MANUEL BONFIM BRAGA NETO

ESTRESSE OXIDATIVO E GENOTIPO DO H. pylori EM PACIENTES
PORTADORES DE CANCER GASTRICO E SEUS FAMILIARES

Tese apresentada ao Programa de Pos-Gradua-
cdo em Ciéncias Médico-Cirdrgicas da
Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceard como requisito parcial para
obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias
Médico-Cirargicas. Area de concentragio:
Estresse celular em pacientes infectados com
H. pylori.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de
Vasconcelos.

FORTALEZA
2015



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara

Biblioteca de Ciéncias da Saude

B794e Braga Neto, Manuel Bonfim.

Estresse oxidativo e gendtipo do h. pylori em pacientes portadores de cancer gastrico e seus
familiares. / Manuel Bonfim Braga Neto. — 2015.

83 f.:il. color.

Tese (doutorado). — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Departamento de
Cirurgia, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Médico- Cirurgica, Doutorado em

Cirurgia, Fortaleza, 2015.
Area de Concentragdo: Estresse celular em pacientes infectados com H. pylori.

Orientagao: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

1. Helicobacter pylori. 2. Neoplasias Gastricas. 3. Estresse Oxidativo. I. Titulo.

CDD 616.9943




MANUEL BONFIM BRAGA NETO

ESTRESSE OXIDATIVO, GENOTIPO DO H. pylori EM PACIENTES
PORTADORES DE CANCER GASTRICO E SEUS FAMILIARES

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Médico-Cirdrgicas da
Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceard4 como requisito parcial para
obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias
Médico-Cirurgicas.

Aprovada em / /

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Renata Carvalho Leitdo
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Cicero Igor Simdes Moura Silva
Instituto Superior de Teologia Aplicada (INTA)

Profa. Dra. Gerly Anne de Castro Brito
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de VVasconcelos
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Marcos Aurélio Pessoa Barros
Universidade de Fortaleza (UNIFOR)



A Deus, por me ensinar a persistir diante dos
obstaculos e a sempre acreditar nos meus

sonhos.



Ao meu pai e a minha mée, por todo o apoio e
por me ensinarem o valor do trabalho arduo e

da humildade.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. LUSMAR VERAS RODRIGUES, Professor Titular do Departamento de
Cirurgia e coordenador do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Médico-Cirurgicas
da Universidade Federal do Ceara.

Ao Prof. Dr. PAULO ROBERTO LEITAO DE VASCONCELOS, Professor Titular
do Departamento de Cirurgia, vice-coordenador do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Médico-Cirurgicas da Universidade Federal do Ceard, pela orientacdo, dedicacdo, apoio,
competéncia e amizade.

A Prof. Dra. GERLY ANNE DE CASTRO BRITO, Professora Titular do
Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Ceara, pelo exemplo de
pesquisadora e pessoa, sempre humilde, paciente, por todo o apoio desde a graduacéo.

A Prof. Dra. LUCIA LIBANEZ BESSA CAMPELO BRAGA, Professora Titular do
Departamento de Clinica Médica da Universidade Federal do Ceard, pelo exemplo de
professora, médica e pesquisadora.

A equipe do Laboratorio de Pesquisa em Gastroenterologia da Faculdade de Medicina
da UFC, TIAGO BARBOSA DE MELO e TIAGO GOMES DA SILVA BENIGNO,
CICERO IGOR SIMOES DE CAVALCANTE, MARIA APARECIDA ALVES OLIVEIRA,
KASSIANE COSTA MAIA e BRUNA DEISE GURGEL MAIA pela valiosa colaboracédo
para realizacdo desse estudo.

A DEIZIANE VIANA DA SILVA COSTA, mestranda do Programa de Pos-
Graduagdo em Farmacologia da Universidade Federal do Ceara pela amizade, apoio,
contribuicdo fundamental para realizacdo de experimentos e pela ajuda com a formatacdo
dessa tese e a0 MARCIO FLAVIO ARAUJO GUANABARA BENIGNO, aluno de iniciagio
cientifica da Universidade Federal do Ceara pela ajuda com os experimentos e formatacéo
dessa tese.

A Profa. Dra. DULCIENE MARIA MAGALHAES QUEIROZ, Professora Titular do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais, exemplo de
pesquisadora brilhante e dedicada, pelo inestimavel apoio ao nosso grupo de pesquisa, e por
ter realizado o sequienciamento do DNA nas amostras de tecido gastrico.

As Sras. MARIA LUCIENE VIEIRA DE OLIVEIRA e MAGDA MARIA
GOMES FONTENELE, secretarias do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Médico-

Cirdrgicas da Universidade Federal do Ceara pelo carinho dispensado.



RESUMO

O céncer gastrico esta relacionado a infec¢do por H. pylori, fatores ambientais e predisposicao
genética. Familiares de pacientes com cancer gastrico (FC) tém maior risco de
desenvolvimento da doenga, possivelmente, em decorréncia da infeccdo por cepas mais
virulentas de H. pylori e predisposicdo genética relacionado a citocinas pré-inflamatdriase o
stress oxidativo. O objetivo do estudo foi: 1) avaliar o estresse oxidativo em pacientes
portadores de cancer gastrico (CG), dispépticos sem historia familiar de cancer gastrico
(NFC), e familiares de cancer gastrico de primeiro grau (FC); 2) averiguar em FC e NFC a
prevaléncia dos genotipos de H. pylori homA, homB, cagE e, em pacientes portadores de CG,
avaliar se 0 gene cagE esta associado a essa neoplasia e o padrdo dos sitios de fosforilacdo
EPYIA da proteina cagA. Estudo foi realizado no Hospital Universitario Walter Cantidio. O
estresse oxidativo foi avaliado no soro através da dosagem de glutationa reduzida (GSH),
antioxidante, e malondialdeido (MDA), produto da peroxidacéo lipidica. Realizou-se extracdo
de DNA da bidpsia gastrica, seguida de PCR e eletroforese para 0s genes ureA, vacA, homA,
homB, cagA e cagE. Foi avaliado a concentracdo sérica de MDA e GSH em 213 individuos
(54 CG, 91 FC e 68 NFC). O grupo CG apresentou concentracfes de MDA mais elevado e de
GSH mais baixo gquando comparado com o grupo sem neoplasia (p=0.001 e p=0.005,
respectivamente). Os genotipos de H. pylori foram avaliados em 186 pacientes (48 CG, 74 FC
e 64 NFC). A prevaléncia geral de cagE na amostra foi de 54,3% (101/186), sendo 70%
(52/74) no grupo FC, 52% (25/48) no grupo de CG e 36% (24/87) no grupo NFC. Houve
associacdo significante, mesmo ap6s analise multivariada, entre o gendtipo cagk e o grupo de
FC (OR 3,357; IC 2,026 - 9,476 95%: p=0,001) e entre homB e o grupo FC (OR 2,357; IC
95%: 1,401 — 3,961; p=0,001). Foram incluidas 46 amostras de CG cagA positivas para
avaliacdo dos sitios EPI'YA da proteina CagA. Todas as cepas avaliadas apresentaram padrdo
EPYIA-C, e aproximadamente 50% de cepas mistas. O presente estudo mostra que pacientes
portadores de cancer gastrico possuem estresse oxidativo aumentado. Os individuos FC estdo
infectados com maior prevaléncia por cepas virulentas de H. pylori, cagE e homB. Além
disso, os pacientes portadores de cancer gastrico apresentaram prevaléncia elevada de cepas
mistas de H. pylori quanto ao segmentos EPIYA C da proteina CagA. Possivelmente,
diminuir a peroxidacéo lipidica, aumentar a reserva de antioxidantes e identificar grupos de
maior risco quanto ao perfil de cepas de H. pylori podera ser importante para a prevencdo do
cancer gastrico.

Descritores: H. pylori. homB. cagE. Cancer gastrico. Familiares de cancer gastrico. Estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Gastric cancer is associated with H. pylori infection, environmental factors and genetic
predisposition. Relatives of gastric cancer patients are at increased risk to develop cancer,
possibly, due to infection by more virulent H. pylori strains and genetic predisposition associated
with pro-inflammatory cytokines, which may, in turn, result in an exaggerated inflammatory
response and oxidative stress. The aim of this study was to: 1) evaluate the oxidative stress in
dispeptic patients without family history of gastric cancer (NRC), patients with gastric cancer
(GC) and relatives of gastric cancer (RC); 2) evaluate the prevalence of the H. pylori genotypes
homA, homB and cagE in RC and NRC and determine if the cagE gene is associated with GC as
well as the pattern of cagA EPYIA phosphorylation in GC. This study was performed at the
Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC) in Fortaleza. Blood samples were collected and
centrifuged to obtain serum, in order to measure the concentration of reduced glutathione (GSH),
an anti-oxidant, and Malondealdehyde (MDA), a product of lipid peroxidation. DNA extraction
was performed in gastric biopsies, followed by PCR and electrophoresis for ureA, vacA, homA,
homB, cagA e cagE genes. The concentrations of MDA and GSH were evaluated in 213 patients
(54 CG, 91 RC e 68 NRC). The group of CG had higher MDA and lower GSH concentrations
when compared to the groups without cancer (p=0.001 and p=0.005, respectively). The H. pylori
genotypes were evaluated in 186 patients (48 CG, 74 RC and 64 NRC). The overall cagE
prevalence was 54.3% (101/186), 70% (52/74) in the RC group, 52% (25/48) in the GC group and
36% (24/87) in the NRC group. A significant and independent association was found between
the cagE genotype and the RC group (OR 3,357; IC 2,026 - 9,476 95%: p=0,001) and between
the homB genotype and the RC group (OR (OR 2,357; IC 95%: 1,401 — 3,961; p=0,001). Forty
six cagA positive samples from the GC group were included for gene sequencing to evaluate the
EPIYA phosphorylation sites of the CagA protein. All of the strains studied had an EPIYA-C
pattern and approximately 50% of the strains were mixed. This study demonstrates that patients
with gastric cancer are under higher levels of oxidative stress. The group of RC have a higher
prevalence of cagE and homB. The group of GC patients had a high prevalence of mixed strains
regarding CagA EPIYA-C phosphorylation pattern. Decreasing the lipid peroxidation, increasing
the antioxidant reserve and identifying groups at risk of infection with more virulent strains of H.
pylori may be important to prevent gastric cancer.

Key words: H. pylori. homB. cagE. Gastric cancer. Relatives of gastric cancer.Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO
1.1 Helicobacter pylori — Epidemiologia

O Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram-negativa, flagelada e
espiralada, produtora de catalase, urease e fosfolipase. A presenca de urease é fundamental
para sobrevivéncia dessa bactéria no meio acido do lumen gastrico, ja que essa enzima
catalisa a hidrdlise da uréia em amonia e dioxido de carbono, gerando um meio neutro na
regido pericelular (MOBLEY et al., 2001).

O H. pylori foi descoberto por Robin Warren e Barry Marshall em 1983 a partir de
amostras da mucosa gastrica de pacientes com ulcera. Em 1984, Marshall ingeriu concentrado
da bactéria isolada, e desenvolveu gastrite transitdria demonstrando que o H. pylori coloniza e
desencadeia processo inflamatorio no epitélio humano gastrico (MARSHALL et al., 1985).
Atualmente, diversos estudos evidenciaram o papel crucial da infec¢do por H. pylori para o
desenvolvimento de patologias gastrointestinais tais como gastrite crbnica, Ulcera péptica
(75% das ulceras géstricas e 90% ulceras duodenais), linfoma MALT (tecido linfoide
associado a mucosa) e cancer gastrico (BLASER et al., 1995 PARSONNET et al., 1991).

A infeccdo ocorre predominantemente na infancia e, se ndo tratada, pode persistir
indefinidamente (EVERHART et al., 2000). A via de transmissdo dessa bactéria ndo esta
completamente elucidada. No entanto, varios estudos evidenciam que a transmissao ocorre
através da via oral-oral (através do vomito ou, possivelmente, saliva) ou fecal-oral. S&o
considerados fatores de risco para a infeccdo, baixo nivel socioecondmico, condicBes
sanitarias e de higiene precarias, agrupamento familiar e positividade da mée e irmaos para H.
pylori (RODRIGUES et al., 2004, FIALHO et al., 2010). Na maioria dos casos, a infeccao
crébnica com H. pylori leva a uma gastrite leve. Somente 1-3% dos casos progridem para
cancer gastrico, como demonstrado em um estudo “follow up” realizado no Japdo onde foi
encontrado que, 3% dos individuos infectados com H. pylori desenvolveram cancer gastrico
oito anos depois, em contraste com o grupo ndo infectado que ndo teve nenhum caso de
cancer gastrico. (HARDBOWER; PEEK; WILSON, 2014; UEMURA et al., 2001).

H.pylori infecta aproximadamente 50% da populagdo mundial, variando de acordo
com a regido geografica estudada, além das condi¢cdes socioecondémicas de cada pais
(MARSHALL; WARREN, 1984; MATYSIAK-BUDNIK; MEGRAUD, 1997). Os paises
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desenvolvidos, de um modo geral, possuem prevaléncia de H. pylori mais baixas do que as
encontradas em paises subdesenvolvidos (ERNST; GOLD, 2000). Nos EUA, um estudo
avaliando 4145 adultos, evidenciou soroprevaléncia de H. pylori de 30.7% (GRAHAM,;
LIPSITCH; AIELLO, 2012), enquanto estudos realizados na Australia, avaliando 1335, e na
Alemanha, 2318 individuos, encontraram soroprevaléncia de 15.5% e 44.4%, respectivamente
(PANDEYA; WHITEMAN; WEX et al.,, 2011). Na China e Paquistdo, demonstrou-se
prevaléncia de 54.5% e 74.4%, respectivamente (GUO; ZHAO; ZHANG, 2011). Diversos
estudos sugerem que a prevaléncia de Helicobacter pylori no contexto mundial tem uma
tendéncia de queda tanto nos paises desenvolvidos como nos subdesenvolvidos (TONKIC et
al., 2012). Estudo realizado na Argentina, avaliando 1030 criancas encontrou que a
prevaléncia de H. pylori diminuiu de 41.2% entre 2002-2004 para 26% entre 2007-2009
(JANJETIC et al., 2011).

No Brasil, estudos realizados em Sdo Paulo e Minas Gerais, encontraram prevaléncia
de H. pylori respectivamente de 40.7% e 69.7% (ROCHA et al., 2003). Em Fortaleza, a
prevaléncia de H. pylori avaliada através do teste respiratorio em criangas assintomaticas
residentes na comunidade de baixa renda Parque Universitario, foi de 30% nas criangas aos 2
anos de idade e de 74% aos 20 anos (RODRIGUES et al., 2004), estudo do tipo “follow-up”,
realizado na mencionada comunidade e utilizando o0 mesmo método para diagnostico de H.
pylori, evidenciou que a prevaléncia de H. pylori nas criangas aumentou de 53.4% para 64.7%
apos oito anos (QUEIROZ et al., 2012). Também foi demonstrado que individuos dispépticos
e familiares de primeiro grau de pacientes com cancer gastrico atendidos no Hospital
Universitario Walter Cantidio em Fortaleza tém prevaléncia de H. pylori de 75.9% e 84.7%,
respectivamente (MOTTA et al., 2008) enquanto que pacientes portadores de cancer gastrico
apresentam uma prevaléncia de 93,1%. (LIMA et al., 2010).

1.2 Fatores de Viruléncia do Helicobacter pylori

As variacBes gendmicas das cepas de H.pylori podem ser responsaveis pela
codificagéo de diferentes fatores de viruléncia, capazes de determinar diversos tipos de lesdo
no hospedeiro (CENSINI et al., 1996).
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1.2.1 llha de patogenicidade cag

O gene cagA codifica a expressao da proteina oncogénica CagA, que é um dos fatores
de viruléncia mais importantes do H. pylori . Esse gene é marcador de uma regido no
cromossomo do H.pylori, diferente do restante do genoma da bactéria, considerado como ilha
de patogenicidade cag (PAI), e estd presente somente em algumas cepas de H. pylori
(CENSINI et al., 1996).

A ilha de patogenicidade cag-PAI codifica os componentes do sistema secre¢do do
tipo 1V, que atua como agulha e serve para injetar a proteina CagA nas células gastricas. Apés
ser injetada na célula, a proteina CagA ¢ fosforilada nos residuos de tirosina, iniciando uma
cascata de sinalizacdo celular, que inibe a apoptose, desregula a motilidade celular
estimulando a célula a se espalhar e se alongar de maneira idéntica a produzida pelo fator de
crescimento de hepatdcitos. Além disso, ativa MAP kinases, alterando a proliferacdo celular
(NAGASE; MURATA-KAMIYA; HATAKEYAMA, 2011).

A fosforilacdo da proteina CagA é de fundamental importancia do ponto de vista
bioldgico, ja que esse processo de fosforilacdo ativa preferencialmente a via SHP2/ERK, que
pode desencadear alteragdes nas células e levar a displasia, metaplasia e o cancer gastrico
(LEE et al., 2010). A proteina CagA induz também o aumento dos niveis de IL-8, uma
citocina pré-inflamatéria envolvida na gastrite decorrente da infeccdo pelo H. pylori
(CRABTREE et al., 1993).

A regido 5 do gene cagA ¢ altamente conservada, ja a regido 3’ do gene cagA
apresenta namero variavel de seqliéncias repetitivas (YAMAOKA et al, 1999, 2002, 2010).
Cada regido repetida da proteina CagA contém dominios denominados EPIYA (Glu-Pro-lle-
Tyr-Ala) A, B, C ou D, de acordo com os diferentes aminoécidos que flanqueiam a regido. A
primeira sequéncia de repeticdes é denominada EPIYA-A e EPIYA-B, que séo seguidas por
nenhum, 1, 2 ou 3 segmentos C (em cepas Ocidentais) ou por segmento D, em cepas
Orientais. Portanto, podem ser classificadas como ABC, ABCC ou ABCCC ou ABD
(HATAKEYAMA et al., 2004). Diferengas na regido 3' do gene cagA podem estar

relacionadas a diferentes processos patologicos.

A presenca de cepas EPI'YA-D ou com maior numero de segmentos C foi associado
com maior atividade da fosfatase SHP-2 (HIGASHI et al., 2002; NAITO et al., 2006).
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Estudos clinicos tém sugerido que o nimero dessas repeticbes C, bem como a presenca de
EPYIA-D, esta associado com o desenvolvimento de cancer gastrico (JONES et al. 2009). In
vitro, alguns estudos demonstraram ainda que cepas EPYIA D induziram maior producao de
IL-8, uma citocina proinflamatdria, quando comparados com cepas EPYIA C (KIM SY et al.,
2006).

Estudo brasileiro realizado em Minas Gerais confirmou essa hipdtese e encontrou que
0 numero de sitios EPIYA-C da proteina CagA estava associado com o cancer gastrico e
gastrite atrofica, mas ndo com Ulcera duodenal (BATISTA et al., 2011). Em Fortaleza, estudo
comparando o perfil dos sitios EPIYA-C da proteina CagA de cepas de H.pylori entre
familiares de pacientes com cancer gastrico com pacientes sem histéria familiar, demonstrou
que esses individuos sdo colonizados por cepas mais virulentas de H. pylori, que possuem
maior numero de repeticdes C, evidenciando a importancia de aprofundar estudos nesse grupo
de pacientes (QUEIROZ et al., 2012). N&o existe nenhum trabalho avaliando o nimero de

repeticbes de EPYIA em pacientes com cancer gastrico no Nordeste do Brasil.

Figura 1. Polimorfismos estruturais da proteina CagA
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Além do gene cagA, outros importantes fatores de viruléncia sdo os genes cagE, cagG,
cagH, cagl, cagL e cagM. Ja os genes cagT e cagY sdo importantes para a formacdo de uma
estrutura similar a uma agulha, necesséria para injecdo de CagA na célula (CENSINI et al.
1996, PACHATHUNDIKANDI; BACKERT, 2013). Estudo realizado no Sudeste do Brasil
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evidenciou associacdo entre os genotipos cagM, cagT, cagA e LEC (regido terminal esquerda
da ilha de patogenicidade cag) com doenca ulcerosa péptica, enquanto outro estudo
subsequente do mesmo grupo associou 0 gene LEC com cancer gastrico (MATTAR et al.,
2007, 2010).

Gene cagE

O gene cagE (cytotoxin associated gene E) localizado na extremidade direita da
cag-PAIl codifica proteinas que compdem o sistema de secrecdo tipo IV. Alguns estudos
demonstram que esse gene € responsavel pelo aumento da secrecdo de IL-8 (SU et al., 2003;
TOMASINI et al., 2003) sendo associado, ao desenvolvimento da Glcera péptica (ERZIN et
al., 2006) e cancer gastrico em algumas regides (ERZIN et al., 2006; LIMA et al., 2010).
Estudo realizado em Fortaleza encontrou significante associacdo entre a presenca desse gene e
doenca ulcerosa péptica (OLIVEIRA, 2014).

1.2.2 VacA

A citotoxina A vacuolizante, VacA, é um dos fatores de viruléncia mais estudados
depois da proteina CagA. Essa citotoxina entra na célula gastrica por endocitose, ocasionando
vacuolizacdo citoplasmatica, formacdo de um canal idnico na membrana mitocondrial,
liberacdo do citocromo C da mitocdndria (causando apoptose celular) e ativacdo da cascata
pré-inflamatoria (ATHERTON et al., 2006). VVacA pode ainda inibir a ativacéo e proliferacéo
de linfécitos T (GEBERT et al., 2003).

Diferentemente do gene cag, todas as cepas de H. pylori possuem o gene vacA. No
entanto, somente 50% das cepas produzem a proteina VacA, sendo a presenca dessa proteina
associada a variacOes na estrutura do gene vacA localizados principalmente na regido de sinal
(sl e s2) e na regido média (m1 e m2) (ATHERTON et al., 1995). As cepas produtoras da
proteina VacA sdo encontradas com maior frequéncia em pacientes portadores de cancer
gastrico, quando comparado com pacientes com gastrite (MIEHLKE et al., 2000). Estudos in
vitro demonstraram que a cepas de H. pylori mais citotdxicas sdo as slml, seguidas das cepas

s1lm2 , as cepas s2m2 ndo possuem citotoxidade (LETLEY et al., 1999).
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1.2.3 Proteinas da membrana externa do H. pylori

H. pylori difere da maioria das bactérias Gram-negativas por apresentar varias
proteinas de membrana externa, sem que exista uma Unica proteina predominante. Exemplos
de proteinas da membrana externa do H. pylori incluem, BabA, Hom SabA, HopB, HopB, e
OipA. Essas proteinas sdo importantes para o processo de aderéncia bacteriana, que é
essencial para determinar se ocorrera colonizacdo do H. pylori na mucosa gastrica. Varios
estudos corroboram essa hipdtese e demonstram associacdo dessas adesinas com afeccGes
gastricas (OLEASTRO; MENARD, 2013).

O fator de aderéncia blood group antigen adhesin (babA) ligado ao grupo sangiiineo
Lewis® encontrado nos antigenos do grupo sanguineo A, B e O, que s&o expressos nas células
gastricas e nas mucinas, foi a primeira adesina da bactéria H. pylori a ser identificada
(ASPHOLM-HURTIG et al., 2004).

A aderéncia bacteriana mediada por BabA é um potenciador do sistema secretério do
tipo 1V, descrito anteriormente, e acarreta 0 aumento da transcri¢cdo génica com consequente
elevacdo da expressdo de mediadores inflamatorios e desenvolvimento de metaplasia

intestinal e lesGes pré-malignas (ISHIJIMA et al., 2011).

A proteina HomB da membrana externa do Helicobater (Hom) é codificada pelos
genes homB e homA (90%) de similaridade de nucleotideos, em relacdo ao gene homB).
Ambos os genes podem estar presentes em dois loci conservados como uma copia Unica ou
como coépia dupla. Portanto, as cepas de H. pylori podem ter somente um gene homA ou
homB, com o outro locus vazio (homA/- ou homB/-), duas copias de homA (homA/homA) ou
homB (homB/homB); uma copia Unica de cada gene (homA/homB) ou nenhum desses genes ( -
/-), como ilustrado na Figura 2. Estudo in vitro, demonstrou um aumento da secregéo de IL-8
em células gastricas e aumento da adesdo bacteriana na presenca da proteina HomB
(OLEASTRO et al., 2009). Estudos realizados em Portugal evidenciaram associacdo entre a
presenca do gene homB e o desenvolvimento de Ulcera gastrica, enquanto outros estudos
realizados na Colémbia, EUA e Iran encontraram associacdo desse gene com cancer gastrico
(ABADI et al., 2011; JUNG et al., 2009; OLEASTRO et al., 2009). Tais achados evidenciam
gue o gene homB pode ser utilizado como possivel marcador de viruléncia da bactéria. No

Brasil, estudo em Fortaleza evidenciou uma associacdo significativa entre a presenca do
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gendtipo homB e ulcera péptica (BRAGA-NETO, 2013), semelhante ao que foi encontrado

em Portugal.

Figura 2. Geno6tipos homA e homB do H. pylori.
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Fonte: KANG et al., Journal of Clinical Microbiology. 2012
1.3 H. pylori e Cancer gastrico

Apesar de atualmente haver uma diminuicdo da incidéncia de cancer gastrico, ele
permanece como a quarta neoplasia mais comum e a terceira causa de morte relacionada a
cancer, com mais de 700.000 mortes por cancer no mundo. Aproximadamente 70% dos casos
ocorrem em paises subdesenvolvidos (FORD et al., 2014). A maioria dos casos ocorre entre
50-70 anos de idade e o cancer gastrico em jovens é considerado raro, entre 2-13,5% dos
casos (ISOBE et al., 2011; KONG et al., 2012). No Brasil, a incidéncia de cancer gastrico
varia de regido para regido e estudo mostrou uma tendéncia de declinio nas regifes Sul,
Sudeste e Centro-Oeste, e um aumento nas regides Norte e Nordeste (AMORIM et al., 2014).
Segundo dados divulgados pelo Instituto Nacional do Céancer sobre o cancer gastrico, no
Ceard, o risco estimado para casos novos de cancer de estdmago foi de 17,23 para homens (o
terceiro maior do pais) e 10,43 para mulheres (o maior para o sexo feminino), comparando-se
com as taxas para a regido nordeste de 10,25 e 6,39, respectivamente (INCA, 2014).

A infeccdo por H. pylori é o fator de risco mais importante para o desenvolvimento do

cancer gastrico, sendo considerado pela Organizacdo Mundial de Saude com um carcindégeno
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tipo 1 (TAYLOR et al., 1991). Estudos apontam que 90% dos casos de cancer gastrico do tipo
ndo-cardia sdo causados pelo H. pylori. Além da infeccdo por H. pylori, a presenca de cepas
mais patogénicas cagA positivas, fatores ambientais, como dieta rica em sal, defumados,
alimentos condimentados, tabagismo, &lcool e fatores genéticos do hospedeiro, como
polimorfismo de genes das citocinas IL1, TNF-alpha, IL-8, IL-10 e interferon gamma e
historia familiar positiva, conferem maior risco para o desenvolvimento de cancer gastrico
(BLASER et al., 1998, ZAMBON et al., 2003).

Varios estudos avaliando familiares de primeiro grau de pacientes com cancer gastrico
evidenciaram maior risco para o desenvolvimento de cancer gastrico do que amostra
populacional sem historia familiar (LA VECCHIA et al., 1992; PALLI et al., 1994; SHIN et
al., 2010). Tem sido sugerido que o risco aumentado nesse grupo de pacientes pode estar
associado, além dos fatores genéticos, a exposicao similar de dietas e infecgcdo por cepas de H.
pylori mais virulentas no grupo familiar, uma vez que essa bactéria pode ser transmitida entre
individuos, e que essa transmissdo ocorre principalmente durante a infancia (RODRIGUES et
al., 2004).

Estudo realizado no Hospital Walter Cantidio, em Fortaleza, avaliando 104 familiares de
pacientes com cancer gastrico e 118 pacientes com dispepsia sem histéria familiar dessa
neoplasia, encontrou além da alta prevaléncia da infeccdo pelo H. pylori em ambos os grupos,
84,7% versus 75,9% respectivamente, maior prevaléncia de lesdes precursoras do cancer
gastrico nos familiares de cancer, como displasia e um paciente com cancer gastrico na fase
inicial. O padréo de gastrite mais encontrada nos familiares foi a pangastrite e gastrite de corpo
associada a presenca de foliculos linféides, padrdo esse de maior risco para a carcinogénese
gastrica (MOTTA et al., 2008). Em um outro estudo comparando o nimero de sitios EPIYA-C
da proteina CagA em familiares e ndo familiares, foi observado que os familiares estdo
significantemente mais colonizados com cepas de H. pylori cagA com maior nimero de
EPIYA-C e vacslml, demonstrando que esses pacientes sdo infectados com cepas mais
virulentas de H. pylori o que pode contribuir para aumentar o risco de céncer gastrico
(QUEIROZ et al., 2012)

Varios fatores genéticos do hospedeiro podem estar envolvidos diretamente no
desenvolvimento do cancer gastrico bem como, indiretamente, através da interacdo entre o H.
pylori e o organismo. Dentre os fatores genéticos, polimorfismos de genes de citocinas
inflamatorias foram amplamente estudados em diversas populagBes. A citocina pro-
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inflamatdria IL-1p foi a mais estudada, devido ao seu papel fundamental durante a infecgado
por H. pylori, além de ser um potente inibidor da secrecdo acida no estomago (EL-OMAR et
al., 1997). Polimorfismos genéticos que elevam a secre¢do de IL-1B em cancer gastrico ou
lesbes precursoras for evidenciado em diversos grupos populacionais, como pacientes do
México, Portugal, EUA e Japdo, fortalecendo a associacdo dessa citocina com o
desenvolvimento de cancer gastrico (EL-OMAR et al., 2003; FURUTA et al., 2002; GARZA-
GONZALEZ et al.,, 2003; MACHADO et al.; 2001). No Brasil, estudo evidenciou que
polimorfismos da IL1RN foram associados com maior risco de desenvolvimento de cancer
géstrico (ROCHA et al., 2005). Alem da IL-1, tem sido demostrado que o H. pylori desregula
a proteina claudina-4 (uma das proteinas da juncdo de oclusdo do epitélio gastrico), através da
ativacdo do IL-1R que ativa a Rho kinase (LAPOINTE et al., 2010; PERSSON et al., 2011).
Outros estudos evidenciaram niveis mais elevados de TNF-a, IL-1 e IL-8 em células gastricas
expostas a H. pylori cagA-positivo (PEEK et al., 1995). Em concordancia, estudos associaram
polimorfismo genético nos genes de outras citocinas, como TNF-alpha, IL-6, IL-8 e 1L-10
como o desenvolvimento de cancer gastrico (EL-OMAR et al., 2003; SAVAGE et al., 2004).

A mucosa gastrica sofre intensa modificacdo epigenética durante o desenvolvimento
de gastrite induzida por infeccdo. Em pacientes infectados por H. pylori, 0 gene MGMT, que
codifica a proteina de reparo de DNA O-6-metilguanina metiltransferase, se encontra
hipermetilado, diminuindo sua expressdo e aumentando a mutagénese em células epiteliais
gastricas (SEPULVEDA et al., 2010). Estudos evidenciaram que o H. pylori pode inibir genes
de supressdo tumoral tanto em humanos como em modelos experimentais, como o fator trefoil
(TFF1) do antro gastrico, que funciona como um gene de supressdao tumoral. Outro fator de
supressdo tumoral membro da familia trefoil, o TFF2 tem sua expressdo diminuida no cancer
gastrico do tipo intestinal. Trabalhos experimentais demonstraram que a infeccdo por H.
pylori reduz a expressao do TFF2, através da metilacdo da regido promotora do gene, e de
genes como p53 e p27 (PETERSON et al., 2010). No entanto, estudos evidenciaram que,
mesmo na auséncia de H. pylori, a exposi¢do a elevados nives de N-metil-N-nitrosuréia
ocasionou repressao do gene TFF1, e que em camundongos infectados, apesar de ocorrer
repressao desse gene, quando foram expostos concomitantemente a N-metil-N-nitrosuréia, a
repressdo foi maior, ressaltando a importancia de fatores ambientais e da dieta na patogénese
do cancer gastrico (TOMITA et al., 2011).
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1.4 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio, tais como anions superoxidos (Oy), peréxido de
hidrogénio (H,0,), radicais hidroxila (OH) e &cido hipocloroso sdo produzidas a partir do
metabolismo celular normal e quando em concentragdes baixas ou moderadas sé@o importantes
para combater infeccdo por diversos patdgenos. No entanto, em altas concentracGes podem

ocasionar lesdo tecidual através de processo oxidativo (KIM et al., 2012).

A formacdo endogena de espécie reativa de oxigénio ocorre em diversos
compartimentos intracelulares tais como a mitocondria, reticulo endoplasmatico e
peroxissomos. Nessas organelas ocorrem varias reacdes enzimaticas que resultam da
formacdo de radicais livres. A mitocdndria é considerada a principal fonte desses radicais
(BALABAN et al., 2005). As enzimas mais importantes envolvidas nesse processo sdo a
NADPH oxidase (presentes em fagdcitos como mondcitos, macrdéfagos, eosindfilos e
neutrdfilos), xantina oxidase (presente principalmente no figado e no intestino delgado),
lipoxigenases, mieloperoxidases (localizadas em lisossomos de neutréfilos, mondcitos e
macrofagos), 6xido nitrico sintase e cicloxigenase (KULKARNI et al., 2007). Fontes
exogenas ou ambientais de espécie reativa de oxigénio incluem: radiacdo, quimioterapia,
tabagismo, dieta, consumo de &lcool e medicamentos (RILEY et al., 1994; HALLIWELL et
al., 1994).

Com o acumulo de espécies reativas de oxigénio, ocorre uma cascata de eventos
biocelulares que podem contribuir para o desenvolvimento de diversas patologias, incluindo o
cancer. O processo se inicia com alteracdo de DNA, proteinas e peroxidagéo lipidica, levando
a uma alteracdo da regulacdo génica, perda da capacidade de reparo do DNA e mutacdes
genéticas. O conjunto desses processos altera a proliferacdo, diferenciacdo celular e morte
celular programada (apoptose) e acarreta lesdo tecidual, predispondo o desenvolvimento de
patologias. Ulceras gastroduodenais, gastrite induzida por H. pylori, esofagite, doenca
inflamatdria intestinal e neoplasias sé@o exemplos de patologias gastrointestinais associadas ao
estresse oxidativo exagerado (BHATTACHARYA et al., 2014).

A peroxidacao lipidica é uma forma de estresse oxidativo derivado da auto-oxidacdo
de &cidos graxos presentes na membrana das células. O Malondialdeido (MDA), um dos
produtos finais formado durante o processo de peroxidacdo lipidica dos fosfolipidios da

membrana celular, é liberado no espaco extracelular e, consequentemente, no sangue
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(DALLE-DONNE et al., 2006; DRAPER et al., 1990). Diversos estudos demonstraram
concentracfes elevados de peroxidacdo lipidica em pacientes portadores de neoplasias,
incluindo o cancer gastrico (BAKAN et al., 2002; KILIC et al., 2014). No entanto, esse é um
ponto controverso, uma vez que, outros pesquisadores encontraram niveis séricos de MDA
mais baixos no grupo de pacientes portadores de cancer gastrico quando comparado com o
grupo controle (MA et al., 2013; KHANZODE et al., 2003).

Numa tentativa de controlar os danos causados pela producdo exagerada de espécies
reativas de oxigénio, 0 organismo possui um complexo sistema enddgeno antioxidante de
defesa, composto por mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos. A ingestdo exdgena de
nutrientes também é um fonte importante de antioxidantes. Os principais mecanismos
enddgenos enzimaticos sdo: superdxido dismutase, glutationa redutase, glutationa peroxidase,
heme-oxigenase e catalase . Ja 0s mecanismos ndo enzimaticos incluem: glutationa,
tioredoxina e melatonina. Exemplos de antioxidantes exdgenos sdo: vitamina A, vitamina C,
vitamina E, zinco, cobre, manganés e ferro (BHATTACHARYA et al., 2014).

A glutationa, um tripeptidio composto por glutamato, cisteina e glicina, € um dos
principais antioxidantes do nosso organismo, sendo encontrada na maioria das vezes na sua
forma reduzida (GSH). O sistema glutationa é composto por trés enzimas principais:
glutationa redutase, glutationa peroxidase, e glutationa transferase, A glutationa redutase,
converte a glutationa oxidada, na forma de glutationa dissulfidio (GSSG), em glutationa
reduzida (GSH), sendo de fundamental importancia para proteger as hemacias e membranas
celulares do estresse oxidativo. A glutationa peroxidase (GPX), converte a glutationa reduzida
em glutationa oxidada. De forma concomitante, esse reagdo converte peroxido de hidrogénio
(H.0,) em agua (H,O) e hidroperoxidos lipidicos em alcools estaveis. Existem oito
isoenzimas glutationa peroxidase, sendo a GPX2, previamente denominada GPX2-GI por ter
sido inicialmente descrita no trato gastrointestinal, a principal linha de defesa contra o estresse
oxidativo induzido por processos inflamatorios e infecciosos (CHU et al., 1993, 2004). Além
disso, a GPX2 protege o intestino das hidroperoxidases presentes nos alimentos (WINGLER
et al., 2000).

O papel da glutationa nos processos neoplasicos ainda ndo esta bem definido, tendo
sido relatado em alguns estudos concentracGes significantemente mais baixas de glutationa

reduzida em pacientes portadores de neoplasias quando comparado com controles (SHIRIN;
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PINTO; MOSS, 2003; ARIVAZHAGAN et al., 2007; BAROUDI et al., 2013), enquanto em
outros as concentragdes estdo elevadas (RAY etal., 2000; NOMANI et al., 2005).

O papel do H. pylori nas lesdes gastrointestinais tem sido motivo de varios
estudos, porém ainda ndo estd bem definido a sua associacdo com 0 processo estresse
oxidativo. Producdo de espécies reativas de oxigénio induzida pela presenca de H. pylori tem
sido demonstrada in vitro, assim como aumento da concentracdo na mucosa gastrica de
marcadores de estresse oxidativo (RAMARADO et al., RAMARAO; GRAY-OWEN; MEYER,
2000; BAIK et al., 1996). A infeccdo cronica por H. pylori pode induzir estresse oxidativo e
acarretar, possivelmente, lesdo na mucosa gastrica, predispondo ao desenvolvimento de
patologias gastrointestinais mais graves. Além disso, trabalho in vitro, utilizando células
gastricas, evidenciou que a infeccdo por H. pylori aumentou os niveis de GSH inicialmente,
mas, apos 24 horas de exposicdo, depletou completamente os niveis de glutationa, achados
que também foram corroborados em outros estudos (NAGASE; MURATA-KAMIYA,;
HATAKEYAMA, 2011; OBST et al., 2000; SHIRIN; PINTO; MOSS, 2003). Ao avaliar as
concentragfes de glutationa na biopsia gastrica de 19 amostras positivas para H. pylori e de
38 negativas, 0s autores encontraram niveis significantemente mais baixos nos pacientes
infectados, sugerindo que a bactéria pode modular o estresse oxidativo diretamente ou

indiretamente, através de processo inflamatério crénico (SHIRIN et al., 2003).

Uma associacdo positiva entre infeccdo por H. pylori em portadores de cancer
gastrico com estresse oxidativo tem sido descrita (GOTO et al., 1999), contudo outros estudos

ndo encontram essa associacdo (MA et al., 2013) sendo esse ainda um ponto controverso.

1.5 Justificativa

Estudos prévios realizados em Fortaleza tém demonstrado alta prevaléncia tanto de
cancer gastrico quanto de H. pylori. O cancer gastrico € uma patologia multifatorial, estando
associada a infeccdo pelo H. pylori, predisposic¢ao geneética do individuo, alteracéo do estresse

oxidativo dentre outros.

Existem poucos estudos avaliando o estresse oxidativo em pacientes com céancer
gastrico e estes apresentaram resultados controversos, sendo importante avaliar qual o papel
de alguns marcadores do estresse oxidativo em pacientes portadores de neoplasia gastrica no

Nordeste do Brasil. Além disso, ainda ndo foi avaliado se os familiares de cancer ja teriam
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alteragcdes quanto aos niveis de estresse oxidativo quando comparado a pacientes portadores

de cancer gastrico e controles sem histdria familiar dessa neoplasia.

Familiares de primeiro grau de cancer gastrico possuem maior risco de desenvolver
essa neoplasia, tendo sido demonstrado que esses individuos estdo colonizados com cepas de
H. pylori com maior patogenicidade em relacdo a presenca de numero de sitios de
fosforilagdo EPIYA-C da proteina CagA. Portanto é importante avaliar outros possiveis
marcadores de viruléncia nesse grupo de individuos tais como homB e cagE, uma vez que,
estudos previos, realizados pelo presente grupo, demonstraram que esses genes estdo

associados com afeccdes gastrointestinais.

Apesar de ter sido avaliada a prevaléncia do gene cagE em pacientes portadores de
cancer gastrico em estudos prévios realizados em Fortaleza, nao foi avaliado se o gene cagE
estd associado a essa neoplasia. Além disso, o padrao de distribuicdo dos sitios de fosforilacao
EPYIA da proteina cagA em cepas provenientes de pacientes portadores de cancer gastrico
ndo foi avaliado no Nordeste do pais, sendo  portanto, importante estudar mais

detalhadamente esses marcadores de viruléncia nessa regido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o estresse oxidativo e genotipos de viruléncia de cepas de H. pylori provenientes de
pacientes portadores de cancer gastrico, seus familiares de primeiro grau e dispépticos sem

historia familiar dessa neoplasia.

2.2 Objetivos Especificos

Averiguar se existe diferenca entre as concentraces séricas dos marcadores de
estresse oxidativo, glutationa reduzida (GSH) e Malondialdeido (MDA) entre individuos
portadores de cancer gastrico, ndo portadores dessa neoplasia, e em individuos familiares de

cancer gastrico e dispépticos sem historia familiar de cancer.

Avaliar se existe correlacdo entre concentracao sérica de GSH e MDA e a infeccdo do

H. pylori.

Determinar se ha diferencas entre as amostras de H. pylori provenientes de individuos
familiares de primeiro grau de cancer e dispépticos sem histéria familiar dessa neoplasia e

cancer gastrico com relagéo ao fator de viruléncia cagE.

Avaliar se as amostras de H. pylori provenientes de individuos familiares de primeiro
grau de cancer e dispépticos sem histdria familiar dessa neoplasia, sdo diferentes com relagéo
aos fatores de viruléncia homB e homA.

Avaliar o padréo dos sitios de fosforilacdo EPI'YA da proteina CagA em pacientes

portadores de cancer gastrico.



31

3METODOLOGIA
3.1 Casuistica

O presente estudo foi realizado no Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC) da Universidade Federal do Ceara, submetido a andlise e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa — CEPE — desse Hospital (Anexo A). Todos os pacientes assinaram termo
de consentimento informado (Apéndice A). Foi aplicado questionario padronizado (Apéndice
B) onde foram contemplados varios aspectos relacionados a idade, género, procedéncia,
habitos alimentares, tabagismo, etilismo, sintomas gastrointestinais, historia familiar de

cancer gastrico, uso de antibiéticos, medicamentos anti-secretores, entre outros.

Foram convidados a participar do estudo pacientes com diagndstico de cancer
gastrico ndo-cardia confirmados através de histopatologia, seus familiares de primeiro grau
(pai, mae, irmdos) e pacientes dispépticos acompanhados no ambulatério de
Gastroenterologia do HUWC sem historia de cancer gastrico na familia. Os familiares de
cancer gastrico foram denominados de FC e os nao familiares de NFC. Os fragmentos de
bidpsia foram obtidos através de endoscopia nos pacientes NFC e FC , e nos portadores de

cancer gastrico através de cirurgia.

O estudo do estresse oxidativo, avaliado através de concentracfes séricas de
MDA e GSH, foi realizado em 213 individuos, sendo 54 pacientes portadores de cancer
gastrico, 91 FC e 68 NFC. Nesse grupo, foi obtido biopsia gastrica para analise de H. pylori
por urease e PCR ureA em 114 individuos ndo portadores de cancer (75 FC e 39 NFC) e 54

portadores de cancer gastrico.

Para avaliacdo dos genotipos de H. pylori, foram incluidos individuos atendidos
no Servico de Gastroenterologia do HUWC que fossem H. pylori positivo (74 FC e 64 NFC e
48 CG), independentemente de terem realizado coleta de sangue para o estudo do estresse
oxidativo, uma vez que, néo foi objetivo desse estudo avaliar se existia associagdo entre

estresse oxidativo e fatores de viruléncia de H. pylori.

3.2.1 Selecao dos pacientes

Os pacientes foram incluidos de acordo com o seguinte critério: idade minima de 18

anos, individuos portadores de cancer gastrico distal confirmado através de exame
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histopatolégico, familiares de primeiro grau de cancer independente de apresentarem ou nédo
sintomas de dispepsia, dispépticos com indicacdo de endoscopia digestiva alta, sem historia

familiar de cancer gastrico.

Foram critérios de exclusdo: doenca ulcerosa péptica, gravidez ou lactacdo, pacientes
que ja foram tratados para H. pylori, individuos que realizaram cirurgia prévia de ressec¢do
gastrica ou vagotomia, ou portadores de sindrome de Zollinger-Ellison, estenose pildrica,

insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia cardiaca congestiva.
3.3 Desenho do estudo
Estudo observacional, transversal, analitico.

3.4 Procedimento

3.4.1 Coleta de Sangue

Pra realizar a dosagem da concentragdo serica de GSH e MDA, foi coletado sangue de
veia periférica (5mililitros) em tubo sem anticoagulante, utilizando o sistema Vacutainer. As
amostras foram processadas por centrifugacdo a 25°C, 2.000 rpm por 15 minutos, para

obtencdo de soro e estocados a —70°C.
3.4.2 Determinacédo da concentracdo sérica da Glutationa reduzida (GSH)

A concentracdo sérica de GSH foi realizada através de ensaio para determinacdo de
grupos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH), como descrito anteriormente (SEDLAK;
LINDSAY, 1968). Utilizou-se 100 ul de soro, no qual foi adicionado 80 pl de agua destilada e
20 pl de acido tricloroacético a 50% para precipitagdo das proteinas. Depois dessa etapa, o
material foi centrifugado por 15 minutos em rotacdo de 3000 rpm a uma temperatura de 4°C.
Em seguida, novas aliquotas de 200 pl do sobrenadante foram misturadas com 200 pl de
tampdo TRIS com concentragdo de 0.4 M, pH 89 e com 5 ul de 5,5-ditiobis-2-acido-
nitrobenzdico (DTNB) e colocadas no vortex por 40 segundos. A absorbancia foi entéo
determinada a 412 nm. A concentragdo de GSH foi expressa em umol/ml de soro a partir de

uma curva padrao.
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3.4.3 Dosagem sérica da concentracdo de Malondialdeido (MDA)

A concentracdo sérica de MDA, um dos produtos da peroxidacdo lipidica, foi
determinada por meio de ensaio colorimétrico conforme orienta¢des do fabricante do Kit de
peroxidacéo lipidica-MDA (Sigma, MAKO085). Inicialmente, 3,33 pl de soro foi colocado em
microtubo contendo 166,6 pl de acido sulfurico (H.SO4, 42nM), sendo homogeneizado
levemente. Em seguida, adicionou-se 41,6 ul de acido fosfotlngstico; a solucédo foi misturada
com auxilio de um vortex e incubada em temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (13000 g, 5 minutos 4°C). Ap0s essa etapa, 0
sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspenso com solucdo de BHT (0,66 pl de BHT:
33,3 pl de H,0 ultrapura) e, essa solucéo, transferida para um novo microtubo contendo 32,6
ul de agua ultrapura. Antes de formar o complexo TBA(&cido tiobarbitirico)-MDA, a curva
padréo foi preparada adicionando em um microtubo 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 pul de MDA
(2mM) para um volume total de 200 pl correspondendo, respectivamente, as seguintes
concentracdes de MDA: 0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 nM. Apos esta etapa, adicionou-se 200 pl de
TBA em cada microtubo contendo as amostras e padrdes, em seguida foram incubadas no
banho-maria a 95°C por 60 minutos Decorrido este tempo, as amostras foram colocadas no
gelo por 10 minutos. Posteriormente, 200 pl de cada reacéo foi pipetada na placa de ELISA e
a absorbancia determinada a 532 nm. A concentracdo sérica total de MDA foi expressa em
nM/ul.

3.4.4 Colheita de fragmentos de mucosa gastrica

Os exames endoscopicos foram realizados no Servico de Endoscopia do HUWC
seguindo um mapa de bidpsia. Cinco fragmentos de mucosa géastrica foram colhidos na
pequena curvatura do antro e na grande curvatura do corpo gastrico para realizacdo do teste da

urease pré-formada, estudo histopatologico e biologia molecular.

Para o diagndstico de gastrite endoscopica, foi utilizada a classificagdo de Sydney,
considerando os achados de edema, enantema, friabilidade, exsudato, erosbes planas e
elevadas, nodosidade ou micronodularidade, hiperplasia ou atrofia de pregas, aumento da

trama vascular submucosa ou presenca de sangramento intramural (MISIEWICZ et al., 1990).

A colheita de tecido gastrico dos pacientes portadores de cancer gastrico distal foi

realizada no centro cirurgico do HUWC. Esses fragmentos foram colhidos da regido préxima



34

ao tumor, na pequena curvatura do antro e na grande curvatura do corpo gastrico. O
diagnostico histopatologico do tumor foi realizado segundo a classificacdo de Lauren
(LAUREN 1965).

Os fragmentos da mucosa gastrica foram devidamente armazenados em freezer a -70
graus Celsius. A analise histopatoldgica foi realizada no Departamento de Patologia e

Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard — UFC.

3.4.5 Deteccao de H. pylori

O diagnostico do H. pylori foi avaliado através da deteccdo indireta pelo teste da
uréase associado a pesquisa direta através da analise histopatologica apds coloracdo pela
hematoxicilina-eosina e giemsa e por PCR (ureA). A amostra foi considerada positiva quando

H. pylori foi detectado por pelo menos dois métodos.

O teste da urease pré—formada é realizado na sala da endoscopia. Resumidamente, o
fragmento de bidpsia da mucosa géstrica é colocado em tubo contendo ureia e indicador de
pH. Quando a bactéria estd presente no tecido gastrico a enzima urease, presente na bactéria
H. pylori, quebra a uréia havendo formacdo de bicarbonato, o que torna o meio alcalino.
Como na solucéo existe um indicador de pH (fenol vermelho), o0 meio que antes era amarelo
tornar-se- & vermelho. O teste da urease € considerado positivo quando houver mudanca da

coloragdo da solugdo de “amarelo” para “vermelho” em um periodo de 24 horas.
3.4.6 Extracdo do DNA de H. pylori em tecido de biopsia géstrica

DNA da mucosa géstrica foi extraido usando o Qlamp (QIAGEN, Hilden, Germany) kit
de acordo com as instru¢des do fornecedor. A concentracdo de DNA foi determinada por
espectofotometria usando o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, NC, USA) e
armazenado a -20°C ate o uso. O DNA extraido foi utilizado para a amplificacdo dos
determinados gendtipos a partir das sequéncias de nucleotideos (primers) especificos (Tabela
1). Resumidamente, foram colocados 5,0uL do DNA extraido em tubos especificos e
adicionados os reagentes: 12,5uL da enzima Tag-DNA polimerase GoTaq green®, que
catalisa as reagoes; 2,5uL dos “primers” especificos para cada gene. A amplificacdo do DNA
foi realizada em termociclador, GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), obedecendo o protocolo de ciclos especificos para cada gene estudado
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Tabela 2. O DNA amplificado foi colocado em gel de agarose a 2% e corado com Brometo

de Etidio. O gel foi submerso em tampdo TAE (Promega®), e as amostras de DNA foram

adicionadas ao gel para observacdo das bandas de nucleotideos do DNA de H. pylori. O gel

foi submetido a corrida eletroforética a 100V por 40 minutos. Ap6s a corrida, o gel foi

revelado em maquina fotografica reveladora eletrdonica de ultravioleta (Bio-Rad, CA. -

USA®) para visualizacdo dos pares de bases.Além do peso molecular, em cada gel foi

colocado um controle positivo e negativo.

A Tabela 1 apresenta a sequéncia de acido nucléico usada na amplificacdo dos genotipos

estudados, e a Tabela 2 os ciclos de amplificacdo para cada gene.

Tabela 1: Primers usados na amplificagdo dos gendtipos estudados, Fortaleza Ce, 2015

Primer

ureA—-F
ureA—-R
cagA — F
cagA - R
cagE - F
cagE — R

homA/B —
F

homA/B —
R

A e o Pares de A
Sequéncia (5" - 3") base Referéncia
GCCAATGGTAAATTAGTT i1 Clayton et al.,
CTCCTTAATTGTTTTTAC 1992
ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGGGA

298 Kelly et al., 1994
TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT
TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC

498 Sozzi et al., 2001
GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC
AGAGGGTGTTTGAAACGCTCAATA homA -128

Oleastro et al.,
2006

GGTGAATTCTTCTGCGGTTTG homB - 161

Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 2: Ciclos de amplificacdo para os gene ureA, CagE, cagA, Hom , Fortaleza Ce,
2015.

Desnaturacéo B _ Extenséo o
Gene o Desnaturacgédo/ Anelamento/ Extensao ] Referéncia
inicial Final

(Amin - 95°C/ 1min - 45°C/ 1min - 72°C) ~ 5min - Clayton et
ureA 5min - 95°C 33x 72°C al., 1992

Imin30s -  (Imin - 94°C/ 1min - 55°C/ 2min - 72°C)  7min-  Atherton et

cagA 94°C 39x 72°C al., 1995
1min30s - (Imin - 94°C/ 45s - 53°C/ 45s - 72°C) 7min-  Sozzietal.,
cagE 94°C 35X 72°C 2001
7min-  Oleastro et

homA/B  5min-95°C  (30s-95°C/30s - 60°C/ 17s - 72°C) 35x 72°C al., 2006

3.4.7 Genotipagem para ureA

A presenca do gene ureA de H. pylori foi avaliada de acordo com a metodologia
previamente descrita (CLAYTON et al., 1992). A cepa padrdo Tx30a de H. pylori foi usada
com controle positivo e uma cepa de E. coli e 4gua destilada foram usados como controle

negativo. O gene ureA foi detectado por tratar-se de um marcador da presenca do H. pylori.
3.4.8 Genotipagem para homA e homB

A identificacdo da presenca do gene homA e/ou homB foi detectada por PCR usando os
primers homA/B — F e homA/B — R descritos na Tabela 1, que resultou num produto de pares
de base de 128, denotando a presenca de homA gene, e de 151 a 161, denotando a presenca do

gene homB.
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3.4.9 Amplificacéo do gene cagA e cagE

A genotipagem para cage foi realizada conforme TOMASINI et al., (2003),
utilizando os primers e os ciclos de amplificacdo conforme descrito na Tabela 1 e Tabela 2,

respectivamente.

O gene cagA foi amplificado utilizando-se dois pares de primers como previamente
descrito (KELLY et al.,1994). Os primers utilizados estdo listados na Tabela 1. A cepa de H.
pylori (1010-95), sabidamente positiva para o gene cag, foi usada como controle positivo,

enquanto a cepa Tx30, negativa para o gene cag, foi usada como controle negativo.

3.4.10 Amplificagdo e sequenciamento da regido variavel 3" do gene cagA

Para a amplificacdo da regido variavel, que contém o segmento EPYIA, foi adicionado
20 a 100mg de DNA a uma solucao tampédo 1% de Taq DNA polimerase (50mM and Tris-
HCL 10mM), 1.5mM MgCl,, 100uL de cada deoxinucleotidio, 1.0 U Platinum Tag DNA
polimerase (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), e 10 pmol de cada primer para um volume total de
20 pL. Os primers usados foram previamente descritos (YAMAOKA et al., 1998). As
condic@es do termociclador foram: 95°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos (95°C por 1
minuto, 50°C por 1 minuto, e 72° C por 1 minuto) e, finalmente, a 72°C for 7 minutos. Os
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese com gel de agarose a 1.5%, corado
com brometo de etidio e analisado num transluminador com luz ultravioleta. A reacdo gerou

produtos de 500 to 850 pares de base, de acordo com o0 numero de EPIYA C.

Algumas amostras foram aleatoriamente selecionadas para sequenciamento, a fim de
confirmar os achados de PCR. Os produtos de PCR foram purificados com Wizard SV Gel e 0
PCR Clean-up System (Promega, Madison, MI, USA) de acordo com a recomendagéo do
fabricante. Os produtos purificados foram sequenciados usando o BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit in an ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

As sequéncias obtidas foram alinhadas usando o Programa CAP3 Sequence Assembly

(disponivel no site:http://pbil.univ-lyonl.fr/ cap3.php). Apos o alinhamento, as sequéncias de
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nucleotidio foram transformadas em sequencia de aminoacido usando o programa Blastx
program (disponivel no site: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi) e comparado a

sequencias depositadas no GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). O

sequienciamento foi realizado em Belo Horizonte no Laboratério de Pesquisas em
Microbiologia Universidade Federal de Minas Gerais coordenado pela Professora Titular Dra

Dulciene M Magalh&es de Queiroz.

3.5 Analise estatistica

Os dados foram armazenados em banco de dados no programa de estatistica SPSS
para Windows versdo 16 (SPSS Inc., Chicago, EUA). A analise para variaveis continuas nao
paramétricas foi feita com Mann-Whitney U, os resultados foram apresentados com media +
DP (desvio padrdo), nivel de significancia considerado p < 0,05. A analise para variaveis
categoricas foi feita através do Teste do Qui-quadrado de Pearson, o nivel de significancia
considerado p < 0,05 (bicaudal). Odds ratios e 95% de intervalo de confianca foram
realizados para avaliar associacdo entre varidveis. Na analise multivariada odds ratios foram
ajustadas para potenciais fatores de confusdo como género e idade . As amostras com cepas

mistas (homA e homB presentes) ndo foram incluidas na analise estatistica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacdo do estresse oxidativo.
4.1.1 Caracterizacdo clinico-epidemioldgica da amostra.

A concentracdo sérica de GSH e MDA foi avaliada em 213 individuos. Desses,
25,4% (54) eram portadores de cancer gastrico, 42,7% (91) FC e 31,9% (68) NFC. No grupo
dos FC, 28,5% (26/91) eram do sexo masculino e 71,4% (65/91) do sexo feminino com média
de idade de 48,07 anos +13,2; no grupo dos NFC, 23,5% (16/68) eram do género masculino e
76,4% (52/68) feminino, com média de idade de 45,2 anos + 12,27. Nos pacientes com cancer
gastrico, 59% (32/54) eram do sexo masculino e 40,7% (22/54) do feminino a média de idade
foi de 61,4anos £16,13. O Gréafico 1 e o Gréafico 2 representam, respectivamente, o género e

idade da amostra estudada.

Gréfico 1: Distribuicdo dos grupos estudados por género. Fortaleza-Ce, 2015

76,4%

71,4%

59,0%

40,7%

28,5%

23,5%

FC NFC CcC

||:| MASCULINO m FEMININO

Fonte: Do autor
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Gréfico 2: Distribuicdo dos grupos estudados por idade em anos. Fortaleza-Ce, 2015

61,4

48,07

45,2

Média de idades (anos)

FC NFC

Fonte: Do autor

A Tabela 3 apresenta dados socio-demograficos dos grupos FC e NFC. Ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre o grupo de FC e NFC em relacdo a género
(p=0,476), tabagismo (p=0,484), etilismo (p=0,434), renda familiar (p=0,751) e nivel
educacional (p=0,209). A média de idade foi de 48,07 anos + 13,2 no grupo dos NFC, e de
45,2 anos * 12,27 nos FC (p=0,177). Esses dados demonstram que os grupos FC e NFC s&o

similares em relacdo as variaveis avaliadas caracterizando a homogeneidade dos grupos.
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Tabela 3: Caracterizacdo socio-demogréafica dos individuos familiares de primeiro grau de

cancer gastrico e dispépticos sem histéria familiar dessa neoplasia. Fortaleza-Ce, 2015.

Variaveis

Género:
Masculino
Feminino

Tabagismo

Etilismo

Renda familiar:
>1SM
1SM -2 SM
Acima de 2 SM
Acima de 4 SM

Nivel Educacional:
Analfabeto
Fundamental
Ensino médio
Ensino superior

26
65
10
23

17
46
18

44
35
8

(FC)

Familiares de cancer

(%)

28,5
71,4
10,9
25,2

20
54,1
21,1

4,7

4,3
48,3
38,4

8,7

Nao-familiares

16
52
10
21

14
35
14

6
20
39

3

(NFC)
(%)

23,5
76,4
14,7
30,8

20,5
51,4
20,5
7,3

8,8
29,4
57,3

4,4

0,476

0,484
0,434

0,751

0,209

Fonte: Do autor

Dos 54 pacientes portadores de cancer, 78% tinham idade abaixo de 45 anos e

21,5% maiores de 45 anos, 44% eram analfabetos, 72% possuiam renda abaixo de trés

salarios minimos, 58,8% tinham historia de tabagismo e 50,9% de etilismo. Quando

comparamos 0 grupo de paciente portadores de cancer gastrico com os grupos de individuos

ndo portadores dessa neoplasia (FC e NFC) encontramos diferenca significante em relagéo as
variaveis género (p=0,001), idade (p=0,003) , tabagismo (p=0,001), etilismo (p=0,003) e

escolaridade (p=0,001).

A prevaléncia de H. pylori, na amostra populacional avaliada foi de 80,8%

(114/141), sendo 97% (50/52) no grupo de pacientes portadores de cancer gastrico, 82% nos
FC (75/1140 e 67% (26/39) nos NFC. Houve significante diferenca estatistica da prevaléncia
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H.pylori entre cancer gastrico e o grupo FC e NFC, contudo ndo houve diferencga entre os
grupos FC e NFC.

4.1.2 Concentracdo sérica de Glutationa reduzida (GSH) e Malondialdeido (MDA)

A Tabela 4 apresenta a associacdo das concentracdes séricas de MDA e GSH com
género, faixa etéria, infeccdo pelo H. pylori, ser portador ou ndo de cancer gastrico (inclui
tanto o grupos NFC e FC) nos 213 individuos avaliados. Houve associacdo significante com a
diminuicdo da concentracdo sérica de GSH e aumento de MDA com a infeccdo de H. pylori e
ser portador de céancer gastrico. A associacdo entre MDA e GSH com o céncer géstrico
permaneceu significante mesmo quando avaliado por regressdo linear levando-se em conta
todos os outros fatores apresentados na tabela , 0 mesmo ndo tendo ocorrido com a
associagdo com a infecgéo por H. pylori.

A comparacdo das concentracGes séricas de MDA e GSH entre portadores de cancer
gastrico e FCe NFC separadamente , estdo apresentados na Tabela 5. As concentracdes de
MDA nos grupos FC e NFC estavam significantemente mais baixas do que as encontradas
nos portadores de cancer gastrico, e as de GSH mais elevadas.
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Tabela 4: Associacdo das variaveis género, faixa etaria, tabagismo, infecgdo por H. pylori
e ser portador de cancer gastrico com as concentracdes séricas de MDA e GSH na amostra
populacional estudada- Fortaleza-CE, 2015.

MDA nmol/mL GSH nmol/mL

Média £ DP p Media £ DP p
Género
Masculino

8.98 £ 8.37 0241 | 263.56+200.90 | 0725
Feminino 7.13 +5.56 263.31 + 205.01
ldade
<45 anos (n=127) 8,15 + 6,53 0,41 243.00 + 185.22 0,215
>45an0s (n=86) 7,27 + 7,04 293.85 + 225.48
H. pylori
Positivo (n=139) 7,27 + 7,04 0,025 243,08 + 184.13 0,024
Negativo (n=27) 5,75 + 3,66 351,02 + 231.96
Tabagismo
Sim 8.82 + 7.58 0,094 227.43 + 176,11 0,330
Néo 7,46 + 6,43 275.39 + 210.87
Cancer gastrico
Sim 10,61 + 7,58 0,01 175.15+113.83 0,003
Né&o 6.82 +6.14 293.37 +217.79
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Tabela 5: Comparagdo das concentrac@es séricas de MDA e GSH entre portadores de cancer

gastrico e familiares de cancer gastrico e ndo familiares dessa neoplasia, Fortaleza-Ce, 2015.

MDA nmol/mL GSH nmol/mL
Meédia £ DP p Meédia £ DP p
Familiares de cancer 7,22 + 6,53 0,01 269,70 + 191,68
versus Cancer gastrico 10,61 £ 7,58 175,15 + 113,83 0,012
Nao-familiares versus 6,30 £ 5,59 325.04 + 246.42
ancer gastrico 10,61 + 7,58 0,001 175.15 +113.83 0,005

Né&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre o0s grupos de FC e

NFC (sem os pacientes com céncer gastrico) com relagdo as concentrac@es sericas de MDA

(p=0,401), Gréfico 3. A concentracdo sérica do GSH nos FC foi intermediaria entre cancer

gastrico e NFC entretanto ndo houve diferenca estatisticamente

significante (p=0,239)

Grafico 4. Também ndo houve diferenca estatistica entre a concentracdo de MDA e a
infeccdo pelo H.pylori nos NFC (7.07 +/- 5.91) vs FC (9.30 +/- 7.65 (p=0,435) assim como
como GSH, NFC (297.71 +/- 236.43) vs PFC 230.51+/- 168.66 (p= 0,169).



45

Grafico 3: Concentracdes séricas de MDA em pacientes portadores de cancer gastrico CG,

familiares de cancer gastrico (FC), e ndo familiares de cancer (NFC), Fortaleza 2015.
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Gréfico 4: Concentragdes séricas de GSH em pacientes portadores de cancer gastrico CG,

familiares de cancer gastrico (FC), e ndo familiares de cancer (NFC), Fortaleza 2015.
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4.2. Avaliacdo dos gendtipos do H. pylori
4.2.1 Caracterizacdo da amostra

Foram avaliados 186 pacientes positivos para H. pylori 40,3% (75/186) do sexo
masculino e 59,7% (111/186) do feminino, com idade entre 18 e 88 anos e média de idade de

50,7 £ 14,1. O Gréfico 5 mostra a distribuicdo da amostra por faixa etéria.

Gréfico 5: Distribuicdo da amostra estudada de individuos infectados com o H. pylori por

faixa etaria, Fortaleza-Ce, 2015.
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Fonte: Do autor

Dos 186 individuos avaliados, 48 pacientes eram portadores de cancer gastrico
sendo 74 FC e 64 NFC. No grupo dos pacientes com cancer gastrico, 60,4% (29) pertenciam
ao sexo masculino e 39,5% (19) feminino, com média de idade de 53,2 + 12,9 anos. Dos 64
individuos NFC, 39 % (25) eram masculino e 61% (39) feminino, com média de idade 47,9 +
15,0 anos. No grupo dos NFC 28% (21/74) eram masculino e 72% (53/74) feminino e média
de idade de 43,7 £ 11,5 anos. O Grafico 7 representa a distribuicdo por género masculino ou

feminino na amostra estudada.
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Gréfico 6: Distribuicdo por género da amostra de pacientes H. pylori-positivos, Fortaleza-Ce,

2015.
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Fonte: Do autor

N&o houve diferenca significante entre os individuos FC e NFC com relacdo a

género e idade.

Quanto aos aspectos endoscopicos, 80% dos FC e todos os NFC

apresentaram algum tipo de gastrite. A gastrite antral foi mais prevalente nos NFC 75% vs

49% nos FC, a gastrite do corpo e ou pangastrite foi mais freqiiente nos FC (39%) que nos

NFC (25% 16/64).

4.2.2 Avaliacdo do gene cagE

Do total de cepas dos pacientes estudados, 54,3% (101/186) expressaram 0 gene
cagE, sendo que 39,6% (40/101) eram do sexo masculino, 60,3% (61/101) do feminino,
média de idade de 48,31 + 14,54. Nao houve diferenca significante entre a expressdo do gene

cagE com o género (p=0,828) e a idade (p=0,396) dos pacientes estudados. A Figura 3

apresenta Gel de Agarose para visualizagdo dasbandas do gene cagE.
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Figura 3: Gel de agarose para visualizacdo das bandas do gene cagE na amostra de familiares

de cancer , Fortaleza- Ce, 2015
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Poco 6: cagE negativo
Pogo 7: cagE positivo
Poco 8: cagE negativo
Poco 9: cagE negativo

Poco 10: Controle negativo

A prevaléncia do gene cagk foi de 70% (52/74) nos FC , 52% (25/48) nos
pacientes portadores de cancer gastrico e 36% nos NFC como mostra o Grafico 8.



49

Gréfico 7: Prevaléncia do gene cagE nos grupos estudados, Fortaleza-Ce, 2015.
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Como pode ser visto na Tabela 6, houve associagéo significante entre o gene cagE
e 0 grupo dos individuos FC (OR 1,64; IC 95%: 1,271 — 2,122; p=0,001) e associa¢do inversa
com os pacientes NFC (OR 0,560; I1C 95%: 0,395 - 0,800; p=0,001). Nenhuma associa¢édo

entre 0 gene cagE com os pacientes portadores de cancer gastrico (OR 0,562; 1C 95%: 0,693 -

2,122).

Tabela 6: Relagdo ndo-ajustada entre variaveis e a presenca do gene cagE em uma

amostra de individuos H. pylori positivos, Fortaleza- CE, 2015.

Variaveis OR IC 95% p
Cancer géstrico 0,946 0,693 - 1290 0,720
Familiar de cancer 1,643 1,271 -2,122 0, 001
Nao familiar de cancer 0,562 0,395 - 0,800 0, 001

Fonte: Do autor

Apds analise multivariada, ajustada para género, idade, o gendtipo cagE permaneceu
associado com FC (OR 3,357; IC 2,026 - 9,476 95%: p=0,001) e inversamente com 0s NFC

(OR 0,454; 1C 95%: 0,229 — 0,902; p=0,024).
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A presenca ou auséncia do gene cagE foi analisada no grupo de pacientes com cancer
gastrico versus NFC ndo havendo significancia estatistica (p=0,088). Quando foi analisado
cancer gastrico versus FC o gene cagE mostrou-se significantemente associado aos FC e nédo
ao cancer gastrico (OR 1,42; IC: 95% 1,009-2,010; p=0,001). A analise do gene cagE entre
FC versus NFC foi significantemente associado aos FC (OR 2.059; I1C 95%: 1.411 - 3.005; p=
0,001).

4.2.3 Avaliacéo dos gendtipos hom do H. pyloriem FC e NFC

Foram avaliadas 138 cepas de H. pylori., 74 provenientes de FC e 64 de NFC,

tendo sido excluidos das analises os 48 pacientes com cancer gastrico.
Gendtipo hom

A prevaléncia do gene hom nas 138 cepas de H. pylori foi de 92%, (127/138) ,
sendo que 34,7% (48) apresentaram o gene homA, 33,3% (46) o gene homB e 23,9% (33) o
gene homA/homB e 7,9% (11) ndo expressaram gene hom, como ilustrado no Grafico 9. A
Figura 2 ilustra o padrdo molecular dos genétipos mencionados em gel de agarose seguido de

eletroforese.

Grafico 8: Distribuicdo do gene hom do H. pylori na amostra estudada (N= 138), Fortaleza-
Ce, 2015.

Genotipo hom

= homA

= homB

= homAB

® hom negativo

Fonte: Do autor



51

Figura 4: Gel de agarose para visualizacdo das bandas do gene hom nas amostras estudas,
Fortaleza Ceard 2015.
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Das 48 cepas homA positivas, 39,5% (19/48) eram provenientes de individuos
masculinos e 60,4% (29/48) femininos. Em relacdo ao gene homB, 39,1% eram do sexo

masculino e 60,8% do feminino; para o gene homA/B, 21,2% eram do sexo masculino e
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78,7% do feminino (Gréafico 9). As amostras positivas simultaneamente para homA e homB
foram excluidas das analises, portanto o tamanho da amostra passou a ser 105 individuos.

Gréfico 9: Distribuicdo do gene homA e homB e homA/B do H. pylori em relacdo ao género,
Fortaleza-Ce, 2015.
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Fonte: Do autor

Das 48 cepas positivas para o gene homA, 25% (12/48) eram provenientes de
individuos FC e 75% (36/48) de NFC. Com relacdo ao gendtipo homB, 74% (34/46) das
amostras positivas para esse gene eram provenientes de FC e 26% (12/46) dos NFC. O gene
homaA foi significantemente associado com o grupo de NFC (OR 2,357; C 95% 1,403 - 3,961,
p= 0,001) e o gene homB, com o grupo dos FC (OR 2,726; IC 95%: 1,768 — 4,203;
p=0,001). Essa associagdo se manteve mesmo apds analise multivariada ajustada para idade e
género (OR 2,357; IC 95%: 1,401 — 3,96; p=0,001).

4.2.4 Caracterizacao dos sitios de fosforilacdao da regidao 3’ do gene cagA nos portadores

de cancer gastrico.

Foi caracterizado os sitios EPIYA do gene cagA de 46 cepas provenientes de

pacientes portadores de cancer gastrico (29 masculino e 17 feminino média de idade 59,7
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anos). Néo foi encontrada nenhuma cepa com padréo asiatico EPYIA D. A maioria das cepas
apresentou padrdo AB com excecao de duas que apresentou BC. As cepas mistas, estavam
presentes em 52,1% (24/46) dos pacientes portadores de cancer gastrico. A Tabela 7 mostra a

distribuicéo dos sitios de EPI'YA em pacientes com cancer gastrico.

Tabela 7: Distribuicdo dos sitios EPIYA-C de amostras cagA-positivas provenientes de

pacientes portadores de cancer gastrico, Fortaleza Ceara 2015.

Sitios EPIYA Unico 22
AB 0
BC 2
ABBBC 1
ABC 10
ABCC 5
ABCCC 4
Cepas mistas 24
ABC/ABCC 9
ABC/ABCCC 7
ABCC/ABCCC 3
ABC/ACC 0
ABC/AB 0
ABCCC/BC 2
ABC/ABCC/ABCCC 3

Fonte: Do autor
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, as concentragcfes de MDA (um dos produtos finais da
peroxidacdo lipidica das membranas celulares) e GSH (um importante antioxidante) foram
avaliadas em pacientes portadores de cancer gastrico e nao portadores dessa neoplasia
(composto por FC e NFC). O grupo de cancer gastrico mostrou-se diferente do grupo sem
cancer em relacdo a idade, género, tabagismo e prevaléncia de H. pylori. No grupo de
pacientes com neoplasia gastrica houve maior taxa de fumantes, de pacientes do sexo
masculino, de idosos e maior prevaléncia de H. pylori. Foi avaliada a associacdo de MDA e
GSH com todas essas variaveis (género, idade, faixa etéaria e infeccdo por H. pylori) e ser
portador de cancer gastrico ou ndo (composto por FC e NFC). Dentre as varidveis analisadas,
houve associacao significante entre concentracdo séricas mais elevadas de MDA assim como
menor de GSH e estar infectado por H. pylori e ser portador de cancer gastrico. Associacao
de MDA e GSH com céancer gastrico se manteve significante mesmo quando se comparou

esses individuos com grupos especificos de FC e NFC individualmente.

Alguns estudos evidenciaram concentracBes séricas de MDA mais elevadas em
pacientes portadores de cancer gastrico quando comparados com seus respectivos controles
(BAKAN et al., 2002; ARIVAZHAGAN et al., 1997; KHANZODE et al., 2003), em
concordancia com os encontrados no presente estudo. Diferentemente, trabalho realizado na
China avaliando 30 pacientes portadores de céncer gastrico e 30 controles encontrou
concentragOes séricas significantemente mais baixas de MDA (MA et al., 2013). Em relacédo a
outros tipos de neoplasias, estudos evidenciaram aumento da concentracdo sérica de MDA em
cancer de mama (KILIC et al., 2014), carcinoma hepatocelular e adenocarcinoma colorretal
(SCIBIOR D et al.,2008), enquanto outro estudo demonstrou niveis séricos diminuidos em

pacientes portadores de cancer de colon (CHANG et al., 2008).

Em relacdo a concentragdes séricas de GSH, os resultados encontrados estdo em
concordancia com alguns estudos que avaliaram a glutationa em diversos tipos de tumores,
incluindo o céncer géstrico (DELLA ROVERE et al., 200; BAROUDI et al., 2013). Por
outro lado, outros pesquisadores relataram elevadas concentragfes de GSH em alguns
tumores como cancer de mama (RAY et al., 2000) e no cancer de colon (NOMANI et
al.,2005).
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A significante associacdo entre H. pylori e a maior concentracdo sérica de MDA,
assim como menor de GSH quando foi comparado o grupo de pacientes com e sem neoplasia
(incluindo NFC e FC) pode ser decorrente do fato de, a maioria dos pacientes de cancer
gastrico estarem infectados por H. pylori (97%), uma vez que, quando analisamos as
concentracOes séricas de MDA e GSH e a presenca de H. pylori nos grupos compostos por FC
e NFC (sem o grupo de cancer) nao houve significancia. Seria importante avaliar em estudos
posteriores 0s marcadores de estresse oxidativo na mucosa gastrica além do soro, para fazer
correlacdo entre presenca de H. pylori e lesbes histoldégicas com maior processo inflamatério
tais quais gastrite de corpo e metaplasia, a fim de entender melhor o papel do H. pylori no

estresse oxidativo.

Quando foi comparado as concentragdes séricas de GSH e MDA entre FC e NFC
foi observado que o grupo dos FC apresentava concentracGes intermediarias de GSH (entre o
grupo de NFC e portadores de cancer gastrico), embora ndo significante estatisticamente,
sugerindo que, possivelmente esse grupo de individuos possa ter reserva de glutationa
diminuida, o que poderia eventualmente torna-los mais vulnerdveis ao desenvolvimento de
neoplasia gastrica. Sabendo-se que o grupo de familiares € heterogéneo em relacdo a presenca
de lesdes precursoras de cancer, como demonstrado em estudo prévio, que evidenciou maior
prevaléncia de metaplasia, atrofia, e displasia nesse grupo de individuos (MOTTA et al.;
2008), seria importante portanto, avaliar posteriormente o estresse oxidativo levando em conta
os determinados subgrupos de lesbes da mucosa gastrica. Nao existe nenhum estudo na
literatura avaliando estresse oxidativo em familiares de cancer, ndo sendo possivel fazer

nenhuma comparacao.

Existem poucos estudos na literatura avaliando o perfil de cepas de H. pylori em
familiares de pacientes com cancer gastrico, considerado um grupo de maior risco para o
desenvolvimento dessa neoplasia. Estudo prévio realizado no HUWC, avaliando 118
pacientes dispépticos sem histdria familiar, submetidos a endoscopia digestiva alta, e 104
pacientes com histdria familiar de cancer gastrico, convidados a realizar endoscopia digestiva
alta de triagem, a fim de comparar a prevaléncia de lesGes pré-cancerosas e prevaléncia de H.
pylori, demonstrou que, ambos os grupos estudados apresentaram elevada prevaléncia de H.
pylori, no entanto, ndo houve diferenca entre os grupos (84.7% no grupo de familiares de
pacientes com cancer gastrico e 75.9% no grupo controle). Contudo, o estudo encontrou que

os familiares de pacientes com cancer gastrico apresentaram maior prevaléncia de pangastrite,
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gastrite corpal, metaplasia intestinal e displasia e todas essas alteracfes significantemente
associadas a presenca de H. pylori (MOTTA et al., 2008). Esses resultados séo corroborados
por outros estudos, em que também foi evidenciado maior prevaléncia de pangastrite em
pacientes com historia familiar de cancer (SEPULVEDA et al., 2002) Essas observacdes
reforcam a hipdtese que esses pacientes possam possuir maior risco para o desenvolvimento
de cancer gastrico em decorréncia ndao apenas da susceptibilidade genética do individuo para
desenvolver lesdes precursoras de cancer gastrico, mas também por esses individuos estarem
infectados com cepas de H. pylori mais virulentas, j& que somente o status infectado ou ndo
infectado por H. pylori ndo foi diferente entre os grupos avaliados (MOTTA et al., 2008).
Estudo subsequente realizado em Fortaleza, avaliando o perfil de cepas cagA, vacA e nimero
de sitios de fosforilacdo na regido 3"da proteina CagA (EPIYA) em individuos, com ou sem
historia de cancer géstrico, respectivamente (QUEIROZ et al., 2012) encontrou que 0S
pacientes familiares de pacientes portadores de cancer gastrico tém maior prevaléncia de
cepas mais virulentas de H. pylori vacAslml e maior nimero de segmentos EPIYA-C,
relacionados com patologias gastricas mais graves. A prevaléncia de vacslml nos grupos de
familiares de pacientes com cancer gastrico e sem historia familiar foi de 65.4 % e 47.9%,
respectivamente, enquanto a prevaléncia de cepas com mais de um segmento EPI'YA C foi de
18.6% e 43.1%, respectivamente. Outro achado interessante desse estudo foi a associacdo
entre as cepas com maior nimero de segmentos EPIYA C, que confere maior patogenicidade
a bactéria, com gastrite corpal e atrofia corpal. Estudo realizado na Escécia avaliando
familiares de pacientes com céancer gastrico demonstrou uma forte associacao entre a presenca
de cepas vacsiml e hipocloridria, uma condicdo precursora do desenvolvimento do cancer
gastrico (ARGENT et al., 2008).

Apesar do gene cagA ser amplamente usado como marcador de patogenicidade de
cepas do H. pylori, outros genes pertencentes a ilha de patogenicidade cag, como o0 gene
cagE, tem sido sugerido como um marcador possivelmente mais acurado de viruléncia do que
0 gene cagA, ja que o gene cagE se encontra sempre localizado perto da regido promotora do
gene cagA e sofre menos modificagdes geneticas do que o gene cagA (KAUSER et al., 2004;
YANEZ et al., 2009), além de ser necesséario para induzir secrecdo de IL-8 pelas células
epiteliais gastricas (CENSINI et al. 1996). Estudo realizado na Turquia envolvendo 93
pacientes (30 pacientes com ulcera duodenal, 33 com cancer gastrico e 30 com dispepsia ndo
ulcerosa) evidenciou prevaléncia de cagEk de 59,3% e associacdo desse gendtipo com Ulcera

duodenal e cancer gastrico (ERZIN et al., 2006). Em contraste, no Iran, estudo avaliando 231
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pacientes portadores de cancer gastrico, Ulcera e gastrite, ndo encontrou associa¢do do gene
cagE com as afeccdes gastricas (BAGHAEI et al., 2009). Estudos realizados na india,
Tailandia e no Brasil encontraram prevaléncia de gene cagE em pacientes com cancer de
100%, 93,8% e 53.2%, respectivamente (CHOMVARIN et al. 2008, ERZIN et al., 2006;
LIMA et al., 2011).

Em estudo prévio, realizado em Fortaleza, a prevaléncia do gene cagE foi relatada em
pacientes portadores de cancer gastrico, entretanto ndo foi avaliada a associacdo desse
marcador com o desfecho clinico neoplasia, uma vez que, participaram do estudo apenas o
grupo de pacientes portadores de neoplasia gastrica (LIMA et al., 2011). Em outro estudo, foi
avaliado o gene cagE em grupos de pacientes portadores de gastrite e doenca ulcerosa péptica
tendo sido encontrada significante associagdo com Ulcera péptica (OLIVEIRA, 2013).

No presente estudo, dos 183 individuos em que os marcadores de viruléncia foram
avaliados, em 101 (54,3% ) o gene cagE foi positivo pela técnica de PCR. O gene cagE
estava presente em 23 dos 64 (36%) NFC em 25 dos 48 (52%) portadores de cancer e em 53
(70 %) dos 74 FC. Nao houve significante associacdo desse gene com neoplasia gastrica
guando foi comparado cancer gastrico versus ndo portadores de cancer gastrico FC e NFC em
conjunto, nem cancer gastrico versus FC e NFC especificamente. Entretanto, houve
significante e independente associacdo entre a presenca do gene cagk e FC, mesmo quando o
modelo logistico foi ajustado para género e faixa etaria e relagcdo inversa com NFC. Como nédo
existe na literatura estudo avaliando o gene cagE em familiares de pacientes portadores de

cancer géastrico, ndo foi possivel fazer nenhuma comparagéo.

Um outro marcador de viruléncia de H. pylori avaliado nesse estudo foi o gene hom.
Esse gene codifica uma proteina da membrana externa do H. pylori que tem importante papel
na adesdo da bactéria nas células gastricas. Varios estudos sugerem que o genotipo homB é
um possivel marcador de viruléncia para o desenvolvimento de patologias gastrica mais

graves como doenca ulcerosa péptica e cancer gastrico.

A presenca do genétipo homB foi associada com doenca ulcerosa péptica e com as
cepas vacAsl em criancas, e em adultos abaixo de 40 anos em estudo realizado em Portugal,
envolvendo 84 criancas e 106 adultos, (OLEASTRO et al. 2009). Outro estudo, analisando
415 amostras de diversos paises Orientais e Ocidentais (incluindo 37 amostras do Brasil),
concluiu que as cepas homB positivas provenientes de paises Ocidentais, quando analisadas
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em conjunto, foram significantemente associadas com DUP, diferentemente das cepas paises
Orientais (OLEASTRO et al., 2009). Estudo realizado em Fortaleza, evidenciou associacao
significativa do gene homB com DUP em adultos independentemente da idade. Além disso,
ndo se encontrou associacdo entre o gene homB e cancer gastrico (BRAGA NETO et al.,
2013). Em contraste, estudo envolvendo 286 pacientes da Colombia e EUA encontrou que o
homB foi significativamente associada com cancer gastrico, e ndo com ulcera péptica (JUNG
et al., 2009). Similarmente, estudo realizado no Ird, encontrou associac¢ao significativa entre o
genotipo homB com céncer gastrico (ABADI et al., 2011). Por outro lado, outro estudo
realizado no Ird e Turquia, ndo evidenciou diferenca significativa entre os grupos de gastrite e
DUP em relacdo a prevaléncia homB, demonstrando que, na populacdo estudada, o gene
homB ndo foi um marcador capaz de diferenciar os grupos de gastrite e DUP (HUSSEIN et
al., 2011). Estudo coreano ndo evidenciou associagao entre o gen6tipo homB e cancer gastrico
ou Ulcera péptica e postulou que exista uma hierarquia dos fatores de viruléncia e que, nas
cepas do Sudeste Asiatico, a presenca de EPI'YA-ABD CagA pode ser o principal marcador

de viruléncia para o desenvolvimento de cancer gastrico (KANG, et al., 2012).

No presente estudo, evidenciou-se que a prevaléncia do genétipo homB foi
significativamente maior no grupo de familiares de pacientes com cancer gastrico (42%) do
gue a encontrada nos pacientes sem histéria familiar de cancer (22%), havendo significante

associacao com os FC mesmo ap6s analise multivariada ajustada para género, idade.

Os resultados desse estudo evidenciam que FC estdo infectados com cepas de H.
pylori com mais de um gendtipo de viruléncia o que pode conferir maior patogenicidade a
essa bactéria. Esses individuos estdo possivelmente sob maior risco de desenvolver cancer
gastrico pelo fato desses gendtipos quando associados, causarem mais lesbes precursoras de
cancer gastrico. Sera importante em estudo posterior averiguar se esses marcadores estdo
associados a lesBes precursoras de cancer nos FC tipo metaplasia, displasia ou gastrite corpal,
uma vez que, demonstrou-se previamente que esse grupo de individuos tém maior prevaléncia
dessas lesdes (MOTTA et al., 2008).

Com relagdo a caracterizacdo dos sitios EPYA da proteina CagA, nos pacientes
portadores de cancer gastrico, ndo foi encontrado nenhuma cepa apresentando padréo
oriental tipo EPIYA D, em concordancia com estudos realizados em Belo Horizonte
(BATISTA et al., 2011), e em estudos prévios realizados em Fortaleza pelo nosso grupo em
familiares de cancer (BRAGA et al., 2014), criancas assintomaticas (QUEIROZ et al., 2012 ),



59

e em pacientes portadores de Ulcera péptica e gastrite (OLIVEIRA 2014). Esses resultados
demonstram que, no Brasil, as cepas de H.pylori cagA positivas tém o padrdo EPIYA

esperado para o ocidente tanto na regido Sudeste quanto na regido Nordeste do pais.

A presenca EPI'YA-A e B foi detectado na maioria das cepas cagA-positivas, apenas duas
cepas apresentaram EPIYA-BC, estando de acordo com o que € nos encontrado nos paises
ocidentais (YAMAOKA et al., 1999). A presenga de cepas mistas (indicando colonizagéo por
mais de uma cepa) encontrada no grupo de pacientes portadores de cancer gastrico foi alta,
esse resultado estd em consonancia com estudo realizado em Minas Gerais (BATISTA et al.,
2011),onde as cepas mistas de H.pylori também foi elevada e mais freglientemente
encontrada nos pacientes de cancer gastrico do que no grupo de gastrite ou ulcera duodenal.
Estudos posteriores sdo necessarios para se melhor compreender o papel do gene cagA na

carcinogénese gastrica.

Pelo exposto, possivelmente, diminuir a peroxidacdo lipidica, aumentar a reserva de
antioxidantes e identificar grupos de maior risco quanto ao perfil de cepas de H. pylori podera

ser importante para a prevenc¢édo do cancer gastrico.
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6 CONCLUSAO

Pacientes portadores de cancer gastrico apresentam estresse oxidativo aumentado,

quando comparado com pacientes sem neoplasia.

Os familiares de primeiro grau de portadores de cancer gastrico apresentam menor

anti-oxidacdo do que os ndo familiares, porém sem significancia estatistica.

A infeccdo gastrica por H. pylori esta associada com concentracdes mais elevadas
de MDA e diminuida de GSH sérico nos

A prevaléncia dos genotipos homB e cagE do H.pylori foi mais alta nos familiares
de portadores de cancer gastrico e, significantemente, associado a esse grupo quando

comparada com os ndo familiares.

N&o houve diferenca significante entre cepas de H.pylori provenientes de

pacientes portadores de cancer gastrico e gastrite com relacdo a prevaléncia do gene cagE.

A avaliacdo dos sitios de fosforilagdo EPYIA da proteina CagA de cepas de
H.pylori provenientes de  pacientes portadores de cancer gastrico, apresentou padrdo

ocidental EPYIA-C, e elevada prevaléncia de cepas mistas.
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APENDICE A - DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: CARACTERIZAGCAO DOS GENOTIPOS DO H. PYLORI E A AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM

PACIENTES PORTADORES DE CANCER GASTRICO E FAMILIARES DE CANCER GASTRICO

Introducdo: Antes de aceitar participar desta pesquisa, € necessario que vocé leia e
compreenda as explicacOes sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo esclarece o
objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precauces do estudo. Também
descreve os procedimentos alternativos que estdo disponiveis para vocé e o seu direito de se

retirar do estudo a qualquer momento.

Objetivo: Esse trabalho tem como objetivo investigar o papel de determinados tipos (cepas)
da bactéria Helicobacter pylori nas alteragfes encontradas na mucosa do estbmago de
pacientes com sintomas de dispepsia (azia, desconforto abdominal, dor epigastrica, etc.),
através de biopsias (pequenos fragmentos) colhidas durante o exame endoscopico, de forma
totalmente indolor, permitindo identificar a presenca de alteragdes na mucosa gastrica. As
biopsias também serdo utilizadas para se avaliar, através de técnica de biologia molecular

(extracdo do DNA da bactéria), os determinados tipos fenotipicos (cepas) de Helicobacter

pylori.

Resumo: O H. pylori é uma bactéria que causa gastrite e Ulcera péptica. A dispepsia é um dos
sintomas mais comuns de problemas gastrointestinais e esta relacionada a doengas como
gastrite e Ulcera. O Helicobacter pylori apresenta caracteristicas distintas entre suas
populacdes (cepas) que podem torna-lo mais ou menos perigoso a satde humana, dentre elas,
estd a producdo de proteinas que danificam a mucosa gastrica denominadas HomA e HomB,
que sdo alvo deste estudo, por isso procuramos identificar e estudar as cepas desta bactéria.
Como a infeccdo pelo Helicobacter pylori acomete cerca de 50% das pessoas no mundo, é
muito importante esclarecer o papel desta bactéria no desenvolvimento das doencas géastricas

e também procurar alternativas de tratamento para essa infeccao.

Procedimento: Serdo realizadas bidpsias da mucosa gastrica, por ocasido desse estudo, nos
pacientes com sintomas dispépticos. Essa coleta nos permitira identificar a presenca ou nao de
Helicobacter pylori, bem como avaliar mais detalhadamente as alteracBes microscépicas,
apos analise complementar de um médico patologista. Com relagdo & pungdo venosa para a
colheita de sangue, pode haver dor local e ocasionar a formagdo de hematomas no local da
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puncdo. Risco de gravidade minima para o paciente. A colheita de sangue sera feita por
profissionais devidamente treinados, 0 que certamente tende a minimizar o desconforto
causado e evitar a formacdo de hematomas no local da puncdo. Ndo ha beneficio direto,
tratando-se de estudo experimental, com a finalidade de testar a hipotese de que o
Helicobacter pylori se relaciona com algumas patologias gastricas. Somente ao final do

estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio.

Despesas: Nao ha despesas pessoais do paciente para a realizacdao do estudo em qualquer uma
de suas fases, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira
relacionada a sua participacao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orcamento da pesquisa. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos
ou tratamentos propostos neste estudo (nexo de causa comprovado), o paciente tem direito a

tratamento médico, bem como as indenizag6es legalmente estabelecidas.

Beneficios: A sua participacdo serd muito importante para o conhecimento médico da
infecgdo pelo H. pylori e podera contribuir no futuro para a melhoria do controle da infecgdo
em nosso pais. Vale ressaltar que ao participar da pesquisa ndo haverd nenhum tipo de

prejuizo para vocé e seu filho assim como ndo havera nenhum tipo remuneragao.

Confidencialidade: Os seus resultados serdo fornecidos individualmente e mantidos em

sigilo. Nenhum paciente sera identificado quando da exposi¢do ou divulgacao dos resultados
finais deste estudo. A equipe de profissionais da saude responsavel pelo estudo o mantera

informado(a) quanto ao progresso da pesquisa, de acordo com suas solicitagdes.

Desligamento: Vocé poderd se afastar a qualquer momento sem prejuizo para o seu
acompanhamento médico. O seu médico poderé finalizar a sua participagdo neste estudo em

qualquer ocasido sem prejuizo para o seu acompanhamento.

Contato com o pesquisador: Dr Manuel Bonfim Braga Neto pode ser feito pelo telefone

(085) 3366-8444. Caso tenha alguma ddvida sobre 0s seus direitos como paciente de pesquisa,

vocé podera ligar para o Comité de Etica em Pesquisa da UFC no niimero (085) 3366-8338.

Consentimento Livre e Esclarecido:

Li e entendi as informagOes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas

as minhas davidas foram respondidas. Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por
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mim, indicando o0 meu consentimento para que participe do estudo, até que eu decida o

contrario. Receberei uma cdpia assinada deste consentimento.

Assinatura do Paciente

RG: , 0rgdo expedidor: Data:

Assinatura da testemunha:
Data:

Assinatura do responsavel pelo estudo:
Data:




APENDICE B — Questionario

TITULO: CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS DO H. PYLORI E A AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM

PACIENTES PORTADORES DE CANCER GASTRICO E FAMILIARES DE CANCER GASTRICO

CcODIGO: DATA: / / Preenchido por:

1.IDENTIFICACAO

1.1  Paciente:
1.2 Sexo: 1. | Masculino 2.|_|Feminino 1.3 ldade:

1.4 Datade Nascimento /[

1.5 : Naturalidade 1.6 Procedéncia

1.7 Endereco:

1.8 Fones contato: 1.9 Referéncia:

1.10 Cidades: 1.11 Estado:

1.12 Qual parentesco como caso index:

2.HISTORIA CLINICA

2.1) Queixa Principal:

2.2) Dor: I.| | Queimacdao 2. |Pontada 3.| |"Roendo” 4.| | Tipo “fome”

5.|__| Outra:

2.3) Localizagéo: 1.| | Epigastrica 2.|__|Hipocondrio direito  3.|__| Costas

4.|_ | Outra:

2.4) Dor noturna: : 1| | Freqlente 2.| | Rara 3.|__| Nunca

2.5)Relacdo com o estresse: 1.|_|Sim 2.|__| Néo
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2.6)Alivio da Dor: 1.|_| Alimentacdo  2.| | Antiacidos 3. |__| Antagonista H2

4.| | Inibidor de bomba de préton 5. |__| Outros:

2.7) Hematémese : 1._|Sim 2.|_|N&. 2.8)Melena: 1.|__|Sim 2._|
Né&o

2.9) Perdadepeso? 1.| _|Sim 2.| |N&o Quantos quilos? Ha quanto
tempo?

2.10) Empachamento? 1.| |Sim  2.| | Né&o 2.11) Azia: 1.| | Sim 2. |
Né&o

2.12) Disfagia? 1. |Sim  2.|_| Néo

2.13) Endoscopia prévia? 1.]_|Sim Quantas: 2.|__| Nao

Resultados:

2.14) Historia de ulcera na familia? 1.|_| Sim; Qual o parentesco?
2.|__| Nao

2.15) Cancer gastrico na familia? 1.|__| Sim; Qual o parentesco?

1.1 | Irméo (3); 1.2| | Tio/Tia;  1.3|__|Pai; 1.4 | Mae; 1.5 |
AvVO/AV0; 1.6 |__| Filho(a); 1.7 |__|Pai e Mée Qual
a idade de aparecimento do Cancer?

2.|__| Néo

2.16) Cancer na familia em outros sitios? 1.|__| Sim; Local

2.|_|Né&o
2.17) Uso freqliente de AINES (Anti-inflamatorios Nao-Esteroidais)?

1.|__|Sim. Qual? 2.|__| Nao

2.18) Em uso atual (Ultimos 30 dias)? 1.|_|Sim 2.]_| Néo

2.19) Fumante (atual) 1. | Sim Idade de inicio: Quantos
macos/dia:
O que fuma? Ha quanto tempo? Se parou, ha quanto

tempo?



2.20) Etilista? 1.| |Sim 2. |N&o Idade de inicio: _ Quantidade:

O que bebe? Hé& quanto tempo? Se parou, h& quanto
tempo?

2.21) Uso freqliente de antibio6ticos? 1.| | Sim 2.|__| Nao

2.22) Em uso atual (Ultimos 30 dias)? 1.| _|Sim Qual 2| |Naéo
2.23) Uso freqliente de anti-secretores? 1.| _|Sim Qual:__ 2| |Néo

2.24) Em uso atual (Ultimos 30 dias)? 1.]_|Sim Qual: 2.|__| Nao

3.CONDICOES PSICO-SOCIAIS

3.1 Tipo de moradia: 1. | Alvenaria; 2.| [Taipa; 3. | Madeira; 4.| _|Papeléo;
5.__| Outro

3.2 Quantos cobmodos? 3.3 Quantas pessoas residem?
3.4 Possui rede de esgoto?  1.| | Sim 2.|__| Nao
3.5 Possui agua encanada?  1.|_ | Sim 2.|__|Néo
3.6 Possui banheiro na casa? 1.| | Sim 2.|__| Néo

3.7 Tipo de ingesta da agua? 1.| | Semtratamento  2.| | Filtrada 3.|__| Fervida
4.|__| Ozonizada 5.|__| Mineral 6.|__| Outros_

3.8 Formacao escolar: 1.| | Analfabeto 2| _|Semi-analfabeto 3. | 1°grau
incompleto

4.|_| 1°completo 5.|__| 2° incompleto 6. |2° completo 7.|__| 3° incompleto 8. |
Nivel Superior

3.9 Estado civil: 1.| |Solteiro 2.| |Casado 3. |Divorciado 4. |
Outros

3.10 Profissao:

3.11Rendamensal 1| |<1SM 2| |1SMa2SM 3.|_|2SM a3SM
4. _|3SMa5SM 5. | >5SM

4.HABITOS ALIMENTARES



4.1 Ingesta frequente de defumados? 1.| | Sim Frequéncia:
2.|__| Nao

4.2 Ingesta frequente de carnes secas/salgadas? 1.| | Sim Frequéncia:
2.|_| Néo

4.3 Ingesta frequente de farinaceos? 1.| | Sim Freqléncia: 2.
|| Nao

4.4 Ingesta frequente de verduras/frutas citricas?  1.| | Sim Frequéncia:
2.|_| Nao

4.5 Forma de armazenamento/estocagem dos alimentos?

4.5.1 Geladeira/Freezer: 1.|_|Sim Uso habitual? 2.|__| Nao
4.5.2 “Salga” e “Seca” as carnes 1.| | Sim Freqiiéncia: 2.| | Nao
4.5.3 Outros: 1. _|Sim Qual? 2.|__| Nao
5.CASO INDEX: 5.1 Data do Diagnostico: / /
5.2 Evolugéo
5.3: Data do ultimo acompanhamento / /
OBS:
5.4: NUmero de irmdos na familia: 5.5:Posicdo na
familia:

6. CIRURGIA, ANALISE HISTOPATOLOGICA E ACOMPANHAMENTO

6.1 Data da cirurgia: / / 6.2 ldade na cirurgia:

6.3 Sobrevida no pés-operatério (meses)

6.4 Data da ultima consulta: / /

6.5 Gastrectomia: 1.| | Curativa 2.| | Paliativa/ 1.| | Total 2.| | Subtotal
6.6 Outras:
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6.7 Invasdo da parede géastrica: 1. |Até a mucosa 2.| |Até a submucosa 3.|_|

Até a muscular 4.|__|Até a serosa
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6.8 Metastase para linfonodo regional: 1.| | Sim Quantos? _ 2.]_|Néo
6.9 Metastase a distancia: 1. | _| Sim 2.|__| Nao
6.10 Tipo histopatologico: 6.11 T N M

6.12 Tipo de Lauren: 1. |__| Difuso 2.|_| Intestinal 3.|__| Misto
6.13 Bohrmann:

6.14 Diferenciacdo: 1.| | Bem diferenciado 2. |__| Moderadamente 3. | | Pouco
4.|__| Indiferenciado

6.15 Invasédo de vasos sanguineos: 1. || Sim 2.|__| Nao

6.16 Invasao de 6rgdos adjacentes: 1.|__| Sim Qual (is) 2.|__| Néo

6.17 Invasdo peritoneal: 1. | | Sim 2.|__| Nao
6.18 Recidiva: 1.|_|Sim  2.|_|



ANEXO -A

HUWC/URC
Comité de Etica em Pesquisa
Cod.CEP- I3 0l I

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Rua Capitdo Francisco Pedro, 1290 - Rodolfo Tedfilo - 60.430-370 - Fortaleza-CE

FONE: (85) 3366-8589 / 3366.8613 E-MAIL: cephuwe@huwe.ufe.br

Protocolo n®: 023.04.12

Pesquisador Responsavel: Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos

Departamento / Servigo:

Titulo do Projeto: “Avalia¢do do papel das proteinas Hom A/Hom B do H.pylori ¢ do
estresse oxidativo em pacientes com céncer géstrico ¢ seus familiares™.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio
analisou o projeto de pesquisa supracitado e, em tendo sido atendidas as pendéncias,
baseando-se nas normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satde (Resolugdes CNS 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00, 347/05,
346/05), resolveu classifica-lo como: APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentagdo de relatorio ao CEP-HUWC da
pesquisa dentro de 12 meses (data prevista: 02/10/13).

Fortaleza, 02 de outubro de 2012.

ol c’) rrg ﬂ«”’- Al
Dr. Maria de Fatima de Souz;

Coordenadora do CEP - HUWC




