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Resumo

O cancer gastrico ¢ a quarta neoplasia maligna mais freqiiente e a segunda causa de morte
por cancer no mundo, registrando-se aproximadamente 934 mil novos casos € 700 mil mortes por
ano. No Brasil, o cancer gastrico € o sexto tumor maligno mais freqiiente. Na regido Nordeste ¢ a
segunda neoplasia mais freqiiente entre os homens e a quarta entre as mulheres, sendo que no
estado do Ceard ¢ a terceira neoplasia mais freqiiente. Dentre os agentes infecciosos, a bactéria
Helicobacter pylori (H. pylori), considerada pela OMS agente carcinogénico do grupo I, tem sido
destacada, nas ultimas décadas, visto sua relagdo com a gastrite crOnica ativa, com o
desenvolvimento de ulceras géstricas e duodenais e aumento do risco de cancer gastrico. Além da
presenca, a variagdo genética das cepas de H. pylori parece influenciar na gravidade das doengas
causadas pela infeccdo. O carater patogénico ¢ dado pela presenga, em algumas cepas, da
denominada ilha de patogenicidade, cag-PAI; um fragmento de DNA de 35-40 Kb cepa
especifico, a qual possui uma série de genes associados a um virulento aparato secretorio. Além
disso, outro gene, denominado vacA, também apresenta-se como um importante fator de
viruléncia. Apesar dessas associagdes nao ha ainda uma relagdo direta entre a presenca desses
genes com o processo tumorigénico. Uma das possiveis explicagdes € a presenga de outros genes
que contribuam para o fenotipo mais grave ou maligno, principalmente associada a cag-PAl.
Nesse contexto, o presente estudo objetivou investigar a freqiiéncia de H. pylori genotipando
quanto as variantes alélicas de vacA, a presenga dos genes cagA, cagE e virB11 e sua associagao
com os dados clinico- patologicos de adenocarcinoma gastricos de uma populacao do Estado do
Ceara. Para tanto, 101 casos de adenocarcinoma géastricos (68 homens e 33 mulheres), obtidos de
dois hospitais de Fortaleza, foram analisados por PCR quanto a presenga de H. pylori e os genes
estudados. A distribui¢do do cancer gastrico por sexo, sitio anatomico do tumor e analise
histopatologicas, de modo geral, reproduziram as tendéncias da literatura mundial. A bactéria
esteve presente em 93% dos casos analisados. Os genes de H. pylori apresentaram as seguintes
freqliéncias: vacAslml (75,5%), vacAsIm2 (13,8%), vacAs2ml (4,6%), vacA s2m2 (6,5%),
cagA (64,9%), cagE (53,2%) e virB11 (60,6%). Esse dados sdo os primeiros na literatura
mundial citando a freqiiéncia virB11 e o segundo para o gene cagE em cancer gastrico ¢ indicam
uma variagao de cepas circulantes quanto a presenca desses genes quando comparado esses dados
com os de outras doencas gastricas. A combinagdo mais freqliente foi
vacAslmlcagA(+)cagE(+)virB11(+), encontrada em 36,2% dos casos analisados, sendo
considerada a cepa mais patogénica. A integridade de cag-PAI foi verificada em 38,3% dos
casos, quando considerados os trés marcadores estudados, entretanto, considerando-se pelo
menos um marcador de lado direito (cagA ¢/ou cagE) ¢ o marcador do lado esquerdo (VirB11), a
freqiiéncia foi de 56,4%. A distribuicdo dos gendtipos de H. pylori em grupos demonstrou que a
maior freqiiéncia das cepas consideradas mais patogénicas foi em tumores do antro géstrico, ndo
houve predile¢do das variagcdes genotipicas por nenhum dos tipos histologicos, além de verificar-
se a alta freqiiéncia das cepas mais patogénicas nos estadiamentos II e IV, demonstrando a
participagao de H. pylori na carcinogénese gastrica.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, Adenocarcinoma gastrico, Genotipos.



Abstract

The gastric cancer is the fourth more frequent cancer, and the second cause of death for
cancer in the world, recording approximately 934 thousand of new cases and 700 thousand of
deaths a year. In Brazil, the gastric cancer is the sixth more frequent malignant tumor. In the
Northeast area, it is the second more frequent cancer among the men and fourth among the
women. In the state of Ceara, it is the third more frequent neoplasia. Among the infectious
agents, the bacterium Helicobacter pylori (H. pylori), which is considered carcinogenic agent of
the group I, has been pointed in the last decades because of the connection with activated chronic
gastritis, with the development of peptic ulcers and duodenais, and the increase of the risk of
gastric cancer. Besides the presence, genetic variation of the strains of H. pylori seems to
influence in the seriousness of the disease caused by infection. The pathogenic character is given
by the presence, in some cepas, of the called cag pathogenicity island, cag-PAI; one gene
fragment of 35-40 Kb strain specific, which possess a series of genes associates to a virulent type
IV secretion apparatus. Moreover, another gene, called vacA, it is presented as an important
virulence factor. Despite these associations does not have still a direct relation enters the presence
of these genes with the tumorigenic process. One of the possible explanations is the presence of
other genes that contribute for fenotype more serious or malignant, mainly associates cag-PAI. In
this context, the present study objectified to investigate the frequency of H. pylori genotyped how
much the alelics variants of vacA the presence of the genes cagA, cagE and virB11 and its
association with the clinic- pathological dates of gastric adenocarcinoma of one population of the
Ceara State. For in such a way, 101 cases of gastric adenocarcinoma (68 men and 33 women),
gotten of two hospitals of Fortaleza, had been analyzed by PCR how much to the presence of H.
pylori and the studied genes. The distribution of the gastric cancer by sex, anatomical sites and
the histopatologic analysis, in general way, had reproduced the trends of world-wide literature.
The bacterium was present in 93% of the analyzed cases. The genes of H. pylori had presented
the following frequencies: vacAslml (75,5%), vacAslm2 (13,8%), vacAs2ml (4,6%), vacA
s2m2 (6,5%), cagA (64,9%), cagE (53,2%) and virB11 (60,6%). These data are the first ones in
world-wide literature citing the frequency of virB11 and as for the gene cagE in gastric cancer
and indicate a circulating variation of strains how much the presence of these genes when
compared these data with the ones of other gastric diseases. The most frequent combination was
vacAslmlcagA(+)cagE(+)virB11(+), found in 36,2% of the analyzed cases, being considered
strain more pathogenic. The integrity of cag-PAI was verified in 38,3% of the cases, when
considered the three studied markers, however, considering at least one marker of right side
(cagA and/or cagE) and the marker of the left side (virB11), the frequency was of 56,4%. The
distribution of the genotypes of H. pylori in groups demonstrated that the biggest frequency of
strains considered more pathogenic was in tumors of the gastric antrum, did not have predilection
of the genotypic variations for none of the histologic types, besides verifying it high frequency of
more pathogenic strains in tumor stage Il and IV, demonstrating to the participation of H. pylori
in gastric carcinogenesis.

Key-words: Helicobacter pylori, Gastric adenocarcinoma, Genotypes
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1. Introducao

1.1Cancer Gastrico

1.1.1Epidemiologia do Cancer Gastrico

O cancer gastrico € o quarto cancer mais freqiiente e a segunda causa de morte por cancer
no mundo, registrando-se aproximadamente 934 mil novos casos ¢ 700 mil mortes por ano
(PARKIN et al., 2005). Cerca de dois tercos dos casos ocorrem em paises em desenvolvimento e
42% dos casos do mundo ocorrem na China. A distribui¢do geografica do cancer gastrico ¢é
caracterizada por alta variacdo mundial, apresentando areas de alta prevaléncia (China, Japao,
Europa Oriental, parte da América Central e do Sul) e areas de baixa prevaléncia (Sudeste da
Asia, Norte ¢ Leste da Africa, América do Norte, Australia e Nova Zelandia) (PARKIN et al.,
2005) A figura 1 mostra a incidéncia dos diversos tipos de cancer no mundo.

O cancer de estomago ¢ a terceira neoplasia mais freqiiente do mundo entre os homens e a
quarta entre as mulheres (IARC-GLOBOCAN 2002). No Brasil, de acordo com os dados do
Instituto Nacional do Cancer — INCA, o cancer gastrico € o sexto tumor maligno mais freqliente
no pais, sendo estimado para o ano de 2008, cerca de 21.800 novos casos, perfazendo uma taxa
de 22,85 por 100 mil habitantes. Na regido Nordeste, ¢ a segunda neoplasia mais freqiliente entre
os homens e a quarta entre as mulheres. No Estado do Ceard, ¢ a terceira neoplasia mais
freqiiente (INCA, 2007). A figura 2 mostra os diversos tipos de cancer distribuidos quanto ao

sexo, no Brasil.
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1.1.2 Classificac6es Clinico-Histopatoldgicas do Cancer Gastrico

Considerando-se o aspecto macroscopico, os tumores gastricos podem ser classificados
em quatro tipos: poliploide e vegetante (Borrmann I); lesdo ulcerada com bordas elevadas
(Borrmann II); lesdo ulcerada infiltrando a parede gastrica (Borrmann III) e lesdes difusamente
infiltrativas, também denominadas “linite platica” (Borrmann IV); além dos tumores nao-
classificaveis (Borrmann V) (BORRMANN, 1929; ESPEJO e NAVARRETE, 2003).
Atualmente, essa classificacdo utiliza nimeros ardbicos. Quanto a localizagdo anatdémica do
tumor, cerca de 50% sdo observadas no piloro e antro, 10% na cardia e os demais no corpo e
fundo gastricos (ROBBINS e COTRAN, 2005). A figura 3 ilustra os sitios anatdmicos do

estomago e a freqiiéncia de tumores em cada sitio.
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Figura: 3 — Regides anatdmicas do estomago e a frequéncia de tumores correspondentes (ROBBINS e
COTRAN, 2005. Fonte: www.wrongdiagnosis.com/.../book-diseases-7k.htm.

Quanto a histopatologia, dentre os tumores de estdmago, o adenocarcinoma, que tem
origem epitelial, ¢ o mais freqliente, correspondendo a aproximadamente 95% do total. Logo em
seguida observam-se os linfomas, com cerca de 5%. Existem, ainda, tumores gastricos de células
neuroenddcrinas (carcindides) e os tumores de origem mesenquimal, tais como leiomiossarcoma
e tumores estromais gastro-intestinais-GIST. Além desses, existe uma variante pouco freqiiente
do adenocarcinoma, apresentando um proeminente infiltrado linfocitario, denominado de

adenocarcinoma do tipo linfo-epitelial, cujo padrao histologico ¢ semelhante ao do carcinoma de
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nasofaringe indiferenciado (TSUCHIYA, 2002). Os adenocarcinomas gastricos, como outras
neoplasias, podem ser classificados quanto ao grau de diferenciacao, isto €, quanto ao nivel de
semelhanca com as células normais maduras do tecido de origem, que inclui as seguintes
denominagdes: indiferenciado ou anaplastico, pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e
bem diferenciado (ROBBINS e COTRAN, 2005).

Devido a diversidade de arranjos histologicos, diferentes classificacdes baseadas em
aspectos morfologicos foram propostas para os adenocarcinomas gastricos, dentre elas destacam-
se as classificagdes da Organizacdo Mundial de Saude — OMS e a de Lauren (1965), sendo a
ultima a mais utilizada nos paises ocidentais. De acordo com a OMS, os adenocarcinomas sao
classificados em cinco subtipos histologicos: Papilar, Tubular, Anel-de-Sinete, Indiferenciado e
Mucinoso. A classificagao de Lauren (1965) dividiu-os em dois subtipos: intestinal e difuso. O
tipo intestinal, que compreende principalmente tumores diferenciados, apresenta células com
nucleos grandes e irregulares, os quais apresentam coesao celular a ponto de permitir a formacao
de estruturas tubulares do tipo glandular semelhantes a células intestinais. O tipo difuso, que em
geral, inclue tumores pouco diferenciados, constituidos de pequenas células ndo coesas,
difusamente dispersas, que ndo formam estruturas glandulares, podendo apresentar células com
nucleos deslocados para a periferia do citoplasma devido a elevada producdo de mucina,
conferindo um aspecto de “anel-de-sinete”. Além destes, pode-se observar uma forma
intermediaria denominada “padrao misto” (ESPEJO e NAVARRETE, 2003). A figura 4 ilustra os

subtipos segundo a classificacdao de Lauren.

5y

TR i
Sl

i ‘ﬁ'ﬁr:‘t-'.%'-.

FIGURA 4: Adenocarcinoma gastrico [a] tipo intestinal e [b] tipo difuso. Fonte: ESPEJO e NAVARRETE,
2003.
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O tipo intestinal ¢, geralmente, precedido de lesdes pré-neoplésicas progressivas, como
gastrite cronica, atrofia géstrica, metaplasia intestinal e displasia, sendo mais associado a infec¢ao
por Helicobacter pylori (H. pylori). Quanto ao tipo difuso, observa-se que pode ter como
condigdo precursora gastrite com infec¢do por H. pylori, além disso, apresenta evolugdo clinica
mais agressiva e pode prosseguir para metastase precoce (STADTLANDER et al., 1999;
WERNER et al., 2001; CESAR et al., 2002; ROBBINS ¢ COTRAN, 2005; VAUHKONEN et al.,
2006).

Assim como nos outros tumores, determina-se o estadiamento do cancer gastrico através
da avaliacdo do seu grau de disseminagdo, informando sobre sua taxa de crescimento, extensao
da doenga e tipo de tumor. O estadiamento de uma neoplasia pode ser clinico ou patoldgico. O
primeiro ¢ estabelecido a partir de dados do exame fisico auxiliado por exames radiograficos,
endoscopicos e histoldgicos, além da exploragdo cirtirgica. O segundo ¢ efetuado pela avaliacao
macro e microscopica do espécime clinico proveniente da ressec¢do cirurgica, que visa analisar a
profundidade da invasao do tumor na parede do estdmago, possivel acometimento de estruturas
adjacentes, linfonodos comprometidos e se existe metastase a distancia, classificagdo definida
pelo sistema “pTNM”(TABELA 1). O resultado do “pTNM” ¢ utilizado para definir o
estadiamento tumoral (AJCC, 2002). A tabela 2 mostra o estadiamento baseado na combinacao
de TNM.

TABELA 1: Definicdo do TNM patoldgico

Tumor Primério (pT)

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor invade a ldmina propria ou submucosa

T2 Tumor invade a muscular propria ou subserosa

T2a Tumor invade a muscular propria

T2b Tumor invade subserosa

T3 Tumor invade a serosa sem invadir estruturas adjacentes
T4  Tumor invade estruturas adjacentes

Linfonodos Regionais (pN)

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastase para linfonodos regionais

N1 Metastase em 1 a 6 linfonodos regionais

N2 Metastase em 7 a 15 linfonodos regionais

N3 Metastase em mais de 15 linfonodos regionais

Metéstase a distancia (pM)
MX Presenca de metastase a distdncia ndo pode ser avaliada




21

MO Sem metastase a distancia
M1 Com metastase a distancia
Adaptado do Cancer Staging Handbook (AJCC, 2002).

TABELA 2: Agrupamento por Estadiamento

Estadiamento Combinactes TNM
0 Tis NO MO
1A Tl NO MO
IB T1 N1 MO
T2a/b NO MO
1 T1 N2 MO
T2a/b N1 MO
T3 NO MO
A T2a/b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
1B T3 N2 MO
v T4 NI1-3 MO
T1-3 N3 MO

Qualquer  Qualquer Ml

Adaptado do Cancer Staging Handbook (AJCC, 2002).

1.1.3 Etiologia do Cancer Géstrico

A patogénese do cancer gastrico representa um exemplo classico da interacdo das
caracteristicas genéticas do individuo com o ambiente (KATO et al, 2004; QIU et al, 2005;
CHAN, 2006; TAMURA et al, 2006).

Dentre as alteragdes genéticas que podem inflenciar no desenvolvimento do cancer
gastrico pode-se destacar alteracdes genéticas no gene CDH/E-caderina, cuja proteina codificada
esta relacionada a adesdo celular, com a Sindrome do cancer gastrico familiar do tipo difuso
(CALDAS et al, 1999; BRESCIANI et al, 2003; LYNCH et al, 2005; CHAN, 2006; TAMURA,
2006). Além disso, existem relatos de polimorfismos em genes relacionados a producdo de
algumas citocinas inflamatorias, como as Interleucinas 10 e 18 (IL-10, IL- 18), Fator de Necrose
tumoral (TNF-a), Interferon (INF-y) e prostaglandinas (PGE). Tais polimorfismos podem alterar
a transcri¢ao génica com conseqiiente alteracdo na resposta imunoldgica individual a doencas

infecciosas (KONTUREK et al, 2003; PRINZ et al, 2006), especialmente quanto a infec¢cdo por
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H. pylori. Polimorfismos relacionados a produ¢@o da Interleucina 8 (IL-8) tém sido relacionados
ao aumento do risco de ulcera e cancer gastrico (LAMARQUE e PEEK, 2003; PERMIN e
ANDERSEN, 2005; KAMALI-SARVESTANI et al, 2006). Os individuos geneticamente
predispostos a maior produgdo dessa citocina apresentam maior risco para o desenvolvimento da
doenga, pois apresentam uma resposta inflamatéria mais acentuada a exposicdo a H. pylori,
induzindo a gastrite cronica, gastrite atrofica e finalmente cancer gastrico (OHYAUCHI et al,
2005; KAMALI-SARVESTANI et al, 2006). Estima-se que 5-10% dos adenocarcinomas
gastricos se devam a fatores hereditarios (PARK et al, 2000).

Os fatores ambientais incluem o tabagismo, ja identificado como um fator de risco (YOU
et al, 2000; CESAR et al., 2002); o refluxo biliar crénico, o qual tem sido associado a metaplasia
intestinal da cardia, podendo apresentar um importante papel na carcinogénese nesse sitio
gastrico (DIXON et al, 2002); o uso do alcool, apresenta estudos controversos e nao conclusivos,
entretanto acredita-se que desempenhe uma fun¢do sinérgica ao fumo (BRITO, 1997); dieta rica
em sal, a qual pode lesar a mucosa géstrica tornando-a mais suscetivel a acdo de agentes
genotoxicos; cirurgia gastrica anterior e historia de lesdes, ainda que benignas (CESAR et al,
2002). A ingestdo de alimentos em conserva, defumados, carnes curadas, peixes secos € outros
alimentos conservados em sal (BRITO, 1997) sdo fatores fortemente associados ao risco;
enquanto que dietas ricas em frutas, legumes frescos, acido ascorbico ou vitamina C podem
reduzir o risco de displasias e cancer gastrico (YOU et al, 2000; TEIXEIRA ¢ NOGUEIRA,
2003). Os compostos N-nitrosos, como nitrosaminas, nitrosamidas e nitrosouréias, também
apresentam atividade carcinogénica e podem ser formados endogenamente a partir da ingestao de
nitritos e nitratos. Estes, além de encontrados na natureza sdo também amplamente utilizados na
preservacdo de alimentos e como fertilizantes na agricultura. Os nitratos formados
endogenamente tém sua sintese modulada por alteracdes funcionais do estomago, como
hipocloridia ou acloridia, as quais podem permitir a colonizagao por bactérias redutoras de nitrato
a nitrito (GOMES-CARNEIRO et al, 1997; RAJ et al, 2002).

Dentre os agentes infecciosos, a infec¢ao pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori),
considerada agente carcinogénico do grupo I pela International Agency for Research on Cancer
(IARC, 1994), tem sido destacada nas tltimas décadas visto sua relagdo com a gastrite cronica
ativa, com o desenvolvimento de ulceras gastricas e duodenais e aumento do risco de cancer
gastrico (YAMAOKA et al, 1999; MARSHALL, 2002; SUGIYAMA, 2004; CREW e NEUGUT,

2006; PRINZ et al, 2006). Ha também evidéncias de associacdo entre a infec¢do pelo virus
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Epstein-Barr, considerado um agente carcinogénico do grupo I (IARC, 1997), com o cancer

gastrico (STADTLANDER et al, 1999; LIMA, 2006).

1.2 Helicobacter pylori

H. pylori é um bacilo gram-negativo, microaeréfilo, mével, nido-esporulado, medindo
aproximadamente 0,1 a 0,5 um de largura e 3 pm de comprimento. Possui forma helicoidal ou
espiralada, superficie lisa e extremidades arredondadas, contendo 5 a 7 flagelos unipolares
embainhados, cuja regulacdo, secrecdo e montagem sdao controladas por cerca de 40 proteinas
(MARAIS et al, 1999; MARSHALL, 2002; LADEIRA et al, 2004). Assim como as demais
bactérias do género Helicobacter, H. pylori possui a capacidade de colonizar a mucosa gastrica
sendo associada a gastrite, ulcera péptica, Linfoma MALT e carcinoma géstrico. A infecgdo &,
normalmente, assintomatica sendo, na maioria das vezes, ndo tratada, propiciando assim uma
resposta inflamatoria cronica, a qual pode se estender por décadas (MARAIS et al, 1999;
PASSARO, 2002).

A H. pylori foi isolada pela primeira vez, em 1983, por Warren ¢ Marshall, na Australia,
(Prémio Nobel de Medicina — 2005) a partir de fragmentos de biopsia géstrica de pacientes com
gastrite cronica e ulcera péptica. Entretanto, data do século passado o encontro de bactérias
espiraladas no estomago de animais. Krienitz (1906) foi o primeiro a observar “espiroquetas” no
estomago humano (TONELLI e FREIRE, 2000).

A bactéria apresenta uma distribuicdo cosmopolita sendo que, a baixa condi¢do socio-
econdmica, condi¢des sanitarias precarias, alimentacao inadequada e outros fatores relacionados
tém sido associados a sua alta prevaléncia mundial (BROWN, 2000; CORREA, 2003). Nos
paises em desenvolvimento a taxa de infec¢do ¢ em torno de 50-90%, sendo geralmente adquirida
na infancia, enquanto nos paises desenvolvidos observam-se taxas de prevaléncia que variam
entre 5-20% em jovens e individuos de até 40 anos (MARSHALL, 2002).

O mecanismo de transmissao mais provavel ¢ o contato pessoa-a-pessoa, inclusive entre
familiares, especialmente mae-filho. Essa evidéncia ¢ reforcada pela observagdo de que em
individuos de areas com baixa condigdo socio-econdmica e educacional, condi¢des sanitarias
inadequadas e habitagdes aglomeradas ou superlotadas observam-se maiores taxas de infeccao
(ESCOBAR ¢ KAWAKAMI, 2004; AHMED et al, 2006). Sao sugeridas as vias de infeccao
fecal-oral, oral-oral e gastro-oral, visto que a bactéria ja foi detectada em placa dentéria, inclusive

de criangas, além dessa, outras fontes de infeccdo vem sendo pesquisadas, sendo que as mais
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provaveis sdo saliva, fezes, refluxos gastricos ou vOmitos, 4gua ndo tratada e alimentos
preparados em condi¢des nao-higiénicas (NGUYEN et al, 1993; BROWN, 2000; ALLAKER et
al, 2002; AHMED et al, 2006).

Apesar da alta prevaléncia da infec¢do nos paises em desenvolvimento e na populacdo
mundial (PLUMMER, 2004), apenas uma pequena propor¢do, de 1 a 3% dos pacientes
infectados, desenvolve o cancer gastrico (HANSSON, 1993; WATANABE, 1997;
WISNIEWSKI e PEURA, 1997; KONTUREK et al, 2003). Esse fato sugere que outros fatores,

ambientais e/ou do hospedeiro, devem atuar de forma importante se somando a a¢do bacteriana.

1.2.1 Deteccéo de Helicobacter pylori

Existe uma grande variedade de testes utilizados para detecgdo da infecgdo por H.pylori,
como histologia do tecido gastrico, cultura da bactéria, teste rapido da urease e PCR, que, por
utilizarem o tecido gastrico, requerem endoscopia. Entretanto, testes respiratorios, sorologia, PCR
do suco gastrico e teste respiratério com uréia marcada com isotopos de carbono (C'* e C'?), sdo
testes ndo invasivos. A escolha do método a ser usado para diagndstico de infec¢ao por H. pylori
dependera das informagdes clinicas, do local a ser avaliado e do custo (SIQUEIRA el al., 2007).

A cultura ¢ um dos métodos mais especificos para identificagao da bactéria e o tnico que
determina a suscetibilidade aos antimicrobianos. Contudo, H pylori ¢ uma bactéria muito
adaptada a seu habitat e de crescimento lento, sendo assim, ¢ muito dificil cultiva-la in vitro. O
crescimento pode ser afetado por varios fatores como o niimero de bidpsias, o meio, a duragdo, a
temperatura do transporte e o proprio método de cultivo. Sua detec¢ao pode ser influenciada
inclusive, pelo uso prévio de alguns medicamentos, usados por pacientes em tratamentos de
dispepsia, como o omeprazol, alguns antimicrobianos, bismuto ou benzocainas
(MALFERTHEINER et al., 2002).

O teste da urease em fragmento de tecido € baseado na potente atividade ureasica da
bactéria. Ele ¢ altamente especifico e sensivel e ¢ o teste mais usado para o diagndstico
endoscopico. Um fragmento do antro ou dois fragmentos, sendo um do antro e outro do corpo
gastrico, sdo introduzidos, imediatamente apos a coleta, em um substrato contendo uréia e um
indicador de pH (vermelho fenol). A urease hidrolisa a uréia em amoénia e dioxido de carbono,
com conseqiiente aumento do pH e mudanca da cor do meio, que passa de amarelo para rosa.
Quando a mudanga de cor ocorre dentro das primeiras 24 horas, o teste ¢ considerado positivo
(ORNELLAS et al., 2000). Apesar das varias preparagdes disponiveis no mercado, o teste de

urease ndo tamponado tem mostrado acuracia comparavel e custo cumulativo menor (CHU et al.,
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1997), sendo largamente utilizados na pratica clinica, entretanto ndo fornece informagdes sobre a
intensidade da inflamagao.

Quanto as analises histologicas, embora nao estejam livres de falha, a especificidade e a
sensibilidade destas sdo altas (PEREIRA et al., 2001). Além da identificagdo da bactéria, a
analise histopatoldgica permite avaliar o tipo e a intensidade da inflamagdo da mucosa géstrica.
Este exame ¢ feito em bidpsias retiradas para rotina histologica através de coloragdes especificas
como Giemsa, hematoxilina e eosina, Warthin-Starry, Steiner, carbolfucsina para detectar a
bactéria, sendo necessarias varias horas ou mesmo até 2 dias para se obter o resultado. Este
método pode apresentar falhas e inconveniéncias, tanto pela falta de visualizagdo e identificagdo
da area mais afetada, como por coletas realizadas em locais inadequados, devido a distribuicao
desigual do organismo na mucosa gastrica (ROCHA, 1996).

O principio do teste respiratério com uréia marcada ¢ o mesmo do teste da urease: a
producdo de grande quantidade de urease por H. pylori. O paciente ingere uma solug@o de uréia
marcada C'* e C". Sob acdo da urease, a uréia ¢ convertida em amonia e bicarbonato, o qual ¢
absorvido e convertido em CO; nos pulmdes (TONELLI e FREIRE, 2000). O paciente entao
expira em um baldo ou outro recipiente proprio onde a presenga do carbono marcado pode ser
detectada por cintilagio ou espectrografia. Por ser radioativo, o C'* ndo pode ser usado em
menores de 18 anos nem em mulheres gravidas, entretanto, pode-se utilizar o C13, ndo-radioativo,
sendo ideal para o diagnéstico da infeccio em pediatria. E um teste com mais de 90% de
sensibilidade e altamente especifico. Pode ser usado em estudos epidemiologicos e ¢ o teste de
preferéncia para o controle da erradicagdo da infec¢do, por ndo ser invasivo (GODOY e
RIBEIRO, 2004).

Devido ao fato de ser um método nao invasivo e de custo acessivel, o teste sorologico ¢ o
método escolhido quando os sintomas ndo indicam uma endoscopia. Este exame se baseia na
deteccdo de anticorpos especificos [imunoglobulina G (IgG)] contra H. pylori encontradas em
amostra de soro das pessoas infectadas. Resultados falso-negativos podem ocorrer em criangas,
idosos e em individuos imunodeprimidos que ndo desenvolvem reacdo imunoldgica contra a
infeccdo (PORTORREAL e KAWAKAMI, 2002). Varios métodos soroldgicos tém sido
descritos na literatura (KHANNA et al., 1998), no entanto, o método ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) ou latex-aglutinagdo parece ser o mais sensivel e especifico em pacientes
adultos de paises desenvolvidos (PORTORREAL e KAWAKAMI, 2002). A recomendagao ¢ de

que o teste sorologico deve ser validado e padronizado localmente antes de seu uso (FELDMAN
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e EVANS, 1995). O teste sorologico tem sido utilizado em estudos epidemiologicos
(BLEECKER et al., 1994), mas por ser uma infec¢dao restrita a mucosa, em alguns casos, a
estimulagdo antigénica pode ser lenta e resultados falso-negativos podem ocorrer em poucas
semanas ou meses apos nova infec¢do. A maior desvantagem do teste soroldgico ¢ que se tem de
esperar de 6 a 12 meses antes de se repetir o teste para checar a erradicagdo. (MEGRAUD, 1996).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) apresenta altissima sensibilidade e
especificidade, podendo ser feito diretamente das bidpsias gastrica ou duodenal, do suco gastrico,
da placa dentéria, da saliva, da cultura e at¢ mesmo das fezes. Os genes rRNA 16s rRNA, ureA e
o ureC tém sido utilizados na identificacdo da bactéria. Além disso, por sua alta sensibilidade, o
PCR ¢ muito utilizado em estudos epidemiologicos ligados a identificagdo de reservatorios
ambientais, em trabalhos de determinag¢ao do modo de transmissao além de ser bastante utilizada
em pesquisas (LEHOURS et al., 2003). Lage et al. (1995) verificaram alta especificidade do PCR
em relacdo a testes como cultura, teste rapido de urease e histologia, assim como outros autores
observaram alta porcentagem de detec¢do de H. pylori por PCR (FABRE et al, 1994; WEISS et
al., 1994).

1.2.2 Genes associados a viruléncia de Helicobacter pylori

Desde a descoberta de H. pylori, pesquisas intensivas levaram a conclusdo de que a
infeccdo por essa bactéria ¢ um importante fator para o desenvolvimento de céncer géstrico
(SIPPONEN e MARSHALL, 2000; UEMURA et al., 2001; BLASER, 2005; PRINZ et al., 2006).
Embora metade da populagdo mundial esteja infectada com este microorganismo, 80% desses
individuos permanecem sem nenhuma evidéncia clinica de doenca (WISNIEWSKI e PEURA,
1997) e somente uma pequena porcentagem, cerca de 3%, dos individuos que apresentam H.
pylori desenvolvem neoplasias relacionadas a sua presenga, indicando que outros fatores como o
tipo de cepa da bactéria, a predisposicao genética do hospedeiro e o meio ambiente parecem estar
relacionados a sua fisiopatogenia (HANSSON, 1993; WATANABE, 1997; WISNIEWSKI e
PEURA, 1997).

O sucesso da infecgdo gastrica pela H. pylori deve-se ao fato de que esta ¢ capaz de
produzir enzimas toxicas, especialmente lipase, urease e proteases, desregulando os fatores
defensivos do epitélio, além de apresentar alguns fatores que ajudam na aderéncia a célula
hospedeira e possuir flagelo (OPLUSTIL et al., 2001).

Até o presente, a biotipagem, a analise do genoma e a diversidade plasmidica permitiram

a identificacdo de cerca de quarenta cepas da bactéria ndo-relacionadas epidemiologicamente. As
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variagdes gendmicas das cepas podem ser responsaveis pela codificagdo de diferentes fatores de
viruléncia, capazes de determinar diversos tipos de lesdo no hospedeiro (BASER et al., 2001). Os
genes de viruléncia mais estudados dessa bactéria sdo vacA, que codifica proteina de mesmo
nome, que induz a vacuolizagdo da célula gastrica e o gene cagA, cuja proteina induz diversas

alteracdes na morfologia da célula do hospedeiro.

1.2.2.1 Genes associados a viruléncia

1.2.2.1.1 vacA

A VacA (vacuolating cytotoxin A), citotoxina vacuolizante A, ¢ considerada um
importante fator de viruléncia na patogénese da ulceragdo péptica e do cancer gastrico. Esta
toxina pode induzir multiplas atividades celulares, incluindo vacuolizagao da célula, formagao de
canais na membrana, interrup¢do das funcdes endossomais e lisossomais, apoptose e
imunomodulag@o. O gene vacA esta presente em todas as cepas de H. pylori e compreende duas
partes variaveis, S e m. A regido S, que codifica o peptideo sinal, esta localizada na extremidade
da cadeia 5’ e possui dois alelos, S1 ou s2, sendo que para o alelo S1 existem trés subtipos: Sla,
slb e slc. A regidao média (m) possui os alelos m1 ou m2 (ATHERTON, 1995). A combinagio
em mosaico dos alelos da regido S com os alelos da regido m determina a producdo da citotoxina,
responsavel pelo grau de viruléncia da bactéria. As cepas portadoras do gendtipo vacA slml
produzem grande quantidade de citotoxina, enquanto as cepas sIm2 e s2m1 produzem quantidade
moderada e as cepas s2m2, pouca ou nenhuma citotoxina. As cepas vacA do tipo sla parecem ser
mais patogénicas que as slb, slc ou s2, sendo mais relacionadas a ulcera péptica e cancer
gastrico. As cepas do tipo m1 estdo associadas a maior risco de danos as células epiteliais do que

as do tipo m2 (VAN DOORR, 1998; ATHERTON, 1999).

1.2.2.1.2 llha de patogenecidade

Um fator determinante de viruléncia ¢é a ilha de patogenicidade cag (cytotoxin associated
gene pathogenicity island - cag-PAI), elemento insercional de 40kb, presente em 60%-90% das
cepas mundiais e que contém cerca de 31 genes. Dentre os genes integrantes da cag-PAl, existem
genes homologos aos de outras bactérias os quais codificam componentes do sistema de secrecao
do tipo IV, que atua como “seringa” e serve para injetar moléculas efetoras da bactéria na célula
hospedeira, permitindo que a bactéria module vias do metabolismo celular da célula hospedeira,

incluindo a expressdao de proto-oncogenes (COVACCI, et al. 1999; COVACCI et al. 2000). A
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cag-PAI ¢ encontrada em cerca de 60% das cepas ocidentais e estd formalmente associado ao
risco para desenvolvimento de cancer gastrico (PEEK et al., 1999).

As cepas de H. pylori que apresentam cag-PAI estdo mais relacionadas a tlcera péptica e
ao cancer gastrico do que as cepas que ndo apresentam cag-PAI (BLASER et al., 1995;
PARSONNET et al., 1997; VAN DOORN et al., 1998). A integridade da cag-PAI parece ser
relevante por conter genes com fungdo no sucesso da infec¢ao pelo H. pylori. Ali et al. (2005),
verificaram que a cag-PAI integra estd mais relacionada a doengas gastricas mais graves,
inclusive cancer gastrico. Dentre os genes que formam essa ilha, podemos destacar os genes
cagA, que ¢é o fator de viruléncia mais estudado da cag-PAl, cagE, cagG, virB11 e virD4. A

figura 5 mostra um esquema da cag-PAI.

H. pylori strain 26695 genome (1,667,867 bp)

B

cag pathogenicity island (37,000 bp)

HPO524 HPOs27 HPOs44
(VirD4) (VirB10) {VirB4) cagA

VirB11} {VirBa)

FIGURA 5: Esquema da ilha de patogenicidade cag-PAl. Fonte:
http://content.nejm.org/content/vol347/issuel5/images/large/10fl.jpeg

1.2.2.1.3 cagA

O primeiro gene cepa-especifico identificado na H. pylori foi o gene cagA (cytotoxin
associated gene A), localizado na metade direita da ilha e considerado marcador de cag-
PAI(BLASER et al., 1995; BACKERT et al., 2001; HIGASHI et al., 2002).

A proteina CagA de H. pylori atua como antigeno altamente imunogénico. Esta € injetada
na célula hospedeira via sistema de secre¢do do tipo 1V, induzindo alteracdes na fosforilacdo de
tirosinas, nas vias de sinalizacdo e de transducdo da célula hospedeira, resultando em rearranjos do
citoesqueleto e alteracdes morfoldgicas que estimulam a célula a se espalhar e se alongar de maneira
idéntica & produzida pelo fator de crescimento de hepatdcitos da célula hospedeira. Além disso,

fatores da bactéria podem induzir a desfosforilagdo de proteinas normalmente fosforiladas (SEGAL
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et al, 1999; ATHERTON, 2000; ASAHI et al. 2000; ODENBREIT et al. 2000; STEIN et al. 2000;
CHOI et al., 2007).

As cepas cagA(+) tendem a ser mais virulentas e induzem niveis mais altos de expressao
de citocinas, tais como IL-1b e IL-8 (BLASER e BERG, 2001). Parsonet et al. (1997) mostraram
que pacientes infectados por cepas que expressam cagA tém probabilidade trés vezes maior de
desenvolver cancer gastrico do que aqueles infectados por cepas cagA negativas. Contudo, mais
de 90% das cepas de H. pylori isoladas da Asia Oriental, incluindo Coréia, Japdo e China, sio
cagA positivas, enquanto que apenas cerca de 60% das cepas isoladas de paises ocidentais
apresentam gene (KIM et al., 2000). Além disso, alguns estudos ndo conseguiram relacionar
doencgas mais graves com cepas CagA positivas, principalmente em estudos asidticos (JENKS et
al., 1998; MAEDA et al., 1998; PARK et al., 1998; KIM et al., 2000), fenomeno conhecido como
Paradoxo Asiatico (PRINZ et al., 2006). As diferencas quanto ao potencial patogénico do gene
cagA podem ser devido a diferengas na sua estrutura génica. A estrutura do gene cagA revela
uma regido 5’ altamente conservada, mas com uma regido 3’ com numero variavel de seqiiéncias
repetitivas, sendo subtipado de acordo com seu tamanho: cagA subtipo A (621-651 pb), cagA
subtipo B (732-735pb), cagA subtipo C (525 pb) e cagA subtipo D (756 pb) (RUDI et al., 1998;
YAMAOKA et al., 1998). Yamaoka et al. (1998) estudaram a variabilidade da regidao 3’ do gene
cagA para investigar se diferencas nesta regido estariam relacionadas a diferentes processos
patologicos no Japao. Estes autores constataram que, embora o tipo A fosse mais freqiiente, 86%
das variantes do tipo C eram provenientes de pacientes com cancer gastrico e concluiram que
outras diferencas na regido 3’ do gene cagA podem estar relacionadas a diferentes processos
patoldgicos. No Brasil, Rota et al. (2001) verificaram maior freqiiéncia do subtipo A (81%),
sendo seguido dos subtipos B ou D (28%) e do subtipo C (16%) em doencgas gastrointestinais.

Como a proteina CagA ¢ fortemente imunogénica, qualquer variagdo em seu comprimento
pode levar a diferentes respostas do hospedeiro, incluindo diferentes graus de resposta
inflamatoéria. Higashi et al. (2002) e Evans e Evans (2001) sugerem que diferengas estruturais na
proteina cagA estdo associadas com as diferencas funcionais nos sitios de fosforilagdo de cagA
observadas em diversas regides com altas taxas de incidéncia do cancer gastrico, como Japao e
Cor¢éia. De fato, verifica-se que nas regides onde o cancer gastrico ¢ mais freqiiente ocorre a
circulacao endémica da proteina biologicamente mais ativa. Segundo os autores acima citados, o
potencial de cagA para iniciar a resposta na célula hospedeira seria variavel, entretanto, ndo se

sabe, de que forma esse polimorfismo poderia influenciar os epitopos protéicos. Ramelah et al.
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(2005), em estudo na Maldsia, relata a heterogeneidade do gene cagA, tipos A, B e C, relacionada
a diferentes grupos étnicos residentes naquele pais. Uma das variantes, a cagA tipo A, estaria
mais associada a grupo étnico especifico (Chin€s) que apresenta maior risco para o
desenvolvimento de ulcera péptica e cancer gastrico. A heterogeneidade do gene cagA ¢ também
relatada por Tomasini et al. (2003) que observaram que a infec¢do por uma unica cepa bacteriana

pode incluir variaveis propor¢des de colonias com diferentes gendtipos de cagA.

1.2.2.1.4 cagE e cagG

O gene cagE (cytotoxin associated gene E), localizado acima do cagA, na extremidade
direita da cag-PAI, codifica uma proteina envolvida no processo de expressao da interleucina 8
nas células gastricas epiteliais (VAN DOORN et al., 1998, KAUSER, 2000; AUDIBERT, 2001).
Estudos verificando a integridade de cag-PAI citam que o gene cagE se mostra melhor marcador
que o gene cagA (IKENOUE et al.,, 2001; SOZZI et al., 2005). Modena et al., (2007)
demonstraram associagdo da presenca de cagE com tulcera duodenal péptica (PUD).

O gene cagG (cytotoxin associated gene G), gene associado a citotoxina G, possui
homologia com gene que codifica proteina do flagelo motor ou com gene que codifica proteina
toxina corregulada pela bissintese do “pilus” (CENSINI et al., 1996; TOMB et al., 1997).
Mizushima et al., (2002) mostraram que o gene cagG esta envolvido na aderéncia de H. pylori a
célula gastrica epitelial. Xu et. al., (2003) encontraram alta freqiiéncia de cagG em diversas

doengas gastrintestinais, mas ndo encontrou relacdo com uma doenca especifica.

1.2.2.1.5virB 11 e virD4

Os genes VirB11 e virD4 sdo homologos dos genes de viruléncia (vir) de Agrobacterium
tumefaciens, que juntamente com outros genes codoficam o sistema de secrecao do tipo IV que
permite a transloca¢ao de moléculas efetoras, como a proteina CagA, para as cé€lulas gastricas
epiteliais (VAN DOORN et al., 1998; KRAUSE et al., 2000; AUDIBERT et al., 2001).

O gene VirB11 localiza-se na extremidade esquerda da cag-PAl. A proteina VirB11
apresenta estrutura composta por 6 monomeros e ¢ essencial para o transporte de proteinas via
sistema de secre¢do do tipo IV além de exibir atividade de ATPase (BACKERT et al., 2001;
KRAUSE et al., 2000). Sozzi et al., (2005) verificaram a presenca de H. pylori virB11 positiva
em pacientes com ulcera e gastrite atréfica.

O virD4 ¢ outro componente chave do sistema de secre¢do do tipo IV (AUDIBERT et al.,

2001). Em Agrobacterium tumefaciens, VirD4 parece mediar a introdugdo do complexo de
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nucleoproteinas no mecanismo de transporte sem gasto de energia (COVACCI et al., 1999;
CHRISTIE e VOGEL, 2000). Em H. pylori, VirD4 provavelmente atua como proteina
adaptadora na transferéncia da proteina CagA e de outras proteinas dentro do canal de
transferéncia. Esta suposi¢do ¢ baseada em estudos in vivo, que mostraram que a auséncia do
gene VirD4 resultou na ndo translocagdo e/ou fosforilagdo de CagA assim como na perda da
capacidade de H. pylori induzir rearranjos no citoesqueleto da célula do hospedeiro (CRABTREE
et al., 1999). Embora o papel de VirD4 em relacao a secre¢ao de IL-8 pela célula do hospedeiro
permaneca desconhecido, o consenso ¢ que a perda de VirD4 ndo reflete na reducdo de IL-8,
diferente de outras proteinas Vir da cag-PAI (CRABTREE et al., 1999; FISCHER et al., 2001;
SELBACH et al., 2002). A figura 6 ilustra as proteinas formadoras do sistema de secre¢ao do tipo
IV de H. pylori.

ATP

] Helienbacter
. " cell

Periplasm

Gastric cell

FIGURA 6: esquema do sistema de secrecdo do tipo IV. Fonte. BARCKET et al , 2000.

1.2.2.1.6 Fatores de aderéncia

O H. pylori possui um tropismo pela mucosa gastrica, aderindo a célula epitelial e, as
vezes, penetrando no espaco entre elas, facilitando a agdo dos produtos toxicos produzidos pela
bactéria, que podem atuar na estimulacido da producdo de citocinas pela célula epitelial além de
facilitar o acesso da bactéria aos nutrientes (MAHDAVT et al., 2002; MAEDA e MENTIS, 2007).
Fatores de aderéncia sdo uma das caracteristicas da bactéria que auxiliam no estabelecimento da
colonizagdo persistente no epitélio gastrico e contribuem para sua patogenicidade (PRINZ, et al.,

2001).
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Varias proteinas de membrana externa de H. pylori foram identificadas como fatores de
aderéncia, como BabA, SabA, SabB, OipA, contudo, excetuando-se a adesina BabA, o papel
dessas proteinas na patogenicidade de H. pylori ndo estd bem estabelecido (MAEDA e MENTIS,
2007).
1.2.2.1.1.7.babA

O fator de aderéncia babA (blood group antigen adhesin gene), ligado ao grupo
sangiiineo Lewis-b foi ¢ um dos fatores de aderéncia mais estudados (ILVER et al., 1998).
Embora tenham sido identificados trés alelos do gene bab, babAl, babA2 e babB, apenas o
produto do alelo babA2 ¢ capaz de se ligar ao antigeno Lewis-b. Em 1999, Gerhard et al.(1999)
demonstraram associag@o entre o alelo babA2 e a presenca de tlcera péptica e adenocarcinoma
gastrico, confirmado por estudos posteriores. No Brasil, estudo com pacientes de Minas Gerais, a
presenca de babA2 foi associada a presenga de cagA sendo ambos associados de forma
independente a tlcera duodenal e cancer gastrico (OLIVEIRA et al., 2003). Entretanto, no estudo
de Mattar et al. (2005), realizado em Sao Paulo, com pacientes com ulcera, mesmo sendo
observando uma alta freqiiéncia de babA2 ndo foi encontrado uma associagdo entre os genes

cagA e bab2.

1.2.2.1.8 iceA

O gene iceA foi identificado por ser transcricionalmente super regulado quando em
contato com o epitélio e por essa razdo denominado iceA (induced by contact with epithelium
gene). O gene iceA possui 2 variantes distintos: iCeAl e iceA2 com diferentes distribuicao
geografica. iceAl ¢é predominante na Turquia, no Japao ¢ Coréia, mas na China ndo houve
predominancia de nenhum gen6tipo comparando areas do Norte de alto e baixo risco para o
cancer gastrico. Por outro lado, na Colombia iceA2 ¢ o gendtipo predominante em gastrite e
cancer gastrico (YAMAOKA et al., 1998; ERZIN et al., 2006). No estudo de Caner et al. (2007),
em pacientes da Turquia, o alelo iceAl foi significantemente associado com ulcera duodenal
enquanto que o alelo iceA2 foi associado com cancer gastrico. No Brasil os dados sdo
controversos: enquanto o gene iICEA2 ¢ o alelo mais freqiiente, independente da doenga, em um
estudo de Minas Gerais (ASHOUR et al., 2001), iceA1l foi o mais freqiiente alelo encontrado em
outro estudo realizado no interior de Sdo Paulo, apesar de neste estudo, iceA2 ter sido associado

com a presenca de ulcera péptica (GATTI et al., 2006).
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1.2.2.1.9 sabA e sabB

A SabA (sialic acid binding adhesin A), adesina que se liga ao acido sialico A, é uma das
proteinas da membrana externa da bactéria a qual liga-se especificamente ao antigeno sialil-
Lewis-x (sLex) da célula epitelial gastrica humana (MAHDAVI et al., 2002; LEHOURS et al.,
2004). As glicoproteinas de sialil-Lewis-x sdo relacionadas ao processo inflamatorio e funcionam
como receptores para selectinas expressas na superficie dos leucocitos mediando sua migracao
para o local da inflamagdo (KANWAR et al., 1995). Raramente essas glicoproteinas estao
presentes no tecido saudavel, contudo, sdo abundantes no tecido inflamado, com ¢ observado
durante a infecgao por H. pylori (MUNRO et al.,1992). A quantidade de SabA presente esta
diretamente relacionada com o grau de danos ao tecido (OTA et al., 1998; MAHDAVI et al.,
2002). A expressao dessa proteina estd, aparentemente, submetida a regulagdo da fase de variacao
por mudanga na matriz de leitura (frame-shift) ocasionado por mutacdo no dinucleotideo de
repeticdo CT da regido 5’ da seqiiéncia codificadora. Acredita-se que algumas cepas produzem
apenas pequenos fragmentos nao funcionais que ndo conseguem se ligar ao epitélio gastrico. O
gene sabA funcional foi encontrado em 81% dos isolados de pacientes japoneses, enquanto que
no Ocidente, sua freqiiéncia ¢ de cerca de 40% (MAHDAVI et al., 2002; YANAI et al., 2007).

O gene sabB (sialic acid binding adhesin B), adesina que se liga ao acido sialico B,
codifica a adesina SabB. Embora se tenha poucas informagdes sobre SabB, sabe-se que ¢
homologa da proteina SabA, contudo sua funcdo especifica ndo estd bem estabelecida
(MAHDAVI et al., 2002), podendo ter um papel na ligagdo de glicoproteinas sialilzada nao
identificadas. Em estudo de De Jonge et al., (2004) as repetigdes de dinucleotidos que

correspondem ao estatus desligado de sabB foram associados com a presenga de tlcera duodenal.

1.2.2.1.10 oipA

O gene oipA (outer inflammatory protein gene), codifica uma proteina da membrana
externa relacionada ao processo inflamatoério. Esta localizado no cromossomo de H. pylori,
aproximadamente a 100Kb da cag-PAI e pode apresentar-se tanto o gene funcional como nao
funcional. O 0ipA funcional ¢ regulado por um mecanismo de reparo “slipped strand” de acordo
com o nimero de dinucleotideos CT repetidos na regido 5’ do gene. Em estudo de Yamaoka et al.
(2000), o gene 0ipA funcional apresentava 6 ¢ 9 repeticdes do dinucleotideo CT, ja o OIpA ndo
funcional apresentava 5 e 7 dinucleotideos CT repetidos. A presenca do gene OipA funcional foi

associado com o aumento da producdo de IL-8 em células de linhagem de cancer gastrico
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(YAMAOKA et al., 2000), embora Salih et al.,(2007) tenham verificado maior associacdo da

presenca de cepas portadoras do gene OipA com tulcera péptica que com gastrite.

1.2.2.1.11 hopZ, alpA e alpB

Além dos genes de aderéncia ja descritos, os genes hopZ, alpA (adherence-associated
lipoprotein A gene), gene da lipoproteina A associada a aderéncia, e alpB (adherence-associated
lipoprotein B gene), gene da lipoproteina B associada a aderéncia, codificam as adesinas, HopZ,
AlpA e AlpB. Nao se conhece, ainda, suas fungdes especificas, contudo, vale ressaltar que a
adesdo bacteriana a célula hospedeira ¢ essencial para que seja estabelecida a infec¢do bacteriana
(COVACCI et al., 2003). Entretanto, poucos estudos sobre essas adesinas foram realizados in

vivo, a fim de fazer associagdo com doencas causadas pela infec¢ao por H. pylori.

1.2.2.1.12 Outros genes

1.2.2.1.13 flaA e flaB

O gene flaA codifica a flagelina FlaA, que compdem a maior parte do flagelo bacteriano,
o qual se apresenta como um importante fator de viruléncia. Bactérias que apresentam mutacao
no gene flaA, apresentam um flagelo curto e tem sua motilidade diminuida. A integridade do
flagelo ¢ essencial para a colonizagdo da bactéria, para a sobrevida da mesma no muco do
estomago, além de proporcionar motilidade a bactéria em ambiente viscoso (KOSTRZYNSKA et
al., 1991; JOSENHANS et al., 1995).

O gene flaB codifica a flagelina FlaB, que é encontrada apenas na base do flagelo.
Geneticamente, derivados mutantes que ndo apresentam FlaB, aparentemente, apresenta flagelo
normal, mas tem sua motilidade diminuida (KOSTRZYNSKA et al., 1991; JOSENHANS et al.,
1995).

1.2.2.1.14 Consideracgoes

A grande diversidade genotipica de H. pylori é um dos fatores que podem explicar a
variabilidade de doengas gastrointestinais correlacionadas com esse microrganismo. A tabela 3
resume os genes de viruléncia citados com as respectivas doengas associadas.

Apesar de alguns desses genes, como CagA e vacA, estarem relacionados com maior

viruléncia dessa bactéria e, conseqiientemente, com o desenvolvimento de doencas causadas por
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ela, ainda ndo existem estudos conclusivos quanto a patogenicidade para a maioria dos genes
aqui descritos. Entretanto, muitos desses sao candidatos promissores a marcadores de viruléncia,
como o polimorfismo da regido 3’ do gene cagA, alguns fatores de aderéncia, como babA2 e
iceA, genes que codificam proteinas do sistema de secre¢do do tipo IV, além dos genes da ilha
cag, que se mostram relevantes pelos estudos de integridade. Dessa forma, estudos associando
esses genes com as diferentes patologias gastricas devem ser incentivados a fim de estabelecer os
perfis das cepas de H. pylori circulantes e, a partir disso, definir as cepas com perfil genotipico

mais virulento.

TABELA 3: genes de H. pylori relacionados com doengas.

Genes de H. pylori Doencas relacionadas
vacA Ulcera péptica e cancer gastrico
cag-PAI Ulcera péptica e cAncer gastrico
cagA Ulcera duodenal e cancer gastrico

Polimorfismo de cagA  Cancer gastrico

cagE Ulcera péptica

cagG Doencas gastrointestinais

VirB11 Ulcera e gastrite atrofica

virD4 -

babA Ulcera duodenal e cancer gastrico
iceA Ulcera duodenal e cancer gastrico
sabA Doengas gastrointestinais em paises orientais
sabB Ulcera duodenal
OIpA Gastrite ¢ ulcera
flaA -
flaB -

1.2.3 Helicobacter pylori e Cancer Géstrico

Estudos revelam que a infecg¢do cronica por H. pylori geralmente aumenta o risco de

desenvolvimento de cancer géstrico em cinco ou seis vezes. A inflamacdo cronica da mucosa
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gastrica reduz a secrecdo acida (hipocloridria) e a secre¢do de pepsina, o que favorece o
crescimento bacteriano, a perpetuacdo da inflamacgao cronica, a manutencao da proliferacao das
células epiteliais mucosas e, portanto, o risco aumentado de mutagao génica (PARSONNET et
al., 1992; HANSSON et al 1993; ROBBINS e COTRAN, 2005).

A freqiiéncia de infec¢do por H. pylori em cancer gastrico varia de 59,45% a 95%
(HANSSON et al., 1995; LUO et al., 2006; ARAUJO FILHO et al., 2006; THOMAZINI et al.,
2006; LIMA et al., 2008). O cancer gastrico associado a infecgdo por H. pylori ocorre,
predominantemente, no antro gastrico e sdo mais comuns em homens (PARSONNET et al.,
1992; HANSSON et al 1995). Quanto ao tipo histoldégico predominante do cancer de estomago
associado a infec¢do por H .pylori, existem controvérsias, alguns estudos relacionam o cancer
gastrico associado a H. pylori com o tipo intestinal, enquanto outros ndo encontraram diferenca
significativa entre o tipo intestinal e o difuso (PARSONNET et al., 1991; BURUK et al., 1993;
HANSSON et al 1995).

Apesar das relagcdes pontuais ja estabelecidas entre a bactéria e o cancer gastrico, o
modelo definitivo do seu mecanismo de agdo no processo carcinogénico nao esta ainda bem
esclarecido. Uma das justificativas para as dificuldades no estabelecimento do ou dos
mecanismos pelo qual a bactéria atuaria na carcinogénese gastrica ¢ a presenga de um nimero
variavel de cepas circulantes, genotipicamente distintas e com graus variados de viruléncia.
Assim, ¢ evidente a necessidade de maior nimero de estudos que possam elucidar essas relacoes,
as quais possibilitariam estabelecer novas ferramentas prognodsticas e diagndsticas para este tipo
de cancer. Além disso, informag¢des sobre a variabilidade genética de H. pylori em cancer
gastrico podem esclarecer por que a maioria dos individuos infectados por essa bactéria nao
desenvolve cancer gastrico € nem doengas associadas.

Dentro desse contexto, variagdes da presenca de genes da cag-PAI bem como dos
subtipos de vacA mostram a importancia de estudos de variagdoes genotipicas de H. pylori,
principalmente associado com o cancer gastrico, visto ser esta associacdo a que apresenta

caréncia de dados.

1.3. Pergunta de Partida

Existe uma variagdo genotipica de H. pylori associada ao cancer gastrico?



1.4. Hipdtese

Cepas mais virulentas de H. pylori estdo associadas ao cancer gastrico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

¥ Determinar a integridade da ilha de patogenicidade (cag-PAI), pela presenca dos genes
cagA, cagE e virB11, além da variagdo alélica do gene vacA de H. pylori e associar com

os aspectos histopatoldgicos dos tumores gastricos de uma populacao do Estado do Cear3;

2.2 Especificos

/¥ Detectar a presenca de H. pylori no tumor gastrico;

/} Detectar a presenca do gene cagA nos tumores H. pylori positivos;

¥ Determinar a variagio alélica nas regides m e s do gene vacA da H. pylori;

/¥ Detectar a presencga dos genes cagE e virB11 nos tumores H. pylori positivos;

¥ Associar os perfis genotiticos da H. pylori, com os dados epidemiolédgicos, clinico-

histopatologicos nos tumores gastricos estudados.



3. Material e Métodos

3.1 Casuistica

Foram obtidos tumores géstricos de 101 pacientes submetidos a gastrectomias totais ou
parciais nos hospitais: Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC) e Santa Casa de
Misericérdia de Fortaleza (SCMF). Todos os casos foram coletados no centro cirargico
imediatamente apds a gastrectomia, em condi¢oes ideais de assepsia, de acordo com o protocolo
de coleta (APENDICE 1), pequenos espécimes tumorais frescos de modo que ndo
comprometesse a investigacdo patologica. Os fragmentos retirados foram identificados e
rapidamente transportados em compartimento contendo gelo para o Laboratorio de Genética
Molecular — LABGEM do Departamento de Patologia e Medicina Legal — DPML, onde foram
mantidos em freezer a — 80°C, até o momento da extragdo do DNA. Antes de cada extragao,
foram realizados cortes histologicos de cada fragmento ainda congelado, em micrétomo criostato,
com uma espessura de aproximadamente 5 pm, os quais foram corados com Hematoxilina-
Eosina para a avaliacdo do percentual de células tumorais. A extracdo foi realizada apenas

quando o fragmento apresentava no minimo 70% de células tumorais.

3.2. Aspectos Eticos

O presente estudo faz parte do projeto integrado de pesquisa desenvolvido no Laboratério
de Genética Molecular — LABGEM, intitulado: “Alteracdes Moleculares no Cancer Gastrico:
Associagdo com Fatores Epidemiolégicos”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceard, sob protocolo n° 199/04 Of. n° 712/04 (APENDICE 2),
respeitando, dessa forma, as recomendagdes das Resolugdes 196/96 e 251/97 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude, que regulamentam as pesquisas envolvendo seres
humanos.

Os individuos submetidos a resseccdo cirurgica durante o periodo do estudo, foram
previamente esclarecidos quanto a natureza da pesquisa e somente foram incluidos aqueles que
concordaram em participar espontaneamente e assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido da pesquisa (APENDICE 3).
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3.3 Coleta de Dados

Os dados clinico-patologicos foram obtidos através de entrevista e de consulta de

prontuarios e foram registrados em fichas (APENDICE 4).

3.4. Avaliacéo Histopatoldgica

Os dados histopatolégicos tais como subtipos tumorais, grau de diferenciacao,
profundidade da invasdo, tamanho do tumor, acometimento de linfonodos e/ou metéstase a
distancia foram extraidos dos laudos patoldgicos, presentes nos respectivos prontudrios. Com
relacdo a classificagdo de Laurén (1965), aqueles casos que apresentavam adenocarcinoma de

padrdo misto foram reavaliados sendo considerado o padrao tumoral predominante.

3.5.Extracdo do DNA de Espécimes Congelados

No Laboratério de Genética Molecular — LABGEM do Departamento de Patologia e
Medicina Legal — DPML, DNA gendmico de alto peso molecular foi obtido dos tecidos tumorais
previamente analisados, através da técnica de extracdo com o uso do detergente CTAB (Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide), adaptado do protocolo descrito por Foster e Twell (1996),
conforme apresentado a seguir:

v" Fragmentos de aproximadamente 0,5g foram macerados com auxilio de bastdo de vidro
esterilizado, em tubo Falcon de 15mL;

v' Apds a maceragdo, foi adicionado o tampdo de extragdo (2% CTAB; 1,4M de NaCl,;
20mM de EDTA; 100mM de Tris-HCI pH 8,0; 0,2% de 2-Mercaptoetanol), na propor¢ao
de 6mL para cada 0,5g e incubado sob agitacdo a temperatura ambiente, por 16 horas;

v' Para purificagdo, foi adicionado cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e centrifugado a
2000 rpm por 15 min;

v A fase superior foi transferida para tubo Flacon estéril de 15mL e o DNA foi precipitado
com isopropanol a 100%, centrifugado a 2000rpm por 5 min;

v" O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido com NaCl 1M, para libera¢do
do complexo DNA-CTAB;

v" O DNA foi precipitado com etanol 100% gelado e centrifugado a 2000 rpm por 5 min;

(\

O sedimento foi lavado com etanol 70% e colocado para secar a 37°C;
v" Depois de seco, o0 DNA foi ressuspendido em agua Milli-Q estéril com DEPC 0,1% e

armazenado em freezer a -14°C;
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v' Para avaliar a qualidade do DNA, cada amostra foi submetida a eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etideo, avaliado sob transluminador de luz

ultravioleta.

3.6. Reagdo em Cadeia da Polimerase

A deteccao da presenga de H. pylori assim como de seus genes foi realizada pela reagao

em cadeia da polimerase (PCR) no LABGEM.

3.6.1. Deteccéo de H. pylori

A presenga de H. pylori nas amostras estudadas foi detectada pela presenca do gene que
codifica a proteina uréase (UureC), com os oligonucleotideos iniciadores sense 5> AAG CTT TTA
GGG GTG TTA GGG GTT T 3’ e anti sense 5 AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC 3’
(LAGE et al, 1995). A mistura para PCR foi composta por tampao 1x (Tris-HCI 20mM [pH 8,4],
KCl1 50 mM), 1,25 U de Platinum Taq DNA Polimerase Invitrogen®; 0,4 mM deoxinucleotideos
tri-fosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCl,; 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 1uL de DNA,
adicionada de agua estéril suficiente para 25ul. A mistura foi submetida a uma desnaturacao
inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos (desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto) extensdo final a 72°C por 7
minutos.

A extensado esperada para o produto dessa reacao foi de 294 pb. Os produtos amplificados
nessas reagdes foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo sob
transluminador de luz ultravioleta. Como controles positivos foram utilizadas amostras de DNA

extraido de amostras sabidamente positivas para infecgdo por H. pylori.

3.6.2. Presenca e subtipos do gene vacA de H. pylori

3.6.2.1.vacAsles2

Os subtipos sl e s2 forma amplificados com os oligonucleotideos iniciadores sense 5’
ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC 3’ e anti sense 5> CTG CTT GAA TGC GCC AAAC 3
(ATHERTON et al. 1995). A extensdo esperada para produto dessa reagdo foi de 259 pb para o
subtipo sl e 286 pb para o subtipo s2. A mistura para PCR era composta por tampao 1x (Tris-
HCI1 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM), 1,25 U de Platinum Taq DNA Polimerase Invitrogen®, 0,4
mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP), 1,5 mM de MgCl,, 0,4 uM de cada oligonucleotideo
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iniciador e 1uL de DNA, adicionada de 4gua estéril suficiente para 25uL da solugdo. A mistura
foi submetida a uma desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos
(desnaturagao a 94°C por 50 segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensao a 72°C
por 1 minuto e 30 segundos) e extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos amplificados nessa rea¢do foram visualizados em gel de poliacrilamida 6%,

corado pelo nitrato de prata, para melhor diferenciacao entre os tamanhos dos fragmentos.

3.6.2.2.vacAmlem2

Os subtipos m1 e m2 foram amplificados individualmente. Para o subtipo m1 utilizou-se os
oligonucleotideos iniciadores sense 5°- GGT CAA AAT GCG GTC ATG G -3’ e anti sense 5°-
CCA TTG GTA CCT GTA GAA AC -3’ e para o subtipo m2, os oligonucleotideos iniciadores
sense 5’- GGA GCC CCA GGA AAC ATT G -3’ e anti sense 5’- CAT AAC TAG CGC CTT
GCA C -3’ (ATHERTON et al. 1995)., A mistura para PCR foi composta por tampao 1x (Tris-
HCI1 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM), 1,25 U de Platinum Taq DNA Polimerase Invitrogen®, 0,4
mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP), 1,5 mM de MgCl,, 0,4 uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 1uL de DNA, adicionando-se 4gua estéril para um volume final de 25puL. A mistura
foi submetida a uma desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos
(desnaturagao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e extensdao a 68°C
por 2 minutos) extensdo final a 68°C por 7 minutos.

Foram consideradas positivas para ml as amostras que amplificaram um fragmento de
290pb e para m2, as amostras que amplificaram um fragmento de 192pb. Os produtos
amplificados nessas reagdes foram visualizados em gel de poliacrilamida 6%, corado pelo nitrato

de prata.

3.6.3. Deteccédo do gene cagA

A presenca do gene cagA de H. pylori nas amostras estudadas foi detectada pela
amplificacdo de uma regido especifica do gene com os oligonucleotideos iniciadores sense 5'-
ATA ATG CTA AAT TAG ACA ACT TGA GCG A - 3" e anti sense 5'- TTA GAA TAA TCA
ACA AAC ATA ACG CCA T- 3" (DOMINGO et al., 1999). A mistura para PCR era composta
por tampao Ix (Tris-HCl 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM); 1,25 U de Platinum Taq DNA
Polimerase Invitrogen®; 0,4 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCl, ; 0,4

uM de cada oligonucleotideo iniciador e 1pul. de DNA, adicionada da agua estéril para um
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volume final de 25puL. A mistura foi submetida a uma desnaturagao inicial a 94°C por 5 minutos,
seguidos de 40 ciclos (desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 56°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto) extensao final a 72°C por 7 minutos.

A presenca de um produto de 297 pb caracterizava a presenca do gene cagA.Os produtos
amplificados nessas reacdes foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo de

etideo sob transluminador de luz ultravioleta.

3.6.4. Deteccéo do gene cagE

A presenca do gene cagE de H. pylori nas amostras estudadas foi detectada pela
amplificacdo de uma regido especifica do gene com os oligonucleotideos iniciadores sense 5’-
TTG AAA ACT TCA AGG ATA GGA TAG AGC - 3" e anti sense 5'- GCC TAG CGT AAT
ATC ACC ATT ACC C - 3" (SOZZI et al., 2005). A mistura para PCR era composta por tampao
Ix (Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KCl 50 mM), 1,25 U de Platinum Taq DNA Polimerase
Invitrogen®; 0,4 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCl, ; 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador e 1pL de DNA, adicionando-se agua estéril suficiente para 25uL de
solugdo. A mistura foi submetida a uma desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos de
45 ciclos (desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 53°C por 1 minuto e extensao a 72°C
por 1 minuto) extensao final a 72°C por 10 minutos.

A presenga de um fragmento de 509pb caracterizava uma amostra positiva para o gene
cagE. Os produtos amplificados nessas reacdes foram visualizados em gel de agarose a 2%

corado com brometo de etideo sob transluminador de luz ultravioleta.

3.6.4. Deteccéo do gene virB 11

A presenca do gene virB 11 de H. pylori nas amostras estudadas foi detectada pela
amplificacdo de uma regido especifica do gene com os oligonucleotideos iniciadores sense 5’-
TTA AAT CCT CTA AGG CAT GCT AC - 3" e anti sense 5'- GAT ATA AGT CGT TTT
ACC GCT TC- 3" (SOZZI et al., 2005). A mistura para PCR era composta por tampao 1x (Tris-
HCI1 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM), 1,25 U de Platinum Taq DNA Polimerase Invitrogen®, 0,4
mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP), 1,5 mM de MgCl,, 0,4 uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 1puL. de DNA, adicionando-se, ainda, 4gua estéril para completar o volume de 25uL. A

mistura foi submetida a uma desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos de 45 ciclos
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(desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 49°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1
minuto) extensao final a 72°C por 10 minutos.

A extensado esperada para o produto dessa reacao foi de 491 pb. Os produtos amplificados
nessas reagdes foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo sob

transluminador de luz ultravioleta.

3.7. Analise Estatistica

Os dados clinico-patolégicos e os resultados da PCR foram demonstrados através de
graficos e tabelas como auxilio do programa Microsoft Excel® 2003. A correcio das variaveis
observadas foi realizada através do programa estatistico EPINFO® versdo 6.0d ¢ SPSS® 12.0,
utilizando-se o Teste do Qui-quadrado (y* ), Teste Exato de Fisher, Teste de Mann-Withney.

Foram considerados estatisticamente significantes, valores de p < 0,05.



4. Resultados

4.1. Andlise Clinico-Epidemioldgica

Os 101 pacientes portadores de adenocarcinoma gastrico utilizados neste estudo foram
oriundos do municipio de Fortaleza (43,4%), seguidos dos pacientes dos municipios do interior
do Estado (42,5%) e dos demais municipios da regido metropolitana de Fortaleza (14,1%)
[FIGURA 7]. Quanto a atividade profissional, ndo foi possivel obter esse dado de treze pacientes,
contudo, verificou-se que a amostra era composta, predominantemente, de agricultores (30,7%),
seguido de atividades como do lar (20,5%), aposentado (18,2%) e pedreiro (5,7%). Apenas um
individuo apresentava nivel superior completo (1,1%) [FIGURA 8§].
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FIGURA 7: Percentual de casos de adenocarcinoma gastrico estudados, distribuidos segundo a procedéncia
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FIGURA 8: Percentual de casos distribuidos quanto a profissao dos pacientes (n=88).
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Quanto a distribui¢do por sexo, 68 pacientes (67,3%) pertenciam ao sexo masculino e 33
(32,7%) ao sexo feminino (FIGURA 9), perfazendo uma razao masculino/feminino de 2,06. A
idade dos pacientes foi distribuida de acordo com a padronizacdo da IARC e ndo por décadas,
pois foi a que mais se adequou a amostra estudada. A idade média foi de 62,7, variando entre 23
e 90 anos. Observou-se que 52,5% dos pacientes possuiam idade superior a 64 anos e apenas

7,9% eram adultos jovens (até 44 anos).

67,3%

32,7%

m Masculino mFeminino

FIGURA 9: Percentual de casos de carcinoma gastricos distribuidos quanto ao sexo dos pacientes (n=101).

Pela figura 10 observa-se um aumento gradativo das freqiiéncias com o aumento das
idades. Embora ndo tenha sido encontrada diferenga estatistica (p=0,247) entre os sexos de
acordo com as faixas etdrias, observa-se um maior aumento do sexo masculino (39,6%) em

relacdo a feminina (12,8%) na faixa etdria acima de 65 anos.
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FIGURA 10: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto ao sexo e faixa etaria
dos pacientes (n=101, p=0,247).
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No que se refere a cor da pele, a maioria 74 (73,3%) dos pacientes envolvidos nesse
estudo eram pardos (FIGURA 11), sendo que, destes, 49 (66,2%) eram do sexo masculino. Os

ortadores de cancer gastrico brancos e negros representavam 16,8% e 9,9%, respectivamente.
9 9 b

16,8%

9,9% O Branco
® Negro
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73,3%

FIGURA 11: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto a cor da pele dos
pacientes (n=101).

Dentre os casos os quais foi possivel obter dados acerca dos fatores de risco para
desenvolvimento de cancer gastrico, verificou-se que 65,5% (59/90) eram tabagistas a mais de 15
anos destacando-se o sexo masculino com 71,2% dos casos (FIGURA 12). Em rela¢do ao
consumo de bebidas alcoodlicas, 58,2% (53/91) foram definidos como etilistas, sendo que destes
os homens foram os mais freqiientes com diferenca estatisticamente significante, 90,6% (p <

0,0001). Concomitancia dos dois fatores de risco foi encontrada em 40,6% dos pacientes.
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FIGURA 12: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto ao sexo, tabagismo
(n=91; teste de Mantel-Haenszel, p= 0,086) e ao etilismo (n=90 teste de Mantel-Haenszel, p<0,0001).

Quanto ao historico familiar, 33,8% (34/101) dos pacientes relataram historia de algum
tipo de cancer em parentes de até segundo grau (FIGURA 13) ndo sendo possivel obter a
informagdo, na maioria das vezes, de qual o tipo de cancer. Em 11,8% (12/101) dos pacientes nao
foi possivel obter dados sobre historia familiar. Constatou-se que 13 individuos apresentaram trés

fatores de risco concomitantes, com média de idade de 63 anos, e destes, todos eram do sexo
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masculino. Verificou-se, ainda, que 12 individuos ndo apresentavam nenhum dos fatores de risco,
nao havendo diferencga entre sexo, com idades variando de 40 a 84 anos, sendo a média de idade

desse grupo de 71,2 anos.
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FIGURA 13: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto a presenca de historia
familiar (n=101).

Quanto a localizagdo anatdmica dos tumores, 53,5% situavam-se na regido do antro
gastrico, sendo que a freqiiéncia dos tumores situados na cérdia e no corpo foram 25,9% e 17,8%,

respectivamente (FIGURA 14).
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FIGURA 14: Percentual de casos de carcinoma géastrico estudados, distribuidos quanto a localizacdo
anatdmica dos tumores (n=101).

4.2. Resultado Histopatologico

Na amostra estudada foram observados 57,4% de tumores do tipo intestinal e 42,6% de
tumores do tipo difuso. Embora se tenha observado uma freqiiéncia um pouco maior do tipo
intestinal em relacdo ao tipo difuso, esta ndo foi estatisticamente diferente. Em relacdo a faixa

etaria, houve um aumento estatisticamente significante (p = 0,012) do nimero de tumores do tipo
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intestinal em fun¢do da idade (FIGURA 15), notavelmente, nos pacientes com mais de 54 anos.

Nos tumores do tipo difuso, observou-se um discreto aumento do nimero de casos com a idade,

contudo, este se sobrepds ao tipo intestinal no grupo de pacientes mais jovens, com idade até 54

anos (15,5% intestinal e 37,3% difuso).
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FIGURA 15: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto a classificacdo de
Lauren e a faixa etaria dos pacientes (n=101, p=0,012).

O sexo masculino foi predominante nos tumores do tipo intestinal, havendo uma diferenca

estatistica (p = 0,034) entre ambos os sexos. Nos tumores do tipo difuso, as freqii€ncias entre os

sexos foram semelhantes, entretanto, observa-se que entre as mulheres os tumores do tipo difuso

sao mais freqiientes (FIGURA 16).
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FIGURA 16: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto a classificacdo de
Lauren e o sexo dos pacientes (n=101, teste de Mantel-Haenszel , p = 0,034).
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Quanto ao estadiamento, nota-se um aumento progressivo dos casos, excetuando-se os
estadiamentos IIIA e IIIB que demonstraram um inesperado percentual inferior (FIGURA 17).
Quando se distribuiu o estadiamento tumoral com os tipos histologicos, nao se observa diferenca
estatistica (p = 0,616) (FIGURA 18). Vale salientar que houve uma importante elevacdo do
numero de tumores do tipo intestinal nos estadiamentos II e IIIA, correspondendo a uma razao
intestinal/difuso de 2 e 1,7, respectivamente. Distribuiram-se, ainda, os tumores estudados de
acordo com o seu tamanho e verificou-se um predominio dos tumores T3 (56%) sobre os outros

grupos (FIGURA 19).
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FIGURA 17: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto estadiamento tumoral
(n=101).
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FIGURA 18: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto estadiamento tumoral
e a classificagdo de Lauren (n=101, p = 0,616).
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FIGURA 19: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto ao tamanho do tumor
(n=93).

Quando se distribui os estadiamentos tumorais nas faixas etarias, observa-se um aumento
gradativo nas incidéncias dos tumores mais avangados em todas as faixas etdrias, sendo que na

faixa etaria >65, os tumores avangados sdo os predominantemente (FIGURA 20).
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FIGURA 20: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto ao estadiamento e a
faixa etaria dos pacientes (n=101).

Quanto ao grau de diferenciacdo, a maior parte (54,1%) dos tumores foi definida como
moderadamente diferenciados seguidos dos tumores pouco diferenciados (40,8%). Os tumores
indiferenciados e bem diferenciados foram pouco representados, com 1 e 4 casos,

respectivamente (FIGURA 21).
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FIGURA 21: Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto ao grau de
diferenciacdo dos tumores (n=101).

4.3. Deteccéo e Genotipos de H. pylori

A figura 22 ilustra um gel de poliacrilamida a 6% corado pela prata. A analise dos 101
casos estudados através da técnica de PCR demonstrou positividade para H. pylori em 94 (93%)

dos casos.
H,O 1 2 3 4 5 6 7 8

400pb

300pb
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FIGURA 22: Deteccdo do gene ureC em gel de poliacrilamida a 6% corado pela prata. A seta mostra um
fragmento amplificado de 294pb. Os casos 1, 2, 7 e 8 foram positivos e os casos 3, 4, 5 e 6 foram negativos.

Quanto ao sexo dos pacientes infectados por H. pylori, verificou-se que 32% (30/94) dos
individuos eram do sexo feminino enquanto 68% (64/94) pertenciam ao sexo masculino. Quanto
a faixa etaria dos pacientes, verificou-se um aumento progressivo de pacientes infectados com o

aumento da idade em ambos os sexos. Entretanto, observa-se que até a faixa etaria de 55-64 anos
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as mulheres foram as mais freqiientes, ocorrendo uma inversdo na faixa etaria >65 onde o sexo

masculino foi mais freqiiente (FIGURA 23).
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FIGURA 23: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
guanto ao sexo e faixa etaria (n=94).

No que se refere ao sitio anatdmico dos tumores infectados por H. pylori, verificou-se que
53,2% (50/94) localizavam-se na regido do antro gastrico, sendo que a freqiiéncia dos tumores
localizados na cardia e no corpo foram 25,5% e 18,0%, além desses, verificou-se que 3,3% dos

tumores estavam em mais de um sitio anatomico (FIGURA 24).
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FIGURA 24: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
guanto ao sitio dos tumores (n=94).
4.3.1. Resultados Histopatoldgicos dos tumores com infeccéo por H. pylori

A analise histopatologica dos tumores associados a infec¢ao por H. pylori ndo revelou

diferenca significante quanto a presenga de infeccdo entre os tipos intestinal (58,5%) e difuso
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(41,5%), embora os tumores do tipo intestinal tenham sido um pouco mais freqiientes. Em
relagdo a faixa etaria, houve um aumento progressivo do numero de tumores com o aumento do
faixa etaria em ambos os tipos tumorais (p = 0,026). Entretanto, os tumores do tipo intestinal
foram predominantes (63,3%) na faixa >65 (FIGURA 25), possuindo freqiiéncias inferiores as
dos tumores do tipo difuso nas faixas etarias inferiores a 65 anos. O tipo difuso, por sua vez, foi

predominante (64,1%) nas faixas etdrias até 64 anos.
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FIGURA 25: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
guanto a classificacdo de Lauren e a faixa etaria dos pacientes (n=94, p = 0,026).

Considerando-se o sexo dos pacientes em relagdo aos tipos histologicos, verificou-se uma
freqiiéncia superior estatisticamente significante do tipo intestinal no sexo masculino (p= 0,013),

enquanto que no tipo difuso nao se verificou diferenga entre os sexos (FIGURA 26).
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FIGURA 26: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
guanto a classificacdo de Lauren e ao sexo dos pacientes (n=94, teste de Mantel-Haenszel, p=0.013).

Quanto ao estadiamento, nota-se maior freqiiéncia de tumores infectados com H. pylori
entre os estadiamentos II, IIIA e IV, havendo diferenga estatistica (p = 0,012). Quando se
distribui o estadiamento de acordo com os tipos histologicos dos tumores infectados com H.
pylori, ndo se verifica diferenca significante (p = 0,822) entre os tipos intestinal e difuso

(FIGURA 27).
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FIGURA 27: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto a classificacdo de Lauren e estadiamento dos tumores (n=94, p=0,822).

Em relagdo ao grau de diferenciacdo dos tumores (FIGURA 28), os moderadamente
diferenciados (55,3%) representaram a maior freqii€ncia dos casos estudados com infecgdo por

H. pylori, seguidos dos pouco diferenciados (39,3%).
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FIGURA 28: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto ao grau de diferenciagio dos tumores (n=94).
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4.3.2. Analise dos tumores com infeccéo e genotipo de H. pylori

O gene cagA estava presente em 61/94 (64,9%) dos casos estudados (FIGURA 29).
Quanto ao gene vacA, verificou-se que quanto a regido S, Sl foi predominante com 89,4% dos
casos, quanto a regido m, ml foi mais freqliente, com 79,8% dos casos. Foi observado uma
relacdo, estatisticamente significante (p= 0.000), entre os gendtipos S1 e ml de vacA no cancer
gastrico, onde esse subtipo foi encontrado em 75,5% (71/94) dos casos. A figura 30 mostra a
distribuicao dos genotipos em relagdo as variagdes das regides S € m de vacA encontrada na

amostra estudada.
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FIGURA 29: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto a presenca do gene cagA (n=94).
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FIGURA 30: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto aos subtipos do gene vacA (n=94).

Observando-se a concomitiancia do gene cagA e as variagdes alélicas do gene vacA,
verificou-se associagdo estatisticamente significativa de cagA(+) com vacAslml (p=0,003)

(FIGURA 31).
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FIGURA 31: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto a presenca do gene cagA e aos subtipos do gene vacA (n=94, Teste Exato de Fisher p= 0.003).

A freqiiéncia dos genes cagE e virBl1, na amostra estudada, foram 53,2% (50/94) e
60,6% (57/94), respectivamente. A figura 32 ilustra um gel de agarose corado com Brometo de
Etideo. A tabela 4 mostra a associac¢do da presenca dos genes cagA, cagE e virB11 nos casos de
cancer gastrico com infecg¢ao por H. pylori (ureC). Verifica-se que o genotipo de H. pylori mais
freqiiente foi cagA(+), cagE(+) e virB11(+), com 38,3%(36/94), seguidas do gendtipo cagA(+),
cagE(-) e virB11(-), com 18,1% (17/94) e de cepas com auséncia de genes da ilha de
patogenicidade, com 18,1% (17/94). Considerando-se pelo menos um marcador do lado direito

(cagA e/ou cagE) e o marcador do lado esquerdo (virB11) verificamos uma freqiiéncia de 56,4%.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

500pb

FIGURA 32: Deteccdo do gene virB11 em gel de agarose a 2% corado com Brometo de Etideo. A seta mostra
um fragmento amplificado de 491pb. Os casos 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14 foram positivos e 0s casos 4 e
5 foram negativos.
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TABELA 4: Agrupamento dos gendétipos de H. pylori segundo os genes cagA, cagE e virB11

ureC cagA cagE virB11 TOTAL (94/100%)

+ + + + 36/94(38,3%)

+ + + - 2/94 (2,2%)

+ + - + 6/94 (6,4%)

+ + - - 17/94 (18,1%)
+ - + + 11/94 (11,7%)
+ - + - 1/94 (1%)

+ - - + 4/94 (4,2%)

+ - - - 17/94 (18,1%)

Com o objetivo de verificar a influéncia de determinados gendtipos de H. pylori nos
tumores gastricos, agrupou-se os casos levando-se em consideracao a integridade de cag-PAlI e os
subtipos de vacA. Dentro deste contexto, os casos de cancer géstrico foram divididos em trés
grupos: A, casos com gendtipo vacAsiml; B, casos com genotipos VacAslm?2 ou vacAs2ml,
considerados moderadamente patogénicos, ¢ C, casos com genotipo vacAs2m?2, considerados
menos patogénicos. Além disso, os genes foram considerados marcadores de integridade pelo
seu posicionamento na ilha, dessa forma, cagA e cagE sdo considerados marcadores do lado
direito e virB11 do lado esquerdo. Dentro desse aspecto, dividiram-se os grupos acima em quatro
subgrupos cada um. O primeiro subgrupo representa os casos que possuiam os trés genes usados
como marcadores de cag-PAI (Al, Bl e Cl1), o segundo representa os casos que possuiam, pelo
menos, um marcador do lado direito da ilha e o marcador do lado esquerdo (A2, B2 e C2), o
terceiro era composto dos casos que apresentavam apenas um gene de cag-PAI ou que
apresentassem os dois marcadores do lado direito da ilha (A3, B3 e C3) e o quarto subgrupo era
formado pelos casos que nao apresentava nenhum dos trés genes da ilha de patogenicidade de H.
pylori (A4, B4 ¢ C4). Dentro desses agrupamentos, verificou-se que o grupo mais freqiliente foi
aquele que apresentava o genotipo vacAslml [A= 71/94 (75,5%)], seguido dos grupos B
(vacAslm2 e vacAs2ml), com 18,1% (17/94) e C, com 6,4% (6/94). A tabela 5 mostra a
freqliéncia desses grupos genotipicos nos casos estudados, vale destacar o grupo Al, que

concentra 34/94 (36,2%) da amostra analisada.
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TABELA 5: Agrupamento dos genotipos de H. pylori segundo a integridade de cag-PAIl e os

subtipos do gene vacA.

GRUPOA:vacAslml 71/94(75,5%)
GRUPO Al: cagA(+), cagE(+) e virB11(+) 34/94(36,2%)
GRUPO A2: cagA(+) e virB11(+); cagE(+) e virB11(+) 14/94(14,9%)
GRUPO A3: cagA(+) ou cagE(+) ou virB11 (+) ou cagA(+) cagE(+) 15/94(16%)
GRUPO A4: ureC (+) 08/94(8,5%)

GRUPO B: vacAs1lmz2 e vacAs2m1l 17/94(18,1%)

GRUPO B1: cagA(+), cagE(+) e virB11(+)

02/94(2,1%)

GRUPO B2: cagA(+) e virB11(+); cagE(+) e virB11(+)

02/94(2,1%)

GRUPO B3: cagA(+) ou cagE(+) ou virB11 (+) ou cagA(+) cagE(+) 07/94(7,4%)
GRUPO B4: ureC (+) 06/94(6,4%)
GRUPOC:vacAs2m?2 06/94(6,4%)
GRUPO CI1: cagA(+), cagE(+) e virB11(+) 00/94(0%)

GRUPO C2: cagA(+) e virB11(+); cagE(+) e virB11(+)

01/94(1,1%)

GRUPO C3: cagA(+) ou cagE(+) ou virB11 (+) ou cagA(+) cagE(+)

02/94(2,1%)

GRUPO C4: ureC (+)

03/94(3,2%)

Com base na hipdtese da viruléncia de H. pylori associada a integridade da ilha e aos

subtipos da vacA foram realizadas as analises clinico — epidemioldgicas relacionadas a esses

grupos.

A fim de verificar a interferéncia de fatores de risco nos casos de cancer gastrico com

infec¢do por H. pylori, associou-se o tabagismo ¢ o etilismo, concomitantemente, aos grupos

estabelecidos. A tabela 6 mostra a freqliéncia de casos de pacientes com esses dois fatores de

risco distribuidos nos diversos grupos genotipicos estabelecidos para H. pylori. Por essa tabela,

verifica-se que entre os genotipos menos patogénicos (A3, A4, B3, B4, C3 e C4), encontram-se

53,8% dos pacientes etilistas e tabagistas.



TABELA 6: Associacao dos grupos estabelecidos com etilismo e tabagismo, concomitante.

GRUPOS  ETILISMO E TABAGISMO (n=39)
Al 8/34 (23,5%)
A2 8/14 (57,1%)
A3 9/15(60%)
A4 5/8 (62%)
Bl 172 (50%)
B2 0/2 (0%)
B3 2/7 (28,6%)
B4 3/6 (50%)
Cl 0/0 (0%)
C2 1/1 (100%)
C3 172 (50%)
C4 173 (33,3%)

60

As andlises dos grupos foram restritas aos grupos A e B devido aos poucos casos

pertencentes ao grupo C.

4.3.2. Andlise dos tumores gastricos associados ao gendétipo de H. pylori

Quanto ao sexo, observou-se que os pacientes do sexo feminino foram mais freqilientes

que os do sexo masculino nos grupos Al e A2, situagdo que se inverte nos grupos A3 e A4

(FIGURA 33). No grupo B, os pacientes do sexo masculino foram mais freqiientes que os

individuos do sexo feminino nos grupos B1 ¢ B4 (FIGURA 34). E interessante observar que o

sexo masculino ¢ predominante nas cepas com auséncia da ilha.
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FIGURA 33: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto aos grupos estabelecidos e 0 sexo dos pacientes (n=71).
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FIGURA 34: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto aos grupos estabelecidos e o sexo dos pacientes (n=17).

Por serem os sitios anatdmicos mais freqiientes na amostra estudada, analisou-se antro e
cardia quando aos grupos de gendtipos (FIGURA 35). Considerando a integridade da ilha,
observa-se uma relagdo inversa entre a integridade e os tumores localizados no antro gastrico. O
antro gastrico foi mais freqiiente nos grupo A1, enquanto a cardia foi predominante no grupo A3.
No grupo A4, sem cag-PAlI, parece ndo haver predominio de sitio anatomico. Por outro lado, no
grupo B observa-se um aumento da freqiiéncia de tumores localizados no antro com a perda da
integridade da ilha. Da mesma forma que os tumores do grupo A4, os tumores do grupo B4

mostram um comportamento diferente, com alta incidéncia dos tumores na cardia. (FIGURA 36).



62

60 - 96.4
g 50 -
E 38,9
= 40 - 334
® 30 - mAntro
[ ]
@ 205 46 rdi
] 20 - ’ 12 OcCardia
@ : 103 11—
< B
2

0 Bl T T T 1

A1 A2 A3 A4
grupos

FIGURA 35: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
guanto aos grupos estabelecidos e o sitio dos tumores (n=71).
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FIGURA 36: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto aos grupos estabelecidos e o sitio dos tumores (n=17).

Considerando-se a histopatologia dos tumores e os grupos estabelecidos, verificou-se que
no grupo A, houve uma distribuicdo semelhante dos tipos intestinal e difuso, exceto no subgrupo
A4, onde as cepas apresentam apenas vacAslml, sem nenhum dos componentes de cag-PAI
estudados, onde a relagdo difuso/intestinal foi de 2,5 (FIGURA 37). No grupo B, houve ligeiro
predominio do tipo difuso nos subgrupos Bl e B2 e do tipo intestinal nos subgrupos B3 ¢ B4,
contudo a maior freqiiéncia dos casos estava nos subgrupos B3 e B4, cujas cepas sao menos
patogénicas (FIGURA 38). Considerando-se somente a integridade da ilha (B1, B2 e B3),
observa-se um aumento dos tumores intestinais com a diminui¢ao da integridade da ilha, de certa

forma, o mesmo acontece com os tumores do tipo difuso.



63

60 1 o
50 | 46,4

30 4 214 23,8 Ointestinal

19
20 A 14,28 17,92

10 - 7.2

mDifuso

% casos estudados

A1 A2 A3 A4
grupos

FIGURA 37: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
guanto aos grupos estabelecidos e a classificacdo de Lauren (n=71).
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FIGURA 38: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infec¢do por H. pylori estudados, distribuidos
guanto aos grupos estabelecidos e a classificacao de Lauren (n=17).

Quanto ao estadiamento tumoral (FIGURA 39), considerando-se o grupo A observa-se, de
modo geral, uma diminui¢do de freqiiéncia dos grupos de H. pylori de acordo com a auséncia de
genes bacterianos estudados dentro de cada estadiamento. Este fato ¢ bem caracterizado nos
estadios II, IV e pode-se incluir o estadios III se considerados os estadiamentos IIIA e I1IB
juntos, ja que a representacao dos tumores classificados em IIIB foi pequena. Apesar da presenga
somente dos grupos genotipicos A3 e A4 no estadiamento A, este possui apenas 4 casos, sendo
que destes, apenas 2 apresentam infec¢ao por H. pylori, o que impossibilita maiores inferéncias.
Verifica-se, ainda, que os tumores dos outros grupos estdo presentes em todos os estadiamentos.
Os grupos que ndo pertenciam ao grupo A foram denominados de “outros” a fim de se

estabelecer um parametro de comparagao.
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FIGURA 39: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto ao estadiamento dos tumores (n=94).

Considerando-se a diferenciacdo dos tumores, dentro de todos os subgrupos, os tumores

moderadamente diferenciados foram os mais freqiientes em todos os subgrupos, excetuando-se o

grupo A3 (FIGURA 40). Por outro lado, No grupo B, foi observada uma freqiiéncia semelhante

dos tumores pouco ¢ moderadamente em todos os grupos, excetuando-se o grupo B3, onde os

tumores pouco diferenciados foram mais freqiientes (FIGURA 41). A tabela 7 mostra a

distribuicdo dos casos do grupo C quanto aos dados clinico-epidemiolédgicos e histopatologicos.
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FIGURA 40: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto aos grupos estabelecidos e a diferenciacao dos tumores (n=71).
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FIGURA 41: Percentual de casos de carcinoma gastrico com infeccdo por H. pylori estudados, distribuidos
quanto aos grupos estabelecidos e a diferenciacao dos tumores (n=17).

TABELA 7: Distribuicao dos casos de cancer gastrico do grupo C quanto aos dados clinico-
epidemioldgicos e histopatologicos.

TOTAL C1 C2 C3 C4
Sexo 6
Masculino 3 0 1 1 1
Feminino 3 0 0 1 2
Sitio Anatémico 6
Antro 2 0 0 2 0
Cardia 0 0 0 0 0
Corpo 3 0 1 0 2
Misto 1 0 0 0 1
Tipo Histologico 6
Intestinal 2 0 0 1 1
Difuso 4 0 1 1 2
Estadiamento 6
IA 0 0 0 0 0
1B 1 0 0 1 0
II 3 0 0 1 0
IITA 0 0 0 0 2
I11B 1 0 0 0 0
v 1 0 1 0 1
Diferenciacéo tumoral 6
Indiferenciado 0 0 0 0 0
Pouco 4 0 1 1 2
Moderado 2 0 0 1 1
Bem 0 0 0 0 0




5. Discussao

5.1. Analise Clinico-Epidemiologica

A estimativa do INCA (2007) para o ano de 2008 ¢ de 1.090 novos casos de cancer
gastrico no Estado do Ceard, sendo estimados 290 casos apenas em Fortaleza. Essas projecdes
colocam o Estado do Ceara no sexto lugar em niimero de novos casos de cancer de estdmago,
estando logo atras dos Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parand e Rio Grande
do Sul, a0 mesmo tempo em que situa Fortaleza no quinto lugar em niimero de novos casos entre
as capitais, atras apenas de Sao Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG) e Belém
(PA). Esses dados revelam a importancia do cancer gastrico no Estado do Ceara e a necessidade
de estudos que possam ajudar a entender os fatores etiolégicos dessa neoplasia com a
conseqiiente melhoria na prevengao e tratamento dessa neoplasia.

Neste estudo, verificaram-se freqiiéncias similares entre os pacientes oriundos da cidade
de Fortaleza (43,4%) e dos municipios do interior do Estado (42,5%), além de um menos
npumero de casos provenientes dos demais municipios da regido metropolitana (14,1%).
Considerando a inclusdo aleatéria de casos, esses dados devem refletir a real demanda de
atendimento no Hospital Universitario Walter Catideo e na Santa Casa de Misericordia de
Fortaleza, demonstrando uma representatividade real de casos de tumores gastricos do estado do
Ceara.

Considerando-se a atividade profissional dos pacientes, verificou-se o predominio de
profissdes como agricultor, do lar e aposentados, em detrimento de profissdes de nivel superior,
observando-se que a maioria dos individuos pertencia a classe socioecondmica pobre. Vale
ressaltar que esse achado pode estar refletindo a clientela dos hospitais onde foram realizadas as
coletas, visto que esses atendem, predominantemente, através do Sistema Unico de Saude - SUS.
Entretanto, tem sido relatado que, em geral, a incidéncia de cancer gastrico ¢ duas a trés vezes
maior nos paises em desenvolvimento (PARKIN et al., 2005; INCA, 2007), sugerindo que a
situacdo socioecondmica possa estar relacionada (NISHIMOTO et al, 2002; ALBERTS et al.,
2003).

A maior incidéncia de cancer géstrico no sexo masculino relatada na literatura mundial e
de outros estados do Brasil foi reproduzida neste estudo, onde os individuos do sexo masculino

foram, aproximadamente, duas vezes mais acometidos que as mulheres (DE STEFANI et al.,
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1990; CIPRIANI et al., 1991; CESAR et al., 2002; RODER, 2002; SIPPONEN ¢ CORREA,
2002; ALBERTS et al., 2003; CUNNINGHAM et al., 2005; PARKIN et al., 2005). Segundo a
estimativa do INCA (2007) para o ano de 2008 no Brasil, sdo previstos em torno de 22 mil novos
casos de cancer gastrico, sendo 14 mil para os homens e 8mil para mulheres. Na regido nordeste,
sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer gastrico ¢ a segunda neoplasia mais
freqiiente entre os homens e a quarta entre as mulheres. Para Estado do Ceara, sao previstos 1.090
novos casos de cancer de estomago, sendo que 680 novos casos para o sexo masculino e 410 para
o sexo feminino.

O caréater tardio do acometimento do cancer gastrico foi também observado neste estudo.
De acordo com a revisdo feita por César et al., (2002), o cancer de estdmago afeta mais
individuos da terceira idade, apresentando baixa freqiiéncia aos 40 anos e aumentando
progressivamente com a idade atingindo valores mais elevados por volta dos 70 anos. A variagdo
etaria encontrada neste estudo foi bastante ampla, de 23 a 90 anos. Verificou-se, ainda, maior
freqiiéncia de individuos acima de 55 anos, achado esse, compativel com de outros estudos
(STADTLANDER e WATERBOR, 1999; CREW e NEUGUT, 2006). De fato, a maior
incidéncia do sexo masculino € evidenciada em todas as faixas etarias, mas se destaca na faixa de
idade acima de 65 anos enquanto no sexo feminino observa-se um aumento gradativo com a
idade.

Apesar de a literatura relatar uma maior incidéncia de cancer gastrico nos individuos do
sexo masculino e negro (CORREA, 2003; CREW e NEUGUT, 2006), na nossa amostra a maior
incidéncia foi da cor parda. Essa discordancia talvez possa ser explicada pela baixa freqiiéncia de
negros na populagdo estudada e a alta incidéncia de pardos, a qual pode ser constatada em
estudos populacionais em andamento no laboratorio em que foi desenvolvido esse projeto.

A historia familiar ¢ também um fator relevante para o desenvolvimento do cancer
gastrico (LA VECCHIA et al., 1992; PALLI et al., 1994; LISSOWSKA et al., 1999; CREW ¢
NEUGUT, 2006; SMITH et al.,, 2006). Estudos realizados a fim de identificar alteracdes
genéticas que possam estar relacionadas a um maior risco de desenvolvimento de cancer gastrico
em membros de uma mesma familia apresentaram resultados promissores nos adenocarcinomas
do tipo difuso quanto a mutagdo da E-caderina (ZHENG et al., 2004; LYNCH et al., 2005;
ROVIELLO et al, 2007). Apesar do carater hereditario ndo ter sido analisado em detalhes neste
estudo, inclusive pela dificuldade dos pacientes saberem o tipo de cancer acometido nos

individuos de sua familia, verificou-se que a historia familiar de cancer, considerando parentesco
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até segundo grau, estava presente em 33,8% (34/101) dos pacientes, entretanto, Palli et al., (1994)
encontraram uma freqiiéncia de 14,6% entre pacientes com histéria familiar.

Alguns estudos tém demonstrado uma significante relagcdo entre o tabagismo e o risco de
desenvolvimento de cancer gastrico tanto para fumantes ativos como passivos cujo efeito parece
ser mais pronunciado (CHAO et al., 2002; GONZALES et al., 2003; KOIZUMI et al., 2004). No
presente estudo, verificou-se um importante percentual de pacientes fumantes 65,5% (59/90),
esses achados corroboram com os de Teixeira e Nogueira (2003), em estudo realizado no interior
do Estado de Sao Paulo, no qual a freqiiéncia de pacientes fumantes foi de 66,7%.

Apesar de ndo haver evidéncias conclusivas sobre o aumento do risco de cancer gastrico
associado ao etilismo hé indicios de que sua agdo seja sinérgica a do fumo (YOU et al, 2000;
KATO et al, 2004; CREW e NEUGUT, 2006). A acdao do alcool se daria ao nivel dos tecidos
diretamente expostos, alterando o metabolismo celular, com agdo imunossupressora e aumento da
susceptibilidade celular aos carcinégenos (TEIXEIRA e NOGUEIRA, 2003). A freqiliéncia
verificada neste estudo quanto ao etilismo foi alta (58,2%), apesar de inferior a descrita por
Teixeira e Nogueira (70,8%), indicando que este pode ser também um fator de risco relevante no
desenvolvimento desta neoplasia. Dos pacientes arrolados no presente estudo, 40,6% eram
tabagistas e etilistas e entres estes, 51,2% eram portadores de cepas menos patogénicas de H.
pylori.

Quanto a localizagdo tumoral foi verificada uma maior freqiiéncia de casos no antro
(53,5%), porcao distal do estomago seguido da cardia ou por¢do proximal (25,9%), os dois
principais sitios do adenocarcinoma gastrico. Dados similares sdo relatados por Lemes et al.
(2003) com 59% de casos estudados com localizacdo distal. Figueiredo et al., (2002), em estudo
de 222 casos em Portugal, verificaram 53,6% dos carcinomas géstricos localizados no antro e
17,6% na cérdia. O predominio no tergo distal do estdmago também ¢ descrito por Shang e Pena
(2005), Thomazini et al., (2006) e Luo et al., (2006).

Embora haja relatos recentes, nos EUA, de uma reducdo nos casos de tumores distais e
aumento dos proximais entre os homens, (ALBERTS et al, 2003; CREW et al, 2006), este fato
ndo ¢ ainda homogeneamente distribuido entre os diversos estudos mundiais. Apesar de a maioria
dos casos estudados tenham sido observados no antro gastrico, o presente estudo também
observou uma freqiiéncia relativa de tumores da cérdia (25,5%), sendo que 88,5% destes eram em

individuos do sexo masculino Assim sendo, pode-se concluir que a amostragem aqui utilizada
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apresenta resultados compativeis com os demais dados mundiais quanto aos parametros clinico-

epidemiologicos abordados.

5.2. Analise Histopatoldgica

A andlise dos subtipos de adenocarcinoma, nesse estudo, demonstrou um ligeiro aumento
de freqiiéncia dos tumores de tipo intestinal (57,5%) de Lauren, esse achado corrobora com
outros estudos os quais nao encontraram predominio de um dos tipos histoldgicos, verificando
freqliéncias entre 51% e 58,6% de tumores do tipo intestinal e de 34% a 41,3% do tipo difuso
(PEREIRA et al., 2001; LEMES et al., 2003; OLUWASOLA e OGUNBIYI, 2003; LOPES et al.,
2004; CREW e NEUGUT, 2006). O tipo intestinal demonstra uma maior associacdo com
individuos do sexo masculino e com pessoas mais velhas, dados verificados no presente estudo,
onde 75,8% dos pacientes portadores de tumores do tipo intestinal eram do sexo masculino.
(CESAR et al., 2002; RODER et al., 2002; NARDONE et al., 2003; SHANG ¢ PENA, 2005).
Enquanto que os difusos sdo relacionados, por alguns autores (CESAR et al., 2002; NARDONE,
2003) com o sexo feminino, entretanto, no presente estudo, ndo houve diferenga estatistica entre
os individuos do sexo masculino (55,8%) e do sexo feminino (44,2%) quanto ao tipo difuso.
Contudo, considerando-se os tumores do tipo difuso, verificou-se que 57,5% acometiam
pacientes do sexo feminino.

A alta freqiiéncia de tumores gastricos diagnosticados em estadiamentos mais avancados ¢
relatada na literatura mundial, (CORREA, 2004). O predominio de neoplasias mais agressivas ¢
percebido pela distribui¢do dos casos quanto ao estadiamento, demonstrando um aumento
gradativo de casos em func¢do da progressao tumoral, 30,7% (31/101) dos casos estudados eram
do estadiamento IV, achado este que corrobora com estudos anteriores (ALBERTS et al., 2003;
CUNNINGHAM et al., 2005). A presenca de tumores mais avangados (IITA, IIIB e IV), na
amostra estudada, provavelmente reflete diagnostico tardio, principalmente por serem os
pacientes de baixa renda. A correlagdo entre estadiamento tumoral e a faixa etaria demonstrou
que os adultos jovens (15 - 44 anos), apresentando neoplasias mais avangadas, sendo que 87,5%
dos casos dessa faixa etaria eram do tipo difuso, que de acordo com a literatura, apresentam um
decurso clinico mais agressivo, podendo explicar tal achado (WERNER et al., 2001; ROBBINS e
COTRAN, 2005).

Poucos estudos reportam o grau de diferenciacdo tumoral. Embora tenha sido verificada,

neste estudo, alta freqiiéncia de tumores pouco diferenciados (40,8%), dados compativeis com os
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achados dos estudos de Lee et al., (2004) ¢ Takano et al. (1999), contrasta com os dados dos
mesmos autores em relacdo aos tumores bem e moderadamente diferenciados. Esses autores
constataram-se uma equivaléncia entre os casos moderadamente e bem diferenciados (22,0% e
25,7%, respectivamente) enquanto que neste estudo os tumores moderadamente diferenciados
foram os mais freqiientes (54%) e os bem diferenciados os menos freqlientes. A grande
porcentagem de tumores moderadamente diferenciados em detrimento dos bem diferenciados
pode refletir o avango tumoral decorrentes de diagnodsticos mais tardios e tumores na sua maior

parte em estadio avangado

5.3. H. pylori e o cancer gastrico

Dentre as amostras analisadas no presente estudo, a maioria, 93%, apresentou
amplificagdo do gene ureC de H. pylori. A maior parte dos casos se situou no antro gastrico
(53,2%), que corrobora com os relatos de que H. pylori é mais freqlientemente detectada em
cancer gastrico distal (HANSSON et al., 1995; ANDO et al., 2006; LUO et al., 2006;
THOMAZINI et al., 2006). A alta freqiiéncia de infec¢ao por H. pylori ¢ compativel com a de
diversos outros estudos, tanto na populacdo em geral (CREW et al., 2006) como em pacientes
portadores de cancer gastrico, onde a freqiiéncia varia de 59,5% a 95% (HANSSON et al., 1995;
ANDO et al., 2006; LUO et al., 2006; THOMAZINI et al., 2006).

O presente estudo verificou que a maioria dos individuos portadores de cancer gastrico
infectados por H.pylori era do sexo masculino (68%), o que é semelhante ao encontrado em
estudos realizados em diversos paises, como na China (LUO et al., 2006), no qual 70,9% dos
pacientes infectados por H. pylori eram do sexo masculino. Thomazini et al. (2006) em estudo
realizado em Botucatu (SP), encontrou uma freqiiéncia de 57,1%. Quanto a idade dos pacientes,
relata-se o aumento da freqiiéncia de individuos com cancer gastrico e infecg¢ao por H. pylori com
o aumento da idade (HANSSON et al., 1995; LUO et al., 2006), o que se assemelha ao
encontrado no presente estudo, onde a maioria dos pacientes infectados por H. pylori tinha mais
de 55 anos de idade. E interessante observar que na distribuigdo dos sexos pela faixa de idade, a
infeccdo por H. pylori demonstrou uma tendéncia a ser mais freqiiente no sexo feminino nas

faixas inferiores a 64 anos, invertendo essa relacao na faixa > 65 anos.

5.3.1. H. pylori e o cancer gastrico: Analise Histopatologica

Em relagdo ao tipo histologico, a literatura relata que a infecgdo por H. pylori esta

relacionada tanto ao intestinal como ao difuso (HANSSON et al., 1995; THOMAZINI et al.,
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2006; LOCHHEAD e EL-OMAR, 2007). Esses relatos corroboram com o do presente estudo,
onde as freqiiéncias dos tipos intestinal ¢ difuso em pacientes com infec¢dao por H. pylori foram
similares.

Poucos estudos relatam a relagdo de cancer gastrico com infecgdo por H. pylori com o
estadiamento tumoral. Luo et al., (2006) verificaram maior freqiiéncia dos tumores com infeccao
por H. pylori no estadiamento II (51,8%), dado que se assemelha aos encontrados neste estudo
(49,5%), onde se verificou também uma alta freqiiéncia dos tumores no estadiamento IV. A
presenca marcante de H. pylori no estadiamento Il em ambos os estudos poderia ser indicativo de
uma associa¢do dessa bactéria com a tumorigénese gastrica, onde cepas selecionadas, juntamente
com outros fatores, promoveriam a progressao tumoral. Por outro lado a alta freqiiéncia de
tumores do estadiamento IV encontrada no presente estudo seria reflexo da alta freqiiéncia desses
tumores amostrados.

Quanto a diferenciagdo tumoral, verificou-se, no presente estudo, maior freqiiéncia entre
os moderadamente e pouco diferenciados, enquanto Luo et al.,, (2006) encontrou maior
freqliéncia de tumores pouco diferenciados (68,8%). Esses dados sugerem que a presenca de H.
pylori deva estar relacionada com tumores moderadamente ou pouco diferenciados.

Apesar da alta incidéncia de infec¢ao por H. pylori na populagdo mundial, apenas uma
pequena parcela desse grupo desenvolve cancer gastrico (KONTUREK et al, 2003; VIETH e
STOLE, 2006). A interacdo da bactéria com o hospedeiro que determina o aparecimento da
doenga ainda ¢ alvo de numerosas pesquisas. A associa¢do de fatores genéticos do hospedeiro,
ambientais e a presenca de genes associados a viruléncia da bactéria, provavelmente determinam

as condi¢des para o desenvolvimento de doencas, inclusive do cancer de estobmago.

5.4. Gendtipos de H. pylori

A H. pylori é uma das bactérias mais diversificadas geneticamente. Acredita-se que essa
variabilidade seja a causa de tantas doengas relacionadas a infec¢do por esse microrganismo.
Dentre os fatores bacterianos, podemos destacar a presenca da ilha de patogenicidade, cag-PAI, e
0 gene VacA

O gene vacA ¢ um importante fator de viruléncia que estd presente em todas as cepas de
H. pylori, codifica a proteina VacA, que induz a formagdo de vactiolos em células eucarioticas e
estimula a apoptose das células epiteliais. O gene vacA apresenta duas regides varidveis: a regiao

S, que codifica o peptideo sinal, esta localizada no final da cadeia 5’ e possui dois alelos, S1 ou S2,
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sendo que para o alelo S1 existem trés subtipos: s1a, slb e slc, entretanto, a maioria dos estudos
se restringe a estudar os alelos S1 e s2. A regido média (m) possui os alelos ml ou m2
(ATHERTON, 1995). A combinagdo em mosaico dos alelos da regido s com os alelos da regiao
m determina a producdo da citotoxina, responsavel pelo grau de viruléncia da bactéria. As cepas
portadoras do gendtipo vacA slml produzem grande quantidade de citotoxina, enquanto as cepas
slm2 produzem quantidade moderada e as cepas S2m2, pouca ou nenhuma citotoxina
(ATHERTON,1995; OLIVARES e GISBERT, 2006). No presente estudo, verificou-se, quanto
aos alelos de vacA, s1(89,3%) e ml (79,7%), estando associados (vacAslml) em 75,5%(71/94)
dos casos, 18%(17/94) apresentaram os subtipos vVaCAslm2 e vacAs2ml e 6,5% (6/94)
apresentaram o subtipo vacAs2m?2. Esses achados corroboram com estudos anteriores, onde
vacAslml esta mais relacionado com doencas gastroinestinais mais graves, inclusive com cancer
gastrico (BASSO et al., 1998; VAN DOORN et al, 1998; ASHOUR et al., 2002).

Outro importante fator de viruléncia da H. pylori relacionado ao desenvolvimento de
doencas gastricas ¢ a cag-PAI. Além da presenca, a integridade de cag-PAI parece ser um fator
critico para a interagdo entre a bactéria e o hospedeiro e, conseqlientemente, com a gravidade das
doengas relacionadas a infec¢ao (JENKS et al., 1998; MAEDA et al., 1999; IKENOUE et al.,
2001; KIDD et al., 2001; NILSSON et al., 2003; SOZZI et al., 2005). O gene mais estudado de
cag-PAI ¢ o cagA, que codifica proteina de mesmo nome, esta, por sua vez, ¢ injetada na célula
hospedeira via sistema de secrecao do tipo IV e induz diversas alteracdes, além de ser utilizado
como marcador de integridade de ilha de patogenicidade. A cag-PAI contém genes que codificam
o sistema de secrecao do tipo IV, este funciona como uma “seringa” utilizada pela bactéria para
injetar proteinas na célula hospedeira, dentre esses genes destaca-se o VirB11 devido a sua fungao
e posicdo critica no aparato secretorio. Além desses genes, a ilha possui outros genes, como o
cagE, o qual possui sua importancia por seu provavel envolvimento na inducdo da secre¢ao de
IL-8 pelas células do hospedeiro e também ¢ muito utilizado como marcador de integridade de
cag-PAI (BLASER et al., 1995; VAN DOORN et al.,1998; KRAUSE, 2000; AUDIBERT,
2001; IKENOUE et al., 2001; SOZZI et al., 2005).

Neste estudo, o gene cagA foi detectado em 64,9% dos casos com infecgdo por H. pylori.
Em outros estudos verificam-se freqiiéncias diversas, principalmente considerando-se a
variabilidade regional e de doenga associadas. Chomvarin et al., (2008) estudando pacientes da
Tailandia com diversas doencas gastrointestinais encontraram uma freqiiéncia de 88,4% de H.

pylori cagA(+). Outros autores estudando varias doengas gastrointestinais verificaram as
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seguintes freqiiéncias de cagA: 66,8% em pacientes espanhois, 88,9% em Hong Kong, 60,4% nos
pacientes portugueses, 90,4% dos colombianos e 26,4% em jordanianos (ALARCON et al.,
1999; NOGUEIRA et al., 2001; YU et al., 2001; NIMRI et al., 2006). Em rela¢ao a freqiiéncia de
cagA em gastrite, Brito et al., (2003) em estudo no estado de Pernambuco verificou cagA em
60% dos pacientes, na Costa Rica, Con et al., (2007) verificaram 75,3% de cepas H. pylori
cagA(+). Em relacdo ao cancer gastrico, Lin et al., (2004) verificaram que 75,7% dos casos eram
cagA (+). Em estudos brasileiros, verificou-se uma variagdo de 54,7% a 100% (EVANS et al.,
1998; THOMAZINI et al., 2006), que concordam com os dados do presente estudo.

Nos ultimos anos a combinac¢do dos genes vacA e cagA tem sido bastante estudada e
relacionada a diversidade das doencas gastrointestinais, onde a combinacao cagA, vacAslml foi
associada a doengas mais graves. Ashour et al. (2002) em estudo no Brasil, envolvendo criancas
com Uulcera duodenal, verificaram uma freqiiéncia semelhante ao do presente estudo para o gene
cagA (69,1%). Em todos os casos de ulcera duodenal estavam presentes os alelos s1 (100%) e
ml (84,2%), enquanto o alelo s2 foi encontrado somente em pacientes que ndo apresentavam
ulcera. Neste estudo, uma associacdo entre a presenca de cagA e os alelos vacAslml foi
encontrada para ulcera duodenal. Martins et al (2005), em estudo de pacientes portadores de
ulcera péptica na regido norte do Brasil, observaram freqiiéncia de 78% do gene cagA com o
subtipo vacAslml, os quais estiveram significativamente associados. Brito et al (2003), em
estudo no estado de Pernambuco, verificaram uma alta prevaléncia do gene cagA associado a
ulcera duodenal e gastrite, mas ndo para vacAsl.

No presente estudo, verificou-se uma relagao significante entre a presenca do gene cagA e
o subtipo vacAslml. A alta freqiiéncia desses genes verificada nesse estudo ¢ semelhante a
relatada por outros trabalhos. Figueiredo et al (2002) verificaram que cepas com os alelos s1, ml
e cagA eram mais prevalentes em pacientes com carcinoma gastrico. Thomazini et al (2006), em
estudo conduzido em 42 pacientes com adenocarcinoma gastrico no estado de Sdo Paulo,
verificaram freqiiéncia bacteriana semelhante a do presente estudo, entretanto, a freqiiéncia dos
genes cagA, sl, ml, bem como a associagdo slml se mostraram inferiores. O gene cagA foi
detectado em 54,7% dos pacientes, os alelos s1 e ml em 57,1% e 61,9% respectivamente. A
associag¢do slm1l foi observada em 57,1% dos casos. Menores freqiiéncias do gendtipo vacAsIml
sdo também relatadas em outras regides do Brasil, para diferentes desordens gastricas inclusive o
cancer, as quais variam de 35% em Belo Horizonte (ASHOUR et al, 2002) a 59% no interior de

Sdo Paulo (RIBEIRO et al, 2003; GATTI et al, 2005).
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A resposta individual a esses genes ¢ bastante variavel dentro de diferentes populagdes,
apesar do real motivo ndo estar ainda plenamente esclarecido. Acredita-se que caracteristicas do
hospedeiro associadas a viruléncia da cepa infectante sejam os principais fatores envolvidos na
diversidade de doencas causadas por H. pylori. Apesar da maior patogenicidade das cepas com o
genotipo cagA(+) e vacAslml, a relagdo entre esses gendtipos € ainda desconhecida. Sabe-se
que nao ha uma ligagédo fisica entre ambos no cromossomo de H. pylori (ASHOUR et al, 2001),
entretanto, € possivel que ocorra uma ag@o sinérgica entre esses genes, ou entre seus produtos.
Sendo que os diferentes fendtipos, talvez induzidos por fatores do hospedeiro, resultem em
resposta inflamatoria com diferentes propor¢des. Confirmando essa sugestdo, foi observada no
presente estudo uma alta freqiiéncia de cagA e vacAslml em tumores histologicamente
avangados e clinicamente agressivos.

Quanto a presenca do gene cagE, verificou-se que 53,2% (50/94) dos caso estudados
portavam esse gene. Erzin et al. (2006), em estudo realizado na Turquia, verificaram uma
freqliencia de 59,3% de cagE em diversas desordens gastricas e freqiiéncia de 81,8%,
considerando-se apenas os casos de cancer de estdmago, verificando, inclusive, associacdo da
presenca desse gene com o desenvolvimento de ulcera duodenal e de cancer gastrico. Apesar de
existir na literatura estudos com o gene cagE, a grande maioria ndo inclui o cancer gastrico ou
este ¢ agrupado em um namero pequeno, junto a outras doengas gastricas. Lehours et al. (2004),
verificaram que o gene cagE estava presente em 48,8% dos casos de MALT e em 56,4% dos
casos de gastrite. Chomvarin et al. (2008), estudando paciente com dispepsia, demonstraram uma
freqliéncia de cagE de 88,4%. Audibert et al. (2001), analisando a estrutura de cag-PAI em
pacientes com diversas doengas do trato gastrointestinal, verificaram uma freqiiéncia de 53,8% de
cagE em casos em que cag-PAI estava intacta, mostrando, inclusive sua importancia nessa
funcdo. Kauser et al. (2004) analisando cepas de pacientes de oito paises, a fim de verificar a
integridade de cag-PAI, observaram as seguintes freqiiéncias de cagE: 100%, nas cepas
japonesas e da Espanha, 95,3% nas cepas peruanas, 94,7% nas cepas africanas, 80,9% nas cepas
indianas, 80% nas cepas de Costa Rica, 71,2% nas cepas provenientes da Inglaterra e 68,4% nas
cepas irlandesas. Em estudo apenas com pacientes ingleses com tulcera, Kauser et al. (2005)
encontraram cagE em 71,2% das cepas estudadas, Mddena et al. (2007) em estudo realizado em
Ribeirdo Preto, interior do estado de Sao Paulo, com pacientes portadores de diversas desordens
gastrointestinais, verificaram a presenca de cagE em 86,2% dos pacientes com gastrite € 97,8%

dos pacientes com ulcera. Esse achado ¢ superior ao do presente estudo, contudo, essa diferenca
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pode estar relacionada com a doenga estudada. Como se pode observar sdo poucos os estudos que
incluem o cancer gastrico, mas as diferentes freqiiéncias de cagE caracterizam a diversidade
encontrada nas diferentes cepas circulantes de H. pylori.

Embora seja um importante componente do sistema de secregdo do tipo IV de H. pylori,
o gene VirB11 ainda ¢ pouco estudado, principalmente em relagdo ao cancer gastrico. No presente
estudo, o primeiro realizado com esse gene no Brasil, a freqiiéncia de virB11 foi 60,6% (57/94).
Tomasini et al. (2003) encontraram VirB11 em 90% dos casos de pacientes com dispepsia,
enquanto que Sozzi et al. (2005), verificaram sua presenga em 94,7% dos pacientes com diversas
doengas gastrointestinais, ambos os grupos estudaram pacientes italianos. Novamente o encontro
de uma maior freqiiéncia em relagdo aos dados aqui apresentados pode ser relacionados a
diferenca na patogenia estudada, além de uma possivel variabilidade da cepa.

Trabalhos sobre a relacdo da integridade de cag-PAI associada a doenga ainda sdo
controversos. Existem diversos genes que sao utilizados como marcadores de integridade de cag-
PAI, mas os estudos variam quanto a escolha desses genes (IKENOUE et al., 2001; OWEN et al.,
2001; KAUSER et al.,, 2004; SOZZI et al., 2005). A importancia da integridade deve-se,
provavelmente, ao funcionamento do sistema de secre¢do do tipo IV, pois se alguma das
proteinas que o compde estiver ausente este se torna incapaz de transportar proteinas da bactéria
para a célula hospedeira. Como genes marcadores da integridade de cag-PAI, utilizam-se os
genes cag, principalmente o gene cagA, contudo, alguns estudos sugerem que o gene cagE ¢
melhor marcador (OWEN et al., 2001; SOZZI et al., 2005). Considerando-se a funcao dos genes
e sua utilizagdo como marcadores de integridade, no presente estudo, utilizou-se os genes CagA e
cagE, como marcadores do lado direito da ilha ¢ o gene virB11, como marcador do lado esquerdo
de cag-PAI. Verificou-se, no presente estudo, que 38,3% (36/94) dos casos de adenocarcinoma
com infec¢do por H. pylori apresentavam cag-PAI integra, ou seja, continham os trés genes
estudados. Entretanto, considerando-se a presenca de, pelo menos um marcador do lado direito e
o marcador do lado esquerdo, verificou-se uma freqiiéncia de 56,4% (53/94).

Os estudos que consideram a integridade da ilha indicam a existéncia de uma variagao
populacional podendo ou ndo estar associada a gravidade das doengas. Ikenoue et al. (2001)
estudaram pacientes portadores de ulcera péptica, cancer gastrico e gastrite crOnica, cujas
freqliéncias de cag-PAI integra encontradas foram 100%, 100% e 92,7%, respectivamente. Vale
ressaltar que Ikenoue et al. (2001) estudaram pacientes do Japao, onde a incidéncia de cancer

gastrico ¢ uma das mais altas do mundo (PARKIN et al., 2005). Por outro lado, Kauser et al.
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(2004), analisando pacientes de varios paises verificaram uma importante variagdo da integridade
de cag-PAI entre as populagdes. Entre as cepas japonesas, 57,1% apresentaram cag-PAlI intacta,
verificando os isolados da Costa Rica, nenhum apresentou ilha integra. A freqiiéncia dos demais
paises foram as seguintes: 18,6% nos isolados do Peru, 15,8% nas cepas da Irlanda, 13,3% dos
isolados espanhois, 12% das amostras da India, 11,1% dos isolados africanos e 3,03% dos
isolados da Inglaterra. Quando esse autor relacionou a integridade da ilha com a severidade das
doencas e a integridade de cag-PAI ndo encontrou associag¢do. Entretanto deve se ponderar que
neste estudo foram agrupadas cepas de diferentes paises e com diversas doengas gastrointestinais
e o cancer gastrico ndo foi agrupado separadamente. Audibert et al. (2001), estudando pacientes
com diversas doengas gastrointestinais, sem incluir cancer gastrico, verificaram integridade da
ilha em 54,3% das amostras. Tomasini et al. (2003) estudando pacientes italianos com dispepsia,
verificaram uma freqiiéncia de 75,3% de integridade de cag-PAI, enquanto Sozzi et al. (2005),
encontraram apenas 57,9%, também em pacientes italianos, contudo eram portadores de gastrite
atrofica, gastrite ndo atrofica e tlcera duodenal. Essas variacdes podem ser devido a diferentes
marcadores utilizados e apontam a necessidade de uma padronizacdo para a escolha de
marcadores de integridade os quais devem ndo considerar apenas a posi¢do dentro da ilha, mas
também o potencial de viruléncia do gene.

Dentre os genes utilizados por diversos estudos, destacam-se os genes cagA e cagE. O
gene cagA foi descrito como melhor marcador de cag-PAI (JENKS et al., 1998; MAEDA et al.,
1999), entretanto, em estudos mais recentes, o gene cagE tem sido citado como melhor marcador
da integridade da cag-PAI que o gene cagA (AUDIBERT et al., 2001; IKENOUE et al., 2001;
KAUSER et al., 2004; SOZZI et al., 2005). No presente estudo, verificou-se que, em geral, cagA
foi mais freqlientemente detectado que cagE, contudo em alguns casos a detec¢ao desses genes
ndo foi sobreposta, mas sim complementares, o que sugere que os dois genes utilizados em
conjunto sejam melhores marcadores do lado direito de cag-PAI. Com relacdo a extremidade
esquerda de cag-PAl, seria necessario outro gene para possibilitar comparagdes, entretanto este
gene teve freqiiéncia semelhante a de cagA e superior a cagE.

A fim de verificar um genotipo predominante em cancer gastrico e a influéncia deste na
severidade da neoplasia, agrupou-se os genes estudados com relagdo aos subtipos de vacA e a
integridade de cag-PAI. A partir desta distribuicdo, verificou-se que o genétipo de H. pylori mais
freqiiente foi cag-PAl intacta e vacAslml (36,2%), que representa o genotipo de H. pylori mais

virulento em relagao aos padroes considerados no presente estudo. A alta freqiiéncia do gendtipo
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mais virulento nos cancer gastricos estudados corrobora com a hipotese na qual o
desenvolvimento do cancer gastrico estaria associado a cepas mais virulentas. Considerando-se
os grupos, verificaram-se varios padrdes dependentes da viruléncia da cepa. Considerando a
analise epidemioldgica, parece existir uma variagdo de predominancia das cepas de acordo com o
sexo, pois apesar das cepas mais virulentas (grupo Al e A2) serem predominantes em ambos 0s
sexos, nas mulheres estas cepas foram mais freqiientes. Por outro lado, no grupo B, onde a
associacao alélica sIm2 ou s2m1l foi considerada moderadamente virulenta, observa-se o oposto,
pois ambos os sexos foram mais freqiientes nas cepas menos patogénicas, sendo que os homens
foram os Unicos representes do grupo B1, apesar de serem apenas dois casos. Fato interessante é
que os homens foram mais freqiientes nas cepas sem a presenga de marcadores da ilha,
independente de vacA (A4 e B4). Essa variagdo, no entanto, pode ser reflexo de fatores de risco
associados. Quanto aos aspectos clinico - patolégicos, considerando-se apenas a integridade de
cag-PAI, no grupo A, verifica-se que o antro foi o sitio predominante em individuos infectados
com as cepas mais patogénicas, enquanto no grupo B, o antro foi a sitio predominante nos
pacientes infectados com cepas menos patogénicas (grupo B3). Este fato pode ser relacionado a
presenga de fatores de risco associados, como o etilismo e o tabagismo nos pacientes infectados
com cepas menos virulentas. De fato, 53,8% dos pacientes com cepas menos virulentas eram de
pacientes etilistas e tabagistas. Em relacdo aos tipos histoldgicos, verifica-se que em todos os
grupos genotipicos os tipos intestinal e difuso estavam presentes em variadas freqiiéncias,
indicando a participagdo da H. pylori, independente da viruléncia, na etiologia desses tumores.
Na verdade, hé atualmente um consenso de que os tumores do tipo difuso possuem vias distintas
dos tumores do tipo intestinal onde a H. pylori, poderia atuar de forma diversa. Ao se analisar a
diferencia¢do tumoral nos grupos estudados, verifica-se a associa¢do da infecgdo por H. pylori
com tumores moderadamente e pouco diferenciados, como relatado por Luo et al., (2006), que
encontraram maior freqiiéncia de tumores pouco diferenciados nos casos de cancer gastrico
infectados por H. pylori. No presente estudo essa associacdo manteve-se independente da
classificagdo das cepas em subgrupos. Fatores adicionais, ndo analisados, tais como outros genes
bacterianos, devem concorrer para o aparecimento do predominio dos tumores pouco
diferenciados no grupo B3.

Finalizando, a associa¢do entre as cepas mais virulentas de H. pylori com o cancer
gastrico ¢ a severidade da doenca ¢ melhor visualizada quando se distribui os genotipos dentro

dos estadiamentos. A presenca das cepas mais patogénicas em todos os estadiamentos,
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predominante nos estadiamentos IB, II e IV indica sua importancia ndo s6 na carcinogénese como
na evolugdo do cancer gastrico.

A partir das analises realizadas, verifica-se que os marcadores utilizados foram adequados
j& que permitiram obter inferéncias quanto a relacdo do genotipo com os diversos aspectos da
patogénese gastrica. Por estas andlises observou-se a importancia da integridade de cag-PAl e da
associa¢ao com a variacao alélica vacAslml. Entretanto, constata-se a necessidade de estudos
adicionais envolvendo outros genes potencialmente virulentos da H. pylori, os quais poderiam
explicar a presenga de cepas menos patogénicas associadas ao cancer gastrico. Além disso, deve-
se salientar a complexidade da carcinogénese géstrica, que envolve além da infec¢do por H.

pylori, fatores ambientais e do hospedeiro.



6. Conclusodes

¥ A freqiiéncia de H. pylori (93%) nos casos de cancer gastrico estudados foi elevada,
semelhantes a de estudos realizados em S3o Paulo e superiores a estudos chineses e
suecos;

#¥ A presenca de cepas H. pylori cagA(+) (64,9%) foi intermediario a estudos realizados no
Brasil e semelhante a de estudos chineses;

#F O subtipo vacAsIml (75,5%) foi o mais freqiiente, corroborando os estudos em diversas
partes do mundo, os quais relacionam esse genodtipo a doengas gastrointestinais mais
graves, como o cancer gastrico;

#F A freqiiéncia do gene cagE (53,2%) foi inferior ao tnico estudo em pacientes com cancer
gastrico realizado na Turquia;

#¥ O gene VirB11 foi encontrado em 60,6% dos casos, freqiiéncia inferior a de estudos
italianos, contudo, estes analisavam pacientes com diversas desordens gastrointestinais;

#F O gendtipo de H. pylori mais freqiiente foi vacAslmIlcagA(+)cagE(+)virB11(+), que foi
considerado o mais patogénico a partir dos parametros utilizados, corroborandocom a
hipdtese na qual cepas mais patogénicas estao associadas ao cancer gastrico;

¥ A integridade de cag-PAI, considerando-se, os trés genes (cagA, cagE e virB11) foi
observada em 38,3% dos casos e considerando-se pelo menos um marcador do lado
direito e o do lado esquerdo da ilha foi de 56,4%, sendo esse gendtipo associados ao
cancer gastrico.

#¥ Verificou-se que cagA e cagE, utilizados juntos, sdo melhores marcadores de integridade
de cag-PAI que quando utilizados individualmente;

#F A distribui¢do dos genotipos de H. pylori em grupos demonstrou:

v" Maior freqiiéncia das cepas consideradas mais patogénicas em tumores do
antro gastrico;

v" Nio houve predilegdo das cepas mais patogénicas por nenhum dos tipos
histologicos;

v' Alta freqiiéncia das cepas mais patogénicas nos estadiamentos II e IV,

demonstrando a participagdo de H. pylori na carcinogénese gastrica.
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Anexo |

Protocolo de Coleta no Centro cirurgico

Durante todo o procedimento utilizar méscara e luvas estéreis.

1- Conferir o material a ser utilizado para coleta (Identificagao do pacientes, maquina fotografica,
régua, caneta para tubo, critubo estéril e protocolo a ser preenchido);

2- Identificar os tubos com o numero da amostra, tipo de mucosa (tumoral ou normal) e a data
(Ex.: CG-01-N1/D-M-2004);

3- Apos a retirada da pega, coloca-la em cuba estéril e lava-la com soro fisiologico estéril (se
necessario). Seca-la com compressa estéril,

4- colocar a peca em um campo azul estéril, em seguida a régua e a identifica¢do logo abaixo da
peca, tirar uma foto panoramica e uma foto somente do tumor utilizando flash (total 2 fotos);

5- Com o auxilio de pinga e bisturi estéreis, coletar primeiramente quatro espécimes da mucosa
normal (o mais distante do tumor), em seguida quatro espécimes do tumor (preferencialmente as
bordas, evitando as areas de necrose e fibrose), colocar o material colhido dentro do criotubo
estéril e acondiciona-los imediatamente em recipiente com gelo;

6- Tirar uma foto da pecga pds-coleta com flash e sem régua;

7- Preencher o cadastro do tecido da peca cirurgica em duplicata e desenhar um esbogo marcando
os locais dos quais foram coletados, bem como as margens cirurgicas e o tamanho do tumor;

8- Transportar imediatamente os tubos para armazenagem em nitrogénio liquido.
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Anexo Il

Universidade F ederal do Ceard
Comité de Etica cm Pesquisa

Of. N° 712/04 ‘ Fortaleza, 30 de novembro de 2004
Protocolo n° 199/04

Pesquisador responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Dept°./Servico: Departamento de Patologia e Medicina Legal/UFC

Titulo d 0 Projeto: “Alteracdes moleculares no cancer géstrico: assoclagio

com fatores epidemioldgicos”

Levamos ao conhecimento de V.S* que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satde — Ministério da Satde, Resolugio n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diéario Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunido do dia 25 de novembro de 2004.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer a enviar

o relatério parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,
ﬂmm@wﬁ H fonlir

Dra. Mirian Parcaic Monte:io
Coordenadora Adjunta do Comité
de Etica em Pesquisa
COMEPEHUWCUFE
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Anexo 111
TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Instituicdo: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL — UFC
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR — LABGEM
Endereco: R. Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabugu

Investigadora: Responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorrst

Titulo: ALTERACOES MOLECULARES NO CANCER GASTRICO: ASSOCIACAO COM
FATORES EPIDEMIOLOGICOS

Eu, por este meio, fui
informado (a), em detalhes sobre o estudo intitulado: ALTERACOES MOLECULARES NO CANCER
GASTRICO: ASSOCIACAO COM FATORES EPIDEMIOLOGICOS. O estudo esta sendo realizado
pelo Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard. O estudo em
questdo pretende associar fatores genéticos e ambientais, que podem levar ao desenvolvimento do
carcinoma gastrico, de modo a identificar os fatores de risco, tais como a presenga de uma bactéria
denominada H. pylori e de um virus denominado EBV. Esses serdo detectados através da presenca do
material genético destes agentes infectantes no tumor. Serdo também observadas as alteragdes genéticas
das células tumorais. Estas alteragdes serdo vistas pela expressdo de proteinas, ou pela analise do
DNA/RNA do tumor.

Cerca de 100 pacientes serdo incluidos no presente estudo. Portanto, concordando em participar
serei um dos pacientes participantes deste estudo que envolve diversas instituigdes, permitindo coleta de
material necessario para o estudo. Nao havera mudancga ou perdas em relacdo a analise pelo patologista do
meu material. Paralelamente, serdo anotados algumas questdes referentes a minha pessoa, no que diz
respeito a dados pessoais como a data de nascimento e relativo a habitos de vida e a minha doenca. Estas
informacgdes serdo retiradas do meu prontuario ou na auséncia delas, serdo perguntada pessoalmente a
mim.

Minha participagdo ndo tera beneficio direto imediato, em principio, mas que podera estar
contribuindo para que se entenda melhor os fatores de risco e alteragdes que propiciem o aparecimento do
cancer gastrico. A identificagdo dos fatores de risco para cancer gastrico servird para direcionar medidas
preventivas. Por outro lado as alteracdes do material genético encontradas nas células tumorais poderao
ser usadas como fatores que auxiliardo no diagnostico, prognodstico e também como alvos das novas
terapias que estdo sendo agora desenvolvidas.

Todos os dados da minha participagdo neste estudo serdo documentados e mantidos
confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as autoridades de satde e profissionais envolvidos neste
estudo, os quais, quando necessario, terdo acesso ao meu prontuario.

Como minha participagdo ¢ voluntaria, posso abandonar o estudo a qualquer momento, sem que
isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos onde recebo atendimento médico. Se tiver
qualquer duvida ou perguntas relativas a esse estudo ou aos meus direitos no que diz respeito a minha
participacao, posso contactar a Dra. Silvia Helena Rabenhorst no telefone 3288 8206 ou 9994 5689.
Assinatura do paciente:

Endereco do paciente:

Telefone: Data: / /

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha:

Assinatura do investigador:
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Anexo IV
Cadastro de Pacientes Submetidos a Coleta de Tecido de Peca Cirudrgica

Cddigo: CG Data / /

N° Prontudrio Data de admissao no servigo hospitalar  / /

Depto Responsavel Hospital
Nome Sexo F[ M ]

Enderecgo

Contato Naturalidade Procedéncia

Idade Nasc / / Cor ABO

Grau de instrugao Profissao

Historia familiar:
[ JAvO [ JAvo [ ]Mae [ JPai [ JIrmao(a) [ ]Tio(a) [ ]Filho(a) Outros

Habitos: [ ]Sal [ ]Frutas [ ]Verduras [ ]JChurrasco [ ]Carneseca[ ]geladeira

[ ]Tabagista Tipo Freqiiéncia Fum. passivo [ ]

[ ]Alcool Tipo Freqiiéncia

Dados relativos a neoplasia.

Data do primeiro diagndstico / / Exam

H. pylori [ ]

Sitio anatomico Est. Clinico T N M
Aspecto morfolédgico Bormann

Exame anatomopatologico N°:

Tratamento: [ ]Radioterapia [ ]Quimioterapia [ |Hormonioterapia [ ]Imunoterapia

Protocolo

Cirurgia: realizada em / / Cirurgido

Responsavel pela Coleta

Tempo de resseccdo da coleta: [ ]J<1h [ J1h [ ]2h[ ]3h [ ]J<ou=4h[ ] Outras

Observacoes

N° de

amostra Tumoral congelada|[ ] N°de amostra Normal [ ]
Local Armazenamento:
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Orcamento Geral
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MATERIAL PERMANENTE ORIGEM Qtd VALOR Total (R$)
Balanga semi-analitica Celtac 1 2.100,00
Banho-Maria Quimis 2 700,00
Capela de Exaustao Quimis 1 1.200,00
Capela de Fluxo Laminar Pachane 1 4.000,00
Centrifuga para tubos de 15 mL Eppendorf 1 17.000,00
Centrifuga minspin Eppendorf 1 2.500,00
Cuba para eletroforese horizontal Bio-Rad 1 1.500,00
Cuba para eletroforese vertical Bio-Rad 2 6.000,00
Conjunto de Micropipetas Eppendorf/Gilson 2 6.000,00
Destilador de agua Biopar 1 750,00
Estufa 60C Fanen 1 690,00
Fonte para eletroforese Bio-Rad 1 5.000,00
Forno de Microondas 700watts Electrolux 1 300,00
Freezer -14C Prosdécimo 1 800,00
Geladeira Comercial Eletrolux 2 2.000,00
Freezer-80C Thermo 1 40.000,00
Micro centrifuga Refrigerada Eppendorf 1 23.000,00
Medidor de pH Denver 1 1.300,00
Sistema de fotodocumentacao UVP 1 14.170,00
Sitema de purificagdo de agua MilliQ 1 17.000,00
Termociclador Eppendorf 1 24.000,00
Total 170.010,00

COLETA DE ESPECIMES E EXTRACAO DE DNA

Reagentes e materiais

Alcool Isopropilico
Alcool Isoamilico
Cx. luvas de procedimento
Cloroférmio

CTAB

EDTA

Etanol P.A.

Pacote de Criotubos
SDS
B-Mercaptoetanol
Tris Ultrapuro
SUBTOTAL

ORIGEM

Vetec®
Vetec®
Blowtex®
Vetec®
Gibco BRL®
Sigma®
Vetec®
Gilson®
Sigma
Sigma
Sigma

@ @ @ @

Qtd VALOR Total (R$)
R$ 15,00

R$ 7,00

R$ 80,00

R$ 30,00

R$ 150,00
R$ 553,00
R$ 105,00
R$ 40,00

R$ 500,00
R$ 600,00
R$ 382,00
R$ 2.462,00

_\_\_\l\)_\_\_\wg_\w
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PCR

Reagentes e materiais

Agarose 500g

Azul de Bromofenol

Brometo de etideo

dNTP set, 100mM (4 x 25uMol)

Marcador de PM 100pb

Pacote de tubos do tipo Eppendorf (Diversos)
Ponteiras descartaveis (Diversas)

22 Pares Primers (deteccdo de H.pylori,subtipos)
Taq polimerase/Reagentes para PCR

Tampéao TBE

Agarose

Acrilamida

Bis-acrilamida

Reagentes para coloragao pela prata

Bluejuice gel loading buffer

SUBTOTAL

TOTAL (PCR e Coleta e Extracdo de DNA)
TOTAL GERAL

Origem
Gibco BRL®
Gibco BRL®

Sigma®
Amersham®
Invitrogen®
Eppendorf®

Gilson®
Invitrogen®
Invitrogen®

Sigma®
Invitrogen®

GE care

GE care

diversos
Invitrogen ©

Qtd.

R L (I I (UL UK (L U N6 I SO QL N '0 [T G G

Valor R$

1.665,00
100,00
120,00

1.320,00
500,00
112,00

90,00

2.200,00

3 500,00
450,00

1 500,00

1219,00
377,00
500,00
230,00

13.883,00
16.345,00
R$ 186.355,00




