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RESUMO

A bactéria Helicobacter pylori ¢ um agente etiologico bem estabelecido para o
desenvolvimento de lesdes gastricas como gastrite, ulcera péptica, metaplasia e doencgas
malignas, com alta incidéncia de infeccdo em todo o mundo, porém apenas uma minoria de
infectados desenvolve doencas a ela relacionadas. O carater patogénico e H. pylori ¢ dado
pela presenga da ilha de patogenicidade cag-PAI (cytotoxin associated gene pathogenicity
island — cag-PAl) bem como a presenca da variagdo alélica vacA sIml, levando ao
desenvolvimento de lesdes gastricas mais graves. Assim, o objetivo desse estudo ¢ determinar
as cepas de Helicobacter pylori, quanto a presenca de genes de cag-PAI (cagA, cagE, cagM,
cagG, cagT e virbll) e a variagdo alélica de vacA, em lesdes gastricas de diferentes
gravidades nas populacdes estudadas. Foram incluidos neste estudo 352 amostras de pacientes
com lesoes gastricas de diferentes gravidades: 203 pacientes com gastrite cronica (GC) e
metaplasia intestinal (MI) e 155 pacientes com cancer gastrico (CG) do Ceard ¢ Pard. A
detecgdo de H. pylori foi feita através da amplificacdo do gene ureC, e os genes estudados por
amplificagdo de fragmentos especificos, usando a técnica de PCR e visualizagdo em gel de
agarose 1% ou poliacrilamida a 6% e 8%. No cancer gastrico, os homens representaram a
maioria dos casos (72%), enquanto as mulheres, 28%. Nas lesdes nao cancer, foi observado o
oposto: mulheres apresentaram maior frequéncia nas GC (54%) e MI (69%). As analises
comparativas nao se observou diferencas entre as gastrites € as metaplasias quanto a
frequéncia dos genes de H. pylori estudados. as, observou-se que GC e MT, quando
comparadas, apresentaram diferenca significativa. Quando comparados os genotipos de H.
pylori em GC e CG, as regides “s2”, “ml” e a combinagdo ‘“s2m2” mostraram-se
estatisticamente diferentes (p<0,02), também se observou que a maioria dos genes de cag-PAl
apresentou diferenga significativa na frequéncia. Esse mesmo padrdo foi observado na
compara¢ao das MI com CG. Na andlise comparativa entre os casos de cancer gastrico das
diferentes populagdes observou-se que as Unicas cepas que diferiram nas frequéncias foram as
portadoras dos genes cagE e virb11 (p,0,01). Embora haja pequenas diferencas, todas as cepas
presentes nas diferentes lesdes apresentaram alta frequéncia do alelo s1 e a combinagdo slml
GC sl (72%) sIm1 (68%), MI s1 (83%) sIml (69%), CG no Ceara sl (47%) slml (58%) e
CG no Pard sl (79%) slml (61%). Esses dados evidenciam uma associacdo de cepas
portadoras de cagE e virbl1, concomitante vacslml na progressdo da lesdo gastrica nas
populagdes estudadas.

Palavras-chaves: Helicobacter pylori; Gastrite Cronica; Metaplasia Intestinal; Cancer

Gastrico e cag-PAl



ABSTRACT
Helicobacter pylori is a well established etiological factor in the development of gastric
lesions such as gastritis, peptic ulcers, metaplasia and malignant disease. This pathogen
infection incidence is high worldwide. The H. pylori pathogenic character is given by the
presence of cag-PAI pathogenicity island (cyfotoxin associated gene pathogenicity island —
cag-PAl) as well as the allelic variation vacA sIml presence, leading to the development of
more severe gastric lesions. The aim of this study is to determine the strains of Helicobacter
pylori according to the presence of cag-PAI genes and the allelic variation of vacA in gastric
lesions of different severities in the studied populations. This study included 352 samples
from patients with gastric lesions of different severities: 203 patients with chronic gastritis
(CQG) and intestinal metaplasia (IM) and 155 patients with gastric cancer (GC) from Ceara and
Para. H. pylori was detected by amplification of the ureC gene and the other genes studied
were detected by amplification of specific fragments, using the PCR technique. The
amplification products were observed in agarose (1%) and polyacrylamide (6% and 8%) gels.
In gastric cancer, men were the majority with 72% of cases, while women were 28%. In less
severe lesions, the opposite was observed: women presented higher frequencies in the CG
(54%) and IM (69%). Analyzing the different lesions frequencies, it was observed that CG
and IM, when faced, did not present significant difference. Comparing H. pylori genotypes in
CG and GC, the regions "s2", "m1" and the combination "s2m?2" were statistically different (p
<0.02), it was also observed that the majority of cag-PAI genes showed a significant
difference in frequency. This same pattern was observed comparing IM to GC. Comparative
analysis between gastric cancer from different populations showed that the only strains that
differed in the frequencies were the carriers of the genes cagE and virbl1 (p=0.01). Although
there are these small differences, all lesions presented the s1 allele and the slm1 combination,
the most frequent: CG sl (72%) slml (68%), IM sl (83%) slml (69%), GC in Ceara sl
(47%) slml (58%) and GC in Paré sl (79%) slml (61%). These data shows an association
between strains carrying cagE and virb11 genes, concomitant with vacslml in the
progression of gastric lesions in studied populations.
Key-words: Helicobcter pylori; Chronic Gastritis; intestinal metaplasia; Gastric Cancer and

cag-PAL
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1 INTRODUCAO

1.1 Helicobacter pylori

Descoberta por Barry Mas Marshall e Robin Warren, em 1982 (MARSHALL E
WARREN, 1984), a Helicobacter pylori (H. pylori) (figura 1) ¢ uma bactéria gram-negativa,
microaerofila, flagelada, que apresenta de 0,5 a 0,9 um de largura e 2,5 a 5 um de
comprimento, espiralada e curvada (GOLDSTEIN, 2002; GOODWIN et al., 1989). Gragas a
essa descoberta, os pesquisadores foram agraciados com o Premio Nobel de Medicina. H.
pylori esta classificada no Dominio Bacteria, Reino: Eubacteria, filo Proteobacteria, classe
Epsilonproteobacteria, na ordem Campylobacterales, na familia Helicobacteraceae e no
género Helicobacter (DUNN; COHEN; BLASER, 1997, MARSHALL, 1984, NCBI, 2010).
O género Helicobacter ¢ composto por aproximadamente 27 espécies. Todas com a

capacidade de colonizar o estomago (BLASER; BERG, 2001).

Figural - Representacdo estrutural externa de H. pylori.

2.5a5um
A

> 0,5 a0,9um

/ —

Flagelos

Espiralada

H. pylori ¢ uma bactéria cosmopolita, que infecta cerca de metade da populagao
mundial, porém com grande variagdo entre paises, sua incidéncia estd fortemente relacionada
com situacdo socioecondmica. Em paises em desenvolvimento, essa prevaléncia encontra-se
em torno de 70 a 90%, enquanto nos paises desenvolvidos, estd entre 25 e 50% (figura 2)
(DUNN; COHEN; BLASER, 1997). As suas vias de transmissao mais aceitas atualmente sao:
a via fecal-oral (caracteristica de paises em desenvolvimento) e a via gastro-oral e oral-oral

(prevalente em paises desenvolvidos) (KHALIFA; SHARAF; ZIZ, 2010).
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Sua infec¢do persistente estd associada com diversas doencas gastrointestinais,
tais como gastrites, ulcera duodenal, cancer géstrico e linfoma de MALT (MARSHALL, B.
2002). Segundo Blaser (2004), a maioria das pessoas infectadas passa a vida inteira sem
demonstrar sintomas da infec¢do, mas doencas mais graves como ulcera péptica e cancer

gastrico podem desenvolver de 10 a 15% dos individuos (BACKERT, S. 2017).

Figura 2 — Prevaléncia global da infec¢do pelo H. pylori.

Fonte: The Helicobacter Foundation 2017.

1.2. Lesoes gastricas associadas a Helicobacter pylori

As lesdes gastroduodenais associadas ao H. pylori podem progredir para o cancer
gastrico, que resulta de um processo com multiplas etapas, como gastrite cronica, atrofia
gastrica, metaplasia intestinal e displasia. A progressao dessas lesdes gastricas que culmina no

cancer gastrico ¢ denominada “Cascata de Correa” (figura 3) (CORREA et al., 1975)



Figura 3 — Fluxograma da “Cascata de Correa”.
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Fonte: Adaptado de Correa

1.2.1. Gastrite cronica

A gastrite crOnica ¢ uma sequela inespecifica a uma agressdo, multifatorial, de
longa duracdo a mucosa gastrica, evoluindo de acordo com a intensidade, desde uma
inflamacao superficial até estdgios de inflamacdo mais profunda com atrofia da mucosa e
graus crescentes de metaplasia intestinal. Na gastrite por H. pylori, encontra-se um infiltrado
celular que contém efetores da resposta imune, incluindo linfocitos T CD4 e CD8, linfocitos

B, plasmdcitos, mondcitos, mastocitos e eosindfilos (DIXON et al., 1996).

14

A gastrite ¢ dividida em gastrite atrofica e ndo-atrofica. (Figura 4). Na gastrite ndo

atréfica por H. pylori, a inflamacdo ocorre principalmente na regido antral ou quase

uniformemente distribuidas no antro e no corpo. Na gastrite atréfica por H. pylori, a

inflamacao ¢ geralmente menos intensa e similar no antro € no corpo, manchas de atrofia com

metaplasia intestinal surgem na incisura angular € na zona de transi¢do (DIXON et al., 1996).
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Figura 4 — Representagdo esquematica da distribuicao de inflamagdo e atrofia em diferentes

tipos de gastrite cronica atrofica e ndo trofica.

1 Atrofica
N3o atrofica Multifocal

Inflamacao

Atrofia e metaplasia

Grau leve de
D inflamagho m Grau moderado de inflamagio .
e ou atrofia, e ou atrofie.

(1) Distribuicao da inflamagdo nas gastrites ndo atrofica, atrofica e auto-imune.
(2) Distribuicao da atrofia e metaplasia nas gastrites ndo atrofica, atrofica e auto-imune.

Fonte: Dixon 1996.

A atrofia da mucosa géstrica ¢ definida como a perda de tecido glandular. Essa
atrofia leva ao afinamento da mucosa causando danos graves a mesma, que pode ser seguida
de erosdo ou ulceragdo da mucosa com destruicdo da camada glandular ou resultar de
prolongado processo inflamatorio (LAUWERS; SRIVASTAVA, 2007). A atrofia da mucosa
do corpo esta ligada a perda da secrecao acida, ao desenvolvimento de metaplasia e ao risco

aumentado de cancer gastrico (figura 5) (DIXON et al., 1996).
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Figura 5 — Gastrite cronica ndo atréfica e atrofica.

A: Aspecto endoscoOpico da gastrite cronica ndo atrofica
B: Aspecto endoscopico da gastrite atrofica

Fonte: WWW .endoscopiacurso.com.br/imagens/fotografias

1.2.2. Metaplasia intestinal

A metaplasia intestinal (MI) representa a substitui¢do do epitélio géstrico no
estomago por epitélio semelhante ao do intestino, sendo essa lesdo frequentemente encontrada
no trato gastrintestinal, principalmente no estdmago e eséfago, geralmente iniciada pela
irritagdo persistente da mucosa provocada pela infeccao por H. pylori. A metaplasia intestinal
¢ dividida nos tipos I, IT e III. O tipo I se caracteriza pela presenca de células absortivas, de
células de Paneth e de células caliciforme produtoras de sialomucinas. As do tipo II e III

possuem células colunares e caliciformes que secretam sialomucinas e ou sulfomucinas

(LAUWERS; SRIVASTAVA, 2007).

Figura 6 — Aspecto endoscopico da metaplasia intestinal.

Fonte: www.endoscopiacurso.com.br/imagens/fotografias
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1.3 Cancer Gastrico

1.3.1 Epidemiologia do Cancer Gastrico

No mundo o cancer gastrico (CG) se configura como o quinto cancer mais
frequente, depois dos canceres de pulmao, mama, prostata e célon e ¢ a terceira causa de
morte por cancer (FERLAY et al., 2015). No Brasil, o cncer gastrico esta em quarto lugar na
incidéncia (8,5% dos casos) entre os homens e em quinto nas mulheres (4,8%). Dados
disponiveis pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) revelou que em 2016 o numero de
novos casos foi de 20.520, sendo 12.920 homens e 7.600 mulheres. Esses wvalores
correspondem a um risco estimado de 13,04 casos novos a cada 100 mil homens e 7,37 para
cada 100 mil mulheres (INCA, 2016).

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de estbmago em
homens ¢ o segundo mais frequente nas Regides Norte (11,62/100 mil) e Nordeste (10,67/100
mil). Nas Regides Sul (17,13/100 mil) e Centro-Oeste (11,50/ 100 mil), é o quarto mais
frequente. J4 na Regido Sudeste (13,79/100 mil), ocupa a quinta posi¢do (figura 7). Para as
mulheres, ¢ o quarto mais frequente na Regido Norte (5,82/100 mil). Nas Regides Sul
(8,71/100 mil) e Nordeste (6,73/100 mil), ocupa a quinta posi¢cdo. Nas demais Regides,
Sudeste (7,82/100 mil) e Centro-Oeste (6,35/100 mil), ocupa a sexta posi¢ao (figura 08)
(INCA, 2016).

Figura 7 — Taxas brutas de incidéncia de cancer gastrico por 100.000 homens estimadas para

0 ano de 2016 no Brasil.
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Fonte: INCA — Instituto Nacional do Cancer, 2016.
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Figura 8 — Taxas brutas de incidéncia de cancer géstrico por 100.000 mulheres estimadas para

0 ano de 2016 no Brasil.
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Fonte: INCA — Instituto Nacional do Cancer, 2016.

1.3.2 Caracteristicas Histopatolégicas

Os tumores gastricos podem se localizar na jun¢do gastroesofagico , que
corresponde ao cardia e ao fundo gastrico, bem como podem ser observados na regido distal,
que engloba o antro gastrico e o piloro (figura 9). Sendo que o nimero de casos no cardia foi
maior do que os cAnceres gastricos ndo-cardia na Asia Oriental, Asia Central e Noroeste da
Europa. No entanto, na Oceania, o nimero de casos de cancer no cardia foi bem pequeno
(IARC- 2014).

A classificacdo histologica do cancer gastrico ¢ divida em dois tipos principais:
ndo-epiteliais e epiteliais. Dentre os tumores epiteliais, estdo incluidos os adenocarcinomas,
que representam 90-95% dos casos de tumor gastrico (CORREIA et al., 2009). As diferentes
localizagdo do tumor sugere que os cancer gastricos de diferentes regides gastricas
apresentam-se como doengas distintas, com etiologia diferente. Como também, ha diferenca
quanto morfoldgica e incidéncia, no qual tumores proximais apresentam um aumento na
incidéncia nas ultimas décadas e apresentam progndsticos positivos que os tumores distais

(IARC-2014).
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Figura 9 — Anatomia do estomago.
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Fonte: Thefodeo.

Segundo a classificagdo de Lauren, o cancer gastrico pode ser dividido em trés
subtipos: intestinal, difuso e misto. O tipo intestinal engloba tumores mais bem diferenciados
que apresentam células com nucleos grandes e irregulares, possuindo coesdo celular e
permitindo a formacdo de tubulos glandulares semelhantes a células intestinais. No tipo
difuso, ocorre 4 existéncia de tumores pouco diferenciados, sendo compostos por 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 (ESPEJO e NAVARRETE, 2003; HARTGRINK et al., 2009).

O tipo intestinal ¢ mais comum em homens e em individuos mais velhos. Quanto
ao tipo difuso, ¢ mais comum em mulheres e individuos jovens e tem como condi¢dao

precursora, gastrite com infecgdo por H. pylori (STADTLANDER et al., 1999).
1.3.3 Etiologia

O cancer gastrico ¢ uma doenca de etiologia multifatorial na qual a interagao entre
fatores genéticos do hospedeiro e fatores ambientais desempenham um papel fundamental
(QIU et al., 2005).

Dos fatores ambientais fortemente associados ao risco, deve-se salientar o

consumo elevado de sal (que destréi a camada mucosa gerando inflamagdo), consumo
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excessivo de dlcool, tabagismo, ingestdo de alimentos em conserva, defumados, carnes
curadas, peixes secos e outros alimentos conservados em sal (YOU et al, 2000, GLADE,
1999, FRANKE et al., 2005, CESAR et al., 2002).

A infecgdo por H. pylori é considerada o maior fator de risco conhecido para o

desenvolvimento do cancer gastrico (MARSHALL, 2002).

1.4 Fatores de viruléncia de H. pylori

Diversos fatores de viruléncia de H. pylori estdo envolvidos na patogé€nese
gastrica, sendo divididos de acordo com as fung¢des que apresentam. Existem aqueles
envolvido na colonizdo, adesdo di epitélio gastrico, no dano tecidual e na sobrevivéncia da
bactéria.

O genoma de H. pylori varia de 1,6 a 1,73 Mb (DUNN; COHEN; BLASER,
1997). Esta bactéria possui grande variabilidade genética entre as cepas, o que pode gerar
respostas imunes diferentes, geradas por reacdes inflamatorias por mediadores e citocinas
(ZAWILAK; ZAKRZEWSKA-CZERWINSKA, 2001; PEEK JUNIOR, 2005).

Dois fatores bacterianos sdo bem estabelecidos quanto a viruléncia: a presenca dos
genes vacA e cagA (ESLICK et al., 1998). Outros estudos apontam a importancia de outros
genes como: cagE, virB11, flaA de H. pylori, em cancer gastrico (LIMA et al., 2010).

1.4.1 Gene vacA

A toxina vacuolizante VacA que ¢ codificada pelo gene vacA e desempenha um
papel no sucesso da infeccdo, pois estd relacionada a capacidade de adaptacdo a mucosa
gastrica ao se comportar como transportador passivo de uréia, també ¢é responsavel pela
vacuolizacdo, que induz a apoptose da célula do epitélio gastrico (PASSARO; CHOSY;
PARSONNET, 2002). Ela ¢ uma permease que promove a difusdo da uréia através da célula
epitelial, induzindo a formagdo de canais seletivos de anions nas células epiteliais, além de
também causar lesio celular induzindo apoptose (DIAZ et al., 2005).

O gene vacA possui duas partes varidveis, “s” e “m”. A regido s possui dois
alelos, s1 ou s2, e a regido média (m) que possui as variagdes ml ou m2. A combinacao da
regido s com os alelos da regido m resultam em quatro combinagdes (slml, sIm2, s2m2 e

s2ml) que determinam a producdo de citotoxinas (LIMA; RABENHORST, 2009). As cepas

portadoras do genétipo vacA slml produzem grande quantidade de citotoxina, enquanto as
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cepas sIm2 produzem menores quantidades e s2m2 ndo tem producao de toxina mensuravel

(CENSINI et al., 1996).

1.4.2 A ilha de patogenicidade cag

A ilha de patogenicidade cag (cag-PAl) (figura 10) ¢ um fragmento de DNA de
35-40 Kb composto por aproximadamente 31 genes e tem sido considerada um dos principais
fatores de viruléncia de H. pylori junto com a VacA (citotoxina de vacuolizacdo) e a proteina
CagA (citotoxin-associated gene product A) (SMOLKA, 2012; WROBLEWSKI, 2010).
Sendo cag-PAI a principal responsavel pela codificacdo do sistema de secregdo tipo IV, que

insere a proteina CagA dentro da células do hospedeiro.

Figura 10 — Representacao de cag-PAl de Helicobacter pylori.
cagll cagl
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Fonte: Adaptado de Costa (2015).

1.4.2.1 Genes de cag-PAI

O gene cagA esta localizado do lado direito da ilha de patogenicidade cag-PAl,
sendo considerado um excelente marcador da cag-PAI (CENSINI et al., 1996). Codifica uma
proteina imuno-dominante 121-145 kDa (CagA) que, uma vez injetada no citoplasma da
célula epitelial gastrica, interage com proteinas da célula hospedeira, induzindo alteracdes
morfologicas das células, respostas pro-inflamatérias e mitogénicas, resultando no fenomeno
do hummingbird (Beija-flor), que ¢ uma destrui¢do da arquitetura normal da célula epitelial
gastrica (COVACCI; RAPPUOLLI, 2003). Por sua vez, seu gene esta presente em 60-90% das
cepas do mundo (GO, 1996). Cepas cagA positivas tendem a ser mais virulentas e induzem
niveis mais altos de expressao de citotoxinas, tais como /L-1b e IL-8 (CENSINI et al., 1996).

O gene cagE (citotoxin associated ao gene E) estd localizado do lado direito da
ilha, sendo um componente do sistema de secrecdo do tipo IV e também um elemento

requerido para a inducdo de IL-8 (YAMAZAKI et al., 2005). Segundo Lima et al (2011),
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cagE ¢ considerado um excelente marcador molecular de cag-1, pois esta localizado pouco
antes da regido promotora do cagA.

O cagG esta localizado no lado direito da regido. Estudos sugerem que a fungao
deste gene esta relacionada com a adesdo da bactéria com a célula (MIZUSHIMA, 2002;
SAITO,2005).

O gene cagM (presente na regido I) juntamente com cagG sdo essenciais para o
deslocamento de CagA para as células epiteliais do hospedeiro, assim como estdo envolvidos
na resposta pré-inflamatoria (BUSLER et al, 2006). Ling et. al (2013) demonstrou que a
alteracdo da proteina CagM na célula, impediria a translocacdo de CagA, pois a proteina
CagM integra o canal transmembranar. A expressdo de cagM pode representar uma primeira
linha de defesa de H. pylori contra acidez gastrica. Pois alguns estudos mostram que a
presenca de cagM h4a uma diminui¢do da expressio de H/K ATPase, inibindo
significativamente secre¢do de acido pelas células gastricas ( SAHA et al, 2010; LINF et al,
2013)

O gene virB11 (ou HP025Cag) est4 localizado na metade esquerda da cag-PAl,
sendo VirB11 a proteina codificada por esse gene, que possui capacidade transmembranar
com atividade ATPase que fornece energia para a montagem do aparelho ou transporte de
substrato (CHRISTIE et al., 2005, KUNTTER et al. 2008).

O gene cagT estéa presente na regido de cagll. Rohde et al (2003) mostraram que
cepas de H. pylori que ndo possuiam o gene cagT, tinha o sistema de secre¢do do tipo IV
prejudicado. Outros estudos sugerem uma associa¢do do gene cagT com o desenvolvimento
da ulcera péptica, mostrando a importancia desse gene para a infeccio (PACHECO et al.

2008, MATTAR et al. 2007).
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1.5 PERGUNTA DE PARTIDA

Quais cepas de H. pylori estdo infectando os pacientes com doengas gastricas

como gastrite cronica, metaplasia e cancer no estado do Cearé e Para?

Existe um aumento de frequéncia de cepas portadoras dos genes de cag-PAl e a

variacao vacA slml com o aumento da gravidade da lesao ?

1.6 HIPOTESE

A frequéncia das cepas de H. pylori portadoras dos genes cagA, cagE, virBl11, e

vacA slml aumenta de acordo com a gravidade da lesao.
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2 OBJETIVOS
2. 1. Objetivo Geral
Determinar as cepas de Helicobacter pylori, quanto a presenca de genes de cag-
PAI e a variacdo alélica de vacA, em lesdes gastricas de diferentes gravidades nas
populagdes do Ceara e Para

2. 2. Objetivos Especificos

o Avaliar a frequéncia dos genes de cag-PAI e variagdo alélica de vacA de Helicobacter

pylori em diferentes lesdes gastricas (gastrite, metaplasias e cancer gastrico).

o Comparar a frequéncia dos gendtipos de Helicobacter pylori das diferentes lesdes
gastricas estudados (gastrites, metaplasias e cancer gatrica) nas populacdes dos Estados

do Ceara e Para.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica e coleta de dados

Um total de 150 amostras de tumores gastricos intestinais foi obtido a partir de
pacientes submetidos a gastrectomias totais ou parciais nos hospitais: Santa Casa de
Misericordia de Fortaleza (SCMF), Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC),
Hospital Geral César Cals (HGCC), Hospital Geral de Fortaleza e Hospital Ophir Loyola
(Belém—PA).

Amostras de biopsias gastricas de 197 pacientes submetidos a endoscopia para
investigacdo de doencas gastroduodenais foram obtidas em trés hospitais: Hospital
Universitario Walter Cantideo (HUWC), Hospital Sao José¢ (HSJ) e Hospital Geral de
Fortaleza (HGF).

Os pacientes alvos da pesquisa foram pessoas que se dirigiram a um destes
hospitais com queixas dispépticas ou suspeita de doenga gastrica e que foram encaminhados
ao servigo de endoscopia.

Foram excluidos pacientes anteriormente tratados para infec¢ao por H. pylori.

3.2 Aspectos Eticos

A pesquisa com as amostras de tumores foi aprovada pelo Comité de Etica do Hospital
Geral de Fortaleza sob o protocolo n® 071002/10 e pelo Comité de Etica da Universidade
Federal do Ceara sob o protocolo n® 220/12 (Anexo A).

A pesquisa com os pacientes com lesdes gastricas foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio sob o protocolo n° 047.06.09 e pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Geral de Fortaleza sob o protocolo n® 070714/10.

Ambos observados as normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do
Conselho Nacional de Saiude de acordo com as resolugdes 196/96, 251/97, 292/99, 303/00,
304/00, 347/05, 346/05.

Para cada paciente, foi colhida uma autorizagao atestando o seu consentimento em
participar da pesquisa (Anexo B), foi preenchido um questionario com os dados
epidemioldgicos e clinico-patologicos através de entrevista com o paciente e por meio de

consulta de prontudrios (registrados em fichas estruturadas - Anexo C).
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3.3 Coleta de dados e material

Os dados epidemiologicos e clinico-patologicos dos pacientes com Cancer
Gastrico foram obtidos no momento da entrevista com o paciente, bem como por meio da
consulta de prontudrios sendo registrados em fichas estruturadas. Os dados histopatologicos
tais como subtipo tumoral, profundidade da invasdo, acometimento de linfonodos, metastase a
distancia e estadiamento foram obtidos dos laudos patoldgicos presentes nos respectivos
prontuarios.

Os espécimes tumorais frescos foram coletados nos centros cirurgicos dos
respectivos hospitais, imediatamente apos a gastrectomia, obedecendo as condigdes ideais de
assepsia de acordo com o protocolo de coleta. Posteriormente, foram levados ao Laboratério
de Genética Molecular — LABGEM do Departamento de Patologia e Medicina Legal —
DPML, onde foram mantidos em freezer a —80°C.

Todas as amostras dos pacientes submetidos a endoscopia foram coletadas no
setor de endoscopia no momento da realizacao do exame, em condi¢des ideais de assepsia. Na
ocasido, dois fragmentos de bidpsia de cada regido (corpo e antro) foram coletados em frasco
estéril sem aditivo. Os mesmos 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 extracao do DNA.

3.4 Extracio do DNA de Espécimes Congelados

A extragdo de DNA foi realizada no Laboratorio de Genética Molecular —
LABGEM do Departamento de Patologia e Medicina Legal — DPML.

DNA genomico de alto peso molecular foi obtido através da técnica de extragdo
com o uso do detergente CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide), adaptado do
protocolo descrito por Foster e Twell (1996).

e Os fragmentos foram pesados e colocados em volume estabelecido: para cada 0,5g de
tecido usar 6 mL de tampao de extragdo (2% CTAB; 1,4M de NaCl; 20mM de EDTA;
100mM de Tris-HCI pH 8,0; 0,2% de 2-Mercaptoetanol) e incubados em banho Maria a
60 °C por 16 horas com algumas inversoes.

e Apoés a incubagdo, adicionou-se volume igual de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1)

para purificacao, seguido de centrifugacao a 2.000 rpm por 15 min.
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e Em seguida, a fase superior foi transferida para tubo tipo Falcon estéril de 15mL e o
DNA foi precipitado com 2/3 do volume de isopropanol a 100%, centrifugado a 2.000
rpm por 5 min.

e Ap6s a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido com
NaCl 1M, para liberagao do complexo DNA-CTAB.

e Em seguida adicionou-se 2,5 volumes de etanol 100% gelado e centrifugado a 2000 rpm
por 5 min.

e Em seguida foi lavado com etanol 70% e colocado para secar a 37°C.

e Depois de seco, o DNA foi ressuspendido em 400ul de agua Milli-Q estéril com DEPC
0,1% e armazenado em freezer a -14°C.

Para avaliar a qualidade do DNA, cada amostra foi submetida a eletroforese em
gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo e observado sob transluminador de luz
ultravioleta.

Paralelamente, o DNA foi quantificado usando um espectrofotometro
NanoDrop'™ 3300 (Wilmington, DE, USA).

J& a extracdo de sangue foi realizada pelo método salting-out descrito por Miller

(1988).

3.5 Genotipagem de H. pylori

A deteccao da presenca de H. pylori e de seus respectivos genes foi realizada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Em todas as reagdes, foram usados como controle
negativo, um mix de PCR sem amostra de DNA para certificar-se de que o produto final da
PCR estava livre de contaminagao.

A presenca de H. pylori nas amostras estudadas foi detectada pela presenca da
regido interna, especifica para H. pylori, do gene que codifica a proteina urease (ureC)
(LAGE, et al., 1995). A mistura para PCR foi composta por tampao 1x (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 MgCI2; 0,4 uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de dgua estéril suficiente para 25uL.

Os produtos amplificados nessas reacdes foram visualizados em gel de

poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata.
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3.5.1 Presenca e subtipos do gene vacA de H. pylori

3.5.1.1 vacA sl es2

Os subtipos sl e s2 foram amplificados em uma mesma reagdo. A mistura para
PCR foi composta por tampao 1x (Tris-HCl 20mM [pH 8,4], KCl 50 mM); 0,1% Tween 20;
1,25 U de Go Taq® Flexi DNA Polimerase (PROMEGA); 0,24 mM deoxinucleotideos tri-
fosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCI2; 0,48 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de
DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 12,5 uL.

Os produtos amplificados nessas reagdes foram visualizados em gel de

poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata.

3.5.1.2 vacA ml1 e m2

Os subtipos m1 e m2 foram amplificados individualmente. Para amplificagcdo do
subtipo m1 a mistura para PCR foi composta por tampao 1x (Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KC1
50 mM), 0,1% de Tween 20, 1,25 U de Platinum Taq DNA Polimerase Invitrogen®; 0,2 mM
deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCl2; 0,4 uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 25uL.

Para a amplificagdo do subtipo m2, foi feita a mistura para PCR contendo tampao
Ix (Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM); 0,1% de Tween 20; 1,25 U de Go Taq® Flexi
DNA Polimerase (PROMEGA); 0,25 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP); 1,5 mM de
MgCI2; 0,32 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de agua
estéril suficiente para 12,5uL.

Os produtos gerados nessas reagdes foram visualizados em gel de poliacrilamida

6%, corado com nitrato de prata.
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3.5.2 Deteccao do gene cagA

O gene cagA de H. pylori foi amplificado em uma mistura para PCR composta
por tampao 1x (Tris-HCI 20mM [pH 8.,4], KCI 50 mM); 0,1% Tween 20; 1,25 U de Go Taq®
Flexi DNA Polimerase (PROMEGA); 0,24 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP); 1,5
mM de MgCl2; 0,48 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de
agua estéril suficiente para 12,5 pL.

Os produtos gerados foram visualizados em gel de poliacrilamidas a 6% corado com

nitrato de prata.

3.5.3 Deteccao do gene cagE

O gene cagE de H. pylori foi amplificado em uma mistura para PCR composta
por Master Mix 1X, 0,1% Tween 20, 0,48 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de
DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 20 pL.

Os produtos amplificados nessas reagdes foram visualizados em gel de agarose a

2% corado com brometo de etideo sob transluminador de luz ultravioleta.

3.5.4 Deteccao do gene virB11

O gene virB11 de H. pylori foi amplificado em uma mistura contendo 10 ul de Go
Taq Master Mix, 0,5 mM de MgCl2;, 0,3 uM de cada oligonucleotideo iniciador € 100 ng de
DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 20 pL.

Os produtos que foram visualizados em gel de agarose a 1% corado com brometo

de etideo sob transluminador de luz ultravioleta.

3.5.5 Deteccao do gene cagG, cagT, cagM

Os genes cagG, cagT e cagM de H. pylori foram amplificados em uma mistura
para PCR composta por Master Mix 1X, 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng
de DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 20 pL.

Os produtos amplificados nessas rea¢des foram visualizados em gel de agarose a

2% corado com brometo de etideo sob transluminador de luz ultravioleta.



demonstrado na tabela 01.

Os Primers utilizados e o tamanho dos fragmentos obtidos para cada gene estao

Tabela 01. Primers, temperatura de anelamento, tamanho dos produtos dos PCRs.

ureC F-3-AAGCTITTAGGGG TG TTAGGGGTTT-Y 55°C B4tp rz AP etal, 1993
R - 5-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-Y

vacAst/e F-5-ATGGAAATACAACALACACACS 55°C 259286bp Lima etal, 2011
B -5 LTGCTIGAATGOGCCAAAC-Y

mi F-3GGTCAAAATGCGGTCATGGY 55°C B0tp Lima =tal, 2011
B -5 CCATTGETACCTGTAGAAAC-Y

me F-3 GGAGCCCCAGGAAACATTG 52°C 192bp Lima etal, 2011
R -5 CATAACTAGCGCCTIGCAC-Y

cah F-3-ATAATGUTAAATTAGACAACTIGAGCGAS  36°C X7tp Lima etal, 2011
B -5 TTAGAATAATCAACAAACATAACGUCATY

(1 3 F-3 TTGAAMACTICAAGGATAGGATAGAGC S 56°C 9tp Lima etal, 2011
B -5 GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC-Y

virg11 F-5 - TTAAATCCTCTAAGGCATGCTACS 485C £ltp Lima etal, 2011
B -5 GATATAAGTCGTITTACCGCTTC-Y

cal F-3 GCCATGTTAACACCCCCTAG-Y 52°C £7tp Heu et al., 2002
B- 5 TTAATGCGCTAGAATAGTGC-Y

s+ 1] F-5-ACAAATACAAAAAAGAAALAGAGGDS S 587bp Hsu et al., 2002
B-5-ATTTTTCAACAAGTTAGAAAAAGCC-Y

cagl F-5-TUTAAAAAGATTACGCTCATAGGLG & 52°%C 4£0tp Hsu et al., 2002

B-5- CTTTGGCTIGCATG TICAAGTIGCC 3

3.6 Analises Estatisticas

30

As distribuicdes genotipicas foram obtidas por contagem direta. Os dados

clinicopatologicos e os resultados das PCR’s foram demonstrados através de graficos e

tabelas como auxilio dos softwares Microsoft Office Excel® 2007 e Microsoft Office Word®™

2007 (Microsoft®,USA).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se os programas estatisticos:

EPINFO® versdo 3.5.1 e SPSS® 17.0, realizando-se o Teste do * e Teste Exato de Fisher.

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

4.1. Caracterizacao da amostra

Nas amostras de adenocarcinomas gastrico intestinal no estado do Ceara, a
mediana da idade dos pacientes foi de 65 anos, variando de 23 a 89 anos. Uma maior
porcentagem 72% (56/78) dos pacientes era do sexo masculino, enquanto para as mulheres,
essa porcentagem foi 28% (22/78) sendo a relagdo homem/mulher de 2,54:1. A maioria dos
tumores (70,5%) (55/78) estava situados nas regides de corpo e antro (regido ndo-cardia),
sendo 34,61% (23/78) na cardia.

Na populacao do Para, a mediana da idade dos pacientes foi de 60 anos, variando
de 28 a 86 anos. Uma maior porcentagem 68,05% (59/72) dos pacientes era do sexo
masculino, enquanto as mulheres representavam 31,94% (23/73) desta populagdo amostral,
sendo a relacdo homem/mulher de 2,13:1.

Nas amostras de lesdo gastrica, a mediana da idade dos pacientes foi de 60 anos,
variando de 8 a 88. Uma maior porcentagem de mulheres foi observado: 56% (112/197).
Enquanto nos homens, essa porcentagem foi de 44% (85/197) dos casos, independente da
lesdo. Nas gastrites, a frequéncia nas mulheres foi de 54% (86/155), enquanto os homens
representaram 46% (69/155). Nas metaplasias, as mulheres apresentaram maior frequéncia:
69% (29/42). Enquanto nos homens foi de 31% (13/42).

A infec¢do por H. pylori se mostrou alta, nas lesdes gastricas nao cancer na
populacdo cearense, teve uma frequéncia de 97%. No cancer géstrico intestinal na populagao
do Ceara a infec¢do revelou uma frequéncia de 85%, enquanto no Pard todos os pacientes

estavam infectado por H. pylori.

4.2 Analises da comparacao nas gastrites e metaplasia

A distribuicdo dos genes de H pylori nas gastrites e metaplasia esta apresentada na
tabela 2. Considerando a gastrite cronica, apenas 8% dos pacientes apresentaram infec¢ao
com cepas contendo cag-PAI completa, considerando os genes estudados. Esse padrdo de
distribuicdo foi observado também nas metaplasias. De fato, quando se comparado as

frequéncias entre essas lesdes observa-se que ndo houve diferenga estatisticamente
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significativa entre elas. Vale, no entanto, salientar uma tendéncia (p=0,07) de cepas de HP
portadoras do gene cagE serem mais frequentes nas metaplasias.

Analisando a correlagdo nas gastrites (tabela 6) observou que, embora os alelos de
cagA se diferenciem nas frequéncias, esse gene se correlaciona positivamente com a maioria
dos genes de cag-PAl, exceto cagM. De modo igual, os genes cagE e virb11 estdo fortemente
correlacionados tanto nas gastrites como nas metaplasias, contudo os demais genes estudados
se correlacionaram de maneira fraca ou moderada.

Agrupando as cepas de acordo com o gendtipo de vacA, observa-se novamente
que as cepas que possuiam o gendtipo cagE estavam fortemente correlacionadas com cepas
com virbl1, em ambas lesdes. Caracteristica semelhante ¢ vista quando se analisa o subtipo
“slm1” de amplas as lesdes, onde cepas contendo cagA correlacionam-se com a maioria dos

genes, como também o gene virb11 estd fortemente correlacionado com cagE.

Tabela 2: Frequéncia dos genes de H. pylori em gastrite cronica e metaplasia do Ceara.

Gastrite (n=155) MI (n=42)
Genes n % n % p

slml 106 68 29 69 0,16
slm2 27 17 6 14 | 062
s2ml 11 7 2 4 | 015
s2m2 10 6 1 2 | 03
vacA I

S1 113 72 35 83 0,16
S2 21 13 3 7 | 026
ml 117 75 31 73 | 082
m2 37 23 7 16 | 02
cagA 91 59 21 50 | 031
cagE 71 46 20 48 | 007
cagG 56 36 15 36 | 096
cagM 41 26 12 29 | 0,78
cag-PAI virb11 79 51 19 45 [ 051
cagT 48 31 14 33 | 070
cag-PAI + 12 8 2 5 | 050
cag-PAI - 28 18 5 1| 065

Legenda: cag-PAl+: Cepas completas
cag-PAI-: Cepas sem nenhum gene
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4.3. Comparacao dos genes na gastrites cronica e Cancer Gastrico

A tabela 3 mostra a distribuicdo de H. pylori na gastrite cronica ¢ CG na
populacdo cearense.

Considerando os alelos de vacA, observou-se que a frequéncia da combinacao
sIlm1 foi 10% superior em gastrite comparada com CG. Todavia, as regides “s2”, “ml” e a
combinagdo “s2m?2” mostraram-se estatisticamente diferentes em suas frequéncias.

Observou-se de modo geral uma maior representacdo de todos os genes de cag-
PAI e consequentemente, uma maior frequéncia das cepas com cag-PAI completo na
populagdo cearense. No CG, 17% pacientes apresentaram infec¢do com cepas contendo cag-
PAI completa, contudo, comparando a distribuicdo das frequéncias dos genes, foram

estatisticamente diferentes somente para os genes cagA e cagT.

Tabela 3: Frequéncias dos genes de H. pylori em gastrite cronica e cancer gastrico na

populagdo do Ceard e Para.

Gastrite (n=155) | CG Ceara (n=78)
Genes n % n % OR| p
slml 106 68 45 58 0,10
slm2 27 17 13 17 0,88
s2ml 11 7 1 1 0,24
s2m?2 10 6 5 6 5,71{0,02%*
sl 113 72 58 74 0,81
s2 21 13 6 8 0,081{0,00%*
ml 117 75 41 53 0,4 10,00%*
m2 37 23 18 23 0,89
" cagA | 91 59 36 46 10,571 0,68
cagE 71 46 35 44 0,77
cagG 56 36 35 44 0,33
cagM 41 26 42 53 0,00%*
virb11 79 51 41 52 0,36
cagT 48 31 51 65 5,41 (0,00%*
cag-PAl + 12 8 14 17 2,611 0,57

Legenda: cag-PAl+: Cepas completas



34

4.3.2 Comparacao dos genes H. pylori na Metaplasia Intestinal e Cancer Gastrico do
Ceara

A distribuicdo dos genes de H. pylori na metaplasia intestinal ¢ CG estao
apresentados na tabela 4.

Considerando a populagdo cearense, observou-se uma diferenca da frequéncia
superior a 19% nos alelos “s1”, “m1” e na combinacdo “sIm1”. Porém, somente o alelo “m1”
mostrou uma diferenca significante quando comparado a MI e CG. Em geral, na MI observou
a uma maior frequéncia na maioria dos genes comparados a CG, porem sem diferenca
estatistica.

Analisando a cag-PAI, somente os genes cagM e cagT possuiam diferenca
superior a 24% das frequéncias. Do mesmo modo, somente esses genes possuiram diferenca

significante, uma vez comparado.

Tabela 4: Frequéncias dos genes de H. pylori em metaplasia intestinal e cancer gastrico na

populagdo do Ceard e Para

MI (n=42) | CG Ceara (n=78)
n % n % OR p

slml 29 69 45 58 0,22
sIm2 6 14 13 17 0,73
s2ml 2 4 1 1 0,24
s2m2 1 2 5 6 0,33

sl 35 83 58 74 0,26

s2 3 7 6 8 0,91
ml 31 73 41 53 0,39 |0,02*
m2 7 16 18 23 0,40
cagA | 21 50 36 46 0,68
cagE 20 48 35 44 0,77
cagG 15 36 35 44 0,33
cagM 12 29 42 53 2,92 10,00%*
virb11 19 45 41 52 0,36
cagT 14 33 51 65 3,78 1 0,00%*
cag-PAI+| 5 11 14 17 0,057

Legenda: cag-PAl+: Cepas completas
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4.4 Comparacao dos genes de H. pylori no cancer gastrico nas diferentes populacoes

A tabela 5 apresenta a frequéncia dos genes de H. pylori no CG de ambas as
populagoes.

Analisando o alelos de vacA, sl, ml e slml mostraram-se os mais frequentes,
embora nenhum dos alelos ou combinacdo apresentou uma diferenca superior de 5% nas
frequéncias. Quando comparadas as populagdes ndo houve significancia estatistica.

Considerando a cag-PAl, somente os genes cagE e virb11 apresentaram diferenga
na frequéncia génica superior a 10%, apresentando diferenga significava no Para quando
comparado as populagoes.

A tabela 8 apresenta as correlagdes dos genes de cag-PAI de H. pylori no CG na
populacdo cearense.

Em relagdo aos genes de cag-PAl, observou a correlagdo dos genes cagE e virb11
com intensidade alta.

Analisando a correlagdo da regido “s1”, destaca-se a relag@o intensa entre os genes
cagE e virbl1, como também dos genes cagA, cagT e cagG (tabela 8). Na regido “s2”, os
genes cagE e virb11 possuem 100% de correlagdo. As cepas que possuiam sl/ml, cagE e
virb11 estvam fortemente relacionados.

Considerando as cepas slmlobservaram-se cepas com os genes cagE e virbll,
fortemente correlacionada (89%), embora cagE se relacione com cagG de forma moderada
(31%).

Por fim, cepas mistas( slm2 ou s2ml), observou-se cepas com os genes cagE e
virb11, fortemente correlacionada (69%), o mesmo para a correl¢do entre os genes cagA e
cagT (50%).

Nas amostras do Pard, de forma geral, os alelos de vacA se correlacionam com
metade dos genes de cag-PAI de forma fraca (tabela 9). Observa-se também a relagdo
moderada dos genes cagE e virb11.

Analisando a regido “s1” de vacA, nota-se a correlagdo, com intensidade baixa, do
virb11 com cagE e cagA. O mesmo padrdo foi observado no subtipo “s1/m1”. Contudo, as

cepas mistas apresentavam 100% de correlagdo negativa dos genes cagA e virb11.
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Tabela 5: Frequéncias dos genes de H. pylori em cancer gastrico na populacdo do Ceara e

Para
CG Ceara (n=78) CG Para (n=72)
Genes n % n % OR p
slml 45 58 44 61 0,67
slm2 13 17 13 18 0,82
s2m1 1 1 5 7 0,07
s2m2 5 6 10 14 0,12
vacA
sl 58 74 57 79 0,48
s2 6 8 15 21 0,1
ml 41 53 49 68 0,1
s2 18 23 23 32 0,22
cagA 36 46 43 59 0,09
cagE 35 44 63 80 0,12 0
cagG 35 44 39 54 0,25
cag-PAI cagM 42 53 41 56 0,7
virb11 41 52 52 72 0,43 0,01
cagT 51 65 45 62 0,71
cag-PAIl + 14 17 6 8 0,08

Legenda: cag-PAl+: Cepas completas
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Geral
cagA | virb11 | cagE cagT cagG | cagM

Spearman's rho |cagA |Correlation Coefficient 1 ,436” ,429** ,193* 112 ,295**
Sig. (2-tailed) ,000{ ,000] 016/ ,164/ ,000
N 155 155 155 155 155 155
virb11 |Correlation Coefficient 436" 1| 6177 3227 2817 325~
Sig. (2-tailed) ,000 ,000[ ,000, ,000/ ,000
N 155 155 155 155 155 155
cagE |Correlation Coefficient 4297 617" 1 4207 3337|506
Sig. (2-tailed) ,000( ,000 ,000| ,000[ ,000
N 155 155 155 155 155 155
cagT  |Correlation Coefficient 1937 3227 4207 11 2817 4527
Sig. (2-tailed) ,016|  ,000/ ,000 ,000 ,000
N 155 155 155 155 155 155
cagG |Correlation Coefficient A12| 2817 3337 2817 11,3717
Sig. (2-tailed) 164/ 000/ ,000/ ,000 ,000
N 155 155 155 155 155 155
cagM |Correlation Coefficient 295°| 3257|506 | 4527 371 1

Sig. (2-tailed) ,000[ ,000] ,000 ,000f ,000
N 155 155 155 155 155 155

s1
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM

Spearman's rho |cagA  |Correlation Coefficient 1| 4487 3907| ,189°| 076 ,246
Sig. (2-tailed) ,000{ ,000] ,029| ,382 ,004
N 134 134 134 134 134 134
virb11  |Correlation Coefficient 448" 1| 6297 3537 2597 327"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000[ ,000, ,002| ,000
N 134 134 134 134 134 134
cagE |Correlation Coefficient 3907 ,629° 1| 4377 ,3187| 506"
Sig. (2-tailed) ,000( ,000 ,000{ ,000[ ,000
N 134 134 134 134 134 134
cagT  |Correlation Coefficient 189" 3537 437" 1| 27177 464"
Sig. (2-tailed) ,029| 000/ ,000 ,001|  ,000
N 134 134 134 134 134 134
cagG |Correlation Coefficient ,076 ,259** ,318** ,277** 1 ,348**




Sig. (2-tailed) ,382 ,002 ,000 ,001 ,000
N 134 134 134 134 134 134
cagM |Correlation Coefficient 246 327°| 506°| 464 | 348" 1
Sig. (2-tailed) ,004 ,000 ,000 ,000 ,000
N 134 134 134 134 134 134
s2
cagA | virb11 | cagE cagT cagG | cagM
Spearman's rho|cagA Correlation Coefficient 1 277| 553" ,000 171 577"
Sig. (2-tailed) 224 ,009| 1,000 457 ,006
N 21 21 21 21 21 21
virb11 Correlation Coefficient 277 1 482 -040 ,369 ,240
Sig. (2-tailed) ,224 ,027 ,863 ,100 ,294
N 21 21 21 21 21 21
cagE Correlation Coefficient| 5537 | ,482° 1 091 298] 411
Sig. (2-tailed) ,009 ,027 ,694 ,189 ,064
N 21 21 21 21 21 21
cagT Correlation Coefficient ,000 -,040 ,091 1 ,149 ,222
Sig. (2-tailed)| 1,000 ,863 ,694 ,521 ,333
N 21 21 21 21 21 21
cagG Correlation Coefficient 71 ,369 ,298 ,149 1 495"
Sig. (2-tailed) 457 ,100 ,189 ,521 ,022
N 21 21 21 21 21 21
cagM Correlation Coefficient| 577" |  ,240| 411 222|495 1
Sig. (2-tailed) ,006 ,294 ,064 ,333 ,022
N 21 21 21 21 21 21
s1im1
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM
Spearman's rho |cagA  |Correlation Coefficient 1 ,702** ,593** ,261 ,194 ,299*
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,059 ,(164 ,030
N 53 53 53 53 53 53
virb11 |Correlation Coefficient | 702" 1| 628" ,287| ,226| 237
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,037 ,104 ,088
N 53 53 53 53 53 53
cagE |Correlation Coefficient 5937 628" 1 206 ,338| 463"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,139 ,013 ,000
N 53 53 53 53 53 53
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cagT |Correlation Coefficient ,261 287 ,206 1 ,139 ;329"
Sig. (2-tailed) ,059 ,037 ,139 ,320 ,016
N 53 53 53 53 53 53
s1m2/s2m1
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM
Spearman's rho |cagA  |[Correlation Coefficient 1 ,298” ,312** ,123 ,128 ,241*
Sig. (2-tailed) ,008 ,005 ,281 ,260 ,032
N 79 79 79 79 79 79
virb11  |Correlation Coefficient | ,298~ 1| ,5967| ,3317| ,2937| ,383"
Sig. (2-tailed) ,008 ,000 ,003 ,009 ,000
N 79 79 79 79 79 79
cagE |Correlation Coefficient 3127 596~ 11 5127 3717 564"
Sig. (2-tailed) ,005 ,000 ,000 ,001 ,000
N 79 79 79 79 79 79
cagT |Correlation Coefficient 123 3317 5127 1 3997|515~
Sig. (2-tailed) ,281 ,003 ,000 ,000 ,000
N 79 79 79 79 79 79
cagG |Correlation Coefficient 128 2937 3717 399" 1| 481"
Sig. (2-tailed) ,260 ,009 ,001 ,000 ,000
N 79 79 79 79 79 79
cagM |Correlation Coefficient 2417 383°| 5647 | 515 | 481 1
Sig. (2-tailed) ,032 ,000 ,000 ,000 ,000
N 79 79 79 79 79 79
s2m2
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM
Spearman's rho |cagA  |Correlation Coefficient 1 ,612 ,356 ,102 -,089 ,612
Sig. (2-tailed) ,060 ,312 779 ,807 ,060
N 10 10 10 10 10 10
virb11  |Correlation Coefficient ,356 ,764* 1 ,218 524 ,218
Sig. (2-tailed) ,312 ,010 ,545 ,120 ,545
N 10 10 10 10 10 10
cagk Correlation Coefficient ,612 1 ,764' 375 ,218 375
Sig. (2-tailed) ,060 ,010 ,286 ,545 ,286
N 10 10 10 10 10 10
cagT Correlation Coefficient ,102 375 ,218 1 ,218 375
Sig. (2-tailed) 779 ,286 ,545 ,545 ,286
N 10 10 10 10 10 10
cagG |Correlation Coefficient -,089 ,218 ,524 ,218 1 ,218
Sig. (2-tailed) ,807 ,545 ,120 ,545 ,545
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N 10 10 10 10 10 10
cagM |Correlation Coefficient ,612 ,375 ,218 375 ,218 1
Sig. (2-tailed) ,060| 286 ,545| ,286| 545
N 10 10 10 10 10 10
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
Tabela 07: Correlagdo dos genes de cag-PAI na metaplasia
Geral
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM
Spearman's rho |cagA  |Correlation Coefficient 1 077/ ,099| ,3927| ,300| ,000
Sig. (2-tailed) 544 435 ,001| ,016| 1,000
N 64 64 64 64 64 63
virb11  |Correlation Coefficient 077 1| ,786°| ,000| 267 | 139
Sig. (2-tailed) 544 000 478| 033 278
N 64 64 64 64 64 63
cagE  |Correlation Coefficient 099 786" 1 243| 3697|158
Sig. (2-tailed) 435/ 000 053] ,003| 217
N 64 64 64 64 64 63
cagT  |Correlation Coefficient 3927|090 243 1| ,243] -028
Sig. (2-tailed) ,001| 478/ 053 053] 829
N 64 64 64 64 64 63
cagG |Correlation Coefficient 3007 |  ,267| 3697 243 11 113
Sig. (2-tailed) ,016|  ,033| ,003| 053 378
N 64 64 64 64 64 63
cagM |Correlation Coefficient ,000 ,139 ,158 -,028 ,113 1
Sig. (2-tailed) 1,000 278 217| ,829| 378
N 64 64 64 64 64 64
s1
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM
Spearman's rho |cagA Correlation Coefficient 1 ,128 ,035 ,365" ,228 -,023
Sig. (2-tailed) 3391 795|005 ,085| 866
N 58 58 58 58 58 58
virb11  |Correlation Coefficient 128 1| ,8027| ,289°| ,4007| ,093
Sig. (2-tailed) 339 000 o28| ,002| 485
N 58 58 58 58 58 58
cagE |Correlation Coefficient 035 802" 1| ,037| ,234| 008
Sig. (2-tailed) 795,000 782 077|951
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N 58 58 58 58 58 58
cagT  |Correlation Coefficient 365 | ,289| ,037 1 219 -,039
Sig. (2-tailed) 005 028 782 099 769
N 58 58 58 58 58 58
cagG |Correlation Coefficient 228| 4007 234 219 1 A17
Sig. (2-tailed) 085 ,002| ,077] 099 380
N 58 58 58 58 58 58
cagM |Correlation Coefficient -,023 ,093 ,008 -,039 17 1
Sig. (2-tailed) 866 485 951 ,769| 380
N 58 58 58 58 58 58
s1m1
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM
Spearman's rho|cagA Correlation Coefficient 1 ,632** ,707** ,632** ,471* ,000
Sig. (2-tailed) 005/ 001 ,005 ,048/ 1,000
N 18 18 18 18 18 18
virb11 | Correlation Coefficient| 632" 11,8947 775°| 224|079
Sig. (2-tailed)|  ,005 000 ooo| ,372| 755
N 18 18 18 18 18 18
cagE Correlation Coefficient| ,707"| 894~ 11 671" ,333 ,236
Sig. (2-tailed)|  ,001| 000 002| 176 346
N 18 18 18 18 18 18
cagT Correlation Coefficient| ,632°| ,775°| 671" 1 224|079
Sig. (2-tailed)|  ,005|  ,000] 002 372|755
N 18 18 18 18 18 18
cagG Correlation Coefficient ,471' ,224 ,333 ,224 1 ,000
Sig. (2-tailed)| 048]  ,372| 78| 372 1,000
N 18 18 18 18 18 18
cagM Correlation Coefficient ,000 ,079 ,236 ,079 ,000 1
Sig. (2-tailed)|  1,000] ,755| 346 795 1,000
N 18 18 18 18 18 18
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s1m2/s2m1
cagA | virb11 | cagE cagT cagG | cagM
Spearman's rho |cagA  |Correlation Coefficient 1 ,056 ,181 426 ,290 ,167
Sig. (2-tailed) ,832 ,488 ,088 ,259 ,521
N 17 17 17 17 17 17
virb11 |Correlation Coefficient ,056 1 ,181 -,091 ,044 426
Sig. (2-tailed) 832 488 708|868 ,088
N 17 17 17 17 17 17
cagE Correlation Coefficient ,181 ,181 1 ,091 -,044 -,167
Sig. (2-tailed) 488 488 728 868 521
N 17 17 17 17 17 17
cagT Correlation Coefficient ,426 -,091 ,091 1 ,064 ,150
Sig. (2-tailed) ,088 ,728 ,728 ,808 ,566
N 17 17 17 17 17 17
cagG |Correlation Coefficient ,290 ,044|  -044 ,064 1 ,064
Sig. (2-tailed) ,259 ,868 ,868 ,808 ,808
N 17 17 17 17 17 17
cagM |Correlation Coefficient ,167 426\ -,167 ,150 ,064 1
Sig. (2-tailed) ,521 ,088 ,521 ,566 ,808
N 17 17 17 17 17 17

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Tabela 08: Correlagdo dos genes de cag-PAI no cancer gastrico no Ceara

Geral

cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM
Spearman's rho |cagA  [Correlation Coefficient 11,077 ,009| ,392°| 300 ,000
Sig. (2-tailed) ,544| 435 001| ,016| 1,000
N 64 64 64 64 64 63
virb11  |Correlation Coefficient 077 1| ,7867| ,000| 267 139
Sig. (2-tailed) 544 000]  478] 033 278
N 64 64 64 64 64 63
cagE |Correlation Coefficient 099 786 1 243| 369°| 158
Sig. (2-tailed) 435/ ;000 053] 003 217
N 64 64 64 64 64 63
cagT  |Correlation Coefficient 3927|090 243 1| ,243] -028
Sig. (2-tailed) ,001| 478 053 053] 829
N 64 64 64 64 64 63
cagG |Correlation Coefficient 3007 |  ,267| 3697 243 11 113
Sig. (2-tailed) ,016|  ,033| ,003] ,053 378
N 64 64 64 64 64 63
cagM [Correlation Coefficient ,000 ,139 ,158 -,028 ,(113 1

Sig. (2-tailed) 1,000 278 ,217| ,829| 378
N 64 64 64 64 64 64

S1
cagA | virb11 cagE cagT cagG | cagM

Spearman's rho |cagA Correlation Coefficient 1 ,128 ,035 ,365" ,228 -,023
Sig. (2-tailed) 339 795|005 085 866
N 58 58 58 58 58 58
virb11 |Correlation Coefficient 128 1| ,802°| 2897 ,4007| ,093
Sig. (2-tailed) 339 000|  o28] 002| 485
N 58 58 58 58 58 58
cagE |Correlation Coefficient 035 ,802" 1 ,037| ,234| 008
Sig. (2-tailed) 795/ ,000 7821 o77] 951
N 58 58 58 58 58 58
cagT  |Correlation Coefficient 365 | 289 037 1 219|  -,039
Sig. (2-tailed) 005| 028 782 0991 769
N 58 58 58 58 58 58
cagG |Correlation Coefficient 228| 4007|234 219 1 A17
Sig. (2-tailed) 085,002 077 099 380
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N 58 58 58 58 58 58

cagM [Correlation Coefficient -,023 ,093 ,008 -,039 17 1
Sig. (2-tailed) 866|485 951| ,769| ,380

s2 d

cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM

Spearman's rho |cagA |Correlation Coefficient 1 -,408 -,408 ,408 ,612 -,667

Sig. (2-tailed) ,495 ,495 495 ,272 ,219

N 5 5 5 5 5 5

virb11  |Correlation Coefficient -,408| 1,000” 11 250 -250| 612

Sig. (2-tailed) ,495 ,000 ,685 ,685 272

N 5 5 5 5 5 5

cagE  |Correlation Coefficient -,408 1] 1,0007| ,250| -,250| 612

Sig. (2-tailed) ,495 ,000 ,685 ,685 272

N 5 5 5 5 5 5

cagT |Correlation Coefficient ,408 ,250 ,250 1 ,250 -,612

Sig. (2-tailed) ,495 ,685 ,685 ,685 272

N 5 5 5 5 5 5

cagG |Correlation Coefficient ,612| -250| -,250 ,250 1 -,408

Sig. (2-tailed) 272| 685 685 ,685 495

N 5 5 5 5 5 5

cagM |Correlation Coefficient -,667 ,612 ,612 -,612 -,408 1
Sig. (2-tailed) ,219 272 272 272 ,495

N 5 5 5 5 5 5

1m1
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM

Spearman's rho |cagA |Correlation Coefficient 1 ,069 ,018 ,149 ,043 -,194

Sig. (2-tailed) 666 910 348 787|219

N 42 42 42 42 42 42

virb11  |Correlation Coefficient ,069 1) ,898"| ,021| ,291| -,003

Sig. (2-tailed) ,666 ,000 ,895 ,061 ,987

N 42 42 42 42 42 42

cagE |Correlation Coefficient 018 898" 1 122 316|146

Sig. (2-tailed) 910,000 4431 o041 357
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N 42 42 42 42 42 42

cagT Correlation Coefficient ,149 ,021 122 1 ,000 ,021

Sig. (2-tailed) 348|895 443 1,000/  ,895

N 42 42 42 42 42 42

cagG |Correlation Coefficient ,043 ,291 316 ,000 1 ,182

Sig. (2-tailed) , 787 ,061 ,041 1,000 ,248

N 42 42 42 42 42 42

cagM |Correlation Coefficient -,194 -,003 ,146 ,021 ,182 1
Sig. (2-tailed) 219 987 ,357| ,895| 248

N 42 42 42 42 42 42

s1m2/s2m1
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM

Spearman's rho |cagA  |Correlation Coefficient 1 -395| -,175 ,500° ,351 -,079

Sig. (2-tailed) 04| 486 o35 153|755

N 18 18 18 18 18 18

virb11  |Correlation Coefficient -,395 1| ,693°| -079] -055 125

Sig. (2-tailed) ,104 ,001 755 827|621

N 18 18 18 18 18 18

cagE  |Correlation Coefficient -175| 693" 1| ,439] 169 ,055

Sig. (2-tailed) 4861 001 069 502|827

N 18 18 18 18 18 18

cagT |Correlation Coefficient 5007 -,079 ,439 1 439 -,395

Sig. (2-tailed) ,035 ,755 ,069 ,069 ,(104

N 18 18 18 18 18 18

cagG |Correlation Coefficient ,351 -,055 ,169 439 1 -,194

Sig. (2-tailed) ,153 ,827 ,502 ,069 ,440

N 18 18 18 18 18 18

cagM |Correlation Coefficient -,079 ,125 ,055 -,395 -,194 1
Sig. (2-tailed) 755|621  ,827|  ,104| 440

N 18 18 18 18 18 18

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Tabela 09: Correlacao dos genes de cag-PAI no cancer géstrico no Para

Geral
cagA | virb11 | cagE cagT cagG | cagM

Spearman's rho |cagA  |Correlation Coefficient 1 ,180f -,058 -,046 ,168|  -,142
Sig. (2-tailed) 132|830 700| 67| 245
N 71 71 71 69 69 69
virb11 |Correlation Coefficient ,180 1 ,420" -,041 -,148 -,047
Sig. (2-tailed) 132 ,000| ,735| 225 702
N 71 71 71 69 69 69
cagE |Correlation Coefficient -058| 420" 1| -102| ,008| ,030
Sig. (2-tailed) 6301 000 404| 951|804
N 71 71 71 69 69 69
cagT Correlation Coefficient -,046 -,041 -,102 1 -,149 -,170
Sig. (2-tailed) 709 735 404 220 163
N 69 69 69 69 69 69
cagG |Correlation Coefficient ,168| -,148 ,008| -,149 1 ,228
Sig. (2-tailed) 167|225 951 220 ,060
N 69 69 69 69 69 69
cagM |Correlation Coefficient -,142 -,047 ,030 -,170 ,228 1

Sig. (2-tailed) 245/ 702|804/ 183|060
N 69 69 69 69 69 69

s1
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM

Spearman's rho |cagA  |Correlation Coefficient 1 ,339' -,042 -,031 ,187 -,102
Sig. (2-tailed) 011] 77| 824|  180| 464
N 56 56 56 54 53 54
virb11  |Correlation Coefficient ;339" 11 ,312'| 007 -137| -106
Sig. (2-tailed) 011 019 962 320 444
N 56 56 56 54 53 54
cagE Correlation Coefficient -,042 ,312* 1 -,137 -,083 ,029
Sig. (2-tailed) ;757|019 323| 552|837
N 56 56 56 54 53 54
cagT Correlation Coefficient -,031 ,007 -,137 1 =177 -,138
Sig. (2-tailed) 824 962|323 206| 318
N 54 54 54 54 53 54
cagG |Correlation Coefficient ,187 -,137 -,083 =177 1 ,017
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Sig. (2-tailed) 180 329 552|206 ,904

N 53 53 53 53 53 53

cagM |Correlation Coefficient -,102 -,106 ,029 -,138 ,017 1

s2
cagA virb11 cagE cagT cagG cagM
Spearman's rho  |cagA Correlation Coefficient 1 -,447 -174 ,000 174 -,522
Sig. (2-tailed) 109|992 1000 ,552|  ,055
N 14 14 14 14 14 14
virb11  |Correlation Coefficient - 447 11 7017 -141]  -337 ,026
Sig. (2-tailed) 109 ,005 630 238 930
N 14 14 14 14 14 14
cagE  |Correlation Coefficient -174| ;7017 1 055  -152| -152
Sig. (2-tailed) 552|005 852 605 605
N 14 14 14 14 14 14
cagT Correlation Coefficient ,000 -,141 ,055 1 -,055 -,440
Sig. (2-tailed) 1,000 630 852 8521 415
N 14 14 14 14 14 14
cagG Correlation Coefficient 174 -,337 -,152 -,055 1 ,152
Sig. (2-tailed) 552| 238 05| 892 605
N 14 14 14 14 14 14
cagM Correlation Coefficient -522 ,026 -,152 -,440 ,152 1
Sig. (2-tailed) 055 930 605 115  ,605
N 14 14 14 14 14 14
s1m1
cagA virb11 cagE cagT cagG cagM

Spearman'srtho |cagA  |Correlation Coefficient 1| 416" 047 -119 262 A11
Sig. (2-tailed) 008  TTA 476l 112|506
N 40 40 40 38 38 38
virb11  |Correlation Coefficient 416" 1 151 027  -073] -108
Sig. (2-tailed) ,008 352 871 663 517
N 40 40 40 38 38 38
cagE Correlation Coefficient ,047 ,151 1 ,012 -,160 -,122
Sig. (2-tailed) 774|352 941 337|467
N 40 40 40 38 38 38
cagT Correlation Coefficient -,119 ,027 ,012 1 -,191 ,027
Sig. (2-tailed) 476|871 941 251 871
N 38 38 38 38 38 38
cagG Correlation Coefficient ,262 -,073 -,160 -,191 1 ,205
Sig. (2-tailed) 112| 663 337 251 218
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N 38 38 38 38 38 38
cagM Correlation Coefficient ,111 -,108 -,122 ,027 ,205 1
Sig. (2-tailed) S06| 517 467|871 218

N 38 38 38 38 38 38
s1m2/s2m1
cagA | virb11 | cagE cagT cagG | cagM
Spearman's rho |cagA |Correlation Coefficient 1 ,238 -,051 ,222 ,040 -,630“
Sig. (2-tailed) 375 891 400|887 009
N 16 16 16 16 15 16
virb11 |Correlation Coefficient ,238 1 ,493 -,101 -,262 -,378
Sig. (2-tailed) 375 053] 710 346 149
N 16 16 16 16 15 16
cagE |Correlation Coefficient -,051 ,493 1 -,324| -,023| -,135
Sig. (2-tailed) 851,053 221|938 619
N 16 16 16 16 15 16
cagT Correlation Coefficient 222 -,101 -,324 1 ,075 -,160
Sig. (2-tailed) 409| 710|221 789 554
N 16 16 16 16 15 16
cagG |Correlation Coefficient ,040 -,262 -,023 ,075 1 -,262
Sig. (2-tailed) 887|  ,346| 936 789 346
N 15 15 15 15 15 15
cagM |Correlation Coefficient | -6307| -378| -135/ -160| -262 1
Sig. (2-tailed) 009 149| 619| 554 346
N 16 16 16 16 15 16
S2m2
cagA | virb11 | cagE cagT | cagG | cagM
Spearman's rho |cagA  |Correlation Coefficient 1| -1,0007| -598| -060| ,395| -316
Sig. (2-tailed) 000/ 089 79| 292| 407
N 9 9 9 9 9 9
virb11  |Correlation Coefficient -1,000” 1 ,598 ,060 -,395 316
Sig. (2-tailed) ,000 089 879 ,202| 407
N 9 9 9 9 9 9
cagE Correlation Coefficient -,598 ,598 1 ,357 ,189 ,189
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Sig. (2-tailed) 089  ,089 345  626| 626
N 9 9 9 9 9 9
cagT Correlation Coefficient -,060 ,060 ,357 1 ,189 -,661
Sig. (2-tailed) 879 879 345 626|052
N 9 9 9 9 9 9
cagG |Correlation Coefficient ,395 -,395 ,189 ,189 1 -,125
Sig. (2-tailed) 292 292l 626|626 749
N 9 9 9 9 9 9
cagM |Correlation Coefficient -,316 ,316 ,189 -,661 -,125 1
Sig. (2-tailed) 407|407 626|092 749
N 9 9 9 9 9 9

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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5. DISCUSSAO

5.1 Lesoes Gastricas: Caracterizacao e Aspectos clinicos-epidemiologicos

Assim como em outros estudos com pacientes dispépticos, a gastrite cronica foi a
lesdo mais frequente (75,6% dos casos) (NAYLOR et al., 2006; ARRUDA et al., 2009).
Contudo a frequéncia das metaplasias encontradas neste estudo estd dentro da frequéncia
relatada na literatura (MAGALHAES et al. 2005). Neste estudo, as mulheres foram mais
afertadas que os homens, corroborando com dados de outros estudos (NOGUEIRA et al.,
2001; MODENA et al., 2007; ARRUDA et al., 2009), inclusive estudos realizados no Brasil
(ROTA et al., 2001).

5.2. Deteccao da infeccio por H. pylori nas Gastrites Cronicas e Metaplasias Intestinais.

A positividade da infeccdo por H. pylori mostrou-se alta nos casos coletados neste
estudo, sendo de 97,5% na amostra geral. Inimeros estudos associam os genes ja bem
estabelecidos como genes de viruléncia, cagA e a determinagdo dos alelos de vacA.

Nas gastrites, a combinagdo vacA slml foi o alelo encontrado com maior frequéncia
(68%), sendo que os alelos sl e ml individualmente foram também os mais frequentes,
semelhantes as encontradas em outros estudos (NOGUEIRA et al., 2001; MODENA et al.,
2006; KUMAR; KUMAR; DIXIT, 2011).

Uma alta frequéncia (59%) do gene cagA foi também encontrada, entretanto
menor em relagdo aos estudos anteriormente citados, cujas frequéncias variaram de 60% a
100% (RUDI et al., 1998;RAMIS et al., 2010).

Quando os casos foram categorizados por lesdo, cepas portadoras do gene cagA
foram encontradas em maior frequéncia (59%) na gastrite cronica, com percentagem
semelhantes as relatadas em outros estudos (RUDI et al.,, 1998; RAMIS et al., 2010).
Entretanto, Nogueira e colaboradores (2001) afirmaram existir uma forte associagdo entre a
presenca do gene cagA e a presenga de metaplasia intestinal. Este gene foi detectado em
menor frequéncia nessa lesdo do que quando comparada com as gastrites.

Considerado como um fator de viruléncia j& bem estabelecido de H. pylori, a
proteina do gene vacA € importante nos processos de adaptacao da bactéria e de lesdo celular,
sendo a combinagdo slml considerada a mais virulenta por varios autores (ATHERTON et

al., 1995; SZABO et al., 1999; LIMA; RABENHORST, 2009). Os alelos sl ¢ ml foram os
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mais frequentes nas diferentes lesdes, gastrite cronica (s1-72%; m1-75%) e metaplasia (s1-
83%; m1-73%). Outros estudos relatam a correlacdo do alelo s1 e m1 tanto na gastrite quanto
na metaplasia (NOQUEIRA et al. 2001; FRANCESCO et al., 2009). A segunda combinagao
alélica mais frequente, o vacA slm2. Assim como encontrado no presente estudo, outros
estudos também encontraram as combinagdes slml e sIlm2 de vacA como as combinagdes
mais frequentes associadas a lesdes gastricas (KAGUE et. Al, 2010; KUMAR; DIXIT,
2011).

Outro gene estudado foi o cagE. Este, além de participar da montagem dos
sistema de secrecdo do tipo IV do aparato secretdrio € também requerido na indugdo de IL-8
(YAMAZAKI et al.,, 2005). Nao houve diferenca significativa das frequéncias quando
comparadas gastrites € metaplasia. Suas frequéncias estavam relativamente altas, 46 e 48%,
porém menores do que as reportadas em outros estudos com cagE em pacientes com gastrite e
com metaplasia intestinal, (QUIROGA; CITTELLY; BRAVO, 2005).

Codificada pelo gene virBI11, a proteina VirBl1, também ¢ importante na
montagem do sistema de secrecdo do tipo IV e por ser um membro da familia das ATPases,
estd relacionada a transferéncia de energia (CHRISTIE; CASCALES, 2003) O gene virB11
foi encontrado em frequéncias razoaveis na gastrite cronica (46%) ¢ metaplasia intestinal
(48%), muito diferente do encontrado em outro estudo realizado no Brasil (PACHECO et al

2008).

5.3 Analise comparativa da infeccao por H. pylori na Gastrite Cronica e Metaplasia com

Cancer Gastrico

Como mencionado anteriormente, a combinacdo sIlml ¢ considerada a mais
virulenta, sendo os sl e ml foram os mais frequentes no CG nas amostras do Ceard. Em
contrapartida, foram os s2, ml e a combinacao s2m2 significativamente diferentes quando
comparadas as gastrites com o CG do Ceard. Como mostram outros estudos pela alta
frequéncia de s1 em CG (ROMAM et al., 2017; THOMAZINI et al., 2006; LADEIRA et al.,
2008).

A composicao da ilha cag em isolados clinicos de H. pylori tem sido estudada em
diferentes populacdes por varios métodos e sua integridade esta fortemente relacionada a sua
patogenicidade. A presenca da ilha cag-PAl, possibilita a expressao simultdnea da maquinaria
sistema de secre¢do do tipo IV (T4SS) com a consequente inje¢do de cagA, que associada a

presenca de wvacA, poderia provocar uma forte resposta inflamatéria na mucosa
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gastroduodenal humana, resultando em dano tecidual e ulceracdo (MAEDA et al., 1999;
PACHECO et al., 2008).

As frequéncias dos genes de cag-PAIl na populagdo do Ceara foram semelhantes,
exceto os genes cagA e cagT, os quais apresentaram diferenca significativa.

Na metaplasia, observa-se 0 mesmo padrdo das gastrites: a maioria dos genes de cag-

PAI ndo apresentam diferenga nas frequéncias, mesmo modo os alelos de vacA,

5.4 Analise da frequéncia de Cancer Gastrico nas diferentes populacées.

Quando comparadas, as populagdes nao diferem nas frequéncias, demonstrados
pela auséncia de diferenga nos alelos vacA, mostrando sua importancia para a progressao do
CG.

Entretanto as cepas portadores de cag-PAI mostraram distribuicdo uniforme no
Ceard, enquanto nas amostras do Para, os genes cagE e virb11 foram estatisticamente mais
frequentes do que no Ceara. Esses dados revelam que no mesmo pais H. pylori tem
diagnosticos diferentes, mostrando que os diferentes graus de integridade de cag-PAIl esta
relacionado com a distribui¢ao geografica, como mostra outro estudo (KAUSER et al., 2000).

Assim, levando-se em consideracdo que a gastrite cronica, pode levar ao
aparecimento de metaplasia intestinal, a qual pode evoluir para lesdes mais graves,
dependente da cepa de H. pylori, os dados aqui apresentados corroboram com a participagao
dos genes cagA, e vacA sl na patogenicidade da bactéria e apontam para a relevancia dos

genes virbl1 e cagE.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Na populacdo do Ceard e do Pard, a infeccdo por H. pylori foi observada em alta
frequéncia em todos os tipos de lesdo;

e Aslesdes gastricas foram predominantemente localizadas no antro;

e Os genes vacAslml, cagA, cagE e virB11 de H. pylori sdo potencialmente bons
marcadores de valor prognoéstico para a progressao para lesdes mais graves;

e O alelo vacAsl mostrou-se marcador mais acurado para a determinacdo da viruléncia e
associacao com gravidade da lesdo que a combinagdo vacAsIml;

e As frequéncias dos genes virb11 e cagE diferem-se significativamente no cancer gastrico

entre as populagdes do Ceard e Para, sendo maior no ultimo.
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APENDICES

Apéndice A: Parecer do Comité de Etica

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 220/12 Fortaleza, 05 de julho de 2012.
Erotocolo COMEPE n® 326/11

Pesquisador responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst.

Titulo do Projeto: "Estudo de suscetibilidade genética, caracterizacao de
fatores etioldgicos e identificagdo de marcadores com aplicabilidacie para
prevencao e prognostico”.

{ evamos ao conhecimento de V.S que O Comité de Etica em
pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
rormas que reguiamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satde - Ministério da Saude, Resolucdo n® 196 de 10 de
~utubro de 1996 e complementares, aprovou © protocolo e o TCLE do
projeto supracitado na reunido do dia 04 de julho de 2012.

Outrossim, informamos. que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatdrio parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,
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GovERNG oo | ” A A
FoSTADO no CEARA sSUS g L Ot
4 SISTARAIRLTAES T s

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/HGF
Fortaleza, 24 de abril de 2013.

llma. Sra. comunicamos-lhe o parecer do CEP

Pesquisadora: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Projeto Intitulado:Polimorfismo de interleucinas e enzimas do sistema de
reparo ao estresse oxidativo no céncer gastrico: associado com
helicobacter pylori

Protocolo do CEP: 071002/10 -

Parecer:

O CEP-HGF aprovou a Emenda do projeto acima citado pois o mesmo ja havia
sido aprovado neste CEP em 07/10/10, porém o pesquisador ndo conseguiu
amostra suficiente e com isto solicitou uma extensdo do prazo para coleta de
dados feito apenas um Ad-referendum.

Lembramos ao pesquisador o cumprimento da referida Resolugédo na condugéo
cientifica do seu projeto e ainda, o encaminhamento ao CEP do relatério final
da pesquisa bem como a devolugao dos resultados a comunidade

Atenciosamente,
Dr. llvana Lima Verde Gome§
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HGF
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Apéndice B: Termo de consentimento livre e esclarecimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Instituicio: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL — UFC
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR — LABGEM
Endereco: R. Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabucu

Investigadora Responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Titulo:. “Identificacdo genotipica e prevaléncia de cepas da Helicobacter pylori responsaveis pelo

desenvolvimento dos adenocarcinomas gdstricos: Estudos em lesées precursoras”

Eu, por este meio, fui

informado (a), em detalhes sobre o estudo intitulado: “ Identificacdo genotipica e prevaléncia de cepas da

Helicobacter pylori responsdveis pelo desenvolvimento dos adenocarcinomas gdstricos: Estudos em lesoes

precursoras”. O estudo estd sendo realizado pelo Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade
Federal do Ceara. O estudo em questdo pretende associar fatores genéticos e ambientais, que estdo relacionados
as doengas, de modo a identificar os fatores de risco, tais como a presenga de uma bactéria denominada
Helicobacter pylori. Para identificar esta bactéria, serdo feitos estudos no laboratério, analisando o material
coletado no momento da endoscopia. Cerca de 200 pacientes serdo incluidos no presente estudo. Portanto,
concordando em participar serei um dos pacientes deste estudo que envolve diversas instituigdes, permitindo
coleta de material necessario para o estudo, bem como o uso de todo material gerando a partir desta coleta, como
laminas, blocos e etc. . Ndo havera mudanga ou perdas em relagdo a analise pelo patologista do meu material.
Paralelamente, serdo anotadas algumas questdes referentes a minha pessoa, no que diz respeito a dados pessoais
como a data de nascimento e habitos de vida, como alimentagdo, ao consumo de bebida alcodlica e/ou cigarros e
também em relagdo a minha doenga, no que se refere aos sintomas e quando comecou. Estas informagdes serdo
retiradas do meu prontuario ou na auséncia delas, serdo perguntadas pessoalmente a mim. Minha
participagdo ndo terd beneficio direto imediato, em principio, mas poderd estar contribuindo para que se
entendam melhor os fatores de risco e alteragdes que ocorrem nas doengas gastricas. A identificacdo dos fatores
de risco para doengas gastricas servira para direcionar medidas preventivas. Todos os dados da minha
participag@o neste estudo serdo documentados ¢ mantidos confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as
autoridades de saude e profissionais envolvidos neste estudo, os quais, quando necessario, terdo acesso ao meu
prontuario. Como minha participacédo € 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 participag@o, posso
contatar a Dra. Silvia Helena Rabenhorst no telefone 3288 8206 ou 9994 5689.

Assinatura do paciente:

Enderego do paciente:

Telefone: Data: / /

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha:
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Assinatura do investigador:

Vocé estd sendo convidado pela Profa. Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst a
participar como voluntdrio de uma pesquisa. Vocé ndo deve participar contra a sua vontade.
Leia atentamente as informacdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos
as etapas desta pesquisa sejam devidamente esclarecidas.

A pesquisa intitulada Estudo de suscetibilidade genética, caracterizacdo de fatores
etiologicos e identificacdo de marcadores com aplicabilidade para e prevencdio e
prognostico estd sendo realizada pelo Departamento de Patologia ¢ Medicina Legal da
Universidade Federal do Ceard. O estudo em questdo pretende analisar caracteristicas
genéticas do paciente e alguns habitos que podem levar ao desenvolvimento do cancer
gastrico, nos ajudando a identificar os fatores de risco, tais como a presenca de uma bactéria
chamada H.pylori e de um virus chamado EBV. Estes microorganismos serdo identificados
por meio da presenca do material genético destes agentes infectantes no tumor. Serdo também
observadas as alteracOes genéticas das células tumorais. Essas altera¢des serdo vistas pela
expressao de proteinas ou pela analise do DNA/RNA do tumor.

Participardo deste estudo 200 pacientes atendidos no Hospital Universitario Walter
Cantideo. Portanto, concordando em participar, vocé serd um dos pacientes participantes que
permitem a coleta do material tumoral do estdmago além de uma amostra de sangue
necessarios para o estudo. Esta coleta ndo ird afetar o diagndstico da sua doenca ou o
tratamento. Paralelamente, serdao anotadas algumas questdes referentes a seus dados pessoais,
como data de nascimento, habitos de vida e em relagdo a sua doencga. Estas informacgdes serdo
retiradas do seu prontuario ou na auséncia delas, serdo perguntadas pessoalmente a vocé.

Sua participacdo nao tera beneficio direto imediato, em principio, mas que podera
contribuir para que se entenda melhor os fatores de risco e alteracdes que propiciem o
aparecimento do cancer gastrico. A identificacdo dos fatores de risco para o cancer gastrico
servird para direcionar medidas preventivas. Por outro lado, as alteragdes genéticas
encontradas no material coletado auxiliardo no diagnéstico, na avaliacdo da gravidade da
doenca e também podem dar informagdes para novos tratamentos que estdo sendo
desenvolvidos.

Todos os dados da sua participagdo neste estudo serdo documentados e mantidos em
sigilo, sendo disponiveis apenas para as autoridades de satde e profissionais envolvidos neste

estudo, os quais, quando necessario, terdo acesso ao seu prontuario.
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Como sua participagdo € voluntaria, vocé poderd abandonar o estudo a qualquer
momento, sem que isso resulte em qualquer penalidade ou perda de seus direitos onde vocé
recebe atendimento médico.

Enderecgo da responsavel pela pesquisa:

Nome: Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst
Institui¢do: Universidade federal do Ceara
Endereco: Rua: Marcos Macedo, 1301, Apto 802.
Telefone: 3366-8639/9994-5689

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracio ou duvida sobre a sua participagio na
pesquisa entre em contato com o Comité de ética em pesquisa da UFC - Rua Coronel Nunes

de Melo, 1127 Rodolfo Teofilo 3366-8344.

Eu, , anos, RG:

, declaro que ¢ de livre e espontanea vontade que esta participando como

voluntario da pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido e que apos sua leitura tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu
conteudo, como também sobre a pesquisa e recebi explicacdes que responderam por completo

minhas davidas. Declaro ainda estar recendo uma cépia assinado deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do Voluntario Data / /
Assinatura

Nome do Pesquisador Data  / /
Assinatura

Nome da testemunha Data  / /  Assinatura

(se o voluntario ndo souber ler)

Nome do profissional que aplicou o TCLE Data / /

Assinatura
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Apéndice C — Cadastro de Pacientes Submetidos a Coleta de Tecido de Peca

Ciruargica
CADASTRO DE PACIENTES SUBMETIDOS A ENDOSCOPIA
Data__ [/ [ N° Prontuario codigo:

LABGEM Local da coleta Amb:

1- IDENTIFICACAO

Nome Sexo F[ M ]

Enderego Tel

naturalidade Procedéncia Ascendéncia

Cor: [ ]caucasiano [ ]negro [ Jasiatico [ Jmestico [ ]mulato:

Idade Nasc / /___ABO__ Profissdo Grau de instrugdo
II-HISTORIA FAMILIAR:

Familiares com historia de gastrite

Familiares com historia de cancer gastrico

Habitos: [ ]Sal [ ]Frutas [ ]Verduras [ ]Churrasco ou Carne seca[ ]geladeira
[ ]Tabagista Tipo Freqiiéncia Fum. passivo [ ]

[ ] Alcool Tipo Freqiiéncia

III- DOENCA ASSOCIADA:
IV- USO DE MEDICAMENTOS:

V- ENDOSCOPIA ANTERIOR: [ ]Sim [ ]Néao H. pylori[ ] Técnica

Diagndstico:

Tratamento:
Biopsia : N° _ data / / Laudo
VI-DADOS RELATIVOS A LESAO ATUAL. Teste de urease [ |

Motivo da endoscopia (sintomas)

VI-LAUDO ENDOSCOPICO- Meédico

Esofago:

Estdmago: Tipo de lesdo Sitio anatémico
Duodeno:

Conclusdo

VII- COLETA:Regido do corpo [ ] N°de fragmentos[ ] Regidodoantro [ ] N°de fragmentos [ ]
Tempo de ressecgdo da coleta: [ ][<lh [ ]J1h [ ]2h[ ]3h [ ]<ou=4h[ ]

Local Armazenamento: Biopsia] ]

Responsavel pela Coleta:




