes adutos é uma alteragdo precoce e necessaria na carcinogénese, tendo
sido encontrada em pecgas de biépsia de esbdfago, colo de utero, vulva e préstata de individuos expostos a
HAP[72]. A formagao destes adutos ao DNA leva a mutagbes em proto-oncogenes, como o Kras, e genes de
supressao tumoral, especialmente do P53[73]. Mutagdes no P53 induzidas por HAP ja foram observadas em
neoplasia de pulméo[73, 74], colo uterino[75], além de CCE em populacgdo iraniana[76]. Estudo realizado no
Rio Grande do Sul demonstrou expressao imuno-histoquimica aumentada da proteina p53, com incremento
gradual da sua expressdo em casos de esofagite, displasia e CCE, sugerindo que a mutagdo no gene P53
pode estar envolvida na patogénese do CCE no nosso meio[77]. Os HAP também podem induzir inativagéo
do P53 via formagéao de espécies reativas de oxigénio[78], além de causar dano direto ao DNA por alquilagédo
quimica, resultando em depurinagdo mutagénica[79].

Estas evidéncias de mecanismos moleculares embasam dados populacionais ja relatados ha alguns
séculos. A primeira evidéncia de exposicdo a HAP causando cancer vem dos relatos de Percivall Pott em
1775, associando a exposicéo a fuligem ao céncer de escroto em limpadores de chaminés da Inglaterra pés
Revolugdo Industrial (via percutédnea)[65]. Desde entdo, os HAP tem sido associados as neoplasias de
pulmao[80, 81], bexiga[80, 82, 83], mama[84], pancreas[83, 85] e prostata[85], tanto por exposi¢do a fumaca
de cigarro (ativo ou passivo), quanto por exposicdo ambiental (lareira, fogdo a lenha, ocupacional, poluigdo
ambiental)[86].

Motivados por estudos em animais, humanos, e com impacto ocupacional da exposicdo aos HAP, o
IARC, em 2005, definiu o benzo[a]pireno como “carcinégeno para humanos” (IARC grupo 1)[86]. Outros HAP
como o ciclopenta[c,d]pireno, dibenzo[a,h]Jantraceno e dibenzo[a]pireno foram classificados como
“provavelmente carcinégenos para humanos” (IARC grupo 2A). Benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno,

benzo[j]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, criseno, dibenzo[a,h]pireno, dibenzol[a,i]pireno,
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indeno[1,2,3,cd]pireno, 5-metilcriseno foram considerados “possivelmente carcinégenos para humanos”
(IARC grupo 2B)[86]. A ultima reclassificagdo dos HAP foi realizada em 2010, e manteve a classificacdo de
2005, exceto pela inclusdo do benzo[c]fenantreno como “possivelmente carcindgeno para humanos” (IARC
grupo 2B)[69].

3.2.2. Metabolismo dos HAP

Fatores genéticos podem afetar a resposta a exposigdo a HAP[87]. As enzimas CYP1A1, CYP1A2 e
CYP1B1 do citocromo p450 metabolizam os HAP em seus intermediarios metabolicamente ativos e de
potencialmente carcinogénicos[86]. A detoxificagdo destes metabdlitos é realizada por sua conjugacéao pela
glutationa S-transferase (GSTM1, GSTP1, GSTT1), UDP-glicoroniltransferase e sulfotransferases[86]. Alguns
polimorfismos genéticos afetam a atividade destas enzimas e conferem maior ou menor susceptibilidade ao
efeito carcinogénico dos HAP[87]. De especial interesse para o risco de CCE estao polimorfismos nos genes
GSTM1[34, 88], AhR[32, 65, 88], CYP1B1[65, 89], GSTP1[90].

Roth e colaboradores[34], identificaram associagdo entre o polimorfismo inativo para GSTM1
(homozigose GSTM1*0) com maior risco de displasia escamosa no es6fago de individuos em area de alto
risco para CCE na China. Também na China, o0 mesmo grupo de pesquisa identificou que ha maior
expressdo do gene AhR em individuos com histdria familiar de CEE[32]. O gene AhR é responsavel pela
codificagdo do receptor de membrana celular para os HAP, e seu polimorfismo aumenta a chance de
mutagdes no gene P53 em individuos com exposi¢gao ocupacional a HAP[89].

Estudo realizado em populagédo do Rio Grande do Sul observou que polimorfismos dos genes Ahr,
CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1 influenciam o metabolismo dos HAPs[88]. Destes polimorfismos estudados, o
CYP1B1 foi o que teve maior influéncia na excregédo urinaria de 1-hidroxipireno glucuronideo (1-OHPG),
importante marcador de exposi¢gao e metabolismo dos HAP[88].

Estudo recente de Etemadi e colaboradores[91] avaliou polimorfismos de genes de metabolismo e
reparagao, além de incluir uma nova variavel neste campo: a capacidade de reparagao do DNA mutado
medida pela reparacéo de excisdo nucleotideo (NER). Este estudo foi realizado em mulheres iraquianas, ndo
fumantes, provenientes da provincia iraniana de Golestan e demonstrou que polimorfismos nos genes de
MPO e NAT2, responsaveis pelo metabolismo dos HAP, e polimorfismo do gene de reparagdo ERCC5 tem
influéncia em niveis de adutos dos HAP ao DNA[91]. A capacidade de NER foi influenciada pelos

polimorfismos nos genes MTHFR e ERCC1[91].
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Também foi de especial relevancia o estudo de Ma e colaboradores[35], que além de identificar
polimorfismo que aumentavam e reduziam risco de CCE (ALDH2, XPD, MGMT), também observaram que
alguns polimorfismos do CYP2A6 e MGMT estavam associados ao aumento de risco de CCE metastatico.
Desta forma, o resumo das evidéncias acima sinaliza que tanto a exposi¢do aos HAP quanto variagoes
genéticas influenciam o risco de dano ao DNA e o desenvolvimento da cascata carcinogénica.

3.2.3. Meios de detecgao da exposicdo aos HAP

A exposi¢ao aos HAP pode ser medida por meio de dosagem externa (ambiental) ou interna (tecidos
o fluidos corporais)[65]. A determinagao da dose externa, de especial interesse para individuos com
exposi¢cao ocupacional, ndo sera abordada neste texto por nao ser o foco desta tese.

Um dos principais meios de documentar a exposicdo aos HAP é pela deteccdo de seus metabdlitos
na urina[92, 93]. A presenga destes metabdlitos na urina é de curta duragao, refletindo a exposigao aos HAP
nas ultimas 24 a 72 horas[93, 94]. O 1-OHPG é o metabdlito urinario mais frequentemente aferido, tendo ja
demonstrada correlagdo com exposicdo recente aos HAP[94]. No entanto, técnicas mais recentes
possibilitaram a avaliagdo de muitos outros compostos como 1-Naftol, 2-Naftol, 2-Hidroxifluoreno, 3-
Hidroxifluoreno, 1-Hidroxifenantreno, 2-3-Hidroxifenantreno e 1-Hidroxipirene[95], conferindo informagoes
mais completas sobre a exposi¢cdo aos HAP.

A deteccdo dos adutos do HAP ao DNA sdo marcadores mais duradouros da exposicdo aos
HAP[96]. Os niveis de adutos podem ser aferidos nos leucécitos, porém néo refletem a exposigdo de érgaos
alvo, como a mucosa esofagica[97]. Van Gijssel e colaboradores[98, 99] e Pratt e colaboradores[72]
observaram que adutos dos HAP ao DNA podem ser detectados e recuperados de material de bidpsia
esofagica armazenado em blocos de parafina, mesmo apés muitos anos de armazenamento. Recente estudo
iraniano conduzido por Abedi-Ardekani e colaboradores[27], foi bem sucedida em demonstrar a exposi¢cao da
mucosa esofagica aos HAP por meio de imunoistoquimica com anticorpo anti-HAP citoplasmatico (8E11),
além de observar que ha associagao desta exposicdo com CCE.

3.2.4. Fontes de exposi¢ao aos HAP

Ha algumas décadas tem se demonstrado que individuos de areas de moderado a alto risco de CCE

apresentam maiores niveis de excrecdo de metabdlitos de HAP que outras populagbes de baixo risco,

sugerindo que a exposi¢cao aos HAP é maior nestes locais (Figura 4)[65]. As possiveis fontes de exposi¢cao

de diferentes regides estdo descritos na tabela 3[65].
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Figura 4 — Concentracao urinaria de 1-hidroxipireno glucuronideo (1-OHPG) em individuos nado tabagistas da
provincia de Golestan/Ira[28], Rio Grande do Sul/Brasil[66], Linxian/China[100], Maryland/Estado Unidos da
América (EUA)[94] (Adaptado de Roshandel G et al [65]).
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Tabela 3 — Fontes de exposi¢cao aos Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAP) no mundo ocidental e

em populagdes de maior risco de CCE

Populagdes Fontes principais Fontes secundarias

Mundo Ocidental Cigarro Fumaca dos carros, queima de carvao
China Queima de carvao Fumaca dos carros, cigarro

Ira Desconhecido Fumaga dos carros, cigarro

Rio Grande do Sul Chimarréao, cigarro Churrasco, Fumacga dos carros

Adaptado de Roshandel et al.[65]

Duas das regides de mais alta prevaléncia de CCE, as provincias de Linxian e Henan na China,
trouxeram importantes informagdes sobre os fatores de risco para o CCE. Nestas regides foram observadas
altas concentracdes de HAP em alimentos, sugerindo que este poderia ser um fator de risco para CCE[71]. O
elemento comum que levava a contaminagdo dos alimentos e do ambiente domiciliar era a utilizagcado de
fogbes a lenha sem chaminé, alimentados por carvao[29]. Juntamente com estas informacgbes de fonte
alimentar[71] e ambiental[29] de HAP, foi observada excre¢do aumentada de 1-OHPG urinaria, sinalizando
que os individuos eram efetivamente expostos aos HAP[100].

No Ira a associagdo da exposicdo aos HAP com a prevaléncia aumentada de CCE também &
observada[27, 28]. Nesta regido as fontes de exposi¢cdo aos HAP né&o sao tdo claras[65], sendo sugerido que
a ingestado de carne vermelha, carne processada, fumo passivo e preparo domiciliar de pao podem contribuir
com tal exposi¢ao[90].

Nas areas sul-americanas de maiores prevaléncias de CCE, a exposicao aos HAP também tem
relevancia como fator de risco para esta neoplasia, pela sua impregnacéo na carne de churrasco[43, 47, 94]
e principalmente no chimarrao[63, 67]. Os dados locais que iniciaram a confirmagao de exposicdo aos HAP
pela ingesta de chimarrdo sdo de Santa Maria, Rio Grande do Sul[66]. Este estudo demonstrou que a
concentragao urinaria de 1-OHPG, um metabdlito estavel de um HAP chamado pireno, era significativamente
maior em individuos que tomavam chimarrdo quando comparados aqueles que nao tomavam. Neste mesmo
estudo foi observado que as concentragdes urinarias de 1-OHPG aumentavam na medida em que o
consumo de mate aumentava e que eram semelhantes as encontradas em tabagistas. A exposi¢cao a
benzo[a]pireno resultante de 12 infusbes de 8 g de erva mate equivale a atingida pela queima do tabaco de

20 cigarros[67].
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A chave para esta alta concentragdo de HAP na erva mate vem de sua produgao tradicional (vide
item 2.3.), pela exposicdo a fumaga no “sapeco” e na secagem das folhas[68]. O estudo catarinense
publicado por Vieira e colaboradores[68], demonstrou que as folhas de [I. paraguayensis ja apresentam
pequenas quantidades de HAP no momento da colheita, provavelmente secundarias a poluigdo ambiental.
No entanto, é na exposi¢cdo a fumaga do “sapeco” e secagem da folhas que as concentragées de HAP
aumentam. Em especial, a fase de secagem é a que mais contribui com a impregnacgao de HAP de alto peso
molecular, com maior potencial carcinogénico. A erva mate contém altas concentracbes de HAPs em varias
marcas comercializadas no Rio Grande do Sul, porém um estudo de Golozar e colaboradores[58]
demonstrou que as concentragdes de HAP sdo muito reduzidas em marcas de erva mate que sofreram a

secagem das folhas sem contato com a fumagca.
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4.1. Justificativa
O CCE é uma neoplasia de alta incidéncia no Rio Grande do Sul. Sua associagao com o consumo de
mate pode estar relacionado a exposi¢ao esofagica aos HAP existentes na erva mate. No entanto, ha poucos
estudos prospectivos que avaliem esta associagdo. A demonstracdo da exposicao esofagica aos HAP é de
suma importancia para estabelecer o papel do consumo de chimarrao na patogénese do CCE e para planejar
estratégias de rastreamento e prevencdo desta neoplasia. E de grande relevancia para o Estado do Rio
Grande do Sul que esta associagao seja determinada para que mudangas no processamento da erva mate
possam ser estudados a fim de conferirem menor exposi¢ao esofagica aos HAP.
4.2. Questoes de pesquisa
4.2.1. Quantidade crescentes de consumo de Chimarrdao determinam aumento de exposi¢ao aos
HAP?
4.2.2. Quais os metabdlitos dos HAP sao mais frequentemente encontrados na urina de

consumidores de Chimarrdo no Rio Grande do Sul?

4.3. Hipotese
O consumo de Mate causa exposicdo aos HAP de maneira proporcional as quantidades

ingeridas.

4.4. Objetivos
4.4.1. Principal
Avaliar, prospectivamente, se a ingesta de Mate em doses progressivamente maiores esta
associada a maiores niveis de urinarios de metabdlitos dos HAP.
4.4.2. Secundario

Avaliar quais os principais metabdlitos dos HAP observados em tomadores de Chimarrao.

4.5. Delineamento

Estudo Transversal.

4.6. Desenho do estudo
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A amostra foi de conveniéncias, incluindo pacientes que vieram ao Centro Cirargico Ambulatorial
(CCA) do HCPA ou ao setor de Endoscopia Digestiva do Hospital Universitario da Universidade Federeal de
Santa Maria (HUSM) para serem submetidos a endoscopias digestivas altas (EDA) por outras indicagcbes
clinicas que ndo ligadura elastica de varizes de es6fago, CCE ou suas lesdes precursoras, serdo convidados
para participar deste protocolo de pesquisa. Conforme descrito no fluxograma abaixo (Figura 5), os
individuos que aceitarem participar da pesquisa mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 1), responderdo a questionario padronizado para coleta de dados demograficos e
estimativa de consumo atual e passado de Mate, tabaco, alcool e carne vermelha (Anexo 2). Antes da
realizagdo de endoscopia serdo coletados sangue e urina. Durante a endoscopia serdo coletadas biépsias de
mucosa normal do terco médio do eséfago. As amostras de sangue serdo avaliados estudos futuros. As
biépsias endoscoépicas coradas pelo método Hematoxilina-Eosina (HE) j& foram analisados no estudo
apresentado no Exame Geral de Qualificacdo (EGQ), descrito no item 6 desta tese (“Resultados ja
analisados”). Demais laminas de bidpsia foram corados pelo reagente 8E11 e estdo em analise para estudos

futuros.
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Pacientes agendados para EDA

[ ™ Excldidos pacientes com
g diagndstico prévios de displasia

escamosa, CCE, varizes esofagicas
ou outras neoplasias (exceto cancer
de pele ndo melanoma)

Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido

- Questionario padronizado
- Coleta de sangue
- Coleta de urina

EDA
— Excluidos pacientes com varizes
g esofagicas, cancer de
esotfago/estdbmago ou esofagite C
ouD

Biopsias de esdfago e inclusdo no estudo

Figura 5 - Fluxograma do estudo. As amostras de sangue e bidpsia serdao analisados em outros estudos.

4.7. Selegao dos pacientes
4.7.1. Critérios de inclusao:
- Residir no Rio Grande do Sul
- Idade entre 30 e 70 anos
- Ter endoscopia digestiva alta (EDA) agendada por qualquer motivo clinico exceto displasia
escamosa, CCE ou programa de ligadura elastica de varizes de es6fago
- Assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1)
4.7.2. Critérios de exclusao:
- Historia prévia ou diagndstico atual de displasia escamosa do esdfago, CCE ou qualquer outro
cancer exceto cancer de pele ndo melanoma
- Varizes esofagicas

- Esofagite erosiva acentuada (Grau C ou D pela classificacdo de Los Angeles)

4.7.3. Recrutamento:
O plano de recrutamento seria de incluir 250 pacientes para preencher os grupos abaixo

listados (Figura 6). Cada faixa de consumo de mate deveria totalizar 25 pacientes do sexo feminino e
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25 do sexo masculino. Os numeros por grupo “Tabagismo ativo (sim e ndo)” estdo descritos como
“12 a 13” pois o primeiro grupo a ser preenchido tera 13 pacientes e o outro tera 12, para atingirem
um total de 25 pacientes. O numero de pacientes incluidos se encontra no artigo original incluido

nesta tese de doutorado.

Sexo
Masculino Feminino

Tabagismo ativo Tabagismo ativo
Consumo Nao Sim Nao Sim
usual de
mate (mL/dia)
0 12a13 12a13 12a13 12a13
1-500 12a13 12a13 12a13 12a13
501-1000 12a13 12a13 12a13 12a13
1001-2000 12a13 12a13 12a13 12a13
>2000 12a13 12a13 12a13 12a13

Figura 6 - Plano de inclusdo de individuos conforme consumo de Chimarrao, sexo e
tabagismo.

4.8. Coleta de dados
4.8.1. Questionario padronizado (Anexo 2)

Foram registrados idade, género, tabagismo, consumo usual de carne, churrasco, mate e bebidas
alcodlicas, além de consumo recente de Mate (nos ultimos 3 dias). O registro do consumo de carne foi
realizado com auxilio de modelos plasticos de carne com 100 g de peso. A quantidade de Mate foi registrado
conforme o consumo de garrafas térmicas de 1 litro ou com resposta de quantas cuias sdo consumidas.
Quando a resposta foi baseada em numeros de cuias, os entrevistadores demonstraram fotos com cuias com
diferentes volumes de agua e os pacientes indicaram qual delas mais se aproxima da cuia usada por eles.

4.8.2. Coleta e anadlise de urina

Uma amostra de urina foi coletada para analise imediata de cotinina e creatinina. Dez mL de urina
foram armazenados em 5 tubos criogénicos de 2 ml a menos 80°C para analise dos metabdlitos dos HAP.

A cotinina urinaria foi medida com uso de fitas reagentes NicAlert Strips (Jant Pharmaceutical Corp.,
Ensino, California, EUA) que estratificam os resultados em 7 categorias (de 0 a 6) de acordo com a
concentracao de cotinina na amostra (em ng/ml).

A creatinina urinaria foi medida por colorimetria enzimatica e expressada em mg/dl.

A andlise das concentragdes urinarias de metabdlitos dos HAP foram conduzidas por extragdo online

de fase sdlida associada a método de cromatografia de alta performance. Os metabdlitos aferidos sdo os
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seguintes: 1-Naftol, 2-Naftol, 2-Hidroxifluoreno, 3-Hidroxifluoreno, 1 Hidroxifenantreno, 2-3-Hidroxifenantreno,

e 1-Hidroxipireno.
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Este doutorado é fruto de uma colaboragao internacional que busca esclarecer os fatores de risco
para o CCE em éareas de moderada a alta incidéncia, possibilitando que fatores modificaveis sejam evitados
e a frequéncia desta neoplasia decline. A influéncia dos HAP na carcinogénese de CCE e em outras
neoplasias (bexiga, prostata, pulmdo, mama e pancreas) ja € amplamente conhecida. No entanto, a
contaminagao por HAP pela poluicdo ambiental, tabagismo e churrasco ndo séo suficientes para explicar a

incidéncia de CCE em algumas areas da América do Sul.

A medida objetiva de metabdlitos dos HAP e sua correlagdo com consumo usual de chimarrdo em
individuos residentes no Rio Grande do Sul é pertinente. A correlagdo da ingesta usual de chimarrdo com a
presenca de lesdes microscopicas e moleculares na mucosa esofagica também é digna de nota, contribuindo

para a evolugao do conhecimento neste campo.

Desta forma, a demonstragdo que os HAP estdo presentes na erva mate, atingindo e prejudicando
individuos que consomem esta bebida tao tradicional, pode levar a uma mudancga de paradigma: a erva mate
produzida sem exposi¢cao a fumaga. Sem fins comerciais, este estudo se junta a outras publicagdes prévias
com objetivo de reforgar a necessidade desta mudanga de habito que pode levar o chimarrdo a ser uma

tradicdo saudavel.
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Esta colaboragao internacional gerou um estudo de grandes dimensdes e com desfechos relevantes. Os

resultados ja avaliados e analisados deste estudo séo descritos abaixo. :

- Resumo do estudo apresentado no Exame Geral de Qualificagao (EGQ):

Is Maté (llex paraguayensis) drinking associated to structural findings of the esophageal
mucosa? A prospective study.

Abstract
Background: Squamous Cell Carcinoma of the Esophagus (SCCE) has high incidence in Rio Grande do Sul,
the most southern Brazilian state. Maté drinking, (a hot infusion of llex paraguayensis that contains polycyclic
aromatic hydrocarbons - PAH) which is considered a risk for SCCE, is frequently consumed in the south of
Brazil. Aim: to access the association of esophageal precursor lesions with the amount of current hot Maté
drinking. Methods: Participants with a upper Gl endoscopy (UGIE) scheduled were prospectively included in
this cross-sectional study, divided in 5 groups according to Maté consumption: a) group 1 — no Maté; b) group
2 — 1 to 500 mL/day; c) group 3 — 501 to 1000 mL/day; d) group 4 — 1001 to 2000 mL /day; group 5 — more
than 2000 mL/day. We approach 250 individuals, divided in the five groups, with an equal distribution of
gender and smokers/nonsmokers. We analyzed urinary cotinine with Accutest® NicAlert™ to have more
accurate information on tobacco consumption. We excluded patients with any endoscopic lesion. We
collected four biopsies from normal appearing middle esophagus. A single Gl pathologist unaware of Maté
drinking or tobacco consumption analyzed the slides stained by Hematoxylin-Eosin. PAH exposure was
estimated by cotinine results and Maté drinking in three groups: a) no daily exposure; b) light to moderate
exposure; ¢) heavy exposure. Results: We studied 245 individuals (130 women, mean age of 53.1 + 10.1
years old). All Maté groups had equal distribution of gender, tobacco smoking, urine cotinine or distal
macroscopic esophagitis. All patients had normal appearing middle esophagus on UGIE. Reflux esophagitis
was equally distributed among Mate groups. Biopsies were considered normal in 223 subjects, and
esophagitis was found in 32 subjects (13.1%). Age was a statistically significant predictor of esophagitis (p =
0.011 for linear-by-linear association). After adjusting for age, heavy Maté exposure (>2000 mL of Maté/day,
RR= 4.837, IC 95% 1.387 — 16.862) and high estimated PAH exposure (RR= 5.084, IC 95% 1.261 — 20.496)
predicted the presence of histological esophagitis. Conclusion: We did not find endoscopic abnormalities in

the middle esophagus of the patients. Microscopic esophagitis was associated with older age, heavy Maté
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ingestion and high estimated PAH exposure. Old age, heavy mate consumption and high PAH exposure were

predictive for microscopic esophagitis.

- Artigo original apresentado nesta Defesa de Doutorado, publicado em 2018 no periédico
Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention (Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2018

Mar;27(3):331-337. doi: 10.1158/1055-9965.EP1-17-0773. Epub 2017 Dec 20.):

Urinary Concentrations of Polycyclic Aromatic Hydrocarbon Metabolites in Maté

Drinkers in Rio Grande do Sul, Brazil
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ABSTRACT

Background: Consumption of maté, an infusion of the herb llex paraguariensis (yerba
maté), is associated with increased risk of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC),
but the carcinogenic mechanism is unclear. Commercial brands of yerba maté contain high
levels of carcinogenic polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), which are acquired during
the traditional drying process. The purpose of this study was to characterize exposure to
PAHSs in maté drinkers over a wide range of maté consumption.

Methods: We recruited 244 adults who answered a questionnaire and collected a fasting
spot urine specimen. We quantified urinary concentrations of seven PAH metabolites, and
assessed associations between self-reported recent maté consumption and urinary PAH
metabolites by multivariate regression.

Results: Recent maté consumption showed a significant dose-response association with 6
of 7 PAH metabolites in unadjusted models (p-for-trend <0.05). After adjustment for
creatinine and potential confounders, concentrations of 2-naphthol, 1-hydroxyphenanthrene,
and the sum of 2- and 3-hydroxyphenanthrene remained significantly associated with
recent maté intake. The sum of the urinary concentrations of the phenanthrene metabolites
was similar or higher among maté drinkers who did not smoke than among smokers who
did not drink matée.

Conclusions: Urinary concentrations of PAH metabolites were significantly associated with
self-reported amount of recent maté intake, and drinking maté increased urinary
concentrations of some PAH metabolites as much as smoking cigarettes.

Impact: Drinking maté is a source of exposure to potentially carcinogenic PAHs, consistent
with the hypothesis that the PAH content of maté may contribute to the increased risk of

ESCC in maté drinkers.
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INTRODUCTION

Esophageal cancer is a highly lethal disease, and was the sixth most common cause
of cancer death in the world in 2012(1). Esophageal Squamous Cell Carcinoma (ESCC) is
the most common histologic type of esophageal cancer worldwide, and it is by far the
dominant type in low- and middle-income countries(2). This is also the case in southern
Brazil (including Rio Grande do Sul state), Paraguay, Uruguay and Argentina, where the
habit of drinking hot maté has been implicated in the high incidence of this cancer(3,4).

Maté is an aqueous infusion of the herb llex paraguayensis (also known as yerba
maté) that is prepared in a gourd and is drunk hot through a metal straw, which delivers the
liquid directly to oropharynx and esophagus. Maté is consumed in Rio Grande do Sul at
temperatures that range between 63 and 69.5°C (5,6), and multiple studies have reported a
positive association between amounts of maté intake and risk of ESCC (4,7-14).

The International Agency for Research on Cancer (IARC) has classified maté as
"probably carcinogenic to humans" (group 2A) due to the consumption temperature(13).
Furthermore, the infusion of llex paraguariensis, either hot or cold, has a high content of
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)(15-19). PAHs, a product of burning organic
material, are classified by IARC as a group 1 carcinogen, i.e. carcinogenic to humans(20).
Thus the high PAH content of maté, in addition to the hot temperature at which maté is
consumed, may play a role in the risk of developing ESCC. There is also an association
between maté consumption and PAH-associated cancers at other sites, such as the kidney,
bladder, lung, and prostate, which have no exposure to thermal injury (21-23).

The traditional processing of yerba maté adds relatively high levels of PAHs to the
final product (16-19). This process includes two drying steps: the first called “sapeco” is a
rapid drying step where the leaves are exposed directly to fire or very high temperatures

(400 — 750°C) to reduce moisture and stop degradation. In the second drying stage, the



34

leaves are placed in rotating cylinders heated by burning wood and exposed to lower
temperatures (90 — 350°C) for 8 to 24 hours. Both steps increase the PAH content of the
yerba maté(19). The avoidance of smoke exposure during those steps decreases the PAH
content(18).

The aim of this study was to evaluate potential associations between amounts of
maté consumption and exposure to PAHs (as measured by the urinary concentrations of
PAH metabolites) among smokers and non-smokers in Rio Grande do Sul, Brazil, a high
risk area for ESCC.

MATERIALS AND METHODS

Participants

This was a cross-sectional study with a convenience sample of participants recruited
from patients from gastrointestinal disease clinics at two sites, Hospital de Clinicas de Porto
Alegre and Hospital Universitario de Santa Maria. We conducted the research following the
Helsinki recommendations for medical research involving human subjects. The Institutional
Review Boards of both institutions approved the protocol, and all participants signed a
written informed consent. The analysis of blinded specimens by the Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) laboratory and the participation of National Cancer Institute
(NCI) and CDC staff in analyzing the blinded data were determined not to constitute
engagement in human subjects' research.

We prospectively approached individuals between 30 and 70 years of age who were
scheduled for upper Gl endoscopy and had no previous history of any cancer (except for
non-melanoma skin cancer). We aimed to enroll 250 subjects, equally divided among men
and women, current smokers and nonsmokers, and five levels of maté consumption: none;
1 to 500 mL/day; 501 to 1000 mL/day; 1001 to 2000 mL/day and more than 2000 mL/day.

In each level of maté consumption, we planned to recruit 25 men (half current smokers) and
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25 women (half current smokers). We interviewed the patients using a standard
questionnaire and collected one fasting spot urine sample.

Questionnaire

All individuals were interviewed face-to-face using a standard questionnaire, which
was administered by one of five trained interviewers. The inquiry included: 1) basic
demographic variables; 2) information on maté drinking (frequency of ingestion, self-
reported typical amount in mL/day, amount ingested within the previous three days); 3)
tobacco smoking habits (current or past smoking, number of cigarettes/day, duration of
smoking, and time since quitting); 4) environmental exposure to smoke and passive smoke
exposure (frequency and location — at work or home; the work or home environments were
considered smoky if the answer to the questions “do you find your work smoky?” or “do you
find your home smoky?” were “yes”); 5) barbecue eating and cooking habits (frequency of
eating barbecue, grams of meat/meal, frequency of making barbecue, and the fuel used to
grill); and 6) alcohol consumption (kind of beverage, average amount in mL/week).
Individuals were considered maté drinkers or smokers if they were regularly engaged in
these habits within the last year. To improve the accuracy of maté consumption, we showed
photographs of different sizes of gourds to the participants and asked them to choose which
one they typically used. The same technique was used to optimize the estimates of meat
consumption, using plastic models of 100 gram pieces of meat.

Quantification of urinary PAH metabolites

Participants arrived fasting for their endoscopy exams and collected urine in a sterile
container before endoscopy and any pre-endoscopy drug administration. Ten mL of urine
was frozen immediately at -80°C, and the rest was analyzed for creatinine and cotinine (see

below). Excess urine from 13 current smokers was combined to make a quality control pool
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which was analyzed blindly 12 times to evaluate coefficients of variation (CV) for each PAH
metabolite.

All frozen urine samples were shipped on dry ice first to the US National Cancer
Institute and then to the Organic Analytical Toxicology Branch of the Division of Laboratory
Sciences of the National Center for Environmental Health at the CDC. Quantification of the
PAH metabolites was conducted by online solid phase extraction coupled with high-
performance liquid chromatography-isotope dilution tandem mass spectrometry, as
previously described(24). The following seven metabolites of PAHs were measured: 1-
naphthol (CV=10.33), 2-naphthol (CV=12.59), 2-hydroxyfluorene (CV=13.12), 3-
hydroxyfluorene (CV=13.34), 1-hydroxyphenanthrene (CV=15.33), sum of 2- and 3-
hydroxyphenanthrene (3 2,3-hydroxyphenanthrene, CV=14.47), and 1-hydroxypyrene
(CV=14.42). We also summed the urine concentrations of all measured metabolites of
each parent PAH compound (3 naphthols, ) hydroxyfluorenes, ) hydroxyphenanthrenes), so
we could analyze these “parent compound” variables. Urine creatinine was measured by
enzymatic colorimetry and expressed in mg/dL.

In addition to self-reported smoking, we measured urinary cotinine using Accutest®
NicAlertTM strips (Jant Pharmaceutical Corp., Encino, CA). This assay, which measures
exposure to tobacco smoke within the past 48 hours, was performed shortly after urine
collection, according to the manufacturer’s instructions. Results ranged from 0to 6 (0 — 2 =
non-user of/no exposure to tobacco products (cotinine = 1 — 100 ng/mL); 3 — 6 = user
of/exposure to tobacco products (including exposure to second hand tobacco smoke)
(cotinine> 100 ng/mL)). Two members of the research team scored the cotinine dipstick
results. A third reviewer, unaware of the patient’s smoking status, resolved disagreements

by evaluating a photograph of the strip. A two-category cotinine-determined smoking status
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of current nonsmoker or current smoker (due to primary, secondhand, or environmental
exposure to tobacco smoke) was used for all statistical analyses.

Statistical analysis

Urinary concentrations of PAH metabolites are short-term markers reflecting only the
past one to three days of PAH exposure (25,26). Thus, we categorized patients by their
self-reported average daily maté intake within the past three days to evaluate the
association of maté intake and the urinary PAH metabolites (the individual metabolites and
the summed metabolites of each parent PAH compound). For categorical analyses, we
divided the patients into quartiles based on this average recent maté intake: 1) maté
quartile 1: 0 mL/day; 2) maté quartile 2: 1 — 600 mL/day; 3) maté quartile 3: 601 — 1500
mL/day; 4) maté quartile 4: >1500 mL/day.

Baseline and demographic characteristics of the study population were described by
means and standard deviations (SD) or medians and interquartile ranges (IQR), and were
compared across categories of maté intake by the chi-square test (for categorical variables)
or the one-way analysis of variance (for continuous variables).

We calculated geometric means and 95% confidence intervals (95% CI) of the
urinary concentrations of the PAH metabolites and the summed metabolite concentrations
of the parent PAH compounds for each quartile of maté intake. Crude and multivariate
associations between these concentrations and maté intake quartiles were examined in
linear regression models. The final adjusted model included creatinine and all potentially
confounding variables (age, sex, urine cotinine (current smoker/nonsmoker), a combined
indoor smoke exposure variable (work and/or home smoky/both not smoky), fuel type
(coal/other or none), days since last eating barbecue, days since last making barbecue, and
log-creatinine). For completeness, we also examined crude and adjusted models of

creatinine-corrected metabolite concentrations (ng/g creatinine), in which the adjusted
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models did not include creatinine. We also tested the model for interactions by age, sex,
days since eating barbecue, and days since making barbecue, but no significant
associations were found. We constructed a jitter plot depicting the median and IQR of the
creatinine-corrected PAHs for each of four categories combining recent maté drinking
(yes/no) and cotinine-defined current cigarette smoking (yes/no) to demonstrate the effect
of smoking and maté on the sum of all measured metabolites of each parent PAH
compound. All analyses were performed using STATA 13.0 software (StataCorp, College
Station, Texas). All p-values were two-sided tests and p < 0.05 was considered statistically
significant.

We compared the agreement between self-reported usual daily maté intake and
average intake within the past three days, and the agreement between self-reported
smoking status and that determined by the cotinine NicAlert® test, using Cohen's kappa
coefficient.

RESULTS

We successfully enrolled 244 patients with a wide range of usual daily maté
consumption (0 — 6000 ml/day. We found it difficult to enroll male smokers who drank
>1000 mL/day. Table 1 summarizes the participants’ characteristics by quartiles of average
maté intake in the past three days. We found inverse associations between maté intake
quartile and current alcohol drinking, days since eating barbecue, and days since making
barbecue.

The geometric mean PAH urinary metabolite concentrations and their 95% ClIs by
quartile of maté intake in the past three days are presented in Table 2. We found a
significant association between recent maté consumption and six of the seven measured
PAH metabolites in unadjusted models (p-for-trend <0.05). There was also a significant

association between recent maté consumption and the summed metabolites of 3 of the 4
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parent PAH compounds. After adjustment for creatinine and potential confounders such as
age, sex, urine cotinine-determined smoking status, indoor smoke exposure, barbecue
cooking fuel, and days since eating or making barbecue, significant associations remained
with three of the measured PAH metabolites and the summed measured metabolites of
phenanthrene. When we performed this analysis using creatinine-corrected urinary
metabolite concentrations (ng/g creatinine), the results were similar (Supplementary Table
1).

When the sums of all creatinine-corrected metabolite concentrations of each parent
PAH compound were compared by recent mate drinking and cotinine-determined smoking
status (Figure 1, Supplementary Table 2), we found a significant (p<0.01) increase in
concentrations of the biomarkers of fluorene, phenanthrene, and pyrene among maté
drinkers, smokers, and patients who were both maté drinkers and smokers compared to
patients with no recent exposure to either maté or tobacco smoke. Additionally, maté
drinkers who did not smoke had equivalent or higher concentrations of the sum of the
urinary metabolites of phenanthrene (mean 732 ng/g, median 532 ng.g) than smokers who
did not drink maté (mean 673 ng/g, median 543 ng/qg).

There was good agreement between self-reported usual daily maté intake and
average intake within the past three days (weighted kappa test = 74.3%) (Supplementary
Table 3). But these measures presented an irregular pattern, especially among individuals
in the lowest level of usual daily maté intake (1 — 500 mL/day). This group included some
people who said that they usually drink maté only on weekends or only in occasional social
settings. Thus, their usual (estimated average) maté intake might be in the range of 1 — 500
mL/day, but they did not consume any maté in the three days before urine collection. There
was also excellent agreement between self-reported smoking status and the smoking

status determined by the cotinine NicAlert® test (kappa = 95.5%) (Supplementary Table 4).
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DISCUSSION

Rio Grande do Sul has a high incidence of esophageal cancer, estimated by the
National Institute of Cancer of Brazil to be 20.3 new cases/100,000 men and 6.6 new
case/100,000 women in 2016(27). ESCC is by far the predominant histologic type(28,29),
and its main risk factors are tobacco smoking, heavy alcohol consumption, barbecue
eating/cooking, and maté drinking(7). Maté drinking, a widespread and deep-rooted habit in
Rio Grande do Sul, usually starts at an early age. In previous studies, we have shown that
commercial brands of yerba maté contain ~40ng of benzo[a]pyrene (B[a]P)/gm of leaves,
and half of this B[a]P gets into the maté infusion(17). A typical gourd of maté , containing
50gm of leaves and drunk in the traditional way (refilling the gourd with water ~10-12 times)
delivers ~ 1000ng B[a]P to the person drinking it, which is the same amount of B[a]P that is
in the smoke of 100 cigarettes. We have hypothesized that the high PAH content and the
high consumption temperature of maté may both contribute to the increased risk of ESCC
observed in maté drinkers(15,17,18).

In the current study, we quantified the urinary concentrations of PAH metabolites in
men and women, and smokers and non-smokers, living in Rio Grande do Sul. Besides
these characteristics, we enrolled the patients based on their levels of maté drinking, so we
could assess their PAH exposure over a wide range of maté consumption.

Fagundes et al previously detected 1-hydroxypyrene glucuronide in the urine of maté
drinkers in Rio Grande do Sul(15). The differences between the current study and this
previous one are that in the previous study the authors did not select the participants based
on the amount of maté intake, they did not confirm the smoking status by measuring
cotinine, and they measured only one urinary PAH metabolite, while we measured seven

metabolites of four parent PAHSs.
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In our study, in unadjusted analyses, six of the seven measured PAH metabolites
and the summed metabolites of three of four parent PAH compounds had significant dose-
response associations with the amount of maté ingested in the past three days. After
multivariate adjustment for creatinine and potential confounders, the associations of three
of the seven measured PAH metabolites and the summed metabolites of phenanthrene
remained significant. In addition, maté drinking increased the summed concentrations of the
measured phenanthrene metabolites as much as cigarette smoking did.

The PAH content of commercial yerba maté is largely a contaminant acquired during
the traditional drying of the yerba maté leaves, which involves many hours of contact with
smoke(19), and avoiding smoke during this processing decreases the PAH content(18).
This last study, by Golozar et al, showed that a commercial brand of yerba maté which was
manufactured without exposure to smoke had 5.11 ng benzo[a]pyrene/gram of leaves,
much lower than the 11.9-99.3 ng/g benzo[a]pyrene content of 11 other commercial brands
of yerba maté processed in the traditional way (18). Thus, changes in commercial yerba
maté manufacturing processes, along with public education about the beneficial effects of
drinking maté at lower temperatures, can probably decrease the carcinogenic risk of maté
and make it a safer and healthier drink. Moreover, a reduction of PAH content in
commercial yerba maté may also have an impact on the risk of other PAH-associated
neoplasms such as kidney, bladder, lung, and prostate cancer.

Our study had a number of strengths. Our participants had a wide range of maté
intake. We recorded both the usual daily consumption and the intake within the three days
before the urine collection. We showed photographs of different size gourds to the
participants to better estimate the amount of maté they consumed. Urinary cotinine was
measured to minimize inaccuracy of self-reported data on tobacco smoking, and it showed

excellent correlation with questionnaire data. Potential confounders of maté-related PAH
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exposure, such as exposure to current smoking, environmental smoke, and eating or
cooking barbecue, were equally distributed among individuals in the four maté intake
quartiles (Table 1), and they were included as adjusting variables in the regression
analyses.

Our study also had some limitations. Our patients were enrolled in tertiary hospitals,
and thus may not reflect the general population of southern Brazil. Indeed, there are earlier
reports of the average maté consumption in this region ranging from 1200 to 1800
ml/day(5,6), and reports of it not being uncommon to find people who drink more than 2
liters/day, but this was not our experience. Many people with digestive symptoms refrain
from drinking maté, or reduce their intake, which may help explain why recruiting patients in
gastrointestinal disease clinics in referral hospitals enrolled fewer patients with very high
consumption. Recruiting participants exclusively in tertiary hospitals may also have affected
generalizability with respect to smoking habits, since quitting smoking is highly encouraged
in such hospitals. Our study relied solely on self-reported information on many habits, which
could be subject to inaccuracy. Finally, we did not collect information on maté consumption
temperature in the current study. While it is true that the temperature of hot infusions may
influence the risk of ESCC(3,7,8,12,30,31), the PAH content in maté is not affected by the
water temperature(17).

In conclusion, in this study, urinary concentrations of PAH metabolites were
significantly associated with self-reported amount of recent maté intake, and drinking maté
increased urinary concentrations of some PAH metabolites as much as smoking cigarettes.
These results confirm that drinking maté is a source of exposure to potentially carcinogenic
PAHSs, consistent with the hypothesis that the PAH content of maté may contribute to the

increased risk of ESCC in maté drinkers.
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Table 1. Characteristics of the study participants in Rio Grande do Sul, Brazil
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Maté Quartile®

Q1 Q2 Q3 Q4
Total Oml 1-600ml 601-1500ml >1500ml p value
Characteristic
Total participants, No. (%) 244 79 (32) 44 (18) 70 (29) 51 (21) -
Mean age, years (SD) 53 (10) 55 (10) 53 (11) 54 (10) 50 (9) 0.20°
Sex, N (%) Males 114 (47) 37 (47) 20 (45) 35 (50) 22 (43) 0.90°
Females 130 (53) 42 (53) 24 (55) 35 (50) 29 (57) -
Reported current smoker, N (%) Yes 109 (45) 37 (47) 20 (45) 28 (40) 24 (47) 0.83°
No 135 (55) 42 (53) 24 (55) 42 (60) 27 (53) -
Urine cotinine, N (%) Current Smoker 116 (48) 37 (47) 21 (48) 30 (43) 28 (55) 0.63°
Nonsmoker 128 (52) 42 (53) 23 (52) 40 (57) 23 (45)
Current alcohol drinker, N (%) Yes 76 (31) 32 (41) 16 (36) 22 (31) 6 (12) 0.005°
No 168 (69) 47 (59) 28 (64) 48 (69) 45 (88) -
Work smoky®, N (%) Yes 18 (7) 4 (5) 2 (5) 6 (9) 6 (12) 0.44°
No 226 (93) 75 (95) 42 (95) 64 (91) 45 (88) -
Home smoky®, N (%) Yes 57 (23) 14 (18) 8 (18) 17 (24) 18 (35) 0.19°
No 187 (77) 65 (82) 36 (82) 53 (76) 33 (65) -
Ever eat BBQ, N (%) Yes 230 (94) 72 (91) 41 (93) 67 (96) 50 (98) 0.37°
No 14 (6) 7(9) 3(7) 3(4) 1(2)
Days since eating BBQ, mean (SD) 17 (41) 28 (66) 13 (14) 9 (12) 15 (29) 0.04F
Ever make barbecue, N (%) Yes 78 (32) 22 (28) 16 (36) 25 (36) 15 (29) 0.750)
No 150 (61) 50 (63) 25 (57) 41 (59) 34 (67) -
None 16 (7) 7(9) 3(7) 4 (5) 2(4) -
Days since making BBQ, mean (SD) 25 (42) 38 (60) 27 (27) 15 (19) 21 (45) 0.03F
Barbecue cooking fuel, N (%) Coal 192 (79) 69 (87) 33 (75) 51 (73) 39 (76) 0.140°
Other/none 52 (21) 10 (13) 11 (25) 19 (27) 12 (24)

@ N (column %) within characteristic, mean (SD) shown for continuous characteristics

® P values were calculated by an ANOVA comparison of means test.

° P values were calculated by a two-sided Pearson x2 test.
 The work or home environments were considered smoky if the answer to the questions “do you find your work smoky?” or “do you find

your home smoky?” were “yes”.
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Table 2. PAH metabolite concentrations (geometric mean (confidence interval)) by quartile of average daily maté intake in the past three days

Analyte Abbreviation Mate Quartile
Qi? Q2 Q3 Q4
Crude Adjusted®
oml 1-600ml 601-1500m| =1500m| p-trend p-trend
PAH metabolite concentrations (ng/L) - All participants
7,217 (4,776- 8,428 (5,522- 6,771 (5,156- 11,045 (7,364-
1-Naphthol 1-nap 10,907) 12,864) 8,892) 16,567) 0.08 0.30
2-Naphthol 2-nap 11,285 (8,885- 13,582 (10,614 12,760 (10,373- 14,557 (10,564- 0.02 0.03
14,333) 17,380) 15,695) 20,058)
Z-napthols 21,488 (15,614- 24,983 (18,163- 20,525 (16,440~ 28,118 (19,954~ 0.10 0.19
29,570) 34,363) 25,625) 39,624)
2-Hydroxyfluorene 2-flu 660 (492-884) 816 (610-1,092) 761 (613-945) 890 (638-1,241} 0.02 011
3-Hydroxyfluorene 3-flu 339 (243-474) 421 (295-601) 3B5 {298-499) 502 (344-732) 0.02 0.39
1,160 (924-
Z-fluorenes 1,013 (747-1,374) 1,253 (917-1,711) 1,458) 1,405 (994-1,988) 0.02 019
1
Hydroxyphenanthrene 1-phe 220 (178-272) 417 (334-519) 521 (447-606) 642 (504-817) p<0.0001 p<0.0001
2-3-
Hydroxyphenanthrene 2-3-phe 260 (209-324) 361 (287-454) 405 {354-463) 456 (355-585) p<0.0001 0.004
Mu
phenanthrenes 489 (395-604) 789 (635-981) 936 (B14-1,077) 1,108 (870-1,410) p<0.0001 0.001
1-Hydroxypyrene 1-pyr 284 (232-348) 361 (287-454) 359 (308-417) 400 (316-508) 0.001 0.06

“Q1 was the reference category for all models
® Fully adjusted for age, sex, urine cotinine-determined smoking status (current smoker, nonsmoker), indoor smoke exposure (reported at work
and/or at home), fuel type (coal vs. other or none), days since last eating barbecue, days since last making barbecue, and log-creatinine
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FIGURE LEGEND
Figure 1. Creatinine-corrected urine metabolite concentrations plotted by recent maté
consumption and cotinine-determined smoking status (*p<0.01).

FIGURE DESCRIPTION
Figure 1 contains creatinine-corrected PAH urine metabolite concentrations plotted by
recent maté consumption and cotinine-determined smoking status
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As diretrizes futuras sdo da descri¢cao de outros desfechos que ainda se encontram em avaliagao:
- avaliagao direta de adutos dos HAP ao DNA da mucosa esofagica em individuos com diferentes

quantidades de ingesta de chimarrao, residentes do Rio Grande do Sul;

- analise de polimorfismos genéticos e sua correlagdo com excregao urinaria de metabdlitos dos

HAP;

- analise de polimorfismos genéticos e sua correlagdo com a quantificagdo dos adutos dos HAP ao

DNA de bidpsias esofagicas;

- padronizacao de extragdo de DNA e avaliacdo de adutos dos HAP ao DNA de macerado de

bidpsias armazenadas em solugao RNAlater®;

- replicar este estudo em individuos expostos somente a erva mate produzida sem exposicéo a

fumaca.



8. ANEXOS

53



54

Anexo 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido N°NO ESTUDO: |__|_|_|_|

Associacdo do consumo de Chimarriao e a exposicao do epitélio esofagico a

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos — GPPG n® 11-0239
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Consumo de mate é uma pratica comum no Rio Grande do Sul. N6s estamos estudando os efeitos da
ingestao de chimarrédo na pele que recobre o es6fago. Ja que vocé ja tem uma endoscopia agendada, nés
gostariamos de lhe convidar para participar de uma pesquisa cientifica.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo deste estudo é comparar os habitos de ingesta de chimarrdo com alguns aspectos da mucosa
esofagica (pele que recobre internamente o eséfago), para entender melhor o efeito do mate na saude do
esotfago.

DESCRIGCAO DOS PROCEDIMENTOS DE PESQUISA

ApOs ter aceitado entrar na pesquisa, tendo assinado este documento e recebido copia, vocé respondera
as perguntas de uma entrevista curta, coletara uma amostra de urina em um pote. Nesta pequena
entrevista vocé respondera perguntas sobre consumo de chimarrdo, churrasco, cigarros e bebidas
alcodlicas. Sera coletada uma amostra de 8 ml de sangue (equivalente a 2 colheres de cha) da mesma
veia onde sera administrado o sedativo da endoscopia, ndo sendo necessario que vocé seja picado mais
de uma vez. Apos responder o questionario e coletar sangue, sera realizada sua endoscopia. Durante a
endoscopia serdo coletadas 4 bidpsias (pequenas amostras de tecido) da camada interna do eséfago,
para serem examinadas nesta pesquisa. Amostras coletadas neste estudo serdo armazenados e poderéao
ser usadas no futuro para anadlises adicionais incluindo testes genéticos relacionados ao consumo de
chimarrdo e a saude do seu eséfago. Qualquer estudo adicional sera realizado somente apds aprovagao
do comité de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

RISCOS DE PARTICIPAR NO ESTUDO
N&o ha riscos envolvidos na entrevista ou coleta de urina. A coleta de sangue sera feita na mesma veia ja

puncionada para a sedacdo da endoscopia, ndo havendo necessidade de uma segunda picada. Existe
uma minima chance de sangramento local no esdfago apds a coleta das bidpsias. A chance de
sangramento mais grave que necessite de transfusdo sanguinea € de menos que 1 para 1000. Os
procedimentos propostos apresentam poucos riscos e serao realizados no hospital em ambiente cirdrgico
ambulatorial com as devidas condigdes para sedagéo e recuperagdo dos pacientes. Os procedimentos
serao realizados por profissionais experientes e caso ocorra alguma complicagédo o participante do estudo
ira receber atengéo integral e gratuita.

BENEFICIOS NA PARTICIPAGAO
Vocé nao tera nenhum beneficio em participar desta pesquisa, mas a sua participagao neste estudo pode
ajudar os médicos a entenderem melhor os efeitos do chimarrdo na saude do seu eséfago.

CONFIDENCIALIDADE
Os resultados gerados nesta pesquisa sdo confidenciais e sua identidade nao sera revelada.

SUA PARTICIPAGAO E VOLUNTARIA E NAO APRESENTA CUSTO FINANCEIRO

A escolha de entrar ou n&o entrar no estudo € inteiramente sua. Vocé nao sera pago para participar desta
pesquisa e nem mesmo necessita pagar por qualquer procedimento. Vocé pode se recusar de participar
desta pesquisa sem qualquer prejuizo ao seu atendimento ou tratamento médico.
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N°NO ESTUDO: || | | |
QUEM DEVE CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS

Se vocé tiver qualquer duvida pode perguntar a qualquer dos membros da pesquisa, ao Dr. Anténio Lopes
(Tel. 51 9991-2021), ao Dr. Renato Borges Fagundes (Tel. 3308-5616) ou ao Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Tel. 3359-8304). Endereco para contato no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre ¢ Rua Ramiro Barcelos 2350, sala 2033, Servigo de Gastroenterologia (Tel. 3359-

8307).

CERTIFICAGAO

Eu, , tive a chance de ler estas explicagdes sobre o
estudo e estas foram discutidas comigo. Eu tive todas as minhas perguntas respondidas. Eu dou
consentimento livre e aceito participar deste estudo.

/ /

(Assinatura do participante) (Data da assinatura)
/ /

(Assinatura da testemunha) (Data da assinatura)
/ /

(Assinatura do pesquisador) (Data da assinatura)

ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

Eu, , autorizo o armazenamento de sangue e urina
coletados nesta pesquisa, que podem ser utilizadas futuramente em outras pesquisas, conforme
aprovagéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

/ /

(Assinatura do participante) (Data da assinatura)
/ /

(Assinatura da testemunha) (Data da assinatura)
/ /

(Assinatura do pesquisador) (Data da assinatura)

RECEBIMENTO DE SEGUNDA VIA DO TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , confirmo que recebi uma coépia deste termo de
consentimento.

/ /
(Assinatura do participante) (Data da assinatura)
/ /

(Assinatura da testemunha) (Data da assinatura)
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N° NO ESTUDO: |_|

Anexo 2 — Questionario Padronizado

Consumo de mate e exposi¢ao aos HAPs (Estudo MATCH)

NOME: DATA:
ENDERECO: TELEFONE:
1. NUMERO DE REGISTRO: 2. SEXO:

3. DATA DE NASCIMENTO:
4. INDICAGAO PARA ENDOSCOPIA:

5. FUMO
5.1 VOCE JA FUMOU DE MANEIRA REGULAR (DIARIAMENTE POR MAIS DE 6 MESES)?
] (1) SIM (2) NAO__
(SE A RESPOSTA FOR NAO, PULE PARA QUESTAO DE NUMERO 6)

5.2 VOCE FUMA CIGARROS ATUALMENTE? (1) SIM_ (2) NAO
(SE A RESPOSTA FOR SIM, PULE PARA QUESTAO DE NUMERO 5.4)

5.3 HA QUANTO TEMPO VOCE PAROU DE FUMAR?
[(1)dias/(2)semanas/(3)meses/(4)anos/(5)nao sabe]

5.4 IDADE QUANDO INICIOU ..
5.5 IDADE NA QUAL PAROU ... (n&o aplicavel para fumantes ativos)

5.6 O QUE VOCE FUMA?
(1) CIGARROS COM FILTRO
(2) CIGARROS SEM FILTRO
(3) PALHEIRO
(4) OUTROS

5.7 QUANTOS CIGARROS VOCE FUMA POR DIA? .......ccccceuvnnn

6. EXPOSIGAO A FUMAGA AMBIENTAL/ FUMO PASSIVO )
6.1 VOCE ACHA SUA CASA ESFUMACADA? (1) SIM (2) NAO

6.2 SEU LOCAL DE TRABALHO E ESFUMACADO? (1) SIM (2) NAO

6.3 SE RESPOSTA(S) AFIRMATIVA(S), QUANTAS HORAS POR SEMANA VOCE FICA
NESTES AMBIENTES? (HORAS POR SEMANA)

7. CARNE E CHURRASCO
7.1 VOCE COME CHURRASCO? ) (1) SIM (2) NAO
(SE A RESPOSTA FOR NAO, PULE PARA QUESTAO DE NUMERO 7.3)

7.2 QUANTAS VEZES VOCE COME CHURRASCO?
[(1)semana/(2)més/(3)ano/(4)nao sabe]



N°NO ESTUDO: |_ |

7.3 QUANTOS GRAMAS DE CARNE VOCE COME NO CHURRASCO?

7.4 O QUE E USADO PARA FAZER FOGO?

(1) MADEIRA _
(2) CARVAO
(3) GAS
7.5 QUANDO FOI A ULTIMA VEZ QUE VOCE COMEU CHURRASCO?
HA [(1)dias/(2)semanas/(3)meses/(4)ano/(6)nao sabe]
7.6 VOCE ASSA O CHURRASCO? (1) SIM (2) NAO

(SE A RESPOSTA FOR NAO, PULE PARA QUESTAO DE NUMERO 8)

7.7 COM QUE FREQUENCIA VOCE ASSA CHURRASCOS?
[(1)semana/(2)més/(3)ano/(4)n&o sabe]

7.8 QUANDO FOI A ULTIMA VEZ QUE VOCE ASSOU CHURRASCO?
HA [(1)dias/(2)semanas/(3)meses/(4)ano/(6)nao sabe]

8. MATE )
8.1 VOCE TOMA CHIMARRAO? (1) SIM (2) NAO

(SE A RESPOSTA FOR NAO, PULE PARA QUESTAO DE NUMERO 9)
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8.2 QUANTAS DIAS POR SEMANA VOCE COSTUMA TOMAR CHIMARRAO?___

8.3 QUANTO MATE VOCE CONSOME EM CADA DIA? (ml/dia)

Comentarios:

8.4 QUANTO MATE VOCE CONSUMIU NOS ULTIMOS 3 DIAS?

Comentarios:

8.5 QUE MARCA DE ERVA MATE VOCE COSTUMA TOMAR?

9. BEBIDAS ALCOOLICAS , )
9.1 VOCE BEBE BEBIDAS ALCOLICAS? (1) SIM (2) NAO

9.2. SE SIM, PREENCHA A TABELA ABAIXO:

TIPO DE BEBIDA ML/SEMANA GRAMAS/SEMANA*

CERVEJA (6%)

VINHO (12%)

CACHACA (40%)

OUTROS

*0.8 x QUANTIDADE EM ML/SEMANA x % [/ 100

/ /

Membro da equipe que entrevistou Data (dia/més/ano)
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