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O entendimento acerca da carcinogénese gastrica, que € um processo
multifatorial, avangou consideravelmente nas ultimas décadas, especialmente no
que diz respeito ao papel do Helicobacter pylori no desenvolvimento das lesdes
pré-cancerosas € na neoplasia propriamente dita, tanto em seu estagio precoce
quanto avangado.

O H. pylori € uma bactéria gram-negativa, classificada como carcinégeno tipo |
pela IARC e que possui um alto grau de diversidade genética, assim como
importantes fatores de viruléncia, o que pode ser verificado através das diferentes
cepas encontradas nas doencgas do trato gastrointestinal.

A determinacao, portanto, das cepas mais virulentas, responsaveis, pelo menos
teoricamente, pelo desenvolvimento das doengas gastricas mais graves, é de vital
importancia tanto para estudos epidemiolégicos quanto para a determinagéo de
quais sao os pacientes com maior probabilidade de desenvolvimento do cancer
gastrico, que permanece como um grave problema de saude publica.

No presente estudo foram comparadas cepas da bactéria prevalentes em
amostras de tecido gastrico provenientes de pacientes com diagndstico de
adenocarcinoma gastrico distal do tipo intestinal precoce e avangado através do
uso de técnicas de biologia molecular para avaliar diferentes regides gendémicas
da bactéria: genes ureaseC, vacA (regides s e m), cagA, cagT e dupA (regides
jhp0917 e jhp0918).

Os resultados obtidos foram semelhantes tanto para os casos precoces quanto
avancados da doencga, porém, uma relacdo estatisticamente significativa foi
encontrada entre o gene cagA e o adenocarcinoma avangado.

Em geral, as cepas foram classificadas como vacA sim1, cagA positivas, cagT
positivas e dupA negativas, concluindo-se que cepas com o0 genétipo vacA s1m1
cagA positivo e cagT positivas podem ser consideradas mais virulentas. Além
disso, conclui-se que o gene dupA, apesar de pouco presente nas amostras de
cancer gastrico estudadas, ndo pode ser considerado um marcador exclusivo da

Ulcera duodenal, como descrito inicialmente.
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The understanding of gastric carcinogenesis, that is a multifactorial process, has
advanced considerably in recent decades, especially with regard to the role of
Helicobacter pylori in the development of precancerous lesions and cancer, both in
its early or advanced stage.

H. pylori is a gram-negative bacteria, classified as a group | carcinogen by the
IARC and it has a high degree of genetic diversity, as well as important virulence
factors, which can be verified through the different strains present in
gastrointestinal diseases.

Therefore, determination of the most virulent strains, responsible, at least
theoretically, for the development of the most severe diseases, as gastric
adenocarcinoma, is of fundamental importance for epidemiological studies and for
determination of the patients with high probability for development of the disease,
which remains as a serious public health problem.

In the present study they were compared strains of the bacteria prevalent in early
and advanced gastric distal type intestinal adenocarcinoma through molecular
biology techniques to evaluate different regions of bacterium genoma: urease C,
vacA (regions s and m), cagA, cagT and dupA (jhp0917 and jhp0918 regions)
genes.

The results were similar for both early and advanced cases of the disease,
however, a statistically significant relationship was found between the cagA gene
and advanced adenocarcinoma.

In general, the strains were classified as vacA s1m1, cagA positive, cagT positive
and dupA negative, conducting that strains with the genotype vacA s1m1, cagA
positive and cagT positive may be considered more virulent. Moreover, it is
concluded that the dupA gene, although found in a little proportion of the gastric
cancer H. pylori strains, can not be considered an exclusive marker for duodenal
ulcer, as described earlier.
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1- INTRODUCAO

Os conhecimentos acerca da etiologia e da patogénese do cancer gastrico
foram alterados substancialmente pelo reconhecimento da associagdo desta
doenga com o Helicobacter pylori.

A infeccao pela bactéria é considerada o maior fator de risco conhecido
para as doencas malignas que acometem o estdmago, sendo que estudos
epidemioldgicos determinaram que o risco atribuido a essa infeccdo para o
desenvolvimento do cancer gastrico € de 75% (Herrera e Parsonnet, 2009).

Embora o H. pylori esteja presente tanto no tipo difuso quanto no tipo
intestinal dos adenocarcinomas gastricos, sugere-se que 0S mecanismos
envolvidos na capacidade da bactéria em determinar o desenvolvimento do cancer
sejam diferentes em cada um deles (Polk e Peek, 2010).

A erradicacdo bacteriana diminui significativamente o risco de
desenvolvimento do cancer em individuos infectados que nao apresentam lesées
pré-malignas (Wong et al., 2004), reforcando a tese de que o0 micro-organismo tem
influéncia nos estagios precoces da carcinogénese gastrica (Polk e Peek, 2010).

Entretanto, apenas uma pequena proporcdo de individuos infectados
desenvolve a neoplasia, e o risco da doenca envolve a interagdo entre o patégeno
e o0 hospedeiro, sendo esta, por sua vez, dependente de fatores cepa-especificos
da bactéria, além de fatores intrinsecos do hospedeiro e de fatores ambientais,
tais como, a dieta.

Dessa maneira, considerando-se também as evidéncias recentes de que
determinadas cepas estejam inversamente relacionadas ao desenvolvimento do
adenocarcinoma de esb6fago e a algumas doencas extragastricas (Peek e Blaser,
2002; Chen e Blaser, 2007), verifica-se a importancia de analisar os mecanismos
biolégicos e os fatores de viruléncia do H. pylori, que podem, dependendo de sua
expressao, promover a carcinogénese, dando inicio a lesdes pré-cancerosas e

depois ao cancer, em seu grau precoce ou avangado.
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1.1- Helicobacter pylori

1.1.1- Historico

A descoberta do H. pylori em 1983 pelos pesquisadores australianos J.
Robin Warren e Barry J. Marshall (Marshall e Warren, 1984), foi um dos avangos
mais importantes da gastroenterologia, tendo levado seus pesquisadores, a
premiacao com o Nobel de Medicina no ano de 2005.

Bactérias semelhantes ja haviam sido observadas em tecido gastrico por
patologistas europeus mesmo antes de 1906 (Krientiz, 1906), sendo também
descritas por outros pesquisadores posteriormente (Doenges, 1938; Freedberg e
Barron, 1940; Steer, 1975), mas, por nao terem sido isoladas, foram ignoradas e
esquecidas por varias geragdes. Em 1979, o micro-organismo comegou a ser
observado por Warren como uma bactéria de formato curvo presente em amostras
de tecido gastrico obtidas por biépsia e submetidas a exame histolégico (Goodwin
et al., 1987; Blaser, 1993; Dunn et al., 1997). Assim, apesar do ceticismo inicial
demonstrado pelas comunidades médica e cientifica, o0 que fez com que Marshall
infectasse a si proprio com a referida bactéria, ficou comprovada a associa¢ao do
H. pylori com o desenvolvimento das doengas gastricas, como a gastrite, a Ulcera
duodenal e a ulcera gastrica (Ahmed e Sechi, 2005).

A principio, os micro-organismos foram classificados como pertencentes ao
género Campylobacter, composto por bactérias gram-negativas em forma de
bastdo curvado, oxidase e catalase positivas, que se locomovem através de
flagelos polares. Dessa forma, foram primeiramente chamados de “gastric
Campylobacter like organism”, recebendo, posteriormente, as denominagdes
Campylobacter pyloridis, Campylobacter pyloricus e Campylobacter pylori (Murray
et al., 1998).

Finalmente, a partir de 1989, apo6s estudos ultraestruturais e de analise da
sequéncia de acidos nucléicos, a bactéria recebeu a denominacao Helicobacter
pylori, diferenciando-se do género anteriormente chamado Campylobacter (bastao
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curvado) para o novo género Helicobacter (forma helicoidal). A espécie foi
denominada pylori devido ao fato de a bactéria ser mais comumente encontrada

na mucosa do antro gastrico, préxima ao piloro (Goodwin et al., 1989).

1.1.2- Diversidade genética e genoma

As cepas de H. pylori provenientes de individuos nao relacionados por
parentesco e nao institucionalizados demonstram um alto grau de diversidade
genética (Blaser e Berg, 2001; Linz e Schuster, 2007), o que é prontamente
detectado pela analise de sequéncias de nucleotideos de genes individuais em
cepas da bactéria (Suerbaum et al., 1998), provenientes de diferentes populacdes
(Ahmed e Sechi, 2005). A diversidade alélica do H. pylori é provavelmente
consequéncia de multiplos fatores, incluindo um alto grau de mutacdes, uma
elevada taxa de recombinacdo genética intraespécies e uma longa historia de
evolugcdo das espécies (Blaser e Berg, 2001; Suerbaum e Josenhans, 2007).
Alelos correspondentes em diferentes cepas da bactéria sao tipicamente idénticos
de 92% a 99% nas sequéncias de nucleotideos (Suerbaum et al., 1998; Blaser e
Berg, 2001), mas varios genes apresentam um indice mais elevado no que diz
respeito a diversidade genética (Atherton et al. 1995; Cao e Cover, 2002).

Estudos também demonstram que existe uma variagdo geografica entre
cepas do H. pylori (Achtman et al., 1999; Wirth et al., 2004; Linz et al., 2007; Devi
et al., 2007, Yamaoka, 2009). Com base na analise de sequéncias multilocais de
um grupo de 370 cepas do micro-organismo isoladas de individuos de diferentes
partes do mundo, sete populacbes de cepas com distribuicbes geograficas
diferentes foram identificadas (Falush et al., 2003). Essas populacdes bacterianas
refletem a migracdo dos humanos da Africa para outras partes do mundo num
periodo estimado de mais de 58.000 anos (Linz et al., 2007). Portanto, as
diferengas geogréficas entre as cepas do H. pylori podem ser um fator potencial
para ajudar a explicar a variacdo na incidéncia de determinadas doencas
associadas a bactéria em diferentes partes do mundo (McClain et al., 2009).
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Além da variacdo nas sequéncias de genes individuais entre as diferentes
cepas da bactéria, ha uma consideravel diversidade entre cepas no que diz
respeito ao contetdo génico (McClain et al., 2009). Um dos exemplos mais
importantes sobre essa diferenca € a auséncia ou presenga de uma regiao de
40kb do DNA cromossomal conhecida como cag pathogenicity island (cagPAl)
(Atherton et al., 1995; Censini et al., 1996). Nos Estados Unidos da América e na
Europa, cerca de 50 a 60% das cepas contém a cagPAl, havendo, nas demais
cepas, uma auséncia dessa regiao (Figueiredo et al., 2002). Em diversas outras
partes do mundo, incluindo o Leste Asiatico, quase todas as cepas do H. pylori
apresentam a cagPAIl (van Door et al., 1999; Maeda et al., 1999).

Com relacdo ao genoma, varias cepas tém sido sequenciadas,
demonstrando resultados similares, sendo que algumas delas possuem genes
exclusivos, denominados genes cepa-especificos (Dong et al., 2009). O H. pylori
(cepa 26695) possui um genoma circular composto por 1.667.876 pares de bases
(1,7 Mb), considerado pequeno se comparado com o de bactérias que vivem em
uma grande variedade de habitats, demonstrando ser, portanto, um patdégeno
notavelmente bem adaptado a um nicho ecolégico muito especializado (Tomb et
al., 1997; Lee, 1998).

O H. pylori foi a primeira bactéria patogénica que teve seu genoma
completamente sequenciado em duas cepas diferentes: a denominada 26695,
isolada de um paciente com gastrite no Reino Unido (Tomb et al., 1997) e a cepa
J99, proveniente de um paciente com ulcera duodenal, nos Estados Unidos da
Ameérica (Alm et al., 1999).

Posteriormente, outras cepas foram tendo seu genoma sequenciado, a
HPAG1, obtida de um individuo sueco com gastrite crénica atréfica (Oh et al.,
2006), a B128, proveniente de um individuo com Ulcera gastrica e a 98-10, isolada
de um paciente japonés com cancer gastrico (McClain et al., 2009), a cepa G27,
obtida de um individuo italiano (Baltrus et al., 2009) e a cepa Shi470, proveniente
do antro gastrico de um amerindio residente em uma regido amazénica remota no
Peru (Thiberge et al., 2010).
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Além dessas, mais recentemente, a cepa B38, isolada de um paciente com
linfoma gastrico tipo MALT, demonstrou possuir o menor genoma do H. pylori ja

sequenciado, quando comparado a outras cepas (Thiberge et al., 2010).

1.1.3- Caracteristicas microbioldgicas

O género Helicobacter foi definido por estudos de composicdo do RNA
riboss6mico (Romaniuk et al., 1987) e de sequenciamento e hibridacdo do DNA
bacteriano (Goodwin et al., 1989). Este género, juntamente com Campylobacter,
Arcobacter e Wolinella, constitui a denominada superfamilia VI de bactérias gram-
negativas (Vandamme et al., 1991).

O Helicobacter pylori é uma bactéria gram-negativa que apresenta de dois a
quatro um de comprimento e de meio a um pm de largura. Embora usualmente
tenha o formato espiralado, pode aparecer como um bastdo, enquanto formas
cocdides também podem surgir, porém menos comumente (Kusters et al., 1997).

A Dbactéria apresenta de dois a seis flagelos wunipolares de
aproximadamente trés um de comprimento, com um caracteristico bulbo em seu
final. Tais estruturas conferem motilidade e permitem movimentos rapidos em
solugbes viscosas como O muco que recobre as células gastricas epiteliais
(OTolle et al., 2000).

Uma caracteristica importante para o desenvolvimento bacteriano é a
microaerofilia, com crescimento 6timo a niveis de O, de dois a cinco por cento,
cinco a dez por cento de CO; e alta umidade. O crescimento ocorre de 34° C a 40°
C, sendo ideal a temperatura de 37° C. O habitat natural da bactéria € o estbmago
humano, com pHs menores do que quatro, apesar de seu crescimento ocorrer de
maneira ideal em pHs que variam de 5.5 a 8.0, preferencialmente no ph neutro
(Scott et al., 2002; Stingl et al., 2002).

O H. pylori € um micro-organismo urease, catalase e oxidase positivo,
caracteristicas comumente utilizadas para sua identificacdo. Além disso, é capaz
de catabolizar a glicose, porém nao outros acucares (Doig et al., 1999; Marais et
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al., 1999). Para combater o estresse oxidativo, a bactéria expressa varios
componentes de resisténcia, como as enzimas superoxido-dismutase, utilizando o
ferro (Seyler et al., 2001), catalase e alquil-hidroperoxi-redutase (Olczak et al.,
2003).

Com relacao ao metabolismo do nitrogénio, presente em sua maior parte na
forma de aminoacidos e ureia no ambiente gastrico, o H. pylori, através da sintese
da urease, produz aménia, um importante fator que permite sua sobrevivéncia no
pH acido do estébmago; além dessa fungéo, essa enzima também é considerada
um fator de viruléncia (Kusters et al., 2006). Estima-se, inclusive, que pelo menos
dez por cento das enzimas produzidas pela bactéria sejam constituidos pela
urease (Bauerfeind et al., 1997). Outras importantes proteinas sintetizadas pelo
micro-organismo sdo as amidases, as deamidases e a arginase (Mendz e Hazell,
1996; Gobert et al., 2001).

Os metais também sao importantes para o metabolismo bacteriano,
atuando em uma série de reagdes quimicas como cofatores de enzimas e
catalizadores de reagbes basicas como o transporte de elétrons. Assim, de
essencial importancia sdo o niquel (Fulkerson et al., 1998), o ferro (Berg et al.,
1997), o cobre (Ge e Taylor, 1996) e o cobalto (McGee et al., 1999).

Finalmente, o H. pylori possui um envoltério celular semelhante ao de
outras bactérias gram-negativas, consistindo de uma membrana citoplasmatica,
um periplasma com peptideoglicanas e uma segunda membrana formada por
lipidios (Kusters et al., 2006).

1.1.4- Transmissao

O mecanismo exato de transmissao do H. pylori permanece indefinido, ja
que a bactéria tem praticamente como Unico reservatorio o ser humano (Mendall e
Northfield, 1995; Kusters et al., 2006). Em raras ocasiées, 0 micro-organismo foi
detectado em animas domésticos, que podem, portanto, ser uma fonte de infeccao
(Brown et al., 2001; Dore et al., 2001).
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Alguns estudos demonstraram a colonizagdo bacteriana em gatos
domésticos, primatas e suinos (Handt et al., 1994; Fox et al., 1995), também
sugerindo-se que as moscas domésticas possam ser vetores para a transmissao
do H. pylori (Grubel et al., 1997).

No entanto, como ndo ha uma conclusdo acerca da possivel transmisséao
por animais, novas infeccbes parecem ocorrer como consequéncia direta da
transmissdo entre humanos, através de duas vias principais: oral-oral e fecal-oral,
ou de ambas (Kusters et al., 2006).

Considera-se que a infeccdo seja adquirida na infancia, sendo a
transmissao oral-oral a mais comum, especialmente devido a estudos que
demonstraram que pessoas de uma mesma unidade familiar e individuos
institucionalizados apresentam uma prevaléncia elevada da bactéria (Brown, 2000;
Allaker et al., 2002; Kivi et al., 2003; Konno et al., 2005). Evidéncias primarias de
que o H. pylori pode ser transmitido pela saliva foram decorrentes de estudos que
mostraram uma elevada contaminagdo entre criangcas que ingeriram alimentos
previamente mastigados pelas maes, o que é uma pratica comum em alguns
paises da Africa (Albenque et al., 1990).

Assim, a cavidade oral tem sido proposta como reservatério da infeccéo e
também das reinfeccoes pelo H. pylori, apesar de nao ser claro se a bactéria é um
habitante constante ou intermitente deste local (Nguyen et al., 1995; Madinier et
al.,, 1997). As mais provaveis fontes de infecgdo oral incluem a saliva, a placa
dental, o contetdo do refluxo gastrico e o vomito (Brown, 2000; Song et al., 2000).

O DNA bacteriano também foi isolado através da analise das fezes de
individuos infectados, demonstrando ser, a rota fecal-oral, um mecanismo também
importante de transmissdao (Namavar et al., 1995; Gramley et al., 1999; Parsonnet
et al., 1999). A disseminacao pela via fecal-oral pode ocorrer diretamente de uma
pessoa infectada a outra ou em decorréncia de situacbes ambientais que a
favorecam, como elevada densidade populacional no domicilio e precérias
condi¢des sanitarias e higiénicas (Dominici et al., 1999; Malaty et al., 2003, Bruce
e Maaroos, 2008).
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Diversos estudos também analisaram a possivel transmissdo através da
agua (Enroth e Engstrand, 1995; Hegarty et al., 1999; Queralt et al., 2005; Bruce e
Maaroos, 2008), o que provavelmente reflete a contaminagcédo desse recurso com
DNA bacteriano degradado ou com o micro-organismo morto (Kusters et al.,
2006). Ainda, outra fonte de contaminacdo seriam os alimentos, ja que ha
evidéncias de que a bactéria possa sobreviver por um tempo limitado em comidas
refrigeradas (Poms e Tatini, 2001).

Com base nessas consideragdes, a transmissao pessoa-pessoa permanece
como a forma mais provavel de aquisicao da infecgao.

1.1.5- Epidemiologia

O H. pylori é uma bactéria de distribuicdo universal que acomete mais da
metade da populacdo mundial, sendo considerado um importante problema de
saude publica.

A prevaléncia das infeccoes pela bactéria varia bastante entre as nacdes
industrializadas e os paises em desenvolvimento assim como dentro de uma
mesma sociedade (Megraud et al., 1989; Graham et al., 1991; Taylor e Blaser,
1991; Fischbach et al., 2009). Obviamente, as diferencas encontradas entre os
grupos étnicos sao ocasionadas pelas intensidades maiores ou menores de
exposi¢ao ao agente etiolégico, tanto social como relativa a dieta alimentar e aos
fatores ambientais (Graham et al., 1991; Malaty et al., 1994).

Evidéncias epidemiologicas apontam que a infecgdo pelo H. pylori é
adquirida principalmente na infancia e se caracteriza pela cronicidade (Fiedorek et
al.,, 1991; Kodaira et al., 2002), sendo que estudos realizados em locais
economicamente menos satisfatérios demonstraram que as condi¢des sanitarias e
de higiene podem ser importantes fatores para a disseminacao da bactéria (Fox,
1995; Torres et al., 2001).

Nos paises em desenvolvimento, estima-se que mais de 80% da populacao
sejam contaminados pela bactéria, incluindo individuos bem jovens (Perez-Perez
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et al., 2004). Por outro lado, nos paises desenvolvidos, a prevaléncia de pessoas
contaminadas permanece ao redor de 40% e é consideravelmente bem menor em
criangas e adolescentes do que em adultos (Kusters et al., 2006).

No Brasil, pesquisas feitas com criangas na regido nordeste, por exemplo,
identificaram altas taxas de infeccao pela bactéria em criancas, com valores de
22.2% na idade de meio a dois anos, 46.9% para trés a quatro anos e 70.0% para
cinco a seis anos, seguindo-se porcentagens também elevadas nas idades acima
das citadas (Parente et al., 2006). Outros estudos realizados no pais confirmam as
evidéncias de que o nivel social e de educacao, além das condicdes sanitarias e
familiares em que os individuos vivem, além da idade, sao fatores determinantes
na aquisicao da infec¢ao (Santos et al., 2005; Zaterka et al., 2007).

Dados provenientes da Alemanha demonstraram que a prevaléncia da
infecgdo pelo H. pylori varia de cinco a sete por cento em criangas com idade de
cinco a sete anos (Grimm e Fischbach, 2003). J& para os adultos, mulheres e
homens, a prevaléncia em idades menores do que 30 anos é de 25 e 30%, entre
30 e 34 anos, de 19 e 16% e, acima dos 35 anos, de 12 e 24%, respectivamente
(Rothenbacher et al., 1998; Brenner et al., 2006).

Por sua vez, na regido da Asia-Pacifico, que é bastante heterogénea, a
prevaléncia da infec¢ao pela bactéria varia tanto dentro de um mesmo pais quanto
entre paises (Lam e Talley, 1998; Fock et al., 2009). Apesar de as taxas de
infeccdo e, portanto, de transmissao, terem sofrido um decréscimo nas ultimas
décadas, principalmente devido a melhoria das condicbes de higiene em alguns
paises dessa regido, uma grande proporcdo de individuos adultos permanece
infectada, manifestando indices elevados para a Ulcera péptica e o cancer
gastrico. Nesse ultimo caso, a doenca permanece como a segunda causa de
morte por cancer no mundo, e 0s casos dessa regido contribuem muito para essa
estatistica (Kamangar et al., 2006; Fock et al., 2009).
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1.1.6- Patogénese e fatores de viruléncia

A primeira doencga, que ocorre apos a colonizacado pelo H. pylori, é a
gastrite crénica ativa, condicdo que pode ser observada em todos os individuos
infectados pela bactéria. A distribuicdo intragastrica e a gravidade do processo
cronico inflamatério dependem de uma variedade de fatores, dentre os quais as
caracteristicas das cepas, a genética e a resposta imunoldgica do hospedeiro, a
dieta e o nivel de produgéo do &cido gastrico. Como complica¢des desse processo
inflamatério, particularmente nos locais de mais grave inflamacao, aparecem a
Ulcera péptica, o cancer gastrico e o linfoma MALT (Kusters et al., 2006).

Dessa forma, desde sua descoberta, e com 0 sequenciamento do genoma
de varias cepas, foram identificados diversos fatores de viruléncia bacterianos, os
quais parecem ditar regras importantes no que diz respeito a patogénese das
doencas gastroduodenais. Apesar disso, a identificagdo de um fator de viruléncia
especifico, preditivo de uma determinada doenca, permanece desconhecida.

Os diversos genes codificadores de diferentes fatores de viruléncia
bacterianos sdo geralmente classificados em trés categorias (Yamaoka, 2008).

A primeira comporta 0s genes cepa-especificos, que sao presentes em
apenas algumas cepas do H. pylori. Dentro desse grupo, o fator mais estudado é a
cagPAIl, que codifica um sistema de secregao bacteriano do tipo IV (Censini et al.,
1996). A cagPAIl contém aproximadamente 30 genes, incluindo o cagA, que injeta
a citotoxina CagA e, possivelmente, outras proteinas bacterianas nas células
hospedeiras (Asahi et al., 2000; Viala et al., 2004). Cepas que possuem 0 gene
cagA sao estatisticamente relacionadas ao desenvolvimento da Ulcera péptica e
do cancer gastrico do que cepas que possuem delecado desse gene (Blaser et al.,
1995; van Door et al., 1998). Apesar de os genomas completos de trés cepas do
H. pylori (26695, J99 e HPAG1) demonstrarem positividade para a cagPAl, outros
genes cepa-especificos com potencial para serem classificados como fatores de
viruléncia sao encontrados fora da cagPAl, na regido denominada zona de
plasticidade (Yamaoka, 2008).

68



Na segunda categoria definida por essa classificacdo, encontram-se 0s
genes fase-variaveis, que sdo aqueles que podem sofrer modificagcdes durante o
crescimento bacteriano ou sob diferentes condigdes. Com base na comparacao
dos trés genomas acima citados, cinco genes codificadores de proteinas da
membrana parecem apresentar variagdes, sendo eles oipA, sabA, sabB, babB e
babC. Dentre esses, héa indicagdes de que a OipA (outer inflammatory protein) e a
SabA (sialic acid binding adhesin) sejam associadas a Ulcera péptica e ao cancer
gastrico (Yamaoka et al., 2002; Yamaoka et al., 2006). Além desses, a proteina
BabA (blood group antigen binding adhesin) também demonstrou uma possivel
associacdo com essas duas doencas (Yamaoka et al., 2006; Fujimoto et al.,
2007).

Por sua vez, a terceira categoria é constituida pelos genes que possuem
estruturas ou genétipos diferentes dependendo da cepa. Por exemplo, genétipos
vacA especificos contendo diferentes combinacées do mosaicismo formado pelas
regides s e m tém sido associados as diversas doengas gastricas (Atherton et al.,
1995). Além disso, a estrutura de muitos desses genes difere entre as cepas
ocidentais e as asiaticas, o que pode influenciar a viruléncia (Yamaoka, 2008).

Dessa forma, no presente estudo, foram considerados importantes para a
identificacdo de cepas bacterianas do H. pylori presentes em amostras de tecido
gastrico canceroso precoce e avangado, 0s genes vacA, cagA, cagT e dupA, cuja
descrigcao mais detalhada como fatores de viruléncia segue abaixo.

1.1.6.a- Vacuolating cytotoxin gene (gene vacA)

O gene vacA, presente em todas as cepas do H. pylori, produz a
denominada citotoxina de vacuolizagao (VacA), um importante fator de viruléncia
bacteriano que tem sido associado ao desenvolvimento da Ulcera péptica e do
cancer gastrico (Blaser e Atherton, 2004). Essa toxina pode induzir multiplas
atividades celulares, incluindo a vacuolizagdo celular, a formacao de canais de
membrana, a perturbagcdo da fungdo endossomal/lisossomal, a apoptose e a
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imuno-modulacao (Czajkowsky et al., 1999; Tombola et al.,, 2001; Costa et al.,
2009).

A forma monomeérica da VacA possui dois dominios, p55 e p33, importantes
para a atividade celular. A cadeia N-terminal do p55 é essencial para a
vacuolizacdo induzida por essa proteina e para a despolarizacdo da membrana
celular do hospedeiro (lvie et al., 2008). Esse dominio também é importante para a
formacao de estruturas oligoméricas da VacA, sugerindo seu papel na formagéo
de canais de membrana anidnicos (Mashima et al., 2008; Gangwer et al., 2010).
Por sua vez, o dominio p33, localizado na regidao intermediaria do gene vacA,
apresenta algumas variagbes, que foram associadas com o desenvolvimento do
cancer gastrico em um estudo iraniano (Hussein et al., 2008) e com a Ulcera
péptica em uma pesquisa realizada na ltalia (Basso et al., 2008).

O gene vacA compreende, ainda, duas partes variaveis, que sao
denominadas s € m. A regido s (signal region) codifica o sinal peptidico e esta
localizada no final da cadeia 5°, possuindo dois alelos, s1 e s2, sendo que, para o
alelo s1, existem trés subtipos: s1a, s1b e s1c; a regidao média (middle region), por
sua vez, possui os alelos m1 e m2 (Atherton et al.,, 1995; Dunn et al., 1997; van
Door et al., 1998; Blaser e Atherton, 2004). A combinagcdo em mosaico dos alelos
da regido s com os alelos da regiao m determina a producdo de citotoxinas,
responsaveis pelo grau de viruléncia da bactéria. As cepas portadoras do gendtipo
vacA s1/m1 produzem grande quantidade de toxina, enquanto as cepas s1/m2
produzem quantidade moderada, e as cepas s2/m2, pouca ou nenhuma toxina
(Letley et al., 2003). As cepas vacA do tipo s1a parecem ser mais patogénicas que
as s1b, s1c ou s2, sendo mais relacionadas a Ulcera péptica. As cepas do tipo m1
estdo associadas ao maior risco de danos as células epiteliais do que as do tipo
m2 (van Door et al.,, 1998, Atherton et al., 1999). As diferentes combinacdes
dessas regioes, portanto, determinam a producao da atividade citotéxica (Ahmed e
Sechi, 2005).
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1.1.6.b- llha de Patogenicidade cag (cagPAl), cytotoxin associated

gene A (gene cagA), cytotoxin associated gene T (gene cagT)

O cytotoxin associated gene A, que codifica a expressdao de uma proteina
imunodominante de 120 a 145 kDa, a CagA, é localizado no final da denominada
cagPAl, um segmento do DNA de 40 kb, que é provavelmente transferido de
forma horizontal no genoma bacteriano (Censini et al., 1996; Akopyants et al.,
1998).

Com base na presenca ou na auséncia desse gene, comumente conhecido
como gene cagA, as cepas do H. pylori sao classificadas em positivas ou
negativas (Covacci et al., 1993; Tummuru et al., 1993). Nos Paises Ocidentais,
aproximadamente 30 a 40% das cepas da bactéria ndo possuem esse gene,
enquanto nos paises do Leste Asiatico praticamente todas as cepas sao cagA
positivas (Hatakeyama e Higashi, 2005; Hatakeyama, 2009).

Estima-se que a cagPAI contenha de 27 a 31 genes, dependendo da cepa.
Dentre eles, pelo menos 18 codificam proteinas que atuam como construtores de
um sistema de secrecao do tipo IV, uma estrutura em forma de envelope aberto
composta por multiplas unidades celulares ancestralmente relacionadas aos
sistemas de conjugacao bacterianos, e que tem a funcéo de transferir proteinas e
complexos nucleo-protéicos através das membranas (Akopyants et al., 1998).
Esse sistema parece compor uma estrutura capaz de transportar produtos do H.
pylori através das membranas bacteriana e plasmatica das células gastricas
epiteliais (Hatakeyama, 2009).

Infeccbes com cepas cagA positivas tém sido associadas com graus mais
elevados de inflamacdo da mucosa gastrica, parecendo desempenhar um
importante papel no desenvolvimento do céncer géstrico, tanto do tipo difuso
quanto do intestinal, sendo crucial nos estagios pré-neoplasicos que ocorrem
nesse ultimo (Endo et al., 1995; Blaser et al., 1995; Kuipers et al., 1995; Parsonnet
et al.,, 1997, Wang et al., 2007).

Os mecanismos principais de patogenicidade da CagA incluem sua entrada
nas células gastricas epiteliais, onde ocorre um processo de fosforilacdo (Segal et
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al., 1999; Stein et al., 2000), sua interacao com a SHP-2 fosfatase (Higashi et al.,
2002; Yamazaki et al., 2003), seus efeitos na transcricdo (Hirata et al., 2002;
Brandt et al.,, 2005) e os defeitos que provoca na polaridade e na jungdo das
membranas celulares (Amieva et al., 2003; Saadat et al., 2007).

Dessa maneira, apos ligagéo as células do epitélio gastrico, as cepas do H.
pylori cagA positivas injetam a proteina CagA no citoplasma celular, através do
sistema de secrecao tipo 1V (Segal et al., 1999; Asahi et al., 2000; Odenbreit et al.,
2000; Azuma, 2004). A proteina CagA translocada localiza-se, entdo, na parte
interna da membrana plasmatica, onde sofre tirosina fosforilacdo, através de uma
das enzimas da familia quinase (Selbach et al., 2002; Poppe et al., 2007;
Hatakeyama, 2009). A CagA possui uma sequéncia repetida de 5 aminoacidos
(acido glutamico-prolina-isoleucina-tirosina-alanina), que constitui um dominio
denominado EPIYA, encontrado na regiao polimoérfica carboxi-terminal da proteina
(Higashi et al., 2002; Nguyen et al., 2009). O dominio EPIYA é dividido em quatro
extensdes, EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C e EPIYA-D, com base na sequéncia de
aminodcidos que flanqueia cada um deles. De acordo com a combinagao desses
dominios, as cepas produtoras de CagA foram divididas em dois grupos, a CagA
dos Paises Ocidentais, que possui os dominios EPIYA-A e EPIYA-B seguidos de
uma a cinco repeticdes do EPIYA-C, e a CagA do Leste Asiatico, que apresenta
os dominios EPIYA-A e EPIYA-B seguidos do EPIYA-D (Hatakeyama, 2006).

Além disso, a proteina CagA, injetada nas células hospedeiras, é capaz de
perturbar os sistemas de transducdo de sinais e alterar as fungdes celulares
através da interacao direta com uma proteina celular denominada SHP-2. Esta
desempenha um importante papel na transducao mitogénica, sendo também
ativamente envolvida na regulacéo da difusdo, da migracao e da adesao celulares
(Ahmad et al., 1993; Yu et al., 1998). A alteracao na regulacao dessa proteina pela
CagA pode induzir a proliferacdo anormal das células gastricas epiteliais,
podendo, ainda, ter um papel crucial no surgimento de fendtipos celulares
alterados em um estagio relativamente precoce do processo da carcinogénese
gastrica (Azuma, 2004; Backert et al., 2010).
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Outra maneira de induzir os danos celulares é representada pela interagao
da CagA na transcricdo celular, o que pode ocorrer por diferentes caminhos. A
CagA ativa o denominado serum responsible element (SRE) dependente de
transcricdo de uma forma independente de fosforilagdo (Hirata et al., 2002), e a
NF-Kb, que induz a producéo de citocinas pré-inflamatérias, como a interleucina-8
(Brandt et al., 2005).

Finalmente, a proteina CagA é capaz de romper as jungdes celulares,
provocando a perda da polaridade apical baso-lateral (Amieva et al., 2003; Saadat
et al., 2007), atividade mediada por uma interacao especifica entre ela e duas
enzimas da membrana, partitioning-defective-1b (PAR1b) e microtubule affinity-
regulating kinase-2 (MARK2) (Zeaiter et al., 2008)

No que diz respeito ao desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico do
tipo intestinal, infecgbes com cepas cagA positivas do H. pylorilevam a alteragdes
histopatolégicas progressivas, quais sejam a gastrite crbnica ativa, a gastrite
atréfica, a metaplasia intestinal, a displasia, e o cancer propriamente dito (Correa,
1992). Como o complexo CagA-SHP-2 é detectado principalmente na mucosa
presente na gastrite atréfica, ele pode desempenhar uma regra crucial no
desenvolvimento dessa alteracéo tecidual, assim como na transicao entre esta e a
metaplasia intestinal (Azuma et al., 2004). Dessa forma, a CagA media sinais
anormais que desregulam o crescimento celular, levando a proliferacdo e a
consequente apoptose. Contudo, o crescimento exacerbado e desordenado das
células gastrica epiteliais leva ao desenvolvimento do cancer (Tsutsumi et al.,
2003).

Por sua vez, o cytotoxin associated gene T (gene cagT), localizado na
segunda metade da regido cag Il da cagPAl, € homélogo do gene virB7 da A.
tumefaciens, e codifica uma lipoproteina encontrada no denominado canal
periplasmatico do sistema de secrecao tipo IV (Cascales e Christie, 2003; Christie
et al., 2005). Esse gene ainda ndo teve seu papel completamente identificado na
patogénese das doencas gastroduodenais, mas, demonstra ser, junto ao gene
cagA, um componente essencial do sistema de secrecéo tipo |V, sendo associado,
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em alguns trabalhos, ao desenvolvimento da ulcera péptica (Mattar et al., 2007:
Pachecco et al., 2008).

1.1.6.c- Duodenal ulcer promoting gene (gene dupA)

O duodenal ulcer promoting gene (gene dupA) é localizado na denominada
zona de plasticidade do genoma bacteriano, regido que apresenta uma
variabilidade genética de aproximadamente 3 a 4% do cromossomo, quando feita
a comparacao entre diferentes isolados bacterianos (Tomb et al., 1997; Alm e
Trust, 1999).

Andlises de sequéncias do genoma indicam que pelo menos metade dos
genes cepa-especificos do H. pylori sejam encontrados nessa regido, o que tem
levado ao interesse da comunidade cientifica (Occhialini et al., 2000; Kersulyte et
al., 2003). Estudos sugerem que alguns genes, ou a combinagéo deles, na zona
de plasticidade, podem ter um papel importante na patogénese das doencas
gastroduodenais associadas ao H. pylori (Lu et al., 2005).

A zona de plasticidade da cepa J99 contém dois homdlogos do virB4, os
genes jhp0917 e jhp0918. O gene jhp0917 codifica uma proteina de 475
aminoacidos, mas apresenta auséncia de uma regido C-terminal do virB4,
enquanto o gene jhp0918 codifica um produto de 140 aminoacidos homdlogos a
regiao deletada do virB4. Os genes jhp0917 e jhp0918, que sado altamente
conservados, formam uma regido continua e apresentam uma possibilidade de
variagdo na sua sequéncia de aminoacidos de apenas 1.9%, compondo o
denominado gene dupA (Lu et al., 2005). Além disso, o alto grau de conservagao
das suas sequéncias e o fato de o gene dupA estar presente em cepas
provenientes de diferentes continentes e em populagcbes com perfis genéticos
diversos, sugere que esse gene tenha sido mantido através das migracoes
humanas (Schmidt et al., 2009).

Apbs sua descoberta, o gene dupA foi considerado um marcador especifico
de ulcera duodenal e um fator de prote¢do contra a gastrite atréfica, a metaplasia
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intestinal e o cancer gastrico (Lu et al., 2005), informacdo que nao tem sido
corroborada por trabalhos mais recentes (Pachecco et al., 2008; Zhang et al.,
2008; Schmidt et al., 2009).

Dessa forma, a funcdo do gene dupA ndo é ainda completamente
entendida. Esse gene codifica homélogos da ATPase do VirB4, a qual parece
estar envolvida na transferéncia do DNA e de proteinas. Experimentos in vitro
utilizando cepas com delecdo e com mutagbes do gene demonstraram que a
auséncia do dupA é associada a possivel diminuicdo do pH. Ainda, a presenca do
gene demonstrou estar envolvida no aumento da produgao de interleucina-8 (IL-8)
tanto na mucosa gastrica antral in vivo quanto nas células epiteliais gastricas in
vitro (Lu et al., 2005).

E possivel que o gene dupA atue em combinagcdo com outros homoélogos
(vir) da zona de plasticidade formando um sistema de secrec¢éo do tipo IV similar a
cagPAI, que também ¢é envolvida na secrecdo de IL-8. Entretanto, pesquisas
realizadas nos genes dessa regido na cepa J99 ndo encontraram outros genes
que pudessem, junto ao jhp0917 e ao jhp0918, constituir um sistema desse tipo.
Sugere-se, dessa maneira, que algumas cepas formem um sistema de secrecao
tipo IV com envolvimento do gene dupA enquanto outras n&o, acrescentando,
ainda, que apenas as cepas dupA positivas formadoras de um sistema desse tipo,
sejam capazes de provocar o desenvolvimento das doencas gastroduodenais
(Yamaoka, 2008).

1.1.7- Relacao entre o H. pylori e as doencas humanas

1.1.7.a- Doencas gastrointestinais
A infeccdo pelo H. pylori provoca grande desconforto em milhares de

individuos e leva a morte, através do desenvolvimento de doengas mais graves,
como o adenocarcinoma gastrico, uma porcentagem bastante elevada de
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pacientes anualmente, fatos estes que, muitas vezes, sao subestimados pelas
autoridades de saude publica e por especialistas em doencas infecciosas (Sullivan
et al., 1990; Tebbe et al., 1996; Blaser, 2005).

A grande parte dos individuos infectados pela bactéria ndo apresenta
sintomas e, quando estes ocorrem, comumente incluem sintomas inespecificos,
acompanhados ou nao de outros sinais clinicos, tais como pirose, nausea, vémitos
e flatuléncia (Bernersen et al., 1992; Dev e Lambert, 1998). Além disso, ha
suposi¢cdes de que infecgdes pelo micro-organismo possam estar associadas com
diarréia persistente e com o aumento da susceptibilidade a outras doencas
infecciosas (Clemens et al., 1995).

A infecgdo pelo H. pylori geralmente estd associada a gastrite cronica ativa
e a Ulcera péptica (Cover e Blaser, 1996), também estando envolvida no
desenvolvimento de doengas gastroduodenais mais graves, como O
adenocarcinoma gastrico, tanto do tipo intestinal quanto do difuso (Correa, 1995;
Ming, 1998), e o linfoma gastrico tipo MALT (Parsonnet et al., 1994).

Com relacdo a gastrite, apés a infeccdo pela bactéria, ocorre
invariavelmente um processo inflamatério no estébmago, caracterizado por um
intenso infiltrado de neutréfilos e eosindfilos na lamina prépria, na camada de
muco e na luz glandular. Ha edema e congestdo, além das células epiteliais
poderem apresentar atipias. Essas alteragbes, caracterizadas como gastrite
aguda, ocorrem, em geral, no corpo e, mais intensamente, no antro gastricos. Pelo
exame endoscoépico pode-se verificar hiperemia, friabilidade da mucosa e erosoes.
A maioria dos individuos pode n&o apresentar sintomas nessa fase, porém, alguns
pacientes relatam a ocorréncia de dor epigastrica e vémitos (Rocha et al., 1991).

A persisténcia do agente leva a um quadro de gastrite crbnica,
caracterizado pela presenca de linfécitos e plasmécitos na lamina prépria, sendo
que a relagdo causal entre a infeccdo e a gastrite crébnica em atividade é muito
consistente. A bactéria é encontrada na quase totalidade desses casos, com
reducdo do processo inflamatério quando ha a erradicacdo do micro-organismo.
Também estima-se que haja um paralelismo entre a intensidade do processo e a
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maior densidade de colonizacdo (McNulty et al., 1986; Johsnton et al., 1988;
Zeitune e Monici, 2000).

Por sua vez, para a ulcera péptica, considera-se que a descoberta do H.
pylori tenha sido um evento definitivo para o entendimento da sua patogénese
(Rauws e Tytgat, 1990; Dev e Lambert, 1998). A infec¢do pela bactéria é
relacionada com mais de 90% dos casos de Ulcera duodenal e, na auséncia do
uso de anti-inflamatérios néao esteroidais (AINEs), com mais de 80% das Uulceras
gastricas (Walsh e Peterson, 1995; Dev e Lambert, 1998).

Consequentemente, ap0s a constatacdo de que a erradicagédo do H. pylori
leva a cicatrizacdo da Ulcera péptica, estabeleceu-se, em 1987, que todos os
pacientes com essa doenca relacionada ao micro-organismo deveriam receber o
tratamento especifico para eliminagdo do agente (Kodaira et al., 2002; Blaser,
2005).

O H. pylori desempenha um papel de suma importancia na patogénese do
cancer gastrico, tornando-se objeto do presente estudo, estando associada tanto
aos adenocarcinomas do tipo intestinal quanto do difuso, o que levou, no ano de
1994, a classificacdo da bactéria como carcindégeno do tipo | pela International
Agency for Research on Cancer, 6rgao subordinado a Organizacdo Mundial de
Saude (International Agency for Research on Cancer, 1994; Peter e Beglinger,
2007, Wang et al., 2007).

Evidentemente, como mencionado no decorrer do presente texto, o
processo da doenca é multifatorial, sendo dependente das caracteristicas das
cepas do H. pylori infectantes de cada individuo, das caracteristicas genéticas do
hospedeiro e de fatores ambientais.

Finalmente, resultados de estudos epidemioldgicos sugerem que o linfoma
gastrico tipo MALT esteja relacionado a infecgédo prévia pelo H. pylori, ja que essa
infeccdo é encontrada em mais de 90% dos pacientes com esse diagnostico
(Parsonnet et al., 2004; Erdman et al., 1997). As lesdes linféides sdo geralmente
confinadas a mucosa gastrica, mas envolvem os linfonodos regionais em
aproximadamente 25% dos casos. Esses linfomas, chamados de baixo grau,
regridem no periodo de doze meses quando a infeccdo pelo H. pylori é
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eficazmente tratada, sendo o prognéstico, na maior parte dos casos, muito bom
(Cammarota et al., 2005).

Por outro lado, apesar das associacbes entre a bactéria e o
desenvolvimento das doengas gastrointestinais acima citadas, uma possivel
relacdo simbidtica entre o H. pylori e seu hospedeiro € também discutida por
alguns pesquisadores (Ahmed, 2005; Ritcherl et al., 2005). Dessa forma, por
exemplo, a infecgdo pelo micro-organismo poderia exercer uma protecdo contra
determinados tipos de diarréia em criangas (Rothenbacher et al., 2000) e até
mesmo em adultos (Bode et al., 2001). Poderia, ainda, basear a hipétese de que a
aquisicao da infeccdo na infancia seria associada a reduzidos indices de
aparecimento de asma e alergias (Chen et al., 2007) e, por fim, que a erradicagcédo
da bactéria diminuiria as incidéncias de Ulceras pépticas e de cancer gastrico, mas
estaria inversamente relacionada ao surgimento de taxas mais elevadas de cancer
do es6fago (Blaser, 2005; Figueiredo et al., 2005).

1.1.7.b- Doencas extradigestivas

As doencgas gastroduodenais passaram a ser intensamente estudadas apds
a descoberta do H. pylori, ndo s6 com relacdo aos seus aspectos patogénicos
como também nas condutas diagndstica e terapéutica (Lorena e Zeitune, 2007).

Com base nas observagdes de que o H. pylori produz, na fase aguda de
sua infecgéo, diversas substancias pro-inflamatérias, e que existe uma relagédo
importante entre alguns antigenos bacterianos e do hospedeiro, alguns autores
tém relacionado a presenca da bactéria com a patogénese de algumas doencas
extragastricas e, inclusive, extradigestivas (Gasbarrini et al., 1999; Lorena e
Zeitune, 2007). Para possivel explicagdo das alteragcées determinadas pela
bactéria e o surgimento dessas enfermidades, tem sido sugerido que o processo
inflamatoério ocasionado pela presencga da bactéria possa liberar substancias que
atuariam a distancia, ou pela mimetizacao molecular cruzada que poderia ocorrer
entre a bactéria e o0s antigenos do hospedeiro. Entretanto, existem
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questionamentos acerca desse aspecto, na medida em que se tem isolado esse
micro-organismo em outros tecidos do organismo, além daquele habitualmente
colonizado, ou seja, a mucosa gastrica (Lorena e Zeitune, 2007).

Dentre as doencas extragastricas e extradigestivas possivelmente
relacionadas ao H. pylori, incluem-se a anemia por deficiéncia de ferro de causa
desconhecida (Capurso et al., 2001) e algumas doencas autoimunes, como a
artrite reumatéide (Zentilin et al., 2002) e as doengas da tiredide (de Luis et al.,
1998). Investigacbes também tém sido feitas com relacdo ao possivel
envolvimento da bactéria nas doencas coronarianas e cardiacas (Kowalski, 2001;
Eskandarian et al., 2006), e em certos tipos de alergia, como a urticaria e a
dermatite atopica (Galadari e Sheriff, 2006). Alguns problemas respiratorios
(Roussos et al., 2003; Karel'skaia e Ignat’ev, 2005) e a purpura trombocitopénica
imunoldgica (PTI) também podem estar associados a infecgdo crénica pelo H.
pylori. Neste ultimo caso, certos estudos demonstraram que a erradicacdo do
micro-organismo parece favorecer o progndstico em uma importante porcentagem
de pacientes (Di Campli et al., 1998; Emilia et al., 2001; Ando et al., 2004). H&
hip6teses também que cepas especificas do H. pylori possam ser relacionadas ao
desenvolvimento da PTI, como as cagA positivas, entretanto, estudo realizado no
Brasil, ndo encontrou essa relacdo, apesar de ter relatado uma importante
associagao entre a presencga da bactéria e o0 aparecimento da doenca (Oliveira,
2008). Também realizado no Brasil, mas com relagdo a associacao entre a anemia
por deficiéncia de ferro, um trabalho demonstrou que nao ha relacao entre essa
doenca e o H. pylori, no grupo de pacientes estudado (Alvarenga et al., 2010).

Finalmente, dados importantes também tém sido relatados no que diz
respeito a presenga do H. pylori em amostras de tecido hepatico. Estudo realizado
na Rdssia sugeriu uma possivel relacdo entre a presenca da bactéria e o
desenvolvimento de doencas hepato-biliares, encontrando o DNA do micro-
organismo em amostras provenientes de tecido hepatico, do epitélio do ducto biliar
e da bile (Isaeva et al., 2009). No Ira, utilizando amostras de tecido hepético
fixadas e emblocadas em parafina, foram obtidos resultados positivos para a
presenca do DNA do H. pylori em nove de 28 amostras, revelando que,
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possivelmente, a bactéria determina um importante papel nas enfermidades
hepéticas (Pirouz et al., 2009). No Brasil, estudo em andamento, também
realizado com amostras de tecido hepatico fixadas, relatou a presenga da bactéria
em uma porcentagem importante de pacientes (Rabelo Gongalves et al., 2010).

1.2- Cancer gastrico

1.2.1 - Cancer gastrico precoce e avancado

Os tumores do estbmago apresentam-se, predominantemente, sob a forma
de trés tipos histolégicos, o adenocarcinoma, responsavel por 95% das neoplasias
gastricas, o linfoma, diagnosticado em 3% dos casos, e 0 leiomiossarcoma
(Instituto Nacional do Cancer, 2010).

O conceito de cancer gastrico precoce foi dado pela Sociedade Japonesa
de Endoscopia Digestiva em 1962, com base no potencial de cura dessa doenga
em relacdo a outras enfermidades. Dessa forma, o cancer gastrico precoce é
definido como o tumor confinado a mucosa ou a submucosa, independente de sua
forma ou extensao, sem considerar se ha ou néo a invasao linfonodal (Japanese
Research Society for Gastric Cancer, 1973).

A primeira descrigdo de um caso de cancer gastrico precoce foi atribuida a
Hauser de Leipzig, em 1883 (Friesen et al., 1983) ou Saeki do Japdo em 1938
(Traynor et al., 1987), sendo a primeira série de 15 casos relatada por Stout
(1942).

Pacientes com diagnostico da doenca nessa fase apresentam um excelente
progndéstico, com indices de sobrevivéncia de cinco anos maiores do que 90%
(Yamazaki et al., 1989; Sue-Ling et al., 1992), especialmente se ndao houver o
envolvimento linfonodal. Inclusive, os denominados micro-carcinomas (diametros
menores do que 5 mm) tém sido mais diagnosticados, especialmente no Japao,
onde a incidéncia da doenca é bastante alta (Everett e Axon, 1998).
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Os adenocarcinomas precoces sao mais diferenciados do que os
avancados (Hampson et al., 1990). No Japao, adenocarcinomas tubulares bem
diferenciados, identificados simplesmente com base no atipismo celular, séo
reconhecidos e sao descritos como “menos malignos” pelos pesquisadores (Fujii
et al., 1994), porém os critérios de diagnéstico desse tipo de cancer diferem entre
os patologistas japoneses e os de outros paises em muitos casos (Schlemper et
al., 1997).

Acredita-se que muitos tumores gastricos precoces sejam provenientes de
um ciclo de ulceragdes, cicatrizacdo e reulceragdes. Eventualmente, esse
processo pode levar possivelmente a cura em determinados casos, sendo que
alguns tumores permanecem em estagio precoce por varios anos, mesmo sem
tratamento (Kohli et al., 1981; Everett e Axon, 1998).

Trabalho de extrema importancia, também realizado no Japao, demonstrou
que a erradicacao do H. pylori, apds ressecgdo endoscoépica do cancer precoce,
levou ao n&o surgimento de novos tumores, 0 que n&o ocorria quando apenas o
tratamento cirurgico era realizado, sugerindo que a erradicagcado bacteriana pode
inibir o desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal em seus
estagios iniciais (Uemura et al., 1997).

Nessa pesquisa, em 65 pacientes submetidos a ressec¢ao endoscopica da
neoplasia gastrica do tipo intestinal em estagio precoce e ao tratamento de
erradicacao do H. pylori, feito com combinagdes de omeprazol e antibidticos, foi
verificada uma diminuicdo da infiltragdo de neutréfilos e um decréscimo da
gravidade da metaplasia intestinal, presente em todos os casos, sugerindo que a
erradicacdo da bactéria pode ser de extrema importancia para 0 nao
desenvolvimento de novas lesdes (Uemura et al., 1997). Outro estudo, nessa
mesma linha de entendimento, chegou a conclusdes semelhantes, sugerindo que
a erradicacdo do H. pylori, juntamente com a resseccdo endoscépica do
adenocarcinoma precoce, leva a nao formagdo de novos tumores (Fukase et al.,
2008).

Em outro estudo, em um grupo de 43 pacientes com cancer gastrico
precoce (diagnosticado endoscopicamente) seguido por um periodo de 29 meses,
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27 pacientes progrediram para cancer avangado enquanto 16 permaneceram no
estagio precoce (Tsukuma et al., 1983). Os pesquisadores estimaram que a
duragdo média do cancer precoce, antes de evoluir para avancado, foi de 37
meses, sendo o0 tempo médio de sobrevida desses pacientes de 77 meses. Além
disso, 50% desses individuos sobreviveram por mais de seis anos sem
tratamento. Em outro grupo, 20% dos pacientes com cancer gastrico precoce nao
tratado sobreviveram por mais de dez anos (Tsukuma et al., 1983; Yamazaki et
al., 1989).

O adenocarcinoma avancgado, por sua vez, € definido como aquele que
infiltra a partir da camada muscular propria e predomina em todas as séries
teciduais (Japan International Cooperation Agency, 1981).

Existem algumas diferencas importantes entre o cancer gastrico precoce e
o avangado. Diferengas histolégicas e lesdes simultdneas sdo mais frequentes no
adenocarcinoma primeiro do que no segundo. Partindo dessas observacoes,
alguns autores verificaram que a idade média dos pacientes é pelo menos oito
anos menor nos casos precoces do que nos avangados, e 0s sintomas do cancer
precoce assemelham-se mais aos de doencas benignas do que os do cancer
avancado; a perda de peso, particularmente, € menos comum (Eckardt et al.,
1990).

A longa duracdo dos sintomas pode também sugerir que a doenca é
diagnosticada acidentalmente em pacientes que apresentam sintomas nao
relacionados ao céancer, levando a possivel existéncia de um numero significativo
de lesdes precoces na populacdo em geral. Consideradas em conjunto, essas
caracteristicas sugerem que h& uma continuidade biolégica de uma doenga
inicialmente benigna, para uma precoce, e, posteriormente, avancada. O ponto a
partir do qual essa sequéncia torna-se irreversivel permanece sem explicacao
(Everett e Axon, 1998).

Nessa linha de raciocinio, a prevencao secundaria do cancer gastrico por
mapeamento endoscédpico € baseada na suposicdo de que, se considerado
sozinho, o0 cancer gastrico precoce vai progredir ao avancado, levando,
possivelmente, a morte. Uma hipétese razoavel é que a neoplasia avangada tem
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origem na precoce, mas iSSO ndo necessariamente significa que todo cancer
precoce ira progredir para o avancado (Everett e Axon, 1998).

Com relacdo aos indices de infeccdo pelo H. pylori, estes séao
significativamente maiores nos pacientes com cancer gastrico precoce do que nos
pacientes com a doenca em estdgio avancado (Asaka et al., 1994). Individuos
com gastrite atrofica grave assim como com cancer gastrico avangado apresentam
densidades do H. pylori menores devido ao fato de a mucosa gastrica, nessas

situaces, tornar-se desfavoravel ao crescimento bacteriano (Kabir, 2009).

1.2.2- Patologia do cancer gastrico

Os adenocarcinomas sdo comumente localizados na regido pré-pilérica, no
antro e na pequena curvatura, sendo menos comuns na cardia € no corpo
gastrico, acompanhando, assim, a mucosa de padrdo pilérico (Antonioli e
Goldman, 1982).

1.2.2.a- Aspectos macroscopicos do adenocarcinoma gastrico precoce
e avancado

A classificacao mais utilizada para o adenocarcinoma precoce € a definida
pela Sociedade Japonesa de Endoscopia Gastroenterologica (1962). Dessa forma,
0s adenocarcinomas precoces sao classificados macroscopicamente em tipo |
(protuso); tipo Il (superficial), que, por sua vez, é dividido em trés subtipos, tipo lla
(superficial elevado), tipo llb (superficial plano), tipo llc (superficial deprimido); e
tipo lll (escavado) (Japanese Research Society for Gastric Cancer, 1995).

A incidéncia dos diferentes tipos macroscépicos de cancer gastrico precoce
varia consideravelmente em diferentes paises e de acordo com os autores, 0 que
€ bastante notavel quando se comparam dados da Europa e do Japao. Em geral,
o tipo | representa de 10 a 15% dos casos da doenca no Japao enquanto na
Europa figura com mais de 22% dos casos. O tipo Il costuma ser mais frequente
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que o tipo |, embora porcentagens dos tipos lla, IIb e llc sejam bastante variaveis.
O tipo Il parece ser o mais comum (Bogomoletz, 1984).

Ja a classificagdo macroscépica do adenocarcinoma avangado foi definida
em 1926, sendo adaptada e universalmente aceita. Baseada no aspecto
macroscopico e no grau de infiltragcdo das lesées, tem por base quatro tipos: tipo |
(tumor polipdide nao-ulcerado), tipo Il (tumor polipdide com ulceracao central), tipo
lIl (tumor infiltrante com ulceragdo central) e tipo IV (tumor infiltrante, difuso ou
nao) (Borrmann et al., 1926).

1.2.2.b- Aspectos microscopicos do adenocarcinoma gastrico precoce
e avancado

Existem diversas classificagdes histolégicas para o cancer gastrico, sendo
duas as principais, a de Lauren e a Japonesa.

A classificacdo de Lauren, comumente utilizada por patologistas da Europa,
América do Norte e Brasil, toma como base o estudo histolégico de 1344 pecas de
gastrectomias examinadas na Universidade de Turku, na Finlandia, entre 1945 e
1964, classificando os adenocarcinomas gastricos em dois grupos principais, 0
tipo difuso e o tipo intestinal, de acordo com a histologia e a citologia dos tumores,
a secrecao de mucina e a forma de crescimento tumoral (Lauren, 1965).

Os tumores do tipo intestinal tém um padrdao glandular, usualmente
acompanhado por formacdes papiliferas ou componentes soélidos, que séao
constituidos por células grandes, pleomorficas, com nudcleos grandes,
hipercromaticos, mostrando mitoses frequentes. As células que revestem os
lumens glandulares sao células colunares bem polarizadas, com proeminentes
bordas ciliadas. Quando a secrecao esta presente, tende a ocorrer focalmente no
citoplasma de células isoladas; ou, se extracelular, esta localizada principalmente
na luz glandular (Lauren, 1965; Hawley et al. 1970; Ming, 1977).

Por sua vez, os adenocarcinomas do tipo difuso sdo constituidos de células
isoladas ou esparsas ou de pequenas linhas de células; ou, ainda, se tém um
aspecto mais sélido, as células individuais estao apenas frouxamente presas uma
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as outras. Lumens glandulares sdo incomuns e, se presentes, sdo0 pequenos e
pouco definidos. As células individuais sdo pequenas e uniformes, com citoplasma
pouco nitido e nucleos pouco hipercromaticos, frequentemente picnéticos e sem
muitas mitoses. Em alguns tumores com formacéo glandular, as células de
revestimento ndo sao polarizadas e a diferenciacdo da borda ciliada, quando
ocorre, é esparsa e irregular. A grande maioria dos tumores mostra secrecao de
mucina em extensas areas em quase todas as células tumorais; a secrecéo
intracelular € destruida por todo citoplasma. Se extracelular, a mucina secretada
dispersa-se no estroma (Lauren, 1965; Ming, 1977).

O modo de crescimento, nos dois tipos de tumores, difere. Os
adenocarcinomas do tipo intestinal geralmente sdo bem definidos e mostram
variagdo na estrutura do tumor, entre o centro e a periferia. O infiltrado inflamatério
é geralmente intenso. Os adenocarcinomas do tipo difuso tém uma estrutura mais
uniforme e nao sdo tdo bem delimitados, com tendéncia a se disseminarem
amplamente na mucosa. A proliferagdo do tecido conjuntivo € mais marcada e o
infiltrado inflamatério € menos proeminente do que no tipo intestinal (Lauren,
1965).

Na Classificacao Japonesa, esses dois tipos de cancer correspondem ao
tipo diferenciado e ao tipo indiferenciado de Nakamura, respectivamente
(Nakamura, 1982). Essa classificacdo baseia-se no padrdo predominante do
tumor, sendo que o exame patoldgico inclui 0 exame macroscopico da peca
gastrica ressecada, o exame histolégico dos blocos de tecido retirados da area
com maior profundidade de invasdo, com maior comprimento, e o corte do
carcinoma com maior espessura, e, finalmente, o exame histolégico de todos os

linfonodos regionais (Nakamura, 1982).
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1.2.3- Adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal, adenocarcinoma
gastrico do tipo difuso e H. pylori

A infeccdo pelo H. pylori € associada tanto com o desenvolvimento do
adenocarcinoma do tipo intestinal quanto do difuso (Uemura et al., 2001),
apresentando papel de extrema importancia na cascata de eventos composta de
lesGes pré-cancerosas que ocorre no primeiro tipo.

Assim, o cancer gastrico do tipo intestinal pode ser considerado um
processo de multiplos passos, tendo inicio com a gastrite crbnica ativa e
progredindo para a gastrite crénica atréfica, metaplasia intestinal e displasia
(Correa, 1975). Essa sequéncia de eventos é geralmente iniciada pela infec¢ao
provocada pelo H. pylori e afetada por uma série de fatores genéticos e
ambientais, os quais atuam de forma sinérgica (Ming, 1998). Dos dois tipos de
cancer, intestinal e difuso, o primeiro € o mais comum e ocorre com grande
frequéncia na regido do antro gastrico (Bruckner et al., 2003).

A gastrite atrofica € definida como a perda das estruturas glandulares da
mucosa gastrica, sendo associada com a diminuicdo de células especializadas e
com a consequente reducao da funcao secretora gastrica (Dixon et al., 1996). A
gastrite atréfica é resultado da inflamagéo gastrica de longo periodo induzida pelo
H. pylori e representa um dos passos mais importantes na histogénese do cancer
gastrico (Correa, 1995).

Por exemplo, estudo realizado no Japdo com 2455 individuos, relatou a
presenca de gastrite atrofica em 80% dos pacientes infectados pela bactéria,
enquanto apenas 10% dos pacientes nao infectados apresentaram tal desordem
(Asaka et al., 2001).

A gastrite atrofica, particularmente quando afeta uma extensa porgcao do
corpo gastrico, é associada a hipocloridria e com niveis menores de pepsinogénio
(Leach et al., 1987). Essa reducao da acidez gastrica permite a colonizacédo do H.
pylori e também de outras bactérias, o que, por sua vez, pode promover a
formacdo de fatores carcinogénicos, os quais podem levar a metilagcdo do DNA
(Leach et al., 1987; Ming, 1998). Esse aspecto € de suma importancia, pois, na
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gastrite crbnica atréfica, o aumento da proliferacdo das células epiteliais resulta na
presenca de células glandulares relativamente imaturas (Lipkin et al., 1985).

A metaplasia intestinal, que ocorre na sequéncia da gastrite atréfica, é
definida como a substituicdo das células epiteliais colunares gastricas por células
de morfologia intestinal, provavelmente resultando da diferenciagdo errénea das
células-tronco gastricas em células intestinais (de Vries et al., 2007).

Essa alteracdo histolégica é frequentemente identificada em tecido gastrico
distal obtido por bidpsia, especialmente nas populagées de alto risco para o
desenvolvimento do cancer gastrico, como as da Asia Ocidental, Europa Ocidental
e América Latina Andina. A metaplasia representa um estagio decorrente de um
longo processo e o foco metaplasico parece surgir primeiramente na jungcédo do
antro com o corpo do estdmago, especialmente na incisura angularis. Com o
avanco da lesdo, esse foco aumenta, estendendo-se para a mucosa ao redor
tanto do antro quanto do corpo (Correa et al., 2010).

Por sua vez, a displasia gastrica, que ocorre em decorréncia da metaplasia
intestinal, € caracterizada pela variagdo no tamanho, formato e orientagdo das
células epiteliais, na ampliacdo e na atipia do nucleo celular, e na distor¢cdo do
arranjo glandular normal (Correa, 1995; de Vries et al., 2007). O diagnéstico da
displasia é, muitas vezes, dificil, confundindo-se com a lesdo cancerosa
propriamente dita, especialmente pelas diferencas de observacdo que existem
entre os patologistas do Japao e do Ocidente. No primeiro caso, o diagndstico do
cancer é feito com base nas anormalidades celulares e estruturais, enquanto, no
segundo, considera-se a presenca da invasao tecidual como um pré-requisito para
o diagnéstico do cancer (de Vries et al., 2007).

De acordo com o entendimento atual, as células displasicas guardam
semelhangcas com as células malignas e, de fato, em alguns casos, podem
realmente ser malignas. A maior parte dos adenocarcinomas encontrada em
estudos nos quais houve o acompanhamento de pacientes, e nos quais a lesao foi
descoberta no periodo de um ano apds a identificacdo da displasia, indicam que o
cancer estava presente ja nessa fase (Ming, 1998).
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Apesar dessas alteracbes, apenas uma pequena porcentagem de
individuos com essas lesbes pré-malignas ird realmente desenvolver o cancer
gastrico. O risco da doenga aumenta consideravelmente dependendo da
persisténcia da infeccao pelo H. pylori, da gravidade e da extensao das lesées, da
idade, do uso habitual de bebidas alcodlicas e do fumo, dentre outros fatores, que
podem ser determinantes para o progresso dessas lesdes (Leung et al., 2004;
Watabe et al., 2005).

Uma vez que essa cascata de eventos é ativada, provavelmente passa a
ser independente da presenca da bactéria. Um estudo realizado em uma area de
alta incidéncia do cancer gastrico na China reflete a veracidade dessa informagéo.
De 1994 a 2002 foram acompanhados 1630 individuos saudaveis e com
resultados de exames positivos para a infecgdo pelo H. pylori. Uma incidéncia
comparavel foi encontrada com relagdo ao desenvolvimento do cancer gastrico
entre os individuos que foram submetidos ao tratamento de erradicacdo da
bactéria e aqueles que receberam placebo. Entretanto, em um subgrupo do
estudo, a erradicagdo do micro-organismo mostrou diminuir significativamente o
risco de desenvolver a doenca em pacientes que néo apresentavam lesdes
gastricas pré-cancerosas. Concluiu-se que o tratamento de erradicagdo do H.
pylori pode reduzir de imediato o risco de desenvolvimento do cancer gastrico do
tipo difuso, enquanto adenocarcinomas do tipo intestinal podem ser menos
efetivamente prevenidos quando os pacientes sdo tratados de forma tardia,
durante a evolucao do processo carcinogénico (Wong et al., 2004).

O céncer gastrico do tipo difuso, por sua vez, frequentemente associado a
caracteristicas familiares, desenvolve-se no estébmago apds inflamacéo cronica,
sem a presenca dos passos intermediarios da gastrite atréfica e da metaplasia
intestinal. A gravidade da inflamagcdo da mucosa e as caracteristicas do
hospedeiro podem diretamente induzir eventos mutagénicos que levam ao
desenvolvimento do tumor (Asaka et al., 1998; Go, 2002). Além desses
determinantes, diversas alteragbes moleculares sdo detectadas no
adenocarcinoma do tipo difuso, as quais diferem do tipo intestinal. Dentre estas,
podem ser citados o fenétipo MSI-H, responséavel pelo reparo tanto dos danos
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espontaneos quanto dos danos toxicos ocorridos no DNA, o antigeno SC-1, um
receptor da apoptose, e mutagdes na E-caderina (Tahara, 1995; Ottini et al., 1997;
Gayther et al., 1998; Heyden et al., 1998), sendo que a maioria dessas altera¢oes
€ associada a infeccao pelo H. pylori (Nardone et al., 2004). O adenocarcinoma
difuso, quando comparado ao intestinal, tem um pior prognéstico, com tendéncia a
ocorrer em pacientes mais jovens e pode se desenvolver em qualquer regiao do
estdbmago, principalmente na cardia (Bruckner et al., 2003).

Estudo realizado na Nova Zelandia, com trés grandes familias étnicas da
regiao, identificou mutagdes nas linhas embrionarias da E-caderina, tendo prova
direta de que estas possuem relacdao direta com o desenvolvimento do cancer
gastrico difuso (Guilford et al., 1998). Outra pesquisa também encontrou quinze
mutac¢des no gene que codifica a expressao da E-caderina em familias nas quais
esse tipo de adenocarcinoma é frequentemente diagnosticado (Caldas et al.,
1999). Esses achados demonstram que as mutacbes que ocorrem nesse gene

podem ser causa comum do adenocarcinoma gastrico do tipo difuso.

1.2.4- Associacao entre os polimorfismos genéticos do hospedeiro, o
gene p53 e o risco de desenvolvimento de cancer gastrico

Os fatores genéticos do hospedeiro sdo considerados importantes no
processo da carcinogénese gastrica. Estudos realizados em populacdes dos
Estados Unidos da América, da Europa e da Asia demonstraram que o histérico
familiar pode ser um fator de risco para o cancer gastrico (Lichtenstein et al., 2000;
Dhillon et al., 2001; Yatsuya et al., 2002; Garcia-Gonzalez et al., 2007).

A infeccdo pelo H. pylori da inicio a inflamacdo cronica mediada por
citocinas (Bodger e Crabtree, 1998) e os genes que codificam essas substancias
possuem regidbes polimoérficas que podem alterar a transcricdo génica e
consequentemente influenciar a resposta a infeccao (Hurme et al., 1998).

A descoberta de que pacientes com cancer gastrico avancado possuem alto
nivel sorolégico da interleucina-1B (IL-1B), uma potente citocina pré-inflamatéria
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que pode inibir a secrecao acida no estdmago levando a atrofia gastrica, conduziu
a diversos questionamentos sobre a associacdo entre os polimorfismos do gene
da citocina e o risco de desenvolvimento do cancer gastrico (Kabir et al., 1995).

Com base em estudos realizados em pacientes caucasianos com cancer
gastrico e infectados pelo H. pylori na Europa, evidenciou-se que dois
polimorfismos na regido denominada promotora do gene da IL-1 podem aumentar
de duas a trés vezes o risco de desenvolvimento da doenga (EI-Omar et al., 2000).
Ademais, a combinagdo entre os genotipos da IL-13 e os fatores de viruléncia
bacterianos, como vacA s1, vacA mi1 e cagA positivo, além de outros
polimorfismos determinados com relacdo ao fator de necrose tumoral (TNF)-a e a
IL-10, foram considerados importantes para o elevado risco de desenvolvimento
da enfermidade (Figueiredo et al., 2002; EI-Omar et al., 2003).

Apesar dos resultados acima relatados, essas investigagdes devem levar
em consideracdo a falta de reprodutibilidade do estudo dentre diferentes
populagbes. Por exemplo, um polimorfismo existente na IL-8 € associado a um
risco elevado de desenvolvimento de cancer gastrico nas populagdes asiaticas,
porém nao em individuos caucasianos, provavelmente devido as diferencas
genéticas existentes entre essas populacdes (Lu et al., 2005; Taguchi et al., 2005;
Savage et al., 2006; Canedo et al., 2008).

Gene protetor contra as mutagées que levam ao cancer, o p53 € uma
proteina nuclear localizada no brago curto do cromossomo 17 e tem como funcgao
regular o ciclo celular, atuando como um gene supressor tumoral. Mutacdes
ocorridas nesse local, como a troca de bases e a delegdo ou insergcédo, exercem
um papel de grande importdncia no desenvolvimento das doencas malignas
(Joypaul et al., 1993; Hussain e Harris, 2000). Esse gene é ativado em diversas
situacdes, especialmente quando ocorrem danos no DNA celular, hipéxia e
diminuicdo do conjunto de trifosfato ribonucleosidases (Levine, 1997).

Com relacao aos danos provocados no DNA, ha duas formas de resposta
do gene p53, quais sejam paralisar a divisdo celular para reparo ou induzir a célula
a cometer suicidio, o que € conhecido como apoptose. Ambas as alternativas
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fazem com que seja interrompida a formacao tumoral, prevenindo o crescimento
das células que sofreram alteracdes malignas (Carr, 2000).

O préprio gene p53 é susceptivel a danos, que sao considerados
contribuintes para o desenvolvimento de pelo menos metade de todos os tipos de
cancer, incluindo os de célon e de estbmago. Para interromper a divisao celular ou
promover a apoptose, o gene p53 precisa ligar-se ao DNA de vérios genes
danificados, o que ndo ocorre se a sua propria estrutura estiver deformada
(Pennisi, 1999; Hagmann, 1999).

De maneira global, estudos do cancer em humanos demonstram que
ocorrem mutacdes no gene p53 em pelo menos 100 diferentes pares de bases
nucleotidicas, sendo que os locais e os tipos dessas mutagdes diferem de acordo
com o tecido de origem; a razdo para essa especificidade ainda nao foi
determinada. Uma das hip6teses € a de que essas mutacdes reflitam a
contribuicdo do agente etioldégico que atua nos diferentes tecidos (Puisieux et al.,
1991; Hussain e Harris, 2000), como o H. pylori nas células gastricas.

1.2.5- Epidemiologia do cancer gastrico

Embora a incidéncia do cancer gastrico venha declinando nos Estados
Unidos da América e na Europa ocidental nos ultimos 50 anos, a doenca é
prevalente em varias partes do mundo, permanecendo como o quarto tipo mais
comum de cancer e como a segunda causa mais frequente de mortes pela doencga
(Parkin, 2004; Fuccio et al., 2007).

Em geral, a incidéncia é mais elevada nas regides orientais da Asia e em
algumas partes da América Latina, sendo relativamente baixa na América do
Norte e em alguns locais da Africa (Kabir, 2009).

Com relacdo ao género, é a segunda causa mais frequente de morte por
cancer entre os homens e a quarta entre as mulheres, ocorrendo com indices, em

geral, duas vezes maiores em homens do que em mulheres (Kabir et al., 2009).
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Aproximadamente dois tercos dos casos de cancer gastrico ocorrem nos
paises em desenvolvimento e 42% apenas na China. A distribuicao geografica da
doenca é caracterizada pelas amplas variacdes internacionais. Areas de alto risco
incluem o Leste Asiatico (China e Japao), a Europa Ocidental, e partes da América
Central e do Sul. Incidéncias baixas da doenca sdo encontradas no Sudeste
Asiatico, no Norte e no Leste da Africa, na América do Norte, na Australia e Nova
Zelandia (Parkin et al., 2005).

Embora haja sugestdes de que o cancer gastrico seja raro na Africa
(Holcombe, 1992), a incidéncia da doencga na regido central do pais ndo é muito
baixa, com indice estimado de ocorréncia similar ao da Europa Ocidental (Parkin
et al., 2003).

A sobrevivéncia de pacientes com cancer gastrico no Japao é relativamente
boa, devido ao diagnéstico precoce da lesdo. Também é elevada na América do
Norte, provavelmente devido ao alto nimero de endoscopias realizadas visando o
diagnéstico de sintomatologia digestiva alta. Na Europa Ocidental, estima-se uma
sobrevivéncia de 27% e de menos de 6% na Africa sub-Saariana (Parkin et al.,
2005).

Obviamente ha um forte componente ambiental no que diz respeito as
diferencas relativas ao risco da doenca. Populagdes migrantes de areas de alto
risco para regides onde este é menor apresentam uma diminuigdo nos seus
indices, embora isso seja gradual e pareca depender da idade de migracao
(McMichael et al., 1980).

No Brasil, em 2000, as neoplasias ocuparam o segundo lugar entre as
causas de morte, sendo superadas apenas pelas doencas do aparelho
circulatorio. J& em 2006, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou a
ocorréncia de 234.570 novos casos de cancer entre brasileiros do sexo masculino
e 237.480, do sexo feminino, sendo os mais incidentes os de préstata e os de
mama (Boing et al., 2007). No estado de Sao Paulo, as informagbes das
estatisticas processadas na Fundacao Seade acusaram aumento dos dbitos por
neoplasias malignas de 110,3% para os homens e de 126,7% para as mulheres,
no periodo de 1980 a 2005. Com relacao as taxas de mortalidade por neoplasias

92



do estdmago houve um decréscimo significante no periodo de 2000 a 2005, em
pacientes masculinos, com mais de 40 anos. A semelhanca do que aconteceu
entre os homens, houve menor incidéncia do cancer de estbmago no periodo
analisado para as mulheres (SP Demografico, 2007).

Para os anos de 2010 e 2011, estimativas do INCA relatam que o nimero
de novos casos de cancer de estdbmago sera de 13.820 entre os homens e de
7.680 entre as mulheres. Estes valores correspondem a um risco estimado de 14
casos novos para cada 100.000 homens e 8 para cada 100.000 mulheres (Instituto
Nacional do Cancer, 2010).

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer gastrico em
homens é o segundo mais frequente nas regidées Norte e Nordeste (10/100.000).
Na regido Centro-Oeste (12/100.000) é o terceiro e nas regides Sul (19/100.000) e
Sudeste (17/100.000), o quarto. Para as mulheres, é o terceiro mais frequente na
regidao Norte (6/100.000), o quarto na regidao Nordeste (6/100.000) e nas demais
regides, Sul (10/100.000), Sudeste (9/100.000) e Centro-Oeste (6/100.000), o
quinto (Instituto Nacional do Cancer, 2010).

1.2.6- Ulcera duodenal e cancer gastrico

Embora haja descricbes de que o cancer gastrico ndo se desenvolve em
pacientes com diagnéstico de ulcera duodenal (Uemura et al., 2001; Take et al.,
2005; Kamada et al., 2005), estudos atuais demonstram que essa hip6tese néao é
exatamente correta.

No Japao, a terapia de erradicacdo do H. pylori para prevencao do cancer
gastrico foi avaliada em um grupo de pacientes com Ulcera péptica e, entre esses
individuos, seis com diagnéstico de ulcera duodenal desenvolveram a neoplasia.
Nessa avaliacdo, concluiu-se que, como a infeccao crénica pelo H. pylori pode
resultar em gastrite tanto na regido do corpo quanto na do antro gastricos,
pacientes, especialmente de meia idade e de idade avancada, com Ulcera
duodenal, devem ser considerados de alto risco para o desenvolvimento do
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cancer, especialmente do corpo gastrico, mesmo apo6s terapia de erradicacao
bacteriana, dando-se énfase as regides de alta incidéncia da doencga neoplasica
(Mabe et al., 2009).

Corroborando com essa afirmagéo, estudo realizado em Taiwan chegou a
conclusado de que a erradicagao precoce da bactéria diminui consideravelmente o
risco de desenvolvimento do cancer gastrico em pacientes com ulcera péptica (Wu
et al., 2009).

1.2.7- A carcinogénese gastrica e a hipotese das células-tronco

cancerosas

Relata-se que as células-tronco normais existem na maioria dos tecidos,
incluindo o cérebro, a medula 6ssea e, provavelmente, o trato gastrintestinal.

O conceito mais aceito de regeneracao tecidual no trato gastrintestinal é
denominado de “Hipotese Unitaria”, para o qual apenas uma célula tronco origina
todas as demais linhagens celulares do epitélio (Cheng e Leblond, 1974; Potten et
al., 1997; Brittan e Wright, 2004). Ao contrario, o denominado Conceito de Holzer,
determina que a pluri-potencialidade celular possa ter origem em apenas um
grupo de células e ndo em uma célula isolada (Holzer, 1978); porém estudos tém
sugerido que a primeira hip6tese ainda seja a mais plausivel (Saikawa et al.,
2010).

As linhagens de células epiteliais do estébmago, sob condicbes normais,
estdo sob constante renovacdo, o que € modificado em caso de danos teciduais
(Brittan e Wright, 2002). O modelo proposto para as células-tronco epiteliais
intestinais pode ser usado similarmente para as gastricas, sugerindo-se que haja
um sistema hierarquico de proliferacdo e diferenciacdo gerado por células
embrionarias multipotentes (Wright, 2000). Diversos estudos sugerem que as
células progenitoras estejam presentes na mucosa gastrica humana normal, e que
as células-tronco encontram-se na regiao do pescoco e do istmo, dando origem
aos diferentes tipos de células epiteliais (Karam et al., 2003).
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Durante o processo de diferenciacdo, as células derivadas formam um
complexo de migracao bipolar, indo do pescogo e istmo para as regides acima e
abaixo destes, no organismo humano e, nesse ponto, acredita-se que a infecg¢ao
pelo H. pylori possa modificar a distribuicdo e a migracdo dessas células
(Takaiashi et al., 2009; Saikawa et al., 2010).

As células-tronco cancerosas, por sua vez, sao definidas como aquelas
presentes em um determinado tumor e que possuem a capacidade de
autorregeneracdo, podendo originar diferenciagbes errbneas que levam a
formacao de células cancerosas constituintes do tumor (Clarke et al., 2006). A
origem das células-tronco cancerosas gastricas ainda nédo foi elucidada, mas
estudos realizados em modelos animais sugerem que essas alteragées possam
ser influenciadas pela infecgdo induzida pelo H. pylori (Saikawa et al., 2010).
Dessa forma, mais estudos devem ser realizados na identificagdo e na
caracterizacao das células-tronco no cancer gastrico, o que pode levar ao melhor
diagnéstico e ao encontro do mais adequado tratamento, tornando cada vez
melhor o progndstico da doencga (Saikawa et al., 2010).

1.3- Tratamento de erradicacao do H. pylori e relacao com a
prevencao do cancer gastrico

1.3.1- Diretrizes de Tratamento

O Consenso de Maastricht de 1997 — “The European Helicobacter pylori
Study Group” — definiu que a terapéutica foi recomendada eletivamente para os
casos de Ulcera gastrica ou duodenal, ativa ou ndo, com ou sem complicacdes, e
linfoma gastrico tipo MALT, podendo ser realizada também para pacientes com
gastrite acompanhada de alteragcbes intensas da mucosa e para pacientes apds
resseccdo de adenocarcinoma gastrico. Ao contrario, a terapéutica nao foi
indicada para erradicacdo do H. pylori em pessoas assintomaticas, em casos de
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dispepsia funcional, em individuos com histéria familiar de cancer gastrico e em
pacientes que faziam uso prolongado de AINEs (Malfertheiner et al., 1997).

Durante o |l Consenso de Maastricht, no ano de 2000, levando-se em
consideracao os avangos no entendimento do H. pylori, foram revistos os citados
esquemas terapéuticos e sua aplicabilidade. Dessa forma, assim como no primeiro
consenso, a erradicacdo da bactéria foi fortemente recomendada em todos os
pacientes com Uulcera péptica, incluindo suas complica¢des, nos individuos com
linfoma MALT, gastrite atréfica e apds a resseccao de cancer gastrico. Diferente
do consenso anterior, a terapéutica passou a ser recomendada para individuos
com histérico familiar de cancer gastrico. Considerou-se, ainda, que os pacientes
com dispepsia funcional também poderiam ser tratados, chegando a concluséao de
que a erradicacdo bacteriana ndo é associada ao desenvolvimento do refluxo
gastro-esofagico (Malfertheiner et al., 2002).

No Il Consenso de Maastricht, realizado em 2005, as indicagbes para
erradicagcao do H. pylori se mantiveram as mesmas, sendo sugeridas, ainda,
possiveis relagcdes do micro-organismo com doencgas extragastricas, com base em
diversos estudos. Fora recomendado, portanto, que a infec¢ao pela bactéria fosse
erradicada em pacientes com purpura trombocitopénica imunolégica e com
anemia por deficiéncia de ferro de causa nédo conhecida (Malfertheiner et al.,
2007).

Na ltalia, as diretrizes para diagndstico e tratamento da infeccdo pelo H.
pylori, reafirmaram que pacientes com Ulcera péptica, com ou sem complicagdes,
linfoma MALT, individuos submetidos a resseccao de cancer gastrico precoce e
pessoas com historico familiar de cancer géstrico devem receber a terapia para
erradicacdo do micro-organismo (Caselli et al., 2007). Também ficou definido o
tratamento de pacientes com dispepsia funcional, diferentemente das primeiras
diretrizes italianas (Caselli et al., 2001).

No Brasil, em 2004, o Il Consenso Brasileiro sobre Helicobacter pylori,
definiu que pacientes com ulcera gastroduodenal ativa ou cicatrizada, linfoma
MALT de baixo grau, pés-cirurgia para cancer gastrico avancado (com
gastrectomia parcial), poés-resseccao de cancer gastrico precoce (endoscoépica ou
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cirurgica) e gastrite histologica intensa devem ser submetidos ao tratamento de
erradicacao da bactéria (Coelho et al., 2005).

Além das indicagbes de tratamento ja definidas pelos consensos citados, as
diretrizes estabelecidas pelo Il Consenso da Asia-Pacifico determinaram a
erradicacdao da bactéria nos casos de pacientes com dispepsia funcional
infectados com o H. pylori, nos pacientes em tratamento a longo prazo com
inibidores da bomba de prétons (PPIs) para doenga do refluxo gastroesofégico, e
nos casos de anemia por deficiéncia de ferro de origem desconhecida e purpura
trombocitopénica idiopatica (Fock et al., 2009).

Ainda, as diretrizes estabelecidas pela Sociedade Alema para Doencas
Digestivas e Metabdlicas indicam a terapia para erradicacao bacteriana nos
mesmos casos que 0s demais consensos, sendo que, para pacientes com
dispepsia funcional, o tratamento foi considerado facultativo (Fischbach et al.,
2009).

No que diz respeito ao cancer gastrico, estudo recente realizado no Japao
(Fukase et al., 2008), demonstrou claramente que o tratamento de erradicagdo da
bactéria, sendo este realizado com sucesso, diminui drasticamente a incidéncia de
desenvolvimento do céncer gastrico. Partindo dessas consideragbes, foi
demonstrado também que, mesmo na mucosa proxima ao tecido canceroso, o
desenvolvimento subsequiente da lesdo fora suprimido pela cura da infecgéo pelo
H. pylori, confirmando, mais uma vez, a importancia do tratamento da gastrite
relacionada a bactéria (Shiota e Yamaoka, 2010).

Em Taiwan, uma pesquisa chegou a conclusdo de que a erradicacéao
precoce da bactéria diminui consideravelmente o risco de desenvolvimento do
cancer gastrico em pacientes com ulcera péptica (Wu et al., 2009). Também, outro
estudo considerou que a erradicacdo bacteriana pode reduzir o risco de
desenvolvimento de lesbes cancerosas, comparando-se dois grupos de pacientes,
tratados e nao tratados, e determinando o numero de casos de cancer gastrico
prescritos em certo periodo (Fuccio et al., 2009).

Apesar desses dados, é importante reconhecer que a erradicagdo da
infeccdo em pacientes com lesdes pré-cancerosas nao ird prevenir a totalidade de
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casos de desenvolvimento do cancer (Wong et al., 2004), acrescentando-se que
as diretrizes do Consenso Asia-Pacifico concluiram que o tempo apropriado para
erradicacdo da bactéria no que diz respeito ao cancer é previamente ao
aparecimento da atrofia e metaplasia intestinal (Malfertheiner et al., 2007; Shiota e
Yamaoka, 2010).

Dessa forma, em populagdes consideradas de alto risco para o céancer
gastrico, como as do Japao e da Coréia, os exames endoscépicos de rotina
continuam a ser o melhor esquema de prevencdo. Além disso, novas modalidades
de tratamento para erradicacado do H. pylori também deverdo ser disponibilizadas
e sao esperadas, particularmente quando essas terapias forem implementadas
para a prevengao do cancer gastrico, especialmente em determinadas regides do
mundo, onde a ocorréncia da doenca é maior (Kusters et al., 2006).

Atualmente, as terapias antimicrobianas tripla e quadrupla permanecem a
principal forma de tratamento para as infec¢des causadas pelo H. pylori, com
excelente eficacia na maior parte dos pacientes. A denominada terapia tripla é
mundialmente recomendada para o tratamento da infecgdo pelo H. pylori,
consistindo de um inibidor da bomba protonica, amoxicilina e claritromicina, duas
vezes ao dia, por via oral, durante 7 ou 14 dias, conforme o caso (Magalhaes e
Zeitune, 1997; Pinheiro et al., 1999; Vieira et al., 2001). Regimes contendo
furazolidona também podem ser empregados, sendo bastante Uteis para pacientes
com impedimento para o uso da amoxicilina (Coelho et al., 2005). A terapia
quadrupla, por sua vez, utiliza, em geral, um farmaco inibidor da secrecdo de
acido, um sal de bismuto, metronidazol e tetraciclina, por um periodo minimo de
sete dias (Saad et al., 2006).

Finalmente, a vacinagdo permanece como uma importante estratégia para a
infeccdo pelo H. pylori. A disponibilidade de uma vacina tanto profilatica quanto
terapéutica vem sendo estudada em modelos animais (Ghiara et al., 1997).
Entretanto, uma vacina com essas duas propriedades ainda nao foi desenvolvida

para os seres humanos (Kabir, 2007).
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1.3.2- Erradicacao do H. pylori e prevencao do cancer gastrico

Embora a incidéncia do cancer gastrico venha diminuindo nas ultimas
décadas em vérias regides, os indices relativos a sobrevivéncia dos pacientes
permanecem inalterados (Cheung e Wong, 2008).

Apesar de pesquisas realizadas em modelos animais terem revelado que a
prevencao primaria do cancer gastrico através da erradicacdo do H. pylori pode
ser efetiva (Nozaki et al., 2003), os efeitos desse tratamento em seres humanos
ainda nao foram suficientemente determinados (Mabe et al., 2009).

Ha diversos estudos, que refletem resultados muitas vezes conflitantes, no
que diz respeito a possibilidade de prevencado do desenvolvimento do cancer
gastrico quando a erradicacao do H. pylori é feita no momento em que lesdes pré-
cancerosas, como a gastrite atréfica, a metaplasia intestinal e a displasia, ainda
estdo presentes.

Um estudo realizado na China demonstrou, em determinado grupo de
pacientes, a regressao da gastrite crénica tanto do antro quanto do corpo gastricos
e a diminuicao da metaplasia intestinal no antro ap6s a erradicagdo bacteriana.
Quatro anos ap6s essa andlise, acompanhando o mesmo grupo de individuos
para o qual foi realizada a terapia de erradicagcao bacteriana, observou-se uma
diminuicdo da gravidade e da atividade da gastrite crénica, mantendo-se no
estagio anterior a metaplasia intestinal. Para outro grupo de pacientes do mesmo
estudo, que foi tratado com placebo, a infecgédo pelo H. pylori levou a progressao
da metaplasia intestinal e da atrofia gastrica (Sung et al., 2000).

Da mesma maneira, estudo realizado em dois grupos de pacientes com
gastrite atréfica com ou sem metaplasia intestinal, demonstrou que a terapia de
erradicacao do H. pylori, que foi feita em conjunto ou ndo com antioxidantes como
0 acido ascorbico e o betacaroteno, em comparagao com o uso de placebos, levou
a uma importante diminuigdo no desenvolvimento de lesbes pré-cancerosas
(Correa et al., 2000). Esse mesmo grupo de individuos, seguido durante doze

anos ap0s a pesquisa, e com efetiva erradicacdo bacteriana, demonstrou uma
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regressao das lesbes pré-cancerosas equiparando-se aos resultados encontrados
em individuos nao infectados pelo micro-organismo (Mera et al., 2005).

Nessa mesma linha de raciocinio, estudos prospectivos e retrospectivos
realizados no Japédo também sugerem que a terapia de erradicagcdo bacteriana
previne o desenvolvimento do cancer gastrico (Take et al., 2005; Kamada et al.,
2005; Takenaka et al., 2007; Ogura et al., 2008).

Por outro lado, na China, uma pesquisa realizada em larga escala nao
sustenta essa afirmacdo. Uma anadlise prévia de pacientes que ndo apresentavam
lesbes pré-cancerosas demonstrou que a erradicacdo do H. pylori pode ser
importante na prevencao da doenca, entretanto, esse fato ndo implica em um
decréscimo significativo da incidéncia do cancer na regiao estudada (Wong et al.,
2004; Fuccio et al., 2007).

Com relacado ao cancer detectado precocemente, a ressec¢cao da mucosa
gastrica através de endoscopia conserva apenas o tecido ndo canceroso, mas
isso ndo elimina a probabilidade de recorréncia do cancer (Ono et al.,, 2001).
Estudo multicéntrico realizado em pacientes submetidos a ressecgéo endoscoépica
para tratamento do cancer precoce e que apresentavam alto risco de
desenvolvimento de lesdes secundarias de cancer, demonstrou que a ocorréncia
destas foi prevenida de forma significativa através do tratamento de erradicacéo
do H. pylori (Fukase et al., 2008).

Assim, todos esses estudos demonstraram que a erradicacdo do micro-
organismo pode induzir a regressao de lesdes pré-cancerosas, apesar de uma
significativa proporcdo de pacientes manter a sua progressdo, levando ao
desenvolvimento do cancer gastrico. Na verdade, esse fato indica que tais lesdes
devem ter passado de um ponto em que nao ha retorno, para o qual o cancer
gastrico ndo pode mais ser prevenido pela erradicagdo do H. pylori (Wong et al.,
2004; Fuccio et al., 2007; Cheung e Wong, 2008).

Concluindo, embora a erradicacao do H. pylori seja uma estratégia efetiva
na reducdo do risco de desenvolvimento do cancer gastrico, ela ndo é
suficientemente eficiente para a erradicacado da doenca. A prevencao da infeccao
pela bactéria, a imunizacdo contra o H. pylori, a erradicacdo bacteriana na
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juventude, a selecdo das populagdes de alto risco para a doenca e medidas
terapéuticas preventivas devem tornar-se essenciais para o controle das

neoplasias de estémago (Tsuji et al., 2006).

1.3.3- Erradicacao do H. pylori e cancer gastrico em modelos animais

Diversos modelos animais tém sido utilizados para o entendimento da
associagdao entre a infeccdo pelo H. pylori e as doencgas gastricas, contudo,
encontrando ou n&o similaridade com a situagdo dos humanos.

Estudo realizado no Japdo com macacos demonstrou que a infecgéo pelo
H. pylori pode causar gastrite atréfica, aumento da proliferacdo celular, e a
mutacdo do gene p53 nas células gastricas epiteliais. Apesar disso, o cancer
gastrico ndo se desenvolveu nesses animais, indicando a necessidade de um
longo periodo de infec¢ao (Oda et al., 2002).

Dentre os roedores, um estudo induziu, por um longo periodo, a infec¢ao
pelo H. pylori, encontrando alteragbes histologicas semelhantes as que ocorrem
em humanos (Hirayama et al., 1996). Duas abordagens, com ou sem a
administracdo de carcindégenos, foram feitas para demonstrar o desenvolvimento
do cancer gastrico nesses animais. Quando esses animais foram infectados pelo
H. pylori concomitantemente ao uso de um carcinégeno, houve o desenvolvimento
do cancer gastrico, tanto do tipo difuso quanto do intestinal, com freqliéncia
significativamente maior do que nos animais infectados apenas com a bactéria ou
somente com o carcinégeno (Sugiyama et al., 1998; Shimizu et al., 1999; Tokieda
et al., 1999). Esses resultados refletem a importancia da erradicacao do micro-
organismo para a prevengao da carcinogénese, especialmente nos seus estagios
iniciais, apesar de nao estabelecerem uma associacao direta da bactéria com o
cancer.

Outros estudos, usando como cobaias o0 mesmo tipo de roedores,
demonstraram, apds infeccdo pelo H. pylori, o aparecimento de gastrite crdnica
ativa, seguida de gastrite atrofica, metaplasia intestinal e displasia, além de cancer
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gastrico do tipo intestinal na regiao distal do estémago dos animais estudados,
assim como ocorre em humanos. O cancer gastrico nao foi observado nos animais
que receberam terapia antimicrobiana antes da inoculacao da bactéria. Por sua
vez, nos animais que receberam a terapia ap6s oito semanas da infec¢ao, houve
uma diminuicdo da inflamacao, porém nao a completa prevencao de lesbes pré-
malignas e malignas, indicando que a erradicacao bacteriana pode ser efetiva
quando administrada em uma fase precoce da infecgdo (Watanabe et al., 1998;
Zheng et al., 2004).

Apesar dessas conclusdes, sugere-se que o potencial carcinogénico do H.
pylori seja dependente da cepa e que muitos dos resultados negativos para a
neoplasia obtidos nesses modelos animais possam ser devidos ao uso de uma
cepa bacteriana com baixo ou nenhum potencial carcinogénico (Franco et al.,
2005).

1.4- Biologia molecular para o diagnostico

A infeccdo pelo H. pylori pode ser diagnosticada através de varios métodos,
que sdo classificados em diretos ou invasivos e indiretos ou n&o-invasivos,
dependendo ou ndo da necessidade de realizacdo de endoscopia digestiva alta e
retirada de fragmentos do tecido gastrico por bidpsia para analise (Mégraud, 1996;
Thijs et al., 1996, Czinn, 2005).

Dentre os métodos invasivos, que, portanto, requerem amostras de
fragmentos gastricos, estdo o teste rapido da urease, o exame histoldgico, a
cultura e a reacao em cadeia da polimerase (PCR). Ja os principais métodos nao-
invasivos sao o teste respiratério da uréia marcada, a sorologia e a pesquisa do
antigeno nas fezes.

Diversos estudos realizados na ultima década tém demonstrado claramente
que multiplas alteragdes genéticas sao responsaveis pelo desenvolvimento e pelo
avanco do céancer gastrico, sendo evidente que diferentes caminhos genéticos
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podem determinar a doencga, tanto do tipo difuso quanto intestinal (Thompson et
al., 1993; Tahara, 1995, Fuch e Mayer, 1995, Becker et al., 2000).

Assim, a patologia molecular, que permite um melhor entendimento da
patogénese de diversas doencgas, juntamente com a genotipagem de micro-
organismos €& uma ferramenta bastante (til, especialmente, para estudos
epidemioldgicos, podendo definir a origem e a rota das infecgdes, para o estudo
dos indices de persisténcia e de reinfeccbes, e para a selecao clonal no
hospedeiro e na evolugcéo bacteriana (Colding et al., 1999; Becker et al., 2000).

Especificamente no que diz respeito aos micro-organismos, os métodos de
tipagem, que se classificam em fenotipicos e genotipicos (Struelens et al., 1996),
tém grande importancia para a compreensdao das cepas mais prevalentes em
determinada doenca, o que, juntamente com outros fatores, pode levar a melhor
compreensao da patogénese das enfermidades provocadas por eles (Colding et
al., 1999).

A PCR é um procedimento in vitro, extremamente sensivel e especifico, que
objetiva a amplificacdo de uma regido especifica do DNA localizada entre duas
regibes de uma sequéncia conhecida dessa estrutura, sendo bastante util para
identificacdo e deteccdo de micro-organismos.

As vantagens da PCR séo diversas, sendo citadas como as principais a
relativa simplicidade de execuc¢ao, o tempo utilizado para obtencao dos resultados
e a possibilidade de genotipagem dos produtos obtidos. Além disso, a PCR
possibilita a utilizacdo de materiais retrospectivos em pesquisas € mesmo 0 uso
de amostras que contenham pequena quantidade de DNA, fornecendo resultados
compativeis com os esperados (Newton e Graham, 1998).

Estudo realizado no Brasil, por exemplo, avaliando possiveis diferencas
genéticas entre cepas do H. pylori provenientes de amostras de tecido gastrico de
pacientes com gastrite cronica e Ulcera péptica corrobora a importancia do uso da
PCR no diagnéstico de micro-organismos e, consequentemente, no entendimento
da enfermidade decorrente da presenca destes. Essa pesquisa, que fez a analise
de duas regidbes gendmicas da bactéria, urease C e urease B, encontrou
resultados ndo significativos entre as cepas presentes nas doencas avaliadas,

103



porém permitiu que fosse tragado um perfil genético do H. pylori nos pacientes
estudados (Roesler et al., 2009).

Dessa maneira, devido a importancia da infecgdo pelo H. pylori no
desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico, a determinacdo das cepas
prevalentes na doenca é de vital importancia, especialmente se houver a
possibilidade de ser identificado um perfil genético da bactéria presente nos casos
de céncer precoce e avancado, para 0s quais pode haver uma diferenga
importante ou nao. Tal identificacdo pode, inclusive, servir como base para um
programa de genotipagem das cepas bacterianas, identificando, em conjunto com
outros fatores, individuos com maior probabilidade de desenvolverem a doenca.
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2- OBJETIVOS

O objetivo principal do presente trabalho foi realizar a comparacao de cepas
do H. pylori encontradas em amostras de tecido gastrico obtidas de dois grupos de
pacientes, um com diagnéstico de adenocarcinoma gastrico distal do tipo intestinal
precoce e outro com diagnoéstico de adenocarcinoma gastrico distal do tipo
intestinal avangcado, com a finalidade de se avaliar possiveis e importantes
diferencas entre as cepas da bactéria presentes em um estagio da enfermidade ou
no outro. Para tanto, foram utilizadas técnicas de biologia molecular para analise
de diversas regides gendmicas da bactéria, as quais foram, entdo, comparadas
estatisticamente de forma individual e, posteriormente, conjunta, ou seja, com a

comparacao dos gendétipos estudados.
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3- CASUISTICA

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Patologia do Centro de
Diagnéstico de Doencas do Aparelho Digestivo (Gastrocentro) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e no Laboratorio de Diagnostico de Doencgas
Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular e Antigenemia do Departamento
de Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da mesma universidade.

A pesquisa foi aprovada e acompanhada, através de relatérios anuais, pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas, UNICAMP, sob processo n°. 704/2006 (Anexo 01).

Ainda, em conformidade com as Resolucdes 196/96 e 347/05 do Conselho
Nacional de Saude, ha a autorizacdo do Laboratério de Diagnéstico de Doencas
Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular e Antigenemia para o
armazenamento das amostras de DNA (Anexo 02). As amostras de tecido gastrico
fixadas e emblocadas em parafina, apdés o uso, permaneceram arquivadas no
Laboratério de Patologia do Gastrocentro.

Os pacientes foram escolhidos aleatoriamente no banco de dados e no
arquivo de laminas do Laboratério de Patologia do Gastrocentro, sendo avaliados,
em primeiro plano, individuos com diagnéstico de adenocarcinoma gastrico de
forma geral.

Dessa forma, um total de 89 pacientes foi selecionado, de forma aleatoria,
apds rigorosa analise, para que se conseguissem dois grupos homogéneos,
inclusive entre si, um com diagndstico de cancer gastrico distal do tipo histolégico
intestinal precoce, composto por 31 pacientes (Apéndice |), e outro, com
diagnéstico de cancer gastrico distal do tipo histolégico intestinal avancado, com
58 pacientes (Apéndice ll).

Foram revisados todos os prontuarios desses pacientes no Servigo de
Arquivo Médico (SAM) do Hospital das Clinicas da UNICAMP, sendo verificados
os dados de cada um deles e analisados os diagndsticos clinico, endoscépico e
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histopatolégico das amostras de tecido que foram coletadas por endoscopia e/ou
apoés tratamento cirdrgico da neoplasia.

Dessa maneira, em primeiro plano, foram avaliados os resultados da
endoscopia digestiva alta (EDA) realizada em todos os pacientes pelo Servico de
Endoscopia Digestiva do Gastrocentro. Foram considerados como casos para
esse estudo todos aqueles que apresentaram lesdo compativel com
adenocarcinoma de localizacao distal. Individuos com o mesmo tipo de leséo,
porém localizada em cardia, corpo ou fundo gastricos foram automaticamente
excluidos. Amostras do tecido da lesdo, assim como de sua regido periférica,
foram coletadas por biépsia para avaliacado histopatolégica no momento do exame
endoscépico. Os resultados das endoscopias encontram-se descritos nas tabelas
01 e 02, respectivamente, com relacdo ao diagndstico de adenocarcinoma

precoce e avancgado.

Tabela 01 — Dados obtidos na endoscopia digestiva alta realizada pelos
pacientes com diagndstico prévio de adenocarcinoma gastrico distal precoce; data

de coleta do tecido por bidpsia e resultado da endoscopia.

Amostra Paciente DATA E.D.A. RESULTADO E.D.A.

P 01 RPM 19/11/1998 neoplasia gastrica precoce ll-c de antro
P03 FC 4/5/2005 neoplasia gastrica precoce ll-c de antro
P04 JSO 25/4/2001  neoplasia gastrica precoce de antro

P05 PC 6/8/2001 neoplasia gastrica precoce de antro

P06 AMA 4/4/1994  neoplasia gastrica precoce de antro

P07 RF 1/4/1998  neoplasia gastrica precoce de antro

P08 MAA 17/6/2002 neoplasia gastrica precoce ll-a + llI-c de antro
P09 ASA 10/10/1994 neoplasia gastrica precoce ll-c de antro
P10 ELO 9/10/1998  neoplasia gastrica precoce de antro

P12 JA 10/2/2003  neoplasia gastrica precoce de antro

P13 AVA 27/5/1999  neoplasia gastrica precoce ll-c + lll de antro
P14 LGFLN 22/3/1993 neoplasia gastrica precoce de antro

P15 EGP 23/4/2004  neoplasia gastrica precoce de antro

P16 ECZ 27/3/2000 neoplasia gastrica precoce ll-c + lll de antro
P17 SK 4/5/2001 neoplasia gastrica precoce ll-a de antro
P18 SMP 11/12/2000 neoplasia gastrica precoce | de antro

P19 ZAA 6/10/1993  neoplasia gastrica precoce ll-¢c + lll de antro
P20 CS 10/8/2005 neoplasia géastrica precoce ll-c de antro
P21 GD 20/7/2005 neoplasia gastrica precoce de antro
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P22 MOOG 16/8/2005 neoplasia gastrica precoce de antro

P24 JLD 3/5/2005 neoplasia gastrica precoce de antro
P25 FDS 4/4/2005  neoplasia gastrica precoce ll-c de antro
P28 SR 31/7/2006  neoplasia gastrica precoce de antro
P29 AS 6/6/2007  neoplasia gastrica precoce ll-c de antro
P30 GT 9/4/2007  neoplasia gastrica precoce de antro

P 31 CGG 12/6/1995 neoplasia gastrica precoce ll-c de antro
P32 NPSS 7/8/2000  neoplasia gastrica precoce de antro
P33 PPS 18/8/2008 neoplasia gastrica precoce ll-a + lI-c de antro
P34 LB 7/11/2002  neoplasia gastrica precoce

P35 ICS 21/9/2006  neoplasia gastrica precoce

P36 VJS 11/6/2008 neoplasia gastrica precoce

TOTAL = 31 Pacientes
E.D.A. = Endoscopia Digestiva Alta

Tabela 02 — Dados obtidos na endoscopia digestiva alta realizada pelos
pacientes com diagnédstico prévio de adenocarcinoma gastrico distal avangado;
data de coleta do tecido por biépsia e resultado da endoscopia.

Amostra Paciente DATA E.D.A. RESULTADO E.D.A.
A 01 W C 21/12/2006  neoplasia avancada de antro gastrico Borrmann Il
A03 AAB 16/11/2006  neoplasia gastrica avancada de antro
A04 RAM 5/1/2006 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann |
AO5 JF 1/11/2006  leséao gastrica avangada de antro
AO6 GB 19/7/2006  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann Il
A07 RCTE 4/7/2006 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann |
A0O8 VP 6/7/2006 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann llI
A09 CZ 7/6/2006 neoplasia gastrica avancada de antro
A10 0OZ 13/6/2006  neoplasia gastrica avancada de antro
A1 JDM 5/6/2006 lesao ulcerada infiltrativa de antro Borrmann Ill
A12 SLL 24/5/2006  neoplasia gastrica avangada em antro
A13 MCF 29/5/2006  lesao gastrica sugestiva de neoplasia avancada
A14 JFN 27/4/2006  lesdo ulcerada obstrutiva de antro Borrmann V
A15 JGS 25/4/2006  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann |
A16 MSC 6/4/2006 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann ||
A17  AAG 1/2/2006 neoplasia gastrica avangada de antro
A18 SFR 22/02/2006  neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann llI
A19 TJB 8/2/2006 lesao ulcerada infiltrativa de antro gastrico
A20 ACB 18/1/2006  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann ll|
A24 MC 11/1/2006  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann ll|
A25 AEP 4/1/2006 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann Il
A26 JMC 16/1/2006  lesdo ulcerada de antro Borrmann IlI
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A27 OM 4/1/2006 neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann llI
A28 NLPM 9/1/2006 neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann Il

A29 MP 9/1/2006 lesdo ulcerada de antro Borrmann Il

A30 VAS 27/11/2006  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann llI
A 31 ABG 26/10/2007  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann Il
A32 RBO 26/10/2007  neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann IlI
A33 MMD 25/10/2007  neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann llI
A34 JCP 23/10/2007 neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann IlI
A35 NSSS 15/10/2007 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann llI
A37 LA 3/8/2007 neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann Il
A38 MMO 16/7/2007  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann Il
A40 EM 26/4/2007  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann llI
A 41 AO 29/3/2007  neoplasia gastrica invasiva de antro Borrmann V
A42 ES 9/4/2007 neoplasia gastrica avancada Borrmann IV

A43 LCM 28/3/2007 leséo Ulcero-infiltrativa em antro Borrmann 1l

A44 JRL 26/3/2007  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann I
A45 YY 26/3/2007  neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann llI
A46 JAS 12/3/2007  neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann lll
A48 HA 8/2/2007 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann |l
A49 ZDAG 29/1/2007  neoplasia gastrica avangada antral Borrmann Il|

A 51 IBM 3/10/2005  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann l|
A52 RAF 28/9/2005  lesao Ulcero-infiltrativa em antro

A53 MBN 16/9/2005  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann lll
A54 JRA 2/8/2005 neoplasia gastrica avancada antral Borrmann IV
A56 BGS 4/7/2005 lesdo antral avancada

A57 BL 9/6/2005 lesédo ulcerada de antro

A58 AJS 8/6/2005 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann Il
A59 EPH 1/6/2005 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann I
A60 JL 20/5/2005  neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann |
A62 DPS 4/4/2005 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann llI
A63 SFO 29/4/2005  neoplasia gastrica avancada de antro

A64 BAR 14/12/2005 neoplasia gastrica avancada de antro Borrmann lll
A65 CRAF 12/12/2005 neoplasia gastrica avancada de antro

A66 PM 5/1/1995 neoplasia gastrica avangada de antro Borrmann IV
A67 EMC 4/2/2008 lesdo ulcero-infiltrativa em antro Borrmann IV
A68 RS 24/3/2008  leséao ulcerada em antro

TOTAL = 58 Pacientes
E.D.A. = Endoscopia Digestiva Alta

Em seguida a essa observacao, foram analisados os dados histologicos das
amostras de tecido gastrico provenientes da lesdo e suas margens, coletadas por
bidpsia endoscdpica, confirmando, assim, os casos de adenocarcinoma gastrico
distal, precoce ou avangado.

114



Com relacado ao tipo histologico, todos os pacientes, tanto de um grupo
quanto do outro, foram diagnosticados com adenocarcinoma gastrico do tipo
intestinal. Os individuos que tiveram diagnéstico de adenocarcinoma do tipo difuso
foram automaticamente excluidos do estudo.

Tanto o tecido géastrico obtido na endoscopia quanto as amostras de tecido
do tumor retirado dos pacientes que foram submetidos a cirurgia foram fixados e
emblocados em parafina, armazenados no Laboratério de Patologia do
Gastrocentro.

No que diz respeito as amostras de tecido tumoral, estas foram
armazenadas em diversos blocos, com cortes histolégicos diferentes, uns
contendo apenas este e outros contendo, além deste tecido propriamente dito, as
margens de ressecc¢ao livres de células cancerosas.

Todas as amostras, durante a analise do tecido obtido por bidpsia
endoscépica, apresentaram, em geral, resultados positivos na avaliagdo
histoldgica realizada em microscopio Optico para a presengca do H. pylori. Em
alguns casos, a bactéria também foi encontrada nas amostras obtidas apods
cirurgia, porém nao exatamente no tecido tumoral, mas sim em suas margens.

As tabelas 03 e 04 mostram os dados histopatolégicos obtidos com relacéao
a analise da presenca ou nao do H. pylori nas amostras de tecido gastrico
coletadas tanto na bidpsia endoscépica quanto na cirurgia, para os pacientes com
adenocarcinoma precoce € avancado, respectivamente. Também estdo
descriminadas as datas das coletas de cada tecido, para cada paciente, que teve
uma ou mais amostras coletadas, e os respectivos numeros das laminas e dos
blocos de parafina armazenados. Nos casos de mais de um bloco, as amostras
foram classificadas em “A”, “B”, “C” e assim por diante. As amostras que nao

tiveram esse resultado descrito foram classificadas como “n&o avaliado” (N.A.).
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Tabela 03 — Dados histopatoldégicos das amostras dos pacientes com

adenocarcinoma gastrico precoce.

Amostra Paciente Data das coletas Numero dos blocos / laminas H. pylori
20/11/1998 P 01-A - 23389 N.A.
09/03/2001 P 01-B - 30855 N.A.
10/12/2001 P 01-C - 33340 positivo
P01 RPM 14/07/2005 P 01-D - 40767 positivo
04/05/2005 P 03-A - 43153 positivo
13/06/2005 P 03-B - 43527 positivo
P03 FC 06/07/2005 P 03-C - 43779 N.A.
P04 JSO 25/04/2001 P 04 - 31292 positivo
06/08/2001 P 05-A - 32391 N.A.
P05 PC 08/08/2001 P 05-B - 32431 positivo
P06 AMA 05/04/1994 P 06 - 7403 positivo
02/04/1998 P 07-A - 21263 positivo
P07 RF 05/03/1999 P 07-B - 24240 N.A.
P08 MAA 18/06/2002 P 08 - 34957 positivo
10/10/1994 P 09-A - 9518 positivo
09/01/1995 P 09-B - 10342 N.A.
P09 ASA 06/02/1995 P 09-C - 10535 N.A.
P10 ELO 09/10/1998 P10 -23013 positivo
10/02/2003 P 12-A - 36789 positivo
P12 JA 12/02/2003 P 12-B - 36821 N.A.
P13 AVA 28/05/1999 P13 -25125 positivo
22/03/1993 P 14-A - 3182 positivo
05/05/1993 P 14-B - 3610 N.A;
09/11/1995 P 14-C -13492 N.A.
12/04/2000 P 14-D - 28076 positivo
P14 LGFLN 26/05/2003 P 14- E - 37533 N.A.
P15 EGP 23/04/2004 P 15-40122 positivo
14/03/2000 P 16-A - 27767 positivo
P16 ECZ 29/03/2000 P 16-B - 27925 N.A.
10/05/2001 P 17-A - 31464 positivo
P17 SK 03/04/2003 P17-B- 37219 N.A.
17/11/2000 P 18-A - 29995 positivo
P18 SMP 13/12/2000 P 18-B - 30220 N.A.
06/10/1993 P 19-A - 5307 positivo
16/11/1993 P 19-B - 5771 N.A;
P19 ZAA 13/10/2004 P 19-C - 41499 positivo
P20 CS 24/08/2005 P 20 - 44249 positivo
03/08/2005 P 21-A - 44021 positivo
P21 GD 24/08/2005 P 21-B - 44250 N.A.
16/08/2005 P 22-A - 44158 positivo
P22 MOOG 17/08/2005 P 22-B - 44181 N.A.
03/05/2005 P 24-A - 43144 N.A.
P24 JLD 10/06/2005 P 24-B - 43520 positivo
04/04/2005 P 25-A - 42850 positivo
19/05/2005 P 25-B - 43318 positivo
P25 FDS 15/06/2005 P 25-C - 43554 positivo
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P 28

P29

P 30

P 31

P 32

P 33

P 34

P 35
P 36

SR

AS

GT

CGG

NPSS

PPS

LB

ICS
VJS

21/09/2005
19/10/2005
08/03/2006
13/07/2006
31/07/2006
11/06/2007
19/12/2007
13/02/2008
10/04/2007
20/04/2007
26/01/1996
20/11/1997
22/10/1998
07/08/2000
30/10/2002
24/03/2003
18/08/2008
12/09/2008
07/11/2002
18/08/2003
21/09/2006
14/03/2008
11/06/2008
11/06/2008

TOTAL = 70 amostras
N. A. = Nao avaliado.

P 25-D - 44516
P 25-E - 44817
P 25-F - 45916
P 28-A - 47234
P 28-B -47417
P 29-A - 50577
P 29-B - 52555
P 29-C - 53044
P 30-A - 49924
P 30-B - 50070
P 31-A - 14227
P 13-B - 20401
P 13-C - 23089
P 32-A - 28953
P 32-B - 36086
P 32-C - 37129
P 33-A - 55176
P 33-B - 55438
P 34-A - 36181
P 34-B - 38159
P 35-A - 48005
P 35-B - 53416
P 35-C - 54313
P 36 - 54294

positivo
positivo
N.A.
positivo
N.A.
positivo
positivo
N.A.
positivo
N.A.
positivo
positivo
positivo
N.A.
positivo
positivo
N.A.
positivo
positivo
positivo
positivo
N.A.
positivo
positivo

Tabela 04 — Dados histopatoldégicos das amostras dos pacientes com

adenocarcinoma gastrico avangado.

Amostra Paciente Data das coletas NuUmero dos blocos / laminas H. pylori
A 01 WC 21/12/2006 A 01 -48873 positivo
A03 AAB 16/11/2006 A 03 - 48563 positivo

05/01/2006 A 04-A - 45354 positivo
24/01/2006 A 04-B - 45554 N.A.
A04 RAM 14/11/2006 A 04-C - 48546 N.A.
AO5 JF 01/11/2006 A 05 - 48436 positivo
19/07/2006 A 06-A - 47307 positivo
AO6 GB 04/09/2006 A 06-B - 47808 positivo
06/07/2006 A 07-A - 47159 positivo
A07 RCTE 11/07/2006 A 07-B - 47198 N.A.
A0O8 VP 07/07/2006 A08-47176 positivo
08/06/2006 A 09-A - 46874 positivo
A09 CZ 14/06/2006 A 09-B - 46958 N.A.
A10 OZ 13/06/2006 A 10 - 46944 positivo
05/06/2006 A 11-A - 46833 positivo
Al JDM 09/06/2006 A11-B - 46910 N.A.
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A12
A13
A14
A15

A 16

A17
A18
A19

A 20

A24
A 25
A 26

A27
A28
A 29

A 30
A 31

A 32
A 33

A 34
A 35

A 37
A 38
A 40

A 41
A 42
A 43
A44
A 45

A 46
A 48

A 49

A 51
A 52
A 53

SLL
MCF
JFN
JGS

MSC

AAG
SFR
TJB

ACB

MC
AEP
JMC

oM
NLPM
MP

VAS
ABG

RBO
MMD

JCP

NSSS

LA
MMO
EM

AO
ES
LCM
JRL
YY

JAS
HA

ZDAG

IBM
RAF
MBN

24/05/2006
02/06/2006
29/05/2006
09/05/2006
26/04/2006
06/04/2006
28/11/2006
01/02/2006
01/02/2006
22/02/2006
08/02/2006
07/02/2006
07/02/2006
11/01/2006
19/01/2006
05/01/2006
16/01/2006
05/01/2006
12/01/2006
10/01/2006
09/01/2006
28/11/2007
05/12/2007
26/10/2007
26/10/2007
05/11/2007
25/10/2007
24/10/2007
09/11/2007
16/10/2007
31/10/2007
03/08/2007
28/08/2007
16/07/2007
27/04/2007
30/03/2007
20/04/2007
11/04/2007
12/04/2007
28/03/2007
28/03/2007
28/03/2007
04/04/2007
27/03/2007
02/04/2007
13/03/2007
14/03/2007
12/02/2007
30/01/2007
09/03/2007
04/10/2007
05/10/2007
28/09/2005
06/09/2005
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A 12-A - 46702
A 12-B - 46824
A 13 - 46748
A 14 - 46522
A 15 - 46416
A 16-A - 46249
A 16-B - 52306
A 17-A - 46523
A 17-B - 46524
A 18 - 45827
A 19 - 45682
A 20-A - 45497
A 20-B - 45667
A 24-A - 45435
A 24-B - 45489
A 25 - 45360
A 26 - 45467
A 27-A - 45361
A 27-B - 45440
A 28 - 45404
A 29 - 45391
A 30-A - 52304
A 30-B - 52388
A 31 - 52033
A 32-A - 52034
A 32-B-52114
A 33 -52015
A 34-A - 52001
A 34-B-52168
A 35-A-51912
A 35-B - 52090
A37-A-51156
A 37-B-51424
A 38 - 50985
A 40 - 50167
A 41-A - 49847
A 41-B - 50072
A 42-A - 49936
A 42-B - 49955
A 43-A - 49809
A 43-B - 49915
A 44-A - 49817
A 44-B - 49905
A 45-A - 49786
A 45-B - 49856
A 46-A - 49612
A 46-B - 49625
A 48 - 49318
A 49-A - 49167
A 49-B - 49260
A 51-A - 44649
A 51-B - 44670
A 52 - 44600
A 53-A - 44362

positivo
N.A.
Positivo
Positivo
Positivo
positivo
N.A.
positivo
positivo
Positivo
Positivo
positivo
N.A.
positivo
N.A.
Positivo
Positivo
positivo
N.A.
Positivo
Positivo
positivo
N.A.
Positivo
positivo
N.A.
Positivo
positivo
N.A.
positivo
N.A.
positivo
N.A.
Positivo
Positivo
positivo
N.A.
positivo
N.A.
positivo
N.A.
positivo
N.A.
positivo
N.A.
positivo
N.A.
Positivo
positivo
N.A.
positivo
N.A.
Positivo
N.A.



16/09/2005 A 53-B - 44483 positivo
22/09/2005 A 53-C - 44538 positivo
A54 JRA 03/08/2005 A 54 - 44022 Positivo
A5 BGS 04/07/2005 A 56 - 43752 Positivo
A57 BL 09/06/2005 A 57 - 43501 Positivo
08/06/2005 A 58-A - 43495 positivo
A58 AJS 17/06/2005 A 58-B - 43610 N.A.
03/06/2005 A 59-A - 43449 positivo
A59 EPH 13/01/2006 A 59-B - 45441 N.A.
20/05/2005 A 60-A - 43339 positivo
A60 JL 01/06/2005 A 60-B - 43409 N.A.
A62 DPS 04/05/2005 A 62 - 43155 Positivo
A63 SFO 29/04/2005 A 63 -43115 Positivo
14/12/2005 A 64-A - 45249 positivo
A64 BAR 11/01/2006 A 64-B - 45414 N.A.
A65 CRAF 12/12/2005 A 65 - 45207 Positivo
A66 PM 05/01/1995 A 66 - 10332 Positivo
07/02/2008 A 67-A - 52968 positivo
A67 EMC 20/02/2008 A 67-B-53108 N.A.
26/03/2008 A 68-A - 53502 positivo
A68 RS 26/03/2008 A 68-B - 53519 N.A.

TOTAL = 91 amostras
N. A. = Nao avaliado.

Assim, as amostras de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal distal
precoce, como demonstrado na tabela 03, foram coletadas no periodo de 1993 a
2008, totalizando, para os 31 pacientes, 70 amostras. Entretanto, houve pacientes
com apenas uma amostra, a do tecido obtido na bidpsia endoscdpica.

Ja as amostras de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal distal
avancado, como demonstrado na tabela 04, foram coletadas durante os anos de
2005 a 2008, ressaltando que a amostra de um dos pacientes foi coletada em
1995. No total, portanto, de 58 pacientes, foram usadas 91 amostras, sendo que
alguns pacientes possuem apenas uma amostra, a do tecido obtido na bidpsia
endoscépica.

Com relacdo a escolha das amostras provenientes da peca cirurgica, os
blocos de parafina nos quais estas foram armazenadas foram determinados pelo
patologista responsavel, a fim de que, apds serem cortadas devidamente em tiras
e colocadas em eppendorfs para posterior extracdo do DNA tecidual, contivessem,
além do tecido tumoral propriamente dito, tecido sadio proveniente das margens
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do tumor, que seria o local de maior probabilidade para se encontrar o H. pylori.
Cabe ressaltar que, das pecas cirurgicas, foram obtidos, em média, 35 blocos de
parafina contendo diferentes cortes do tecido, sendo que todos estes foram
separados para que se pudesse escolher o mais indicado para a pesquisa em
questao.

Finalmente, foram considerados apenas pacientes com adenocarcinoma
gastrico do tipo intestinal tubular distal, precoce ou avangado, que tiveram a
determinacao desse cancer como primario. Todos os pacientes que tiveram esse
tipo de tumor de forma secundaria, isto €, como metastase de tumores de outros
orgaos, foram excluidos da pesquisa. Para isso, também foram avaliadas, nas
pastas dos pacientes, as informagdes obtidas com a andlise imuno-histoquimica.

Na leitura dos prontuarios dos pacientes também foi verificado que, em
ambos o0s grupos, eles ndo eram tabagistas nem faziam uso habitual de bebidas
alcodlicas, dois fatores externos importantes que podem contribuir para o
desenvolvimento do cancer gastrico; também nao faziam uso rotineiro de AINEs.

Em resumo, foram entdo estudados dois grupos de pacientes: o primeiro
com diagnéstico de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal distal precoce e o
segundo com diagnéstico de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal distal
avancgado.

Enfim, foram utilizadas, como grupo controle para todas as reagdes, oito
amostras de tecido gastrico obtidas por bidpsia endoscépica positivas para H.
pylori pela histologia e pelo teste da urease, sendo quatro delas provenientes de
pacientes com diagnostico de gastrite crénica e quatro de pacientes com ulcera
duodenal. Tais amostras foram coletadas nos anos de 2003 e 2004, e tiveram seu
DNA extraido e armazenado no Laboratério de Diagnostico de Doencas
Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular e Antigenemia da Unicamp (tabela
05). As amostras de Ulcera duodenal, em especial, foram utilizadas como controle
positivo para as reagdes do gene dupA. Como controle negativo, foi usada a agua
destilada.
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Tabela 05 — Amostras provenientes dos pacientes do grupo controle.

Amostra Paciente HC Idade (anos) Data da coleta Diagndstico
c o1 TAL 647132-4 72 12/09/2003 gastrite crénica
co2 TPDP 735213-1 17 12/09/2003 gastrite crénica
C 03 AAD 127321-6 41 12/09/2003 gastrite cronica
co4 JOS 387071-9 73 23/03/2004 gastrite crénica
C05 RLO 860712-5 38 30/03/2004 Ulcera duodenal
C 06 FFC 855431-0 58 30/03/2004 Ulcera duodenal
Cco7 DLBG  841727-1 57 06/04/2004 Glcera duodenal
C 08 FG 764002-7 61 06/04/2004 Ulcera duodenal
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4- Métodos

No presente trabalho, os métodos utilizados para a caracterizacdo das

cepas do H. pylori encontradas nas amostras de DNA extraidas de tecido gastrico

foram:
1

extracdo do DNA das amostras de tecido gastrico obtidas por bidpsia
endoscopica, fixadas em formalina e conservadas em parafina;
quantificacdo do DNA extraido das amostras de tecido com o uso de
nanodrop;

reacdo de betaglobina para confirmagédo da extragcdo do DNA e da sua
qualidade;

amplificagdo génica pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para a
regiao do gene urease C (g/mM) do H. pylori, com a finalidade de
identificar o DNA bacteriano;

amplificagdo génica pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) para a
regido do gene vacA do H. pylori e suas subrregides s e m;

amplificacdo génica pela reacdo em cadeia da polimerase tipo nested
(nested PCR) para a regiao do gene cagA do Helicobacter pylori,
amplificagdo génica pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a
regido do gene cagT;

amplificagdo génica pela reagédo em cadeia da polimerase (PCR) para a
regidao do gene dupA do H. pylori, com 0 uso de dois pares de primers
diferentes — jhp 0917 e jhp 0918.

Todas as PCRs foram realizadas em duplicata a fim de se garantir, mais

uma vez, a qualidade do experimento.

Além disso, controles positivos, provenientes das amostras ja descritas na

casuistica do presente trabalho, foram usados em todas as reagbes como

parametro para os resultados encontrados, assim como controles negativos.
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4.1- Extracao de DNA de tecidos fixados e emblocados em parafina

A técnica tomada como base para a extragdo do DNA de tecidos fixados e
emblocados em parafina foi descrita por Goelz e col. (1985).

Foram utilizados cortes de fitas de parafina de dez mm contendo o tecido
conservado e mantido em tubos eppendorfde 1,5 mL.

A cada uma das amostras foi adicionado um mL de xilol, agitando-a e
deixando-a em repouso por cinco minutos, colocando-a, em seguida, para
centrifugar a 14000 rpm por cinco minutos e descartando, posteriormente, o
sobrenadante. Esse passo foi repetido de trés a cinco vezes, conforme a amostra,
para completa retirada da parafina, mantendo-se apenas o tecido.

As amostras foram, entdo, adicionados 500 uL de etanol a 100%, sendo
estas centrifugadas a 14000 rpm por cinco minutos. Na seqiéncia, o etanol
absoluto foi descartado com o auxilio de uma pipeta e adicionaram-se as amostras
500 pL de etanol a 95%, centrifugando-as a 14000 rpm novamente por cinco
minutos. O sobrenadante foi, mais uma vez, descartado e, a cada amostra,
adicionaram-se 500 pL de etanol a 70%, centrifugando-a a 14000 rpm por cinco
minutos. O sobrenadante foi, finalmente, descartado, e as amostras deixadas para
secagem em temperatura ambiente.

Em seqiiéncia a secagem, a cada amostra foram adicionados 11 uL de uma
solucao de proteinase K (10 mg/mL) e 419 uL de uma solugéo tampéao de Tris HCI
1 M pH 7,5 e SDS 1%, permanecendo, essa mistura, overnight em banho de 55°
C.

Apés esse periodo, as amostras foram retiradas do banho e a elas foram
acrescentados 430 uL de fenol, homogeneizando-as e centrifugando-as por 30
minutos a 14000 rpm. O sobrenadante, fragdo contendo o DNA, foi transferido,
assim, para um novo tubo, adicionando-se a ele 430 uL de uma solugao contendo
fenol e cloroformio na proporgao 1:1, centrifugando a mistura obtida por cinco
minutos a 14000 rpm. O sobrenadante resultante foi retirado e transferido para
outro tubo, adicionando-se a ele 430 uL de uma solugdo contendo fenol e

cloroférmio na proporgdo 24:1, homogeneizando-se a mistura e novamente
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centrifugando-a por 30 minutos a 14000 rpm. O novo sobrenadante obtido foi,
enfim, transferido para outro tubo e, a ele, foram adicionados 75 uL de acetato de
aménia 3M e 750 uL de etanol a 100%, invertendo-se os tubos contendo a
amostras e incubando-as, logo em seguida, a - 70° C pelo tempo de 40 minutos.

Findo esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 30
minutos, descartando-se o sobrenadante. O precipitado restante foi lavado
cuidadosamente com etanol a 70% mantido a - 20° C, sendo as amostras
centrifugadas por cinco minutos a 14000 rpm. O etanol foi descartado apdés
centrifugagdo e o material — DNA extraido — contido no tubo foi mantido para
secagem em temperatura ambiente. ApGs secagem completa, ao material foi
adicionada uma solugéo tampéao de Tris HC| EDTA pH 8,0.

Finalmente, a amostra obtida (DNA) foi armazenada em tubos eppendorf de
1,5 mL a temperatura de - 20° C para posterior analise.

4.2- Controle de qualidade do experimento

4.2.1- Quantificagcao do DNA extraido

Todas as amostras de DNA foram submetidas a quantificagdo em nanodrop
(NANODROP ND-1000 Full — Spectrum UV/Vis Spectrophotometer — Wilmington,
DE 19810 — USA), para confirmagéao da extracao.

Foi utilizado um volume de 1.3 uL da solugdo de DNA extraido para cada

amostra, os quais foram submetidos a leitura em absorbancia (A) de 230 nm.
4.2.2- PCR para deteccao do gene da betaglobina humano
A reacdo em cadeia da polimerase para detec¢cao do gene da betaglobina

humano seguiu o método utilizado por Saiki e col. (1988), com algumas
alteracdes.
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Essa amplificacdo teve como objetivo, junto com a quantificacdo, analisar a
presenca e a qualidade do DNA extraido das amostras de tecido gastrico,
garantindo-se um controle interno da qualidade do experimento, o que foi
indispensavel para a seguranga dos resultados obtidos.

Os primers utilizados foram os denominados PCO3 e PCO4, obtendo-se um
produto final de amplificacdo de 110 pares de bases (tabela 06).

Tabela 06 — Primers para deteccao do gene da betaglobina humana

Primer Sequéncia (5" = 3") Sentido
PCOS3 ACA CAACTGTGT TCACTAGC forward
PCO4 CAA CTT CAT CCACGT TTC ACC reverse

Foram realizados 40 ciclos de amplificagdo para cada amostra em
termociclador (“DNA Thermal Cycler” Perkin EImer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA),
obedecendo-se as seguintes temperaturas e seus respectivos tempos:
desnaturacao inicial a 94° C por cinco minutos, desnaturacdo a 94° C por trinta
segundos, anelamento a 55° C por um minuto, extensao a 72° C por dois minutos
e extensdo final a 72° C por oito minutos.

Os produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% corado com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta, sendo
fotografados em programa computacional proprio.

4.3- PCR para a regiao do gene urease C (g/imM) do H. pylori
A amplificagdo génica da regido do gene urease C, também denominado

glmM, seguiu o método descrito por Lage e col. (1995), com algumas
modificagdes.
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O volume total para cada reacao de amplificacao foi de 25 uL, contendo 1.0
uL do DNA extraido, 2,5 uL de buffer, 0,8 uL de MgCls, 4,0 uL de dntp, 0,4 uL de
cada primer (ureC1 e ureC2) e 0,25 uL de Taq polimerase, completando-se o
volume com agua destilada. O produto final da reagéo foi de 294 pares de bases,
sendo os primers descritos na tabela 07.

Foram realizados 35 ciclos em termociclador (“DNA Thermal Cycler” Perkin
Elmer / Cetus, Norwalk, Conn., EUA), submetendo-se as amostras a 94° C por
cinco minutos, 94° C por dois minutos, 57° C por um minuto e trinta segundos
(anelamento), 72° C por um minuto e trinta segundos e 72° C por sete minutos.

Tabela 07 — primers para PCR da regiao do gene urease C do H. pylori

Primer Sequéncia (5" = 3") Sentido
urease C 1 AAGCTTTTAGGG GTGTTAGGGGTTT forward
urease C 2 AAG CTT ACTTTC TAA CAC TAA CGC reverse

Os produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% corado com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta, sendo
fotografados em programa computacional proprio.

4.4- PCR para a regiao do gene vacA do H. pylori.

A regi&do do gene vacA foi analisada em suas duas subunidades: s (s1 e s2)
em (m1 e m2).

Tanto os primers para a regidao s quanto para a regido m1 foram utilizados
por Atherton et al., respectivamente, em 1997 e 1999 (tabela 08 e tabela 09). Ja
0s primers para a regido m2 foram usados por Thomazini et al. (2006) (tabela 10).

A PCR para a regido s foi padronizada utilizando-se 1.0 uL do DNA extraido
das amostras de tecido, 2.0 yL de buffer, 0.8 uL de MgCly, 4.0 uL de dntp, 0.5 pL
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de cada primer e 0.25 uL de Taq polimerase, completando-se o volume com agua
destilada até 20.0 uL para cada amostra.

Foram realizados 30 ciclos de amplificacdo em termociclador (‘DNA
Thermal Cycler” Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA), obedecendo-se as
seguintes temperaturas e seus respectivos tempos: 94° C por dois minutos, 94° C
por um minuto, 56° C por um minuto e trinta segundos, 72° C por um minuto e 72°
C por sete minutos.

Tabela 08 — primers para a PCR do gene vacA regiao s do H. pylori

Primer Sequéncia (5" = 3’) Sentido
vacAs F ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC Forward
vacAs R CTG CTT GAATGC GCC AAAC Reverse

Para a regiao s do gene vacA os produtos amplificados foram de 259 pares
de bases (gendtipo s1) ou de 286 pares de bases (gendtipo s2).

No caso da regido m do gene vacA foram usados dois pares de primers, um
para a regidao m1 e outro para m2. Para ambas as reagdes, que foram realizadas
simultaneamente para todas as amostras, foi utilizado 1.0 pL do DNA extraido, 2.0
uL de buffer, 0.8 uL de MgCly, 4.0 uL de dntp, 0.5 uL de cada primer (vacA m1 F e
R, e vacA m2 F e R) e 0.25 yL de Taq polimerase, completando-se o volume com
agua destilada, totalizando 20.0 uL para cada reagao.

Foram realizados 30 ciclos de amplificacdo em termociclador (“DNA
Thermal Cycler” Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA), obedecendo-se as
seguintes temperaturas e seus respectivos tempos: 94° C por dois minutos, 94° C
por um minuto, 56° C por um minuto e trinta segundos, 72° C por um minuto e 72°

C por sete minutos.

Tabela 09 — primers da PCR para o gene vacA regido m1 do H. pylori

Primer Sequéncia (5" = 3") Sentido
vacAm1 F GGT CAA AAT GCG GTC ATG G forward
vacAm1 R CCATTG GTACCT GTAGAAAC reverse

130



Tabela 10 — primers da PCR para o gene vacA regiao m2 do H. pylori

Primer Sequéncia (5" = 3) Sentido
vacA m2 F ATG CTT TAATAT CGT TGA GA forward
vacA m2 R GAACATGTTTTA GTG AAAGC reverse

Para a regido m1 do gene vacA os produtos amplificados foram de 290
pares de bases e para a regido m2 os produtos foram de 198 pares de bases.

Os produtos amplificados foram, entdo, visualizados sob luz ultravioleta
apos eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio.

Apés essas duas amplificagdes, os produtos foram classificados em s1m1,
s1m2, s2m1 ou s2m2.

4.5- Nested PCR para a regiao do gene cagA do H. pylori

A presenga do gene cagA foi analisada com o uso de dois pares de primers
(tabela 11), descritos por Husson e col. (1995), Yamaoka e col. (1999) e Faundez
e col. (2002), com algumas alteracées.

Tanto a primeira PCR quanto a nested PCR foram padronizadas utilizando-
se, respectivamente, 1.0 uL do DNA extraido das amostras de tecido ou 1.0 pL do
produto da primeira reagao, com 2.5 uL de buffer, 0.8 uL de MgCly, 4.0 uL de dntp,
0.5 pL de cada primer (cagA 1 F e cagA 1 R para a primeira PCR e cagA 2 F e
cagA 2 R, para a nested PCR) e 0.25 yL de Taq polimerase, completando-se o
volume de 25 uL com agua destilada.

Foram realizados 35 ciclos de amplificacdo para cada amostra em
termociclador (“DNA Thermal Cycler” Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA),
obedecendo-se as seguintes temperaturas e seus respectivos tempos: 94° C por
cinco minutos, 94° C por um minuto, 552 C por um minuto e trinta segundos, 72° C
por um minuto e 72° C por sete minutos.
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Tabela 11 — primers da primeira PCR (cagA 1 F e 1 R) e da nested PCR
(cagA 2 F e 2 R) para o gene cagA do H. pylori

Primer Sequéncia (5" — 3") Sentido
cagA1F GAT AAC AGG CAAGCT TTT GAG AGG GA forward
cagA 1 R CCATGAATTTTT GAT CCGTTC GG reverse
cagA2 F GAT AACAGG CAAGCTTTT GAG G forward
cagA2 R CTG CAAAAG ATT GTT TGG CAG A reverse

A primeira reacao resultou em um fragmento de 393 pares de bases e a
nested PCR em um fragmento de 349 pares de bases.

Os produtos amplificados foram observados sob luz ultravioleta apos
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, sendo
fotografados em programa computacional proprio.

4.6- PCR para a regiao do gene cagT do H. pylori

A amplificagdo génica (PCR) para a regiao do gene cagT seguiu 0 método
usado por Mattar e col. (2007), com algumas modificagdes.

O volume total para cada reagdo de amplificacao foi de 20.0 uL, contendo
1.0 uL do DNA extraido, 2.0 uL de buffer, 0.8 uL de MgCly,, 4.0 uL de dntp, 0.4 uL
de cada primer (tabela 12) e 0.25 uL de Taq polimerase, completando-se o volume
com agua destilada.

Foram realizados 35 ciclos em termociclador (“DNA Thermal Cycler” Perkin
Elmer / Cetus, Norwalk, Conn., EUA), submetendo as amostras a 94° C por cinco
minutos, 94° C por um minuto, 552 C por um minuto e trinta segundos, 72° C por
um minuto e 72° C por sete minutos.
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Tabela 12 — primers da PCR para regiao do gene cagT do H. pylori

Primer Sequéncia (5" = 3) Sentido
cagT 1 CCATGT TTATAC GCCTGT GT forward
cagT 2 CAT CAC CACACCCTTTTG AT reverse

Os produtos obtidos, de 301 pares de bases, foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio e visualizados

sob luz ultravioleta, sendo fotografados em programa computacional préprio.

4.7- PCR para a regiao do gene dupA do H. pylori

A amplificacdo génica (PCR) da regido do gene dupA seguiu o método
descrito por Lu e col. (2005), com algumas modificacdes, sendo analisada através
de dois pares de primers, com reacdes independentes (tabelas 13 e 14).

O volume total para cada reagdo de amplificacédo sera de 20.0 uL, contendo
1.0 uL do DNA extraido, 2.0 uL de buffer, 0.8 uL de MgCls, 4.0 uL de dntp, 0,5 puL
de cada primer (jhp 0917 F e jhp 0917 R para uma reacao, e jhp 0918 F e jhp
0918 R, para uma segunda reagao) e 0.25 uL de Taq polimerase, completando-se
o volume com agua destilada.

O produto final da PCR usando o par de primers denominado jhp0917 foi de
307 pares de bases e o produto do par de primers denominado jhp0918 foi de 276
pares de bases.

Foram realizados, tanto para uma reacao quanto para a outra, 35 ciclos em
termociclador (“DNA Thermal Cycler” Perkin Elmer / Cetus, Norwalk, Conn., EUA),
submetendo as amostras a 94° C por dois minutos, 94° C por trinta segundos, 57°
C por trinta segundos, 72° C por um minuto e 72° C por sete minutos.

133



Tabela 13 — primers da PCR para a regiao do gene dupA jhp 0917 do H.

pylori
Primer Sequéncia (5" — 37) Sentido
dupA jhp0917 F TGG TTT CTA CTG ACA GAG CGC forward
dupA jhp0917 R AAC ACG CTG ACA GGA CAATCT CCC reverse

Tabela 14 — primers da PCR para a regiao do gene dupA jhp 0918 do H.

pylori
Primer Seqiéncia (5" —» 3) Sentido
dupA jhp0918 F CCT ATATCG CTAACG CGC GCTC forward
dupA jhp0918 R AAG CTG AAG CGT TTG TAACG reverse

Os produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% corado com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta, sendo
fotografados em programa computacional proprio.

4.8- Analise estatistica

Apés todas as reagbes de amplificacdo, os resultados obtidos para cada
regiao genbmica foram relacionados aos dois estagios da doenca estudada na
presente pesquisa, e foram analisados pelo teste do qui-quadrado, a fim de serem
observadas as possiveis diferencas entre as cepas de H. pylori responsaveis pelo
desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico distal intestinal precoce e do
adenocarcinoma gastrico distal intestinal avancado. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p < 0.05). A analise dos resultados como um todo,
considerando-se a doenga adenocarcinoma gastrico, também foi realizada.

Ainda, para descrever o perfil das amostras segundo as variaveis em
estudo, foram feitas tabelas de frequéncia das variaveis categéricas (combinacao
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dos gendtipos), com valores de frequéncia absoluta (n) e percentual (%). Com o
objetivo de comparar a combinacdo dos gendtipos entre os dois grupos de
pacientes, com adenocarcinoma precoce e avangado, foi utilizado o teste exato de
Fischer. O nivel de significancia para os testes estatisticos foi de 5% (p < 0.05).
especificamente, o gene dupA foi considerado presente quando suas duas regides
genbmicas (jhp0917 e jhp0918) demonstraram resultados positivos
concomitantemente.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para a estatistica da idade dos
pacientes e o teste do qui-quadrado para estatistica relativa ao género dos
pacientes.

Todas as andlises estatisticas descritas acima foram feitas pelo Servigo de
Estatistica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, com a utilizagdo do
programa computacional SAS for Windows® (Statistical Analysis System), versdo
9.1.3 (SAS Institute Inc, 2002-2003, Cary, NC, USA).

4.9- Normas de biosseguranca

Durante todos os procedimentos e técnicas utilizados para o
desenvolvimento da presente pesquisa foram tomados diversos cuidados a fim de
evitar qualquer tipo de contaminagao das amostras e mesmo dos pesquisadores e
alunos do laboratorio. Abaixo estao relacionados os principais cuidados tomados:

a-) manipulagdo em locais diferentes para extracdo do DNA, preparo das
amostras para amplificacao e amplificacao propriamente dita;

b-) reagentes e materiais preparados e utilizados em ambientes diferentes
daquele destinado a amplificacao da seqliéncia alvo;

c-) uso de bancadas com fluxo laminar para manipulagdo das amostras a
serem amplificadas;

d-) uso de vortex e centrifuga antes da abertura de quaisquer tubos
eppendorf contendo amostras a fim de se evitar a dispersao de aerossois;
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e-) materiais plasticos novos e estéreis utilizados para o preparo das
amostras para amplificacao, incluindo as ponteiras e os tubos eppendorf;

f-) trocas constantes de luva durante todo o processo de manipulagao;

g-) uso de hipoclorito a 10% e etanol a 70% nos periodos anteriores e
posteriores ao uso das bancadas;

h-) uso de ponteiras com filtro;

i-) uso de jogos de pipetas diferentes para cada local;

j-) uso de luvas, mascara, avental, 6culos e capacete de protecao;

k-) pratica laboratorial meticulosa.
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5- RESULTADOS

5.1- Extracao e quantificacao do DNA

O DNA foi extraido das 70 amostras de adenocarcinoma precoce e das 91
amostras de adenocarcinoma avancado obtidas para o presente trabalho,
totalizando, assim, 161 amostras (apéndices | e Il, respectivamente).

Para garantia da qualidade da técnica, a extragdo do DNA foi sempre
realizada com 24 amostras a cada vez.

A quantificacdo do DNA foi realizada em todas as amostras de cancer
precoce e avangado, utilizando-se o volume de 1.3 pL para cada uma delas,
fazendo-se a leitura em nanodrop com absorbancia de 230 nm. Nenhuma das
amostras demonstrou, pelos graficos gerados apos leitura, estar degradada e nem
ter quantidades de fenol ou de RNA que pudessem influenciar ou provocar
qualquer tipo de interacao com o DNA extraido.

5.2- PCR para a regiao do gene da betaglobina humana

Apbs extracdo e quantificagdo do DNA, em todas as 161 amostras foi
realizada a reacdo em cadeia da polimerase para a regido da betaglobina
humana, outra forma de se garantir a qualidade do experimento e do material final.
Todas as amostras (100.0%) apresentaram resultados positivos para essa reacgao,
com a amplificagdo de fragmentos de 110 pares de bases.
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M C+ 01 02 03 04 05 06

Figura 01 — Analise direta dos fragmentos obtidos apés eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. PCR para gene da betaglobina humana (110 pb). M — marcador de peso

molecular (ladder) de 100 pb. C+ controle positivo. 01 a 06 — amostras positivas.

5.3- PCR para a regiao do gene urease C (g/imM) do H. pylori

Com a realizacdo da PCR para o gene urease C, com amplificacdo de
fragmentos de 294 pares de bases, foram identificadas 89 amostras positivas do
total de 161 para o H. pylori, sendo 31 de adenocarcinoma precoce e 58 de

adenocarcinoma avangado.
M C+ 01 02 03 C-

Figura 02 — Analise direta dos fragmentos obtidos apds eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. PCR para gene urease C do H. pylori. (294 pb). M — marcador de peso
molecular (ladder) de 100 pb. C+ controle positivo. 01 a 03 — amostras positivas. C- controle

negativo.
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Dessa forma, para cada paciente, foi utilizada uma amostra de DNA, a qual
esta especificada nas tabelas 15 e 16, para os casos precoces € avanc¢ados,

respectivamente, juntamente com a quantificagéo.

Tabela 15 - Amostras positivas para H. pylori nos pacientes com

adenocarcinoma gastrico precoce.

Amostra Nome do Paciente Amostra e Histologia Quantificacao (ng/ul)
P 01 RPM P 01-C — G: 33340 337.6
P03 FC P 03-A—-G: 43153 1005.5
P04 JSO P04 - G: 31292 271.4
P05 PC P 05-B — G: 32431 854.4
P06 AMA P 06 — G: 7403 2115
P07 RF P 07-A-G: 21263 232.4
P08 MAA P 08 — G: 34957 531.9
P09 ASA P 09-A-G: 9518 167.6
P10 E Lopes O P10 - G: 23013 2117.6
P12 JA P 12-A - G: 36789 557.7
P13 AVazA P13 -G: 25125 1483.7
P14 LGFLN P 14-A - G: 3182 978.2
P15 EGP P15 - G: 40122 2314.2
P16 ECZ P 16-B — G: 27925 344.7
P17 SK P17-A—-G: 31464 4045.3
P18 SMP P 18-A — G: 29995 480.7
P19 ZAA P 19-C — G: 41499 358.5
P20 CS P 20 — G: 44249 381.5
P21 GD P 21-A - G: 44021 385.2
P22 MOOG P 22-A - G: 44158 628.8
P24 JLD P 24-B — G: 43520 1543.8
P25 FDS P 25-A — G: 42850 1305.0
P28 SR P 28-A — G: 47234 214.6
P29 AS P 29-A — G: 50577 222.5
P30 GT P 30-A — G: 49924 332.6
P 31 CGG P 31-A - G: 14227 208.5
P32 NPSS P 32-B — G: 28953 77.7
P33 PPS P 33-B-G: 55176 197.9
P34 LB P 34-A - G: 36181 559.4
P35 ICS P 35-A — G: 48005 318.3
P36 VJS P 36 — G: 54294 683.9
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Tabela 16 - Amostras positivas para H. pylori nos pacientes com

adenocarcinoma gastrico avangado.

Amostra Nome do Paciente

Amostra e Histologia

Quantificacao (ng/ulL)

A 01
A 03
A 04
A 05
A 06
A 07
A 08
A 09
A10
A1
A12
A13
A4
A15
A 16
A17
A18
A19
A20
A24
A25
A 26
A27
A28
A 29
A 30
A 31
A 32
A 33
A 34
A 35
A 37
A 38
A 40
A41
A 42
A 43
A44
A 45
A 46
A48
A 49
A 51
A 52
A 53

WC
AAB
RAM
JF
GB
RCTE
VP
Cz
0z
JDM
SLL
MCF
JFN
JGS
MSC
AAG
SFR
TJB
ACB
MC
AEP
JMC
oM
NLPM
M P
VAS
ABG
RBO
MMD
JCP
NSSS
LA
MMO
EM
AO
ES
LCM
JRL
YY
JAS
HA
ZDAG
IBM
RAF
MBN

A 01-G: 48873
A 03 - G: 48563
A 04-A — G: 45354
A 05 - G:48436
A 06-A - G: 47307
A07-A-G: 47159
A08-G:47176
A 09-A - G: 46874
A 10 - G: 46944
A11-A-G: 46833
A12-A-G: 46702
A13-G:46748
A 14 - G: 46522
A15-G: 46416
A 16-A - G: 46249
A 17-B - G: 46524
A 18 - G: 45827
A 19 - G: 45682
A 20-A — G: 45497
A 24-A — G: 45435
A 25 - G: 45360
A 26 - G: 45467
A 27-A - G: 45361
A 28 - G: 45404
A 29 - G: 45391
A 30-A - G: 52304
A 31-G: 52033
A 32-A - G: 52034
A 33-G: 52015
A 34-A - G: 52001
A 35-A-G: 51912
A37-A-G: 51156
A 38 - G: 50985
A 40 - G: 50167
A 41-A - G: 49847
A 42-A - G: 49936
A 43-A - G: 49809
A 44-A — G: 49817
A 45-A — G: 49786
A 46-A — G: 49612
A48 - G: 49318
A 49-A - G: 49167
A 51-A - G: 44649
A 52 - G: 44600
A 53-B — G: 44483

946.7
226.9
185.8
211.2
307.4
50.0
146.2
117.0
45.9
51.5
147.8
300.3
1959.0
392.4
12.4
1448.9
340.2
280.7
52.3
360.3
72.5
214.7
1235.2
85.5
338.5
343.1
423.1
455.2
362.4
578.9
586.5
305.7
198.4
459.2
395.0
1236.4
544.6
819.7
723.9
781.9
1241.6
761.0
1092.7
675.6
145.7
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A 54
A 56
A 57
A 58
A 59
A 60
A 62
A 63
A 64
A 65
A 66
A 67
A 68

JRA
BGS
BL
AJS
EPH
JL
DPS
SFO
BAR
CRAF
P M
EMC
RS

A 54 - G: 44022
A 56 - G: 43752
A 57 - G: 43501
A 58-A — G: 43495
A 59-A - G: 43449
A 60-A - G: 43339
A62-G:43155
A63-G:43115
A 64-A — G: 45249
A 65 - G: 45207
A 66 -G: 10332
A 67-A - G: 52968
A 68-A — G: 53502

86.6
366.3
382.0
365.8
326.3
278.5
282.8
14141
475.0
243.7
484.8

1622.4
880.6

A mediana dos valores de quantificacdo do DNA dos pacientes com
adenocarcinoma géstrico precoce foi de 385.200 ng/pL, com valor minimo de 77.7
ng/uL e maximo de 4045.3 ng/uL e a mediana da quantificacdo das amostras
obtidas dos pacientes com adenocarcinoma gastrico avancado foi de 361.350

ng/uL, com valor minimo de 12.4 ng/uL e maximo de 1959.0 ng/uL, conforme

tabela 17.

Tabela 17 - Estatistica da quantificacdo das amostras de DNA positivas

para H. pylori.

Quantificacdo N

Mediana Valor minimo

Valor maximo

(ng/pL)

Precoce 31 385.200 77.7 4045.3
Avancado 58 361.350 12.4 1959.0
Total 89 365.800 12.4 4045.3
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5.4- Estatistica descritiva da idade dos pacientes

A mediana da idade do total de pacientes foi de 63.00 anos e,
isoladamente, dos pacientes com adenocarcinoma gastrico precoce foi de 61.00
anos, com idade minima de 24 e maxima de 81 anos, e dos pacientes com
adenocarcinoma gastrico avancado, de 64.50 anos, com idade minima de 37 e
maxima de 88 anos (tabela 18). Para avaliacao das possiveis diferencas entre os
dois grupos de pacientes foi usado o teste ndo parameétrico de Mann-Whitney.

Tabela 18 — Dados referentes a estatistica descritiva da idade dos

pacientes.
Idade N mediana valores valores
Classificacao minimos maximos
Precoce 31 61.00 24 81
Avancado 58 64.50 37 88
Total 89 63.00 24 88

5.5- Estatistica descritiva do género dos pacientes

Quanto ao género, dos pacientes com adenocarcinoma precoce, 64.5% (20
casos) eram homens e 35.5% (11 casos), mulheres. Ja para os pacientes com
adenocarcinoma avancgado, 69.0% (40 casos) eram homens e 31.0% (18 casos),
mulheres. No grupo como um todo, esses valores sdo representados por 67.4%
para o género masculino e 32.6% para o feminino (tabela 19). Nao houve,
portanto, um valor significativo que pudesse diferenciar os pacientes quanto ao
género, demonstrando-se, tanto em um grupo quanto no outro, a prevaléncia da

doenca no género masculino.
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Tabela 19 — Estatistica descritiva do género dos pacientes.

Classificacao total
precoce avangado
Género feminino 11 18 29
35.5% 31.0% 32.6%
masculino 20 40 60
64.5% 69.0% 67.4%
Total 31 58 89
100.0% 100.0% 100.0%

p=0.670

5.6 — PCR para a regiao do gene vacA do H. pylori

O gene vacA foi analisado por PCR para suas duas sub-regides, vacA s, e
vacA m, sendo que, com os resultados obtidos, cada paciente foi qualificado com
cepas do H. pylori vacA s/m.

5.6.1- Gene vacAregiao s

As amostras, ap6s PCR para a regiao do gene vacA s, foram classificadas
em dois subtipos, s1 e s2, com amplificacdo de fragmentos de 258 e 286 pares de
bases, respectivamente.

Assim, das 31 amostras de adenocarcinoma gastrico precoce, 71.0% (22
casos) foram s1 e 29.0% (9 casos) s2. Para as 58 amostras de adenocarcinoma
avancado, 70.7% (41 casos) foram s1 e 29.3% (17 casos) s2, obtendo-se um valor
de p igual a 0.978, ndo estatisticamente significativo (tabela 20). O odds ratio
calculado foi de 1.014, com intervalo de confianga de 95% (0.388-2.646).
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Tabela 20 - Resultados estatisticos obtidos para o gene vacA regiao s.

Classificacao total
precoce avangado
vacA s (s1/s2)  si 22 41 63
71.0% 70.7% 70.8%
s2 9 17 26
29.0% 29.3% 29.2%
Total 31 58 89

100.0% 100.0% 100.0%

p=0.978
OR = 1.014 / intervalo de confianca 95% (0.388-2.646)

De forma geral, 63 (70.8%) amostras apresentaram o subtipo s1 do gene
vacA s e 26 (29.2%) amostras, 0 subtipo s2 do gene vacA, totalizando as 89

amostras utilizadas no estudo.

M C+ 01 02 03 04 C-

Figura 03 — Analise direta dos fragmentos obtidos apos eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. PCR para gene vacA regido s do H. pylori - vacA s1 (259 pb). M —
marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb. C+ controle positivo. 01 a 04 — amostras positivas.

C- controle negativo.
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M C+ 01 02 03 04 C-

Figura 04 — Analise direta dos fragmentos obtidos apds eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. PCR para gene vacA regido s do H. pylori - vacA s2 (286 pb). M —
marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb. C+ controle positivo. 01 a 04 — amostras positivas.

C- controle negativo.

C+ C+
M st s2 01 02 03 04 C-

Figura 05 — Analise direta dos fragmentos obtidos apds eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. PCR para gene vacA regido s do H. pylori - vacA s1 (259 pb); vacA s2 (286
pb). M — marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb. C+ s1 controle positivo para vacA s1; C+
s2 controle positivo para vacA s2. 01, 03 — amostras positivas para vacA si1; 02, 04 — amostras
positivas para vacA s2. C- controle negativo.
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5.6.2- Gene vacA regiao m

As amostras, apés PCR para a regido do gene vacA m, foram classificadas
em dois subtipos, m1 e m2, com amplificacdo de fragmentos de 290 e 189 pares
de bases, respectivamente.

Para ambos os grupos estudados, ndo houve resultados positivos para a
regido m2 do gene vacA m. Todas as amostras foram do tipo m1, amplificando

290 pares de bases (tabela 21).

Tabela 21 - Resultados estatisticos obtidos para o gene vacA regiao m.

Classificacao total
precoce avang¢ado
vacAm (m1/m2) mi 31 58 89
100.0% 100.0% 100.0%
m2 0 0 0
0.0% 0.0% 0.0%
Total 31 58 89

100.0%  100.0% 100.0%

C+
M mi1 01 02 03 04 C-

Figura 06 — Analise direta dos fragmentos obtidos apés eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. PCR para gene vacA regido m do H. pylori - vacA m1 (290 pb). M —
marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb. C+ controle positivo. 01 a 04 — amostras positivas

para vacA m1. C- controle negativo.
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5.6.3- Gene vacA s/m

Apdbs andlise dos subtipos s e m, foi realizada a tipagem de todas as
amostras, classificando-as em s/m da seguinte forma: sim1, sIm2, s2m1 e s2m2.

No presente estudo, como nao houve resultados para o subtipo m2, as
amostras foram classificadas em s1m1 e s2m1.

Para as amostras de adenocarcinoma precoce, 71.0% (22 casos) foram
sim1 e 29.0% (9 casos) foram s2m1. J4 para as amostras de adenocarcinoma
avangado, 70.7% (41 casos) foram s1m1 e 29.3% (17 casos) foram s2mfi,
obtendo-se um p valor igual a 0.978, estatisticamente n&o significante (tabela 22).
O odds ratio calculado foi de 1.014, com intervalo de confianga de 95% (0.388-
2.646).

Tabela 22 - Resultados estatisticos obtidos para o gene vacA classificacao

s/m.
Classificacao total
precoce avancado

vacA s/m simi 22 41 63
71.0% 70.7% 70.8%

s2m1 9 17 26
29.0% 29.3% 29.2%

Total 31 58 89

100.0% 100.0% 100.0%

p=0.978
OR = 1.014 / intervalo de confianca 95% (0.388-2.646)

5.7 — Nested PCR para a regiao do gene cagA do H. pylori

Para o gene cagA, das amostras provenientes de pacientes com

adenocarcinoma precoce, 61.3% (19 casos) apresentaram resultados positivos e

38.7% (12 casos), negativos. Para as amostras de adenocarcinoma avangado,
82.8% (48 casos) foram positivas e 17.2% (10 casos) negativas (tabela 23). O p
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valor foi igual a 0.025, o que se reflete em um resultado estatisticamente
significativo. O odds ratio foi igual a 3.023, com intervalo de confianca de 95%
(1.123-8.185).

Tabela 23 - Resultados estatisticos obtidos para o gene cagA.

Classificacao total
precoce avangado
cagA positivo 19 48 67
61.3% 82.8% 75.3%
negativo 12 10 22
38.7% 17.2% 24.7%
Total 31 58 89

100.0% 100.0% 100.0%

p = 0.025
OR = 3.023 / intervalo de confianca 95% (1.123-8.185)

No grupo como um todo, houve 67 casos (75.3%) positivos para o0 gene

cagA e 22 casos (24.7%) com resultados negativos para esse gene.

M C+ 01 02 03 04 05 C-

Figura 07 — Analise direta dos fragmentos obtidos apds eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. Nested PCR para gene cagA do H. pylori (349 pb). M — marcador de peso
molecular (ladder) de 100 pb. C+ controle positivo. 01 a 05 — amostras positivas. C- controle

negativo.
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5.8 — PCR para a regiao do gene cagT do H. pylori

Para o gene cagT, das amostras de adenocarcinoma precoce, 54.8% (17
casos) foram positivas e 45.2% (14 casos) negativas. Nas amostras de pacientes
com adenocarcinoma avancgado, 65.5% (38 casos) demonstraram resultados
positivos, enquanto 34.5% (20 casos), negativos (tabela 24), obtendo-se um p
valor igual a 0.323, estatisticamente nao significativo. O odds ratio foi igual a
1.565, com intervalo de confianca de 95% (0.642-3.813).

Tabela 24 - Resultados estatisticos obtidos para o gene cagT.

Classificacao total
precoce avangado
cagT positivo 17 38 55
54.8% 65.5% 61.8%
negativo 14 20 34
45.2% 34.5% 38.2%
Total 31 58 89

100.0% 100.0% 100.0%

p =0.323
OR = 1.565 / intervalo de confianca 95% (0.642-3.813)

No grupo como um todo, 55 amostras (61.8%) tiveram resultado positivo e
34 (38.2%), negativo.
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M C+ 01 02 03 04 05 C-

Figura 08 — Analise direta dos fragmentos obtidos apos eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. PCR para gene cagT do H. pylori (301 pb). M — marcador de peso
molecular (ladder) de 100 pb. C+ controle positivo. 01 a 05 — amostras positivas. C- controle
negativo.

5.9 — PCR para a regiao do gene dupA do H. pylori

5.9.1 — Gene dupA jhp 0917

Com relacdao a regiao denominada dupA jhp 0917, das amostras de
adenocarcinoma precoce, 35.5% (11 casos) tiveram resultados positivos e 64.5%
(20 casos) resultados negativos. Para as amostras de adenocarcinoma avangado,
39.7% (23 casos) mostraram resultados positivos e 60.3% (35 casos), resultados
negativos, obtendo-se um p valor igual a 0.700, estatisticamente n&o significativo.
O odds ratio calculado foi igual a 1.195, com intervalo de confiangca de 95%
(0.484-2.952).

No total de amostras, 38.2% (34 amostras) tiveram resultados positivos e
61.8% (55 casos), negativos (tabela 25).
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Tabela 25 - Resultados estatisticos obtidos para o gene dupA jhp 0917.

Classificacao total
precoce avangado
dupA jhp0917 positivo 11 23 34
35.5% 39.7% 38.2%
negativo 20 35 55
64.5% 60.3% 61.8%
Total 31 58 89

100.0% 100.0% 100.0%

p=0.700
OR = 1.195 / intervalo de confianga 95% (0.484-2.952)

M C+ 01 02 03 04 C-

Figura 09 — Analise direta dos fragmentos obtidos apds eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. PCR para gene dupA do H. pylori regido jhp 0917 (307 pb). M — marcador
de peso molecular (ladder) de 100 pb. C+ controle positivo. 01 a 04 — amostras positivas. C-

controle negativo.

5.9.2 — Gene dupA jhp 0918

Por sua vez, com relacdo a regido denominada dupA jhp 0918, das
amostras de adenocarcinoma precoce, 51.6% (16 casos) tiveram resultados
positivos e 48.4% (15 casos), resultados negativos. Para as amostras de
adenocarcinoma avancgado, 55.2% (32 casos) tiveram resultados positivos e
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44.8% (26 casos), resultados negativos. O p valor foi de 0.748, estatisticamente
nao significativo. O odds ratio foi de 1.154, com intervalo de confianga de 95%
(0.481-2.765).

No total de amostras, 53.9% (48 amostras) tiveram resultados positivos e
46.1% (41 casos), negativos (tabela 26).

Tabela 26 - Resultados estatisticos obtidos para o gene dupA jhp 0918.

Classificacédo total
precoce avangado
dupA jhp0918 positivo 16 32 48
51.6% 55.2% 53.9%
negativo 15 26 41
48.4% 44.8% 46.1%
Total 31 58 89

100.0% 100.0% 100.0%

p =0.748
OR = 1.154 / intervalo de confianca 95% (0.481-2.765)

M C+ 01 02 03 C-

Figura 10 — Analise direta dos fragmentos obtidos apés eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio. PCR para gene dupA do H. pylori regiao jhp 0918 (276 pb). M — marcador
de peso molecular (ladder) de 100 pb. C+ controle positivo. 01 a 03 — amostras positivas. C-

controle negativo.
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Tabela 27 — Resultados gerais obtidos ap6s reagdes para o gene urease C,

vacA regides s e m, cagA, cagT e dupA jhp0917 e jhp0918 do H. pylori.

Classificacao Adenocarcinoma Adenocarcinoma Total p valor
gastrico gastrico
Precoce avancado
urease C 31 (100.0%) 58 (100.0%) 89 (100.0%)
s1 22 (71.0%) 41 (70.7%) 63 (70.8%)
s2 9 (29.0%) 17 (29.3%) 26 (29.2%) p=0.978
m1 31 (100.0%) 58 (100.0%) 89 (100.0%)
m2 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
s1/m1 22 (71.0%) 41 (70.7%) 63 (70.8%)
S2/m1 9 (29.0%) 17 (29.3%) 26 (29.2%) p=0.978
cagA positivo 19 (61.3%) 48 (82.8%) 67 (75.3%)
cagA negativo 12 (38.7%) 10 (17.2%) 22 (24.7%) p =0.025
cagT positivo 17 (54.8%) 38 (65.5%) 55 (61.8%)
cagT negativo 14 (45.2%) 20 (34.5%) 34 (38.2%) p =0.323
dupA jhp0917 11 (35.5%) 23 (39.7%) 34 (38.2%)
positivo
dupA jhp0917 20 (64.5%) 35 (60.3%) 55 (61.8%) p =0.700
negativo
dupA jhp0918 16 (51.6%) 32 (55.2%) 48 (53.9%)
positivo
dupA jhp0918 15 (48.4%) 26 (44.8%) 41 (46.1%) p=0.748
negativo
Total 31 (100.0%) 58 (100.0%) 89 (100.0%)

Como observado nas tabelas acima, para cada gene, foi realizada também

a analise do risco, levando-se em considera¢do um intervalo de confianga de 95%.

Os resultados contidos na tabela 28 mostram que apenas para o gene cagA houve

um valor importante, indicando que pacientes infectados por cepas cagA positivas

apresentam um risco trés (3.032) vezes maior de desenvolver o adenocarcinoma

gastrico avancado (intervalo de confianca de 95%, 1.123-8.185), do que pacientes

infectados com cepas cagA negativas.
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Tabela 28 — Anélise do risco (OR) com intervalo de confianca de 95% para

as regides gendmicas do H. pylori estudadas.

Classificacao OR Intervalo de confianca 95%
minimo maximo

s1/s2 1.014 0.388 2.646
m1/m2 - - -

s/m 1.014 0.388 2.646
cagA 3.032 1.123 8.185
cagT 1.565 0.642 3.813
dupA jhp0917 1.195 0.484 2.952
dupA jhp0918 1.154 0.481 2.765

Na sequéncia das andlises acima relatadas, com a finalidade de descrever
o perfil das amostras de acordo com as variaveis em estudo, foi feita a tabela de
freqUéncia das variaveis categéricas, com valores de frequéncia absoluta (n) e
percentual (%) (Tabela 29) e a tabela de combinagcédo dos gendtipos, também com
valores de frequéncia absoluta (n) e percentual (%) (Tabela 30). O gene dupA,
reiterando-se, foi considerado positivo quando as duas regides continuas que o
compdem demonstraram resultados positivos, ou seja, dupA presente quando
jhp0917 e jhp0918 foram positivos simultaneamente. O gendtipo mais frequente
da combinagédo entre os genes estudados foi sTm1 cagA positivo cagT positivo
dupA (jhp0917/0918) negativo, apresentado por 29.21% (26 casos) do total de
amostras (precoce e avangado, conjuntamente). Em segundo lugar, cepas s1m1
cagA positivo cagT negativo dupA (jhp0917/0918) negativo e stm1 cagA positivo
cagT positivo dupA (jhp0917/0918) positivo foram encontradas, de forma igual, em

10.11% (9 casos) das amostras (precoce e avan¢ado).
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Tabela 29 - Analise descritiva das variaveis categéricas para o total de

amostras.
Regiao genémica Frequéncia  Porcentagem
(n) (%)

Gene vacA s/m simi 63 70.79

s2m1 26 29.21

Gene cagA positivo 67 75.28

negativo 22 24.72

Gene cagT positivo 55 61.80

negativo 34 38.20

Gene dupA jhp0917 positivo 34 38.20

negativo 55 61.80

Gene dupA jhp0918 positivo 48 53.93

negativo 41 46.07

Gene dupA jhp0917/0918 positivo 28 31.46

negativo 61 68.54
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Tabela 30 - Analise descritiva das varidveis categéricas para as

combinacgdes de resultados do total de amostras.

Combinacao: Frequéncia Porcentagem
vacA s/m, cagA, cagT, dupA (jhp0917/0918) (n) (%)
sim1 neg neg neg 8 8.99
sim1 neg neg pos 1 1.12
s2m1 neg neg neg 3 3.37
s2m1 neg neg pos 2 2.25
sim1 neg pos neg 3 3.37
sim1 neg pos pos 1 1.12
s2m1 neg pos neg 2 2.25
s2m1 neg pos pos 2 2.25
sim1 pos neg neg 9 10.11
sim1 pos neg pos 6 6.74
s2m1 pos neg neg 4 4.49
s2m1 pos neg pos 1 1.12
sim1 pos pos neg 26 29.21
sim1 pos pos pos 9 10.11
s2m1 pos pos neg 6 6.74
s2m1 pos pos pos 6 6.74

Finalmente, para comparacédo dos gendtipos acima relacionados entre os
dois grupos de pacientes, com adenocarcinoma precoce e avang¢ado, obteve-se
um p valor igual a 0.116, estatisticamente n&o significativo (Tabela 31),
demonstrando-se que, apesar dos dados isoladamente avaliados terem resultado
no gene cagA como um importante fator (p = 0.025) para o desenvolvimento do
cancer avancgado, as cepas encontradas tanto em um estagio quanto no outro da
doenca possuem um mesmo perfil, sendo, de forma global, no grupo de 89
pacientes estudados, s1m1 cagA positivo cagT positivo dupA (jhp0917/0918)

negativo.
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Tabela 31 — Analise comparativa da combinacao dos gendétipos entre os

dois grupos de pacientes estudados.

Combinacao: Precoce Avancado Total

VacA s/m, cagA, cagT, dupA (jhp0917/0918)

sim1 neg neg neg 4 4 8
12.90 6.90

sim1 neg neg pos 1 0 1
3.23 0.00

s2m1 neg neg neg 1 2 3
3.23 3.45

s2m1 neg neg pos 0 2 2
0.00 3.45

sim1 neg pos neg 2 1 3
6.45 1.72

sim1 neg pos pos 1 0 1
3.23 0.00

s2m1 neg pos neg 2 0 2
6.45 0.00

s2m1 neg pos pos 1 1 2
3.23 1.72

sim1 pos neg neg 3 6 9
9.68 10.34

siml1 pos neg pos 2 4 6
6.45 6.90

s2m1 pos neg neg 2 2 4
6.45 3.45

s2m1 pos neg pos 1 0 1
3.23 0.00

sim1 pos pos neg 5 21 26
16.13 36.21

sim1 pos pos pos 4 5 9
12.90 8.62

s2m1 pos pos neg 2 4 6
6.45 6.90

s2m1 pos pos pos 0 6 6
0.00 10.34

Total 31 58 89

p=0.116
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6- DISCUSSAO

Apesar do decréscimo nas taxas de incidéncia e mortalidade observado nos
ultimos cinquienta anos, o cancer gastrico permanece como um grave problema de
salde mundial, ocupando o quarto lugar com relagdo aos tipos de céncer e o
segundo em causas de morte relacionadas a doenca.

O entendimento acerca da carcinogénese gastrica avangou
consideravelmente nas Ultimas décadas, especialmente no que diz respeito ao
papel do H. pylori no desenvolvimento das lesbes pré-cancerosas e na neoplasia
propriamente dita. Obviamente, o desenvolvimento do céncer gastrico € um
processo multifatorial, e dependente das caracteristicas genéticas do hospedeiro e
do meio ambiente, que, associadas as particularidades das cepas bacterianas,
influenciam na gravidade da resposta inflamatéria.

Apesar disso, permanece sem explicacdo o motivo pelo qual a maioria dos
individuos infectados pelo H. pylori permanece assintomatica e sem manifestar
qualquer doenca do trato digestivo, enquanto, em alguns pacientes, a infecgao
pela bactéria leva a inflamacao tecidual, com o possivel e conseqlente
desenvolvimento da gastrite cronica, das ulceras pépticas e, com maior gravidade,
do céancer gastrico.

Dentre as neoplasias malignas do estémago, o adenocarcinoma gastrico é
0 mais comum, sendo classificado em dois tipos, o intestinal, decorrente de uma
cascata de alteracbes teciduais provocada principalmente pela infeccao pelo H.
pylori, e o difuso, mais relacionado a causas genéticas e independente dessa
cascata de eventos.

O H. pylori € uma bactéria que apresenta uma alta diversidade genética e
diversos genes codificadores da expressdao de varios fatores de viruléncia,
sugerindo-se que esses possam ser responsaveis pela diferente gravidade da
infeccado provocada nos individuos. Cepas consideradas mais virulentas, como as
cagA positivas e vacA sim1, tendem a ser encontradas em pacientes com

enfermidades gastroduodenais mais graves, como o adenocarcinoma gastrico.
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Dessa forma, devido a importancia dessa bactéria no desenvolvimento do
cancer gastrico, o presente estudo analisou e identificou possiveis e essenciais
diferencas entre as cepas do H. pylori encontradas em amostras de tecido gastrico
fixadas e emblocadas em parafina, provenientes de pacientes com
adenocarcinoma gastrico distal do tipo intestinal precoce e avancado, fazendo a
comparacdo dos dados obtidos através do uso do teste estatistico do qui-
quadrado entre esses dois grupos. Para tanto, técnicas de biologia molecular
foram usadas a fim de identificar o DNA bacteriano nessas amostras e amplificar
produtos especificos do seu genoma, que atuam como fatores de viruléncia, como
0s genes vacA, cagA, cagT e dupA.

Em primeiro lugar, com relagdo a técnica utilizada no presente trabalho,
deve-se considerar a possibilidade, com sucesso, da utilizacdo de amostras de
tecido fixado e conservado em parafina, as quais apresentam DNA de qualidade
adequada para amplificagcdo pela PCR, apds sua extracdo. Assim, conforme
relatos da literatura e comprovagdo em nosso estudo, a capacidade de amplificar
regides especificas de DNA por essa técnica trouxe e continua a trazer inumeras
vantagens, especialmente para a pesquisa, demonstrando-se, como ponto
primordial, o potencial para analisar material de arquivo, 0 que permite acesso a
vastas quantidades de tecido, provenientes de diversos 6rgaos do corpo humano
(Saiki et al., 1988; Rogers et al., 1990).

Dessa forma, a vantagem da sensibilidade da técnica combinada com o uso
desse tipo de material, permite a realizacdo de estudos retrospectivos em grande
escala, sendo que a eficacia da PCR depende, de maneira importante, do método
de fixacdo e da posterior técnica utilizada para a extracdo do DNA (Vince et al.,
1998).

O segundo aspecto importante que possibilita 0 uso dessas amostras,
consideradas por alguns autores como improvaveis para a realizacao da PCR, por
conterem DNA fragmentado e de pouca quantidade (Morera-Brenes et al., 1994),
€ a escolha dos primers e das regidées genémicas de amplificagdo. Como o DNA
de amostras fixadas pode realmente apresentar-se fragmentado € em menor
quantidade do que o existente nos tecidos obtidos a fresco e apenas congelados,
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devem ser escolhidos primers que amplifiguem regides pequenas (Scholte et al.,
1997), de 100 a 400 pares de bases.

Dessa maneira, para o desenvolvimento do presente estudo, foram
selecionados primers que possibilitaram a amplificagdo de produtos pequenos das
regides gendmicas dos genes urease C, vacA, cagA, cagT e dupA do H. pylori,
sem que houvesse uma variagado muito grande entre o tamanho de um produto e 0
de outro. Para que esse padrao pudesse ser mantido, para o gene cagA foi
realizada a nested PCR, que utiliza como amostra o produto obtido em uma
primeira reagdo de amplificagao.

No que diz respeito aos dois periodos de coleta das amostras ja
mencionados na casuistica, um problema que ndo se discute no presente
trabalho, mas que ndo deve deixar de ser mencionado, é o fato de o numero de
diagnésticos de adenocarcinoma gastrico avancado ainda permanecer maior que
o de precoce, o que pode ser verificado na pesquisa em pauta, ja que o total de
amostras provenientes de pacientes com cancer precoce foi obtido durante os
anos de 1993 a 2008 e os de cancer avang¢ado, de 2005 a 2008.

Isso se deve, talvez, a falta de acesso adequado da populacédo
economicamente menos favorecida aos servigos basicos de saude, ou a propria
falta de informacdo da populagdo em geral, ao procurar por assisténcia médica
somente quando nota a presengca ou mesmo a exacerbagdo de determinados
sintomas.

Assim, ap6s a obtencao do total de 161 amostras de tecido gastrico, foi feita
a extracdo do DNA e sua posterior quantificacdo, assim como a PCR para avaliar
a presenca do gene da betaglobina humana, duas técnicas que permitiram a
garantia da qualidade de todos os passos posteriores da pesquisa, que foram
realizados com o DNA extraido.

Apébs essas reacodes, todas as amostras foram submetidas a PCR para a
regiao do gene urease C do H. pylori, sendo que, do total de 161 amostras de
tecido, o DNA bacteriano foi verificado em 89, sendo 31 de pacientes com
adenocarcinoma gastrico distal do tipo intestinal precoce e 58 de pacientes com a
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doenca no estagio avangado. Reitera-se, nesse ponto, que foi usada uma amostra
de tecido de cada um dos 89 pacientes.

O gene urease C foi escolhido para a identificacdo primaria do DNA do
micro-organismo nas amostras de tecido por ser especifico do H. pylori. Essa
especificidade foi, inclusive, comprovada por alguns estudos que utilizaram cepas
do H. pylori e de outras bactérias produtoras de urease, sendo que, para essas
ultimas, n&o foi possivel a obtencdo de produtos de amplificagédo por PCR para o
gene em questédo (Moore et al., 1993; Owen et al., 1998). Além disso, esse gene &
presente em todas as cepas da bactéria, sendo que a atividade da urease é
considerada um fator determinante para a sua patogenicidade, além de estar
contido em uma regiao genémica altamente conservada (Owen et al., 1998, Lage
et al., 1995; Lu et al., 1999; Marais et al., 1999).

Na sequiéncia, as 89 amostras positivas para o DNA bacteriano, cada uma
proveniente de um paciente, foram submetidas a PCR para a regidao do gene
vacA, analisando suas duas sub-regides, s e m.

Para a regido s, das 31 amostras de adenocarcinoma precoce, 71.0% (22
casos) foram positivas para s1 e 29.0% (9 casos) para s2, e, das amostras de
adenocarcinoma avangado, 70.7% (41 casos) foram positivas para s1 € 29.3% (17
casos) para s2 (p = 0.978), ndo havendo resultados estatisticamente significantes
entre os dois grupos de pacientes. No total de amostras, considerando-se a
doenca cancer gastrico, 70.8% (60 casos) foram s1 e 29.2% (26 casos) foram s2.

Com relacao a regiao m, ndo foram encontrados resultados positivos para
m2, sendo, portanto, todas as amostras de cancer precoce e avang¢ado, positivas
para mi.

Em sequéncia a obtencdo desses resultados, as amostras foram
classificadas nos genétipos sim1 e s2m1, sendo que, para 0s casos precoces,
71.0% das amostras foram s1m1 e 29.0% s2m1 e, para 0s casos avanc¢ados,
70.7% foram s1m1 e 29.3% s2m1 (p = 0.978), refletindo um resultado ndo
estatisticamente significativo. No total de 89 amostras, 70.8% (63 casos) foram
s1m1 e 29.2% (26 casos) s2m1.
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O gene vacA, assim como o urease C, é presente em todas as cepas do H.
pylori e 0 mosaicismo existente entre as suas subrregidées s e m é importante na
determinacdo da produgdo da citotoxina VacA, sendo, portanto, associado a
patogenicidade bacteriana (Atherton et al., 1995). A literatura relata que cepas
vacA s1 produzem maiores quantidades da toxina VacA, enquanto as vacA s2
apresentam menor toxicidade (Peek e Blaser, 2002; Bjoérkholm et al., 2003). Além
disso, cepas com mosaicismo s1m1 parecem ser mais tdxicas do que as s1m2,
sendo associadas a gastrite crbnica em atividade, a gastrite atréfica e a
metaplasia intestinal, lesbes precursoras do adenocarcinoma gastrico do tipo
intestinal (Nogueira et al., 2001).

Ainda, uma importante relacdo entre as cepas vacA s1m1 e a presenga do
gene cagA também é relevantemente mencionada (Covacci et al., 1993; Tummuru
et al 1993). Embora localizados em regides gendmicas diferentes, o gene cagA é
fortemente associado com a atividade citotoxica da VacA (Hocker e Hohenberger,
2003) e cepas que expressam a combinagédo desses alelos e da CagA provocam
danos epiteliais mais graves (Guiara et al., 1995; Atherton et al., 1997). No
presente trabalho, nas amostras de adenocarcinoma avang¢ado, a presenca do
gene cagA foi encontrada em 82.8% das cepas, juntamente com 70.7% de cepas
s1m1, corroborando os resultados de outros estudos e demonstrando que essa
combinacdo pode resultar em cepas de maior viruléncia (Miehlke et al., 2000;
Leanza et al., 2004).

Os resultados obtidos no presente trabalho sao similares aos de um estudo
realizado na China (Qiao et al., 2003) com pacientes diagnosticados com cancer
gastrico, provavelmente em estagio avancado, no qual 95% das amostras
estudadas demonstraram resultados positivos para o gene cagA e tiveram a
expressao do alelo s1 em maior porcentagem do que a do s2. Entretanto,
diferentemente dos resultados aqui relatados, nos quais nao foi encontrada
nenhuma cepa m2 positiva, foram verificadas porcentagens similares dos alelos
m1 e m2 nesses pacientes chineses.

Outro estudo, realizado no Brasil, mas utilizando amostras de pacientes
com gastrite, verificou que, na analise de cepas do H. pylori provenientes de
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pacientes com gastrite crbénica, foi encontrada uma porcentagem maior do
gendtipo m2 do que m1 (Kague et al., 2010). Consequentemente, partindo dessas
informagdes, assim como das encontradas no presente estudo, considera-se, de
forma importante, que as cepas m2 sejam menos virulentas do que as mi,
devendo ser analisadas ndo de forma isolada, mas sim conjunta com os
resultados s1, estando presentes em doencas gastricas menos graves, apesar do
genotipo m2 ter sido encontrado, como ja descrito, em condigdes similares ao m1
nas amostras de cancer estudadas por Qiao et al. (2003). Ainda, no citado estudo
brasileiro, diferentemente dos resultados do presente trabalho, ndao foram
encontradas cepas s2m1 (Kague et al., 2010).

Nessa mesma linha de pesquisa, estudo realizado em Portugal (Figueiredo
et al., 2002), demonstrou uma importante associagao entre a presencga de cepas
bacterianas cagA positivas vacA s1m1 e o cancer gastrico, sem estagio definido,
sendo que esses gendtipos foram encontrados com uma freqiéncia bem menor
em pacientes com gastrite cronica, assim como determinado em outras pesquisas
prévias (Atherton et al., 1997; Figueiredo et al., 2001; Nogueira et al., 2001)

Especificamente com relagcdo as amostras provenientes dos pacientes com
adenocarcinoma precoce, apesar de elas apresentarem o mesmo perfil genético
das cepas de H. pylori encontradas nos casos avancados, uma propor¢ao, que
pode ser considerada significativa, apresentou o mosaico s2mi1 (29.0%),
sugerindo-se que esse seja um fator que contribua para a manutencéao da doenca
no estagio precoce, ja que cepas com alelo s2 demonstram ter menos atividade
citotéxica do que as s1, mesmo quando associadas ao genoétipo m1.

Por sua vez, a andlise do gene cagA de forma isolada, demonstrou um
resultado estatisticamente significativo entre os dois grupos de amostras
estudados. As cepas determinadas nos casos de adenocarcinoma precoce foram
cagA positivas em 61.3% dos casos (19 amostras) e negativas em 38.7% deles
(12 amostras). Ja as cepas dos casos de adenocarcinoma avangado foram cagA
positivas em 82.8% (48 amostras) e negativas em apenas 17.2% (10 amostras)
dos casos, originando um valor de p igual a 0.025. No grupo cancer gastrico como
todo, 67 das amostras (75.3%) foram positivas para o cagA enquanto apenas 22
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(24.7%) foram negativas. Ainda, os resultados obtidos demonstraram que
pacientes infectados com cepas cagA positivas apresentam risco trés vezes maior
de desenvolvimento do cancer avangcado em comparagao com 0s pacientes com
cancer precoce (odds ratio = 3.023, intervalo de confianca de 95%, 1.123-8.185).

Ha indicios de que o adenocarcinoma precoce possa permanecer nesse
estagio durante anos, mesmo sem tratamento, sugerindo-se que passe por um
ciclo de ulceracoes, cicatrizacdo e reulceragdes. Assim, a influéncia da bactéria
nesse estagio da doenca pode ou nao ser importante. Do mesmo modo que as
lesbes pré-cancerosas, como a gastrite atréfica e a metaplasia intestinal, sdo
interrompidas ap6s o tratamento de erradicacao da bactéria, isso também pode
acontecer com as lesdes cancerosas precoces. Hipotetiza-se, dessa forma, que a
erradicacao do H. pylori possa manté-las sem progressao, em um estado latente,
que permaneca durante anos, sem alteracées que conduzam a lesées em estagio
avancado. Esses dados sdo de extrema importancia na avaliacao futura de quais
seriam o0s pacientes mais indicados para a terapia de erradicagdo do micro-
organismo.

Ainda, sugere-se que possa ocorrer algum mecanismo de mutacdo génica
relativo ao gene cagA nas cepas provenientes das amostras de adenocarcinoma
precoce que possa levar a manutencéo desse estagio da doenca, sem progressao
para o cancer avangado. Também pode ser que os polimorfismos existentes no
proprio gene e que tém por base os dominios EPIYA, possam influenciar na
viruléncia bacteriana e, portanto, no desenvolvimento da doenca. Nesse ponto,
apesar de nao ter sido objeto da pesquisa em questdo, devem ser relacionados os
estudo de Nguyen et al (2009) e de Truong et al. (2009), que identificaram
genotipos diferentes do gene cagA em pacientes com céancer gastrico de
diferentes paises.

Além desses aspectos, embora haja muita pesquisa e, consequentemente,
conhecimento acerca de como 0 gene cagA contribui para o desenvolvimento da
infeccdo e para a patogenicidade bacteriana, ainda permanece necessaria a
investigacdo de como o H. pylori pode beneficiar a si préprio com a expressao da
CagA e de sua entrada nas células hospedeiras. Uma possivel resposta a essa
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questao foi sugerida por Tan et al. (2009), que demonstraram que a bactéria pode
crescer diretamente na superficie apical de células epiteliais polarizadas cultivadas
sob condicbes adequadas. Foi proposto, entdo, que o H. pylori pode
potencialmente usar os efeitos que a CagA provoca na polaridade celular do
hospedeiro, criando um nicho replicativo na superficie das células hospedeiras.

O gene cagA, mais comum nos pacientes com adenocarcinoma avangado,
no presente estudo, demonstrou ser um fator de viruléncia importante que pode
atuar como marcador genético especifico das cepas mais virulentas da bactéria,
as quais devem ser erradicadas, especialmente quando os pacientes avaliados
apresentam diagnéstico de lesdes pré-cancerosas.

Portanto, os resultados obtidos na presente tese sdo semelhantes aos de
outros trabalhos que consideram que pacientes infectados com cepas cagA
positivas apresentam riscos trés vezes maiores de desenvolvimento do cancer
gastrico (Parsonnet et al., 1997; Huang et al., 2003) do que aqueles infectados
com cepas cagA negativas (Husson et al., 1995; Dunn et al., 1997; Yamaoka et
al., 1999; Podzorski et al., 2003). Além desses, estudos mais antigos, conduzidos
em paises ocidentais (Crabtree et al., 1994; Blaser et al., 1995) e asiaticos
(Mizushima et al., 2001), também reportaram que a grande maioria dos pacientes
com cancer gastrico, porém, sem definicdo de estagio precoce ou avancado, sdo
infectados por cepas cagA positivas.

Da mesma forma que o cagA, o gene cagT pertence a cagPAl e parece
desempenhar papel importante no funcionamento desse sistema de secrecéo tipo
IV, sendo responsavel pela ligacao celular a receptores, pela indu¢ao da producgéo
de IL-8 e por atuar na injecdo da proteina CagA na célula hospedeira (Rohde et
al., 2003).

No presente estudo, nas amostras de adenocarcinoma precoce, 54.8% (17
casos) das cepas foram cagT positivas e 45.2% (14 casos) negativas. Ja nas
amostras de adenocarcinoma avangado, 65.5% (38 casos) das cepas foram
positivas e 34.5% (20 casos) negativas (p = 0.323), resultados nao
estatisticamente significativos. Considerando-se os pacientes como um todo, 55
casos (61.8%) foram positivos para o gene cagT e 34 (38.2%) negativos.
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Uma primeira pesquisa realizada no Brasil relatou uma possivel associagédo
do gene cagT com o desenvolvimento da Ulcera péptica, sugerindo ser um gene
de alta viruléncia e um componente essencial do sistema de secrecéo do tipo IV
presente na cagPAl do H. pylori (Mattar et al., 2007). Nesse trabalho, 98% das
cepas provenientes de pacientes com ulcera péptica foram positivos para esse
gene, mostrando que pode haver uma associacao importante entre o genétipo e a
doenca.

Corroborando esses resultados, um segundo estudo brasileiro detectou a
presenca do gene cagT em 65.8% das cepas estudadas. Embora nao tenha sido
possivel observar uma associacao entre o genétipo e a gastrite cronica e a ulcera
duodenal, uma significativa relacédo foi encontrada com a ulcera gastrica (Pacheco
et al., 2008).

Outros trabalhos também afirmam essa relagdo. Na Inglaterra, foi
observada uma possivel associacao entre a presenca do cagT e a Ulcera péptica
(Kauser et al., 2005) e, no Japéo, estudo relatou que cepas cagT negativas sao
mais comumente encontradas em individuos com gastrite crénica do que em
pacientes com ulcera péptica ou cancer gastrico (Ikenoue et al., 2001).

O gene cagT, assim como o cagA, € significativamente associado com
outros fatores de viruléncia, como o préprio cagA e o vacA s1, o vacA m1 e o vacA
mosaico simi (Proenca-Mdédena et al.,, 2007), ocorrendo em menores
porcentagens concomitantemente com cepas vacA s2, vacA m2 e vacA s2m2
(Pacheco et al., 2008).

No presente trabalho, as cepas cagT positivas, tanto de um grupo de
amostras quanto do outro, foram prevalentes na maior parte dos casos, e, em
conjunto com o gene cagA e o genotipo vacA s1m1, pode ser sugerido como um
importante fator de viruléncia para o desenvolvimento do cancer géstrico.

Finalmente, na presente pesquisa, com relacdo a regiao jhp0917 do gene
dupA, das amostras de adenocarcinoma precoce, 35.5% dos casos foram
positivos e 64.5% negativos. Para os casos avancados, foram encontrados
resultados positivos em 39.7% das amostras e negativos em 60.3% das amostras,
o que se reflete em um resultado n&o estatisticamente significativo (p = 0.700). No
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grupo cancer gastrico como todo, 38.2% das amostras foram positivas para essa
regiao genbémica.

Ja para a regidao jhp0918, das amostras de adenocarcinoma precoce,
51.6% dos casos foram positivos enquanto 48.4% foram negativos. Das amostras
de adenocarcinoma avancado, 55.2% das amostras foram positivas e 44.8%
negativas, demonstrando-se, entre 0os casos precoces e avangados, um valor de p
nao estatisticamente significativo (p = 0.748). No grupo cancer gastrico como todo,
53.9% das amostras foram positivas para essa regiao.

Esses resultados foram diferentes dos obtidos por Lu et al. (2005), que
encontraram a prevaléncia do gene dupA em apenas 9% das amostras de cancer
gastrico, enquanto houve positividade de 42% para os casos de Ulcera duodenal e
de 21% dos casos de gastrite avaliados. Nesse estudo, as prevaléncias dos dois
genes foram proximas, com apenas dez (2%) de 500 cepas sendo jhp0917
negativo e jhp0918 positivo. Para todos os outros casos, as cepas foram ou
jhp0917/jhp0918 positivas ou jhp0917/jhp0918 negativas. Diferentemente desses
resultados, na presente tese, considerando-se o grupo cancer gastrico como todo,
com 89 amostras, foram encontradas 34 cepas (38.2%) positivas para a regiao
jhp0917 e 48 cepas (53.9%) positivas para a regidao jhp0918.

Sendo essas duas regides genémicas consideradas continuas, ha trabalhos
(Pachecco et al., 2008) que avaliam o gene dupA como presente apenas se as
duas regides, jhp0917 e jhp0918, forem positivas. Dessa forma, considerando-se
esse fator, nossa pesquisa revelou resultados positivos para o gene dupA nos
pacientes com adenocarcinoma gastrico em apenas 38.2% das amostras e, para
os demais estudos estatisticos, as cepas foram consideradas positivas para esse
gene quando dupA jhp0917 e jhp0918 foram positivas simultaneamente.

No citado trabalho (Pachecco et al., 2008), foram encontrados resultados
positivos para a regidao jhp0917 em 92.4% das amostras estudadas e para a
regiao jhp0918 em 67.0% das cepas, considerando-se, assim, o gene dupA em
67.0% das amostras. Nao foi encontrada, portanto, nenhuma associagéo entre a
presenca de uma ou de outra regiao genémica nem do gene dupA (ambas as
regides) com nenhuma das doencgas estudadas, que foram a dispepsia funcional,
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a Ulcera gastrica e a ulcera duodenal. Esse trabalho, assim como a presente tese,
considera que o gene dupA nao é um marcador especifico para a doenca ulcera
duodenal.

Por sua vez, na india, estudo de Arachchi et al. (2007), afirma os resultados
de Lu et al. (2005), considerando o gene dupA como um marcador para a doenga
Ulcera duodenal, sendo encontrado em 37.5% dos pacientes com esse
diagndstico.

No mesmo sentido, pesquisa realizada por Zhang et al. (2008), demonstrou,
nas amostras analisadas, a presenca do gene dupA em 35.3% das cepas de H.
pylori isoladas, sendo significativamente maior em amostras de ulcera duodenal
(45.5%) quando comparadas com amostras de pacientes com cancer gastrico
(24.1%) ou ulcera gastrica (23.4%).

Os resultados obtidos nesse estudo também demonstraram, ao contrario de
Pachecco et al. (2008), que a presenca dos genes jhp0917 e jhp0918 é fortemente
relacionada, ja que apenas 2.5% das amostras resultaram no genoétipo jhp0917
positivo jhp0918 negativo, sendo classificadas como dupA negativo. Aléem disso,
cepas com gendtipo jhp0917 negativo jhp0918 positivo ndo foram identificadas,
divergindo dos resultados obtidos para essas regides na presente pesquisa, na
qual foi encontrado, em maior quantidade, o gendtipo jhp0917 negativo jhp0918
positivo. Como concluséo, Zhang et al. (2008) consideraram que o gene dupA é
associado ao desenvolvimento da Ulcera péptica na populacdo chinesa, nao
confirmando, porém, os possiveis efeitos protetores que as cepas positivas para
esse gene possuem contra a gastrite atrofica e o cancer gastrico.

Gomes et al. (2008), no Brasil, também encontraram resultados conflitantes
aos de Lu et al. (2005), ndo associando o gene dupA com a ulcera duodenal ou
com o adenocarcinoma gastrico, considerando, assim como Gressmann et al.
(2005), que deve haver uma diversidade no contetdo génico que pode contribuir
para a adaptacdo bacteriana a individuos geneticamente diferentes dos diversos
grupos étnicos presentes na populacao humana.

Esse estudo também relatou que a presencga do gene dupA foi associada a
do gene cagA em cepas isoladas de pacientes adultos com diagndstico de Ulcera
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duodenal, mas ndo em pacientes com gastrite ou cancer gastrico. O gene dupA foi
presente em 92.32% do total de amostras, sendo presente em 87.3% das
amostras de pacientes com Uulcera duodenal e em 87.65% das amostras de
individuos com cancer gastrico, mostrando, nesse grupo de individuos estudado,
ser um gene altamente freqlente, apesar de nao poder ser associado a Ulcera
duodenal ou ao cancer gastrico de forma especifica (Gomes et al., 2008).

Douraghi et al. (2008) confirmaram que os genes jhp0917 e jhp0918 sao
continuos, constituindo o gene dupA como um todo. Apesar do pequeno numero
de amostras usado nesse estudo e dos resultados obtidos entre os grupos nao
serem estatisticamente significativos, houve uma prevaléncia maior do gene dupA
em pacientes com ulcera duodenal do que em individuos com céancer gastrico. Os
resultados desse estudo sdo consistentes com os de nosso trabalho, assim como
os de Argent et al. (2007), que demonstraram uma auséncia de associacao entre a
presenga do gene dupA e a doenga ulcera duodenal em amostras provenientes de
quatro regides, Bélgica, Africa do Sul, China e Estados Unidos da América.

Estudo realizado com pacientes do Iraque e do Ird encontrou uma alta
associacao do gene dupA com a ulcera duodenal (60% de cepas positivas para o
gene), enquanto, para os casos de Ulcera gastrica estudados, essa proporcéao foi
um pouco menor (40%), resultando em dados ndo estatisticamente significantes,
mas sugerindo uma importante relacdo entre esse gene e o desenvolvimento da
doenca ulcerosa.

Por sua vez, trabalho realizado por Schmidt et al. (2009), demonstrou uma
grande variabilidade na prevaléncia do gene dupA nado apenas entre as regides
geograficas como também entre grupos étnicos residentes em um mesmo pais.
Pacientes suecos apresentaram os maiores indices de cepas dupA positivas
(65.0%), enquanto amostras de individuos da Australia (26.3%), da China (28.9%),
da india (7.1%) e de individuos malasios (35.7%) residentes na Malasia ou em
Singapura apresentaram indices menores.

Demonstrou-se, com os resultados obtidos, que a associacao entre o gene
dupA e as doencas gastroduodenais mais graves € inconsistente entre as
populacdes da Suécia e da China. Ja nos pacientes dos grupos étnicos chineses
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estudados, a prevaléncia desse gene foi significativamente maior nos pacientes
diagnosticados com ulcera duodenal (62.5%) ou cancer gastrico (54.6%) quando
comparados com pacientes com dispepsia funcional. Essa informacdo contrasta
com a de Lu et al. (2005) e Zhang et al. (2008), que relataram uma associagéo
negativa desse gene com o cancer. No presente estudo, pode-se considerar, da
mesma forma, uma associacdo negativa do gene dupA com o cancer gastrico.

Em contraste, na populacdo sueca desse mesmo estudo, nao foi
encontrada uma diferenca significativa na prevaléncia do gene dupA em pacientes
com Uulcera duodenal, cancer gastrico e dispepsia funcional, resultados estes
similares aos de Pachecco et al. (2008) e Gomes et al. (2008).

Em outro aspecto, considerando-se a relacado entre a presenca dos genes
dupA e cagA, também existem controvérsias. Estudo de Arachchi et al. (2007)
envolvendo pacientes com Ulcera duodenal e gastrite relatou que a presenca do
gene dupA foi significativamente associada aos genoétipos cagA positivos. Ainda,
dois outros estudos reportaram a presenga concomitante dos genes dupA e cagA
em pacientes adultos com Ulcera duodenal, mas ndo em pacientes com outras
doencas ou em criancas (Douraghi et al., 2008; Gomes et al., 2008). Entretanto,
essa relacado nao foi encontrada nos estudos de Argent et al. (2007) e de Lu et al.
(2005). No presente trabalho, a maioria das cepas encontradas foi cagA positiva e
dupA negativa, tanto para os casos de adenocarcinoma precoce quanto de
avancgado.

Portanto, o gene dupA, constituido por duas regidées continuas, jhp0917 e
jhp0918, parece ter importancia no desenvolvimento das doencas
gastroduodenais, de forma isolada ou conjunta aos outros fatores de viruléncia do
H. pylori, poréem, como comprova o presente estudo, ndo pode ser associado ao
desenvolvimento do cancer gastrico, sendo encontrado em pequena proporcao
nas cepas provenientes desses pacientes, tanto com adenocarcinoma gastrico
precoce quanto avangado.

Assim, existem inumeros trabalhos que fizeram investigacdes acerca dos
fatores de viruléncia do H. pylorii com o objetivo de relaciona-los ao
desenvolvimento das diferentes doencas gastricas. O presente trabalho
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demonstrou uma interacao importante entre os genoétipos encontrados e o
adenocarcinoma gastrico distal do tipo intestinal, tanto precoce quanto avancado,
especialmente com relagdo ao gene cagA, mais prevalente nas amostras de
adenocarcinoma avangado, e, portanto, podendo ser sugerido e considerado um
marcador das doengas mais graves do trato digestivo.

As cepas prevalentes em ambos os estdgios da enfermidade mostrou ter o
genotipo vacA s1imi1, cagA positivo, cagT positivo e dupA negativo, o que
corresponde a uma importante informagdo para estudos posteriores,
principalmente para a determinagédo das cepas mais virulentas dessa bactéria, as
quais mereceriam obrigatoriedade do tratamento de erradicacdo. Cepas do H.
pylori cagA positivas, em particular, demonstraram ter uma importante associagao
com o desenvolvimento do céncer gastrico, sendo encontradas com maior
prevaléncia nos casos avancados da enfermidade (como descrito, pacientes
infectados por cepas cagA positivas apresentam risco trés vezes maior de
desenvolvimento do estagio avangcado do adenocarcinoma).

Portanto, a identificacao de um fator de viruléncia especifico que atue como
marcador molecular de uma determinada doenca pode tornar-se uma ferramenta
usual e importante na pratica clinica e diagnéstica, auxiliando a identificar os
pacientes com maiores probabilidades de desenvolver enfermidades mais graves,

como o adenocarcinoma.
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7- CONCLUSOES

No presente trabalho, que foi o primeiro a determinar um perfil genético do
H. pylori em pacientes da regiao de Campinas, Sdo Paulo, foram identificadas
caracteristicas importantes dessa bactéria com relacdo as cepas presentes em
amostras de tecido gastrico provenientes de pacientes com diagndstico de
adenocarcinoma gastrico distal do tipo intestinal precoce e avangado,
especialmente com referéncia ao gene cagA.

Em primeiro plano, na sequéncia das analises feitas, o gene vacA, em suas
duas subrregides, s e m, demonstrou ser um importante fator de viruléncia para o
desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico, porém sem guardar uma relagéo
especifica com o estagio precoce ou avancado da doenca. O gendtipo s1mi,
prevalente em ambos os casos, foi determinado como o mais virulento pela
literatura mundial, o0 mesmo ocorrendo no presente trabalho. No entanto,
considerando-se apenas 0s casos de cancer gastrico precoce do presente
trabalho, 29.0% das cepas apresentaram o genétipo s2mi1, o que pode ser
representativo para uma menor viruléncia bacteriana, e, consequentemente, para
a manutengdo, junto com outros fatores, da doenca no estagio precoce nesses
pacientes. O gendtipo m2, relatado como prevalente em amostras de tecido
obtidas de pacientes com gastrite crénica em alguns trabalhos, nao foi encontrado
nas amostras aqui estudadas, corroborando a analise de que as cepas m2
apresentam baixo ou praticamente nenhum grau de viruléncia. Dessa forma, pelo
menos teoricamente, ndo seria mesmo encontrado em amostras de cancer
gastrico.

Estudos referentes a interacao bactéria-hospedeiro e o fator de viruléncia
CagA, juntamente com o sistema de secrecao do tipo IV, que contém o gene que
o codifica, o cagA, tém trazido informagdes fundamentais sobre a biologia e a
fisiologia do H. pylori. Muitas das interagbes induzidas pela CagA demonstram
estar altamente correlacionadas a patogénese bacteriana, fazendo com que essa
proteina atue como uma “chave mestra” capaz de induzir ou inibir diversos

caminhos de sinalizagao nas células hospedeiras.
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No presente trabalho, o gene cagA demonstrou ser, efetivamente, um
importante marcador para o desenvolvimento das enfermidades gastricas mais
severas, sendo encontrado, com valor estatisticamente significativo, nas amostras
de adenocarcinoma avangado. Apesar de também prevalente no cancer precoce,
cepas cagA positivas foram encontradas com menos freqiiéncia na enfermidade
nesse estagio, sugerindo que, possivelmente junto a outros fatores, intrinsecos a
bactéria ou do proprio hospedeiro, possa ocorrer um ou mais eventos que néo
determinem a evolugcdo da doenga. Uma possibilidade de explicacdo para esse
fato poderiam ser os préprios polimorfismos existentes no gene cagA, os quais,
apesar de nao terem sido objeto do presente trabalho, ndo devem deixar de ser
considerados importantes. Além disso, com relacdo ao estagio da doencga,
pacientes infectados com cepas cagA positivas apresentam um risco trés vezes
maior de desenvolver o adenocarcinoma em sua forma avancada (OR = 3.023,
intervalo de confianca de 95%)..

Assim como o gene cagA, o cagT foi prevalente em ambos 0s grupos de
amostras, precoce e avangado, porém, sem guardar semelhangas com o cagA,
nao houve diferengas estatisticamente significativas entre esses dois grupos. Em
geral, de acordo com a literatura existente, a presenca de cepas positivas para
esse gene foi associada ao desenvolvimento das Ulceras pépticas, porém, no
presente trabalho, ndo pode ser descartada a hipdtese da interacdo desse gene
com o desenvolvimento do cancer gastrico.

Finalmente, o gene dupA, inicialmente considerado um marcador especifico
da ulcera duodenal, ndo foi prevalente em uma alta porcentagem das amostras de
adenocarcinoma, tanto nos casos precoces quanto avancados, mas foi observado
em uma pequena propor¢do das amostras. Esse fato indica que, se considerado
juntamente com outros fatores de viruléncia presentes em determinadas cepas,
pode influenciar no desenvolvimento do cancer gastrico.

O gendtipo mais freqlente da combinacdo entre os genes avaliados foi
s1m1 cagA positivo cagT positivo dupA (jhp0917/0918) negativo, encontrado, de
forma global, em 26 casos (29.21%). Em segundo lugar, cepas s1m1 cagA
positivo cagT negativo dupA (jhp0917/0918), juntamente com cepas s1m1 cagA
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positivo cagT positivo dupA (jhp0917/0918) positivo, foram encontradas,
igualmente, em 10.11% (9 casos) das amostras. Na comparagao entre os dois
grupos de pacientes, o valor p = 0.116 demonstrou n&o existir uma diferenca
estatisticamente significativa, porém, havendo a determinagdo de um gendtipo
para ambos os estagios da doenca.

Dessa forma, com base em todos os resultados descritos e decorrentes da
presente pesquisa, pode-se inferir que:

1- foi determinado, assim, um perfil das cepas de H. pylori presentes em
amostras de tecido gastrico fixado e emblocado em parafina de pacientes do
Gastrocentro da UNICAMP, com diagnéstico de adenocarcinoma gastrico distal do
tipo intestinal precoce e avancado; esse perfil, portanto, € composto de cepas
vacA s1m1, cagA positivas, cagT positivas e dupA negativas.

2- 0 gene cagA pode ser considerado um marcador de viruléncia para o
desenvolvimento das doencas gastricas mais graves, como 0 adenocarcinoma,
sendo encontrado principalmente no estdgio avancado dessa doenca; dessa
inferéncia resulta a conclusdo de que pacientes infectados com cepas cagA
positivas devem obrigatoriamente ser submetidos a terapia de erradicagdo do
micro-organismo, especialmente quando ja diagnosticadas as alteracoes teciduais
pré-cancerosas;

3- 0 gene dupA, que deve ser considerado presente quando suas duas
regides continuas (jhp0917 e jhp0918) forem positivas, ndo pode ser considerado
um marcador exclusivo da Ulcera duodenal, sendo encontrado, apesar de em
pouca propor¢cao, nas amostras de adenocarcinoma gastrico;

Considerando-se, portanto, todos os aspectos decorrentes da presente
pesquisa, pode-se inferir que a identificagcdo de fatores de viruléncia do H. pylori
que possam ser considerados marcadores de determinadas enfermidades pode
tornar-se uma ferramenta bastante Util na pratica clinica, assim como ja ocorre
com outros patégenos, auxiliando o diagnéstico de pacientes que apresentem
maior probabilidade de desenvolver doengas mais severas, como O

adenocarcinoma gastrico.
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Ainda, ndo se pode deixar de considerar a importancia do diagndstico
precoce, que pode levar a obtencdo de indices de sobrevida estatisticamente
maiores, além de aumentar o sucesso do tratamento sem reincidéncia dessas
lesdes.

As descobertas e as recentes informacdes trazidas por estas sobre os
fatores de viruléncia do H. pylori despertaram, entre a comunidade médica e
cientifica, novas teorias e melhores perspectivas sobre as doengas do aparelho
digestivo, especialmente no que diz respeito a carcinogénese gastrica, processo
de multiplas fases e de longa duracao, dependente da interacdo de trés fatores
primordiais, as caracteristicas da propria bactéria, as do hospedeiro e os fatores
ambientais.

Claramente, o assunto ndo se encerra e novas descobertas sédo feitas a
cada dia, fazendo com que mais estudos relativos as doencas gastroduodenais
devam ser realizados, dando continuidade, portanto, ao presente trabalho, com a
finalidade de se determinar um melhor entendimento da relacéo entre o H. pylori e
seus mecanismos de agressao ao hospedeiro. Especialmente, por todo o exposto,
deve-se considerar o fator de viruléncia cagA, que ira continuar a ser fascinante e

compensador como objeto de pesquisas futuras.
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ANEXO | — Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa (FCM UNICAMP)

5 FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
d COMITE DE ETICA EM PESQUISA

I\ = 5 D 2 . 5
% % www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 03/03/07.
(Grupo IIT)

PARECER PROJETQ: N° 704/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0571.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “DETECCAO E ANALISE DE DIFERENTES PADROES GENOTIPICOS DE
HELICOBACTER PYLORI EM AMOSTRAS DE TECIDOS GASTRICO OBTIDAS DE
PACIENTES COM GASTRITE CRONICAS, ULCERA PEPTICA E CANCER
GASTRICO”.

PESQUISADOR RESPON SAVEL: Bruna Maria Roesler

INSTITUICAO: Gastrocentro/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 13/11/06

APRESENTAR RELATORIO EM: 04/12/07 (O formulério encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Utilizar amostras de tecido gastrico obtidas por bidpsia de pacientes com gastrite cronica,
Ulcera péptica e cancer gastrico a fim de extrair DNA dessas amostras e realizar a reagdo em
cadeia da polimerase para ampliagdo de regides gendmicas distintas € que podem representar
fatores de viruléncia para o desenvolvimento de diferentes doencas.

11 - SUMARIO

Serdo incluidos todos os pacientes submetidos a exame de endoscopia digestiva no
Gastrocentro da UNICAMP que tiverem diagnostico de gastrite cronica, Ulcera péptica e cancer
gastrico. Sera feita comparacdo entre as diferentes cepas de bactérias, verificando se ha relagdo
importante entre estas e as doencas. Sera utilizada como metodologia a extracdo de DNA, de
tecido gastrico, ampliacdo pela PCR para as regides dos genes cagA, vacA e urease C do /.
Pylori.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Apébs pendéncias, projeto adequado éticamente.
V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

Comité de Ltiea em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (#19) 3788-8936
Cabxa Postal 6111 FAX (019) 3788-7187
13084-97F Campinas—SP cepdfontunicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item [V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS ltem [I1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nido previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modifica¢des ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou I apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem I11.2.e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAQ

Homologado na Il Reunido Extraordindria do CEP/FCM, em 04 de dezembro de 2006.

L "7\ 0\~
Prof’. Dr". Carmﬂeig.-" Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comiié de Etiea em Pesquisa - UNICAMP
Hua: Tessilia Vietra de Camargo, 126 FONE (019) 3748-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3788-7187
i3084-971 Campinas - SP cep@fenm.unicamp.br
=
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ANEXO Il — Autorizacao para armazenamento de amostras bioldgicas.

g& Universidade Estadual de Campinas
- ‘E.f‘ Departamento de Clinica Médica
Laboratério de Diagnéstico de Doengas Infecciosas por
UNICAMP Técnicas de Biologia Molecular e Antigenemia

REGULAMENTO DO LABORATORIO DE DIAGNOSTICO DE DOENCAS INFECCIOSAS
POR TECNICAS DE BIOLOGIS MOLECULAR E ANTIGENEMIA. FCM-UNICAMP QUANTO
AO ARMAZENAMENTO E UTILIZACAQ DE MATERIAL BIOLOGICO HUMANO

Orientados pela Resolugdo N° 347 do Conselho Nacional de Saiide determinamos que o armazenamento €
utilizagio de material biologico humano para pesquisa no laboratorio de Diagnostico de Doengas
Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular e Antigenemia da FCM-UNICAMP somente sera
permitido de acordo com as regras abaixo:

1. Deverdo ser apresentados ao CEP local as justificativas quanto a necessidade e oportunidade para
usos futuros do material biologico humano em questio.

2. Serio obtidos consentimento dos sujeitos de pesquisa, doadores do material biologico autorizando
a guarda do referido material.

3. Sera incluida uma declaragdo esclarecendo que “TODA NOVA PESQUISA A SER FEITA COM
O MATERIAL SERA SUBMETIDA A APROVACAO DESTE CEP, E SE CABIVEL,
TAMBEM DA CONEP”.

4. Seguiremos as seguintes normas para armazenagem do material biolégico em questéo:

a  As amostras serio armazenas em equipamentos de congelagio (Freezers -20 ° C )
especificos e utilizados somente para este fim. As amostras serfio codificadas apenas por
naumeros ¢ a chave de ligagio entre nimeros e nomes de pacientes sera armazenada em
programa de computador protegido por senha. Somente 2 pessoas terfo acesso a esta
chave de codigo (pela posse da senha) a Profa. Dra. Sandra Cecilia Botelho Costa,
(matricula UNICAMP 05.617-1), Docente do Departamento de Clinica Médica, FCM-
UNICAMP e responsavel pelos projetos desenvolvidos no laboratério e a biologa Dra.
Sandra Helena Alves Bonen (matricula UNICAMP 22.976-8), biologista do laboratorio.

b. A guarda e a autorizagio do uso do referido material estard sob a responsabilidade
exclusiva das pessoas acima citadas.

¢. Sera assegurado a todos os sujeitos de pesquisa, doadores do material, a garantia de que -
resultados obtidos e que sejam de seu interesse lhes seja comunicada (e/ou ao médico
responsavel por seu tratamento, quando for o caso). Para tanto informagdes sobre endereco
para contato e telefone serio armazenadas num programa de computador protegido por
senha, e utilizado como descrito ne item a acima.

d. Sera assegurado a todos os sujeitos de pesquisa, doadores do material, a garantia de que
consentimento especifico para uso em novo projeto de pesquisa desenvolvido no futuro
com ¢ material.

Regulamento em vigor a partir de 25/04/2006

Responsavel pelo/Laboratorio de Diagndstico de Doencas Infecciosas
por Técnicas de Biologia Molecular e Antigenemia - FCM-UNICAMP

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitéria “Zeferino Vaz" - Distrito de Bardo Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-870- C. P. 6111 - Fone (018) 3788-7734 - FAX: (019) 32892147
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I- Dados gerais dos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gastrico distal

intestinal precoce: nimero da amostra, nome, idade e género.

Amostra Paciente Idade (anos) Género
P 01 RPM 39 F
P 03 FC 74 M
P 04 JSO 61 M
P 05 PC 63 M
P 06 AMA 61 F
P 07 RF 74 M
P 08 MAA 42 F
P 09 ASA 59 F
P10 ELO 70 M
P12 JA 75 M
P13 AVA 59 M
P14 LGFLN 31 M
P15 EGP 68 M
P16 ECZ 50 F
P17 SK 66 M
P18 SMP 47 F
P19 ZAA 47 F
P20 CS 45 F
P 21 GD 79 M
P22 MOOG 68 F
P24 JLD 64 M
P 25 FDS 56 M
P 28 SR 24 F
P 29 AS 56 M
P 30 GT 63 M
P 31 CGG 65 M
P32 NPSS 57 F
P 33 PPS 61 M
P 34 LB 65 M
P 35 ICS 79 M
P 36 VJS 65 M

M = masculino
F = feminino
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Il- Dados gerais dos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gastrico distal

intestinal avangado: numero da amostra, nome, idade e género.

Amostra Paciente Idade (anos) Género
A 01 WC 79 M
A 03 AAB 43 F
A 04 RAM 48 M
A 05 JF 88 M
A 06 GB 66 M
A 07 RCTE 44 F
A 08 VP 81 M
A 09 Cz 85 M
A10 0z 65 M
A1 JDM 49 M
A12 SLL 76 M
A13 MCF 55 M
A 14 JFN 51 M
A15 JGS 62 M
A 16 MSC 56 M
A17 AAG 49 M
A18 SFR 69 F
A19 TJB 75 F
A 20 ACB 51 M
A24 MC 54 M
A 25 AEP 61 M
A 26 JMC 68 M
A 27 oM 59 M
A28 NLPM 78 F
A 29 M P 84 F
A 30 VAS 37 F
A 31 ABG 73 M
A 32 RBO 66 M
A 33 MM D 72 F
A34 JCP 87 M
A35 NSSS 63 F
A 37 LA 72 M
A 38 MM O 88 F
A 40 EM 63 M
A 41 AO 72 F
A42 ES 55 M
A 43 LCM 63 M
A 44 JRL 66 M
A 45 YY 78 M
A 46 JAS 62 M
A48 HA 52 M
A 49 ZDAG 56 F
A 51 IBM 70 M
A 52 RAF 43 M
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A 53
A 54
A 56
A 57
A 58
A 59
A 60
A 62
A 63
A 64
A 65
A 66
A 67
A 68

MBN
JRA
BGS
BL
AJS
EPH
JL
DPS
SFO
BAR
CRAF
PM
EMC
RS
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74
83
68
77
57
61
73
76
47
39
75
64
58
42

MmN

M = masculino
F = feminino



