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RESUMO
ANALISE DA ASSOCIACAO DOS MARCADORES cagT, LEC e oipA
FUNCIONAL E NAO FUNCIONAL DO HELICOBACTER PYLORI EM
AFECCOES GASTRICAS.MARIA HELANE ROCHA BATISTA GONCALVES.
Tese de Doutorado Programa de PoOs Graduagdo Stricto Sensu em Cirurgia.
Universidade Federal do Ceara. Orientadora: Profa. Dra. Lucia Libanez Bessa Campelo.
O Helicobacter pylori é uma bactéria que coloniza a mucosa gastrica de seres humanos.
A infeccdo cronica causada por este patdgeno estd fortemente associada a um risco
aumentado de doencas géstricas diferentes, variando de gastrite cronica e Ulcera péptica
para dois tipos de céncer géastrico, adenocarcinoma e linfoma do tecido linfoide
associado a mucosa. O objetivo do presente estudo foi avaliar a associacdo dos
marcadores cagT, LEC e oipA funcional e ndo funcional em pacientes portadores das
afeccdes gastrite, Ulcera e cancer gastrico.Foi realizada a genotipagem das cepas por
meio da técnica de PCR. Foram avaliados 181 pacientes, atendidos no Hospital
Universitario Walter Cantidio, sendo 87(48,1%) homens, 94(51,9%) mulheres, com
idade variando de 18-90 anos, com média de 53 + 17,8 anos, com diagnostico positivo
para a infeccdo por H. pylori. Destes, 48 portadores de cancer gastrico, 69 pacientes
com ‘ulcera péptica e 64 com gastrite. A prevaléncia dos gendtipos estudados foi:
145/181 (80,1%) cagT, 83/181 (45,9%) LEC, 81/181 (44,7%) oipA, e 0ipA“on”34/81
(41,9%).No grupo dos pacientes com cancer gastrico observou-se que o gendtipo mais
frequente foi o cagT 43/48 (89,6%), seguido do gene oip4 “on” 10/18 (55,6%) e LEC
17/48 (35,4%). No grupo dos pacientes com Ulcera péptica o gendtipo mais frequente
foi o cagT 62/69 (89,8%), seguido do gene LEC; 34/69 (49,3%) e oipA”on” 13/31
(41,9%). No grupo dos pacientes com gastrite 0 gen6tipo mais frequente foi cagT 40/64
(62,5%), seguido do gene LEC 32/64 (50,0%) e oipA “on” 11/32 (34,4%). N&o houve
associacao significativa dos genotipos do H. pylori com género, nem com faixa etéria
dos pacientes. O estudo genético dos marcadores de H. pylori e sua relacdo com as
afeccOes gastricas € fundamental para se estabelecer o perfil de viruléncia das cepas e
assim elucidar os varidveis desfechos clinicos envolvidos com essa infec¢éo.
Palavras chave: H. pylori. Ilha de patogenidade cagPAIl. Marcadores de viruléncia.
Afeccdes gastricas.



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE ASSOCIATION OF MARKERS caT, LEC and oipA
FUNCTIONAL AND NON FUNCTIONAL OF HELICOBACTER PYLORI IN
GASTRIC DISORDERS.MARIA HELANE ROCHA BATISTA Gongalves. The Doctoral
Thesis Postgraduate Program Stricto Sensu in Surgery. Federal University of Ceara. Advisor:
Prof. Dr. Lucia Libanez Bessa Campelo.

The Helicobacter pylori is a bacterium that colonizes the gastric mucosa of human beings.
The chronic infection caused by this pathogen is strongly associated with an increased risk for
gastric illnesses different, ranging from chronic gastritis and peptic ulcer for two types of
gastric cancer, adenocarcinoma and lymphoma of the lymphoid tissue associated to mucosa.
The aim of this study was to evaluate the association of cagT markers, LEC, functional and
nonfunctional oipA in patients with disorders of gastritis, ulcers and stomach cancer.
Genotyping of the strains was performed by PCR. Were evaluated 181 patients attended at the
University Hospital Walter Cantidio, 87 (48.1%) men, 94 (51.9%) women, with ages ranging
from 18-90 years, mean age of 53 + 17.8 years, with a positive diagnosis for H. pylori
infection, these 48 carriers of gastric cancer, 69 patients with peptic ulcer and 64 with
gastritis. The prevalence of the genotypes studied was: 145/181 (80.1%) cagT, 83/181
(45.9%) LEC 81/181 (44.7%) oipA and oipA™”on"34/81.In the group of patients with gastric
cancer was observed that the most frequent genotype was the cagT 43/48 (89,5%), followed
by the oipA gene "on" 10/18 (55.6%) and LEC 17/48 (35.4%). In the group of patients with
peptic ulcer genotype was the most frequent cagT 62/69 (89.8%), followed by gene LEC,
34/69 (49.3%) and the oipA”on" 13/31 (41.9%). In the group of patients with the most
frequent genotype gastritis was cagT 40/64 (62.5%), followed by gene LEC 32/64 (50.0%)
and the oipA "on" 11/32 (34.4%). Furthermore, by the presented data there is no association
of H. pylori and gender and or age of the patients.The genetic study of the markers of H.
pylori infection and its relationship with the gastric disorders is essential to establish the
profile of virulence of strains and thus elucidate the clinical outcomes variables involved with
this infection.

Key words: H. pylori. The island of cross cag PAI. Virulence markers. Gastric disorders.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico do Helicobacter pylori

O Helicobacter pylori é uma bactéria que coloniza o estdmago e foi isolada pela
primeira vez, pelos pesquisadores australianos Robin Warren e Barry Marshall, no ano de
1983 na Austrélia, a partir de fragmentos de bidpsia gastrica de pacientes com gastrite
crénica e Ulcera peptica. Essa descoberta foi um dos avancos mais importantes da
Gastroenterologia, tendo levado esses pesquisadores a receber o prémio Nobel de Medicina
em 2005 (GUZMAN, 2006).

Desde o século passado, estudos, ja apontavam micro-organismos encontrados
no suco gastrico de pacientes com carcinoma ulcerado do estdmago, Krienitz em 1906, foi o
primeiro a observar “espiroquetas’ no estdmago humano (DOENGES, 1938).

Para tentar comprovar que as cepas de H. pylori causavam patologias na mucosa
gastrica, em 1984, Marshall ingeriu um concentrado da bactéria isolada, e desenvolveu uma
gastrite transitoria, comprovando, assim, que o H. pylori coloniza o epitélio do estdmago e
passa a desencadear um processo inflamatério no mesmo (MARSHALL et al., 1983).

A principio, os bacilos foram classificados como pertencentes ao género
Campylobacter, composto por bactérias gram negativas em forma de bastdo curvado,
oxidase e catalase positivas, que utilizam flagelos polares para locomocdo. Dessa forma,
foram primeiramente chamados de “gastric Campylobacter like organism”, recebendo,
posteriormente, as denominag¢bes Campylobacter pyloridis, Campylobacter pyloricus e
Campylobacter pylori (MURRAY et al., 2010).

A partir de 1989, apos estudos ultraestruturais e de analise da sequéncia de
acidos nucléicos, a bactéria recebeu a denominacao Helicobacter pylori, diferenciando-se do
género anteriormente chamado Campylobacter para o novo género Helicobacter
(GOODWIN et al., 1989).

A descoberta do Helicobacter pylori revolucionou a gastroenterologia e vem
possibilitando o esclarecimento sobre varias doencas gastricas como gastrite cronica, Ulcera
péptica, linfoma MALT (tecido linfoide associado a mucosa) e cancer gastrico. O manejo
das doencas gastrointestinais foi notoriamente alterado ap0s a comprovacdo do papel da

infeccéo por H. pylori.
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1.2. Microbiologia do Helicobacter pylori

O H. pylori é uma bactéria Gram negativa, de forma espiralada, medindo 2,5 um
de comprimento ¢ 0,5 a 1,0 um de diametro. Coloniza a mucosa gastrica produzindo as
enzimas: urease, catalase, oxidase, protease e fosfolipase, enzimas importantes para
adaptacao no epitélio gastrico. O H. pylori produz urease que converte a uréia em aménia e
CO2, neutralizando o pH gastrico tornando-o neutro no ambiente intracelular e pericelular

bacteriano, proporcionando sua sobrevivéncia em um meio acido (MOBLEY, 2001).

A bactéria apresenta de cinco a seis flagelos monopolares embainhados, 0s
filamentos flagelares sdo protegidos da acidez gastrica por serem constituidos por uma
membrana protéica e de lipopolissacarideos. Sua morfologia em espiral, associada aos
flagelos, facilita sua locomocdo através da camada de muco que € um dos mecanismos de

defesa da mucosa gastrica (EISIG et al., 2002).

Sao bactérias ndo esporuladas, e podem formar corpos cocdides ou esferdides
em culturas velhas (KUSTERS et al., 1997). A conversdo da forma espiral para a cocoide se
da diante das condicbes adversas: pH alcalino, alta temperatura, incubacdo prolongada,
exposicao a concentracdes altas de oxigénio, tratamento com inibidor da bomba de prétons,
antibidticos, Oxido nitrico, etc. Acredita-se que a forma cocdide seja uma forma de
resisténcia capaz de suportar condi¢des ambientais adversas (COLE et al.,1997).

O H. pylori é microaerdfilo, cresce em uma atmosfera de 5 a 15% de O, com 5 a
10% de CO,,contendo sangue e outros componentes que promovem 0 Seu crescimento,
como: vitamina B12 e aminoacidos (L-Glutamina, L-Cysteina).A temperatura ideal para o
seu crescimento em meio de cultura é de 37 °C ap6s 3 a 5 dias. (HOLTON et al., 1999).

As culturas sdo identificadas com base na morfologia da colbnia, coloracdo de
Gram e provas bioquimicas positivas para urease, catalase e oxidase. As colénias formadas

sdo circulares, convexas, translucidas e ndo apresentam hemolise. (NDIP et al., 2003).
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1.3 Epidemiologia do Helicobacter pylori

Estima-se que a infeccdo pelo H. pylori afeta aproximadamente metade da
populacdo mundial em todos os continentes, € uma das mais prevalentes entre 0s seres
humanos, sendo bem documentada a existéncia de uma inversa associagdo entre as taxas
de prevaléncia e os niveis socioeconémicos da populacdo (CORREA; PIAZUELO, 2008).

Existem varios fatores de risco que influenciam a transmissdo da bactéria, tais
como: baixa condicdo sdcia econdmica, baixa nivel educacionais baixas condicfes de
saneamento basico e fatores nutricionais. Ainda no esta bem definido a via a de transmisséo
da bactéria., 0 que se pode afirmar é que a H.pylori s6 consegue alcangar a mucosa gastrica
pela boca. Logo, a transmissdo é feita de pessoa para pessoa, sendo a principal transmissédo
oral-oral ou fecal-oral; é provavel que essas duas maneiras atuem simultaneamente em
niveis populacionais (KODAIRA et al, 2002).

E, principalmente, durante a infancia que os individuos adquirem as cepas de
Helicobacter pylori e passam a alberga-la até a vida adulta (MALATY et al.,2007). Outros
estudos apontam que, a aquisicdo do H. pylori além de ocorre por transmissao intra familiar
se d& também por consequéncia das precérias condi¢cdes socioeconbémicas (MORAES et
al.,2003; QUEIROZ et al., 2005).

Devido a grande maioria da aquisi¢do da infec¢do ocorrer durante a infancia, os
estudos de prevaléncia mostram um crescente aumento cumulativo de adolescentes e adultos
infectados por H.pylori. Ja entre os adultos ha uma menor taxa de aquisicao da infeccdo, que
é decorrente de um pequeno incremento na taxa de prevaléncia ao longo desta fase da vida
(MALATY et al., 2007).

Em consequéncia disso, as taxas de prevaléncia observadas refletem as
condicdes de vida das populacBes, principalmente, a condicdo de vida que o individuo
infectado tinha durante sua infancia, que sdo considerados fatores de risco determinantes
para a contaminacdo pelas cepas da H. pylori (MALATY et al., 2007). Pois como ja foi
citado, a prevaléncia da infeccdo e as doencas associadas a ela estdo relacionadas ao

desenvolvimento econdmico de determinada populacdo (PEURA DAVID et al., 2007).

A infeccdo pelo H. pylori em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos

tem uma prevaléncia bastante elevada, atingindo cerca de 50% das criancas ja& aos cinco
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anos de idade e 70% aos 10 anos de idade nos paises em desenvolvimento (PARENTE et
al., 2006).

Estudos populacionais feitos no Brasil indicam que as taxas de prevaléncia da
infeccdo pela bactéria H. Pylori ainda sdo bastante elevadas, tanto em regifes urbanas como
nas areas rurais, em criancas e também em adultos. Pesquisas realizadas nos ultimos anos
em areas precarias, com condicOes de higiene inadequadas, nas cidades de Teresina (Piaui) e
Fortaleza (Ceard) demonstraram elevadas taxas de prevaléncia ja nos primeiros anos de vida
(PARENTE et al., 2006).

No Ceard estudo realizado na comunidade urbana de baixa renda Parque
Universitario em Fortaleza, utilizando teste respiratorio marcado com C13, em criancgas e
adolescentes, encontrou uma prevaléncia de 30% nas criancas aos 2 anos de idade, atingindo
74% de infectados aos 20 anos (RODRIGUES et al., 2004).

Um estudo de coorte realizado na comunidade urbana Parque Universitéario,
acompanhou 133 criancas e evidenciou que a prevaléncia de H. pylori foi de 53,4% no inicio
do estudo e de 64,7% oito anos depois. Fatores de risco associados com a infeccdo foi
naimero de pessoas por residéncia e sexo masculino (QUEIROZ et al., 2012).

Observa-se que na infancia, ocorre um rapido aumento da taxa de prevaléncia da
infeccédo, principalmente nos cinco primeiros anos de vida. E que a partir dos 15 anos essa
prevaléncia passa a ser lenta. Em pessoas com 60 anos essa prevaléncia atinge um patamar
ou entra em declinio (KODAIRA et al.,2002).

A prevaléncia da infeccdo e as doencas associadas a ela estdo relacionadas ao
desenvolvimento econdmico de um pais. No Japdo, a prevaléncia diminuiu
consideravelmente, de 90% para 25%, no pés Segunda Guerra Mundial, onde o grande
desenvolvimento econémico levou a melhorias na higiene e satde da popula¢do. O mesmo
aconteceu na Italia, Polénia, Estados Unidos, Franca e outros paises ocidentais
desenvolvidos. (PEURA DAVID et al., 2007).

Na Europa, a prevaléncia de H. pylori permanece mais elevada em paises da
Europa Oriental em relacdo a Europa Ocidental. Um estudo realizado em hospital na
Alemanha Oriental, envolvendo 2318 pacientes demonstrou uma prevaléncia de H. pylori de
44% e evidenciou ainda uma queda significativa na prevaléncia em individuos nascidos apos
1980, periodo em que houve mudangas significativas nas condi¢des socioecondmicas (WEX
etal., 2011).
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Varios estudos evidenciam que a prevaléncia da infeccdo por H. pylori esta
diminuindo em adultos e criangas em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (TONKIC
et al., 2012). Isto é decorrente da melhora das condi¢cbes de higiene e socioeconémicas da

populacéo e da conduta clinica voltada para o combate dessa bactéria.

1.4 Patogenicidade do Helicobacter pylori

O H. pylori é responsavel por 95% das gastrites cronicas e em até nove vezes
pelo aumento do risco de cancer (KUIPERS,1998).A degeneracdo da mucosa gastrica se da

pela acdo das suas toxinas e mediadores inflamatdrios ativados pela presenca da mesma.

Os fatores de viruléncia do H. pylori permitem que ele sobreviva ao ambiente
desfavoravel do estbmago, tais fatores sdo: o formato espiralado, a motilidade, as enzimas e
proteinas de adaptacdo, a capacidade de aderir as células da mucosa e ao muco gastrico
(BRUCE, 1993). Os fatores genéticos e biomoleculares do micro-organismo, também
contribuem para essa sobrevivéncia, entre elas a presenca dos genes vacA, cagA e dos sitios
de fosforilacdo da proteina CagA (Epiya) (YAMAOKA et al., 2002; ARGENT et al., 2004).

Motilidade, aderéncia e producdo de urease sdo 0S principais mecanismos
patogénicos do H. pylori. A motilidade é fundamental para que o micro-organismo penetre
na camada de muco que reveste o epitélio gastrico, protegendo-se da acidez e do
peristaltismo estomacal (HAZEL et al., 1986).

A capacidade de adesdo a mucosa gastrica impede a eliminacdo da bactéria
através dos movimentos peristélticos, além de promover elevadas concentra¢Ges de toxinas
em determinadas areas da mucosa gastrica e assim iniciando o processo inflamatério.
(BRUCE, 1993).

Uma adesina importante de peso molecular de 78 kDa, presente na membrana
externa do H. pylori, que reconhece o antigeno B de Lewis da célula epitelial gastrica e liga-
se a ele, foi identificada e chamada Adesina ligante ao antigeno B de Lewis ou BabA
(ILVER et al., 1998).

Estudos mostraram também que essa adesdo irreversivel resulta em intensa
inflamacéo crénica e consequente desenvolvimento de doengas géastricas (FALK et al.,

1995; GURUGE et al., 1998).A producéo elevada de urease, enzima que converte a uréia em
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amoOnia promove a desestabilizacdo da camada de muco, provocando lesdes sobre o
revestimento do epitélio(HAZEL et al., 1986).

Apds penetrar na camada de muco e entrar em contato com as células epiteliais
do estdbmago, o H. pylori multiplica-se e prolifera-se, em seguida, libera agentes
quimiotéticos, que induzem a migracdo de polimorfonucleares para o epitélio. As proteinas
bacterianas ativam os mastocitos, liberando ativadores inflamatérios. O H. pylori estimula o
epitélio gastrico a produzir 1L-8, que tem sua producdo potencializada pelo TNF-a, pela
interelucina-1 (IL-1) e pelo fator nuclear Kappa B (NF- kB), liberados pelos macrofagos em
resposta & parede lipopolissacaridica da bactéria (CRABTREE et al.,, 1991, 1994,
MOBLEY, 2001).

O H. pylori invade, inicialmente, o antro gastrico e, depois multiplica-se para
colonizar as outras areas do estbmago. A maior parte dos achados endoscopicos nos casos de
gastrite em infectados pelo H. pylori é de tipo antral (SUERBAUM, MICHETTI, 2002).
Podemos enfatizar que a presenca de cepas de H. pylori de maior viruléncia, induzem uma

maior resposta inflamatoria e a instalacdo da gastrite.

A figura (1) abaixo demonstra a invasdo do Helicobacter pylori & mucosa epitelial

gastrica
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1.5 Genética do Helicobacter pylori

O H. pylori apresenta-se geneticamente diverso, havendo diferencas geogréaficas
entre as cepas e varios fatores de viruléncia tém sido atribuidos as cepas mais virulentas
(COVACCI et al., 1999).

Evidéncias indicam que cepas do H. pylori apresentam diversos genotipos, e que
estes ativam o processo inflamatorio por meio de mediadores e citocinas, resultando em
diversos graus de resposta inflamatoria do hospedeiro, como também, diferentes desfechos
patoldgicos (FOX, 2002).

A ilha de patogenicidade cag (cag-PAIl) possui cepas que induzem a resposta
inflamatoria mais grave, elevando o risco para desenvolvimento de Ulcera péptica e cancer
gastrico. O estresse oxidativo induzido pela inflamacdo desempenha importante papel na
carcinogénese gastrica, ocasionando danos no DNA, bem como alteracGes celulares e
apoptose (ISRAEL et al.,2001).

Os fatores de viruléncia do H. pylori devem estabelecer correlagdo com as
afecgbes ou outros marcadores de viruléncia, ter consisténcia epidemiologica com a
populacéo e a regido estudada e ter efeito bioldgico contundente para reducéo ou eliminagdo

da expressao génica pela extin¢do do gendtipo ou reativacdo do mesmo. (LU et al. 2005).

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa, evidenciaram uma elevada
prevaléncia de cepas vacA sl, que sdo altamente patogénicas, apresentou-se em criangas
assintomaticas de uma comunidade urbana de Fortaleza (81,8%) e em pacientes portadores
de céancer gastrico (83,3%), demonstrando o alto potencial patogénico das cepas de H. pylori
circulantes nessa regido (CAVALCANTE et al., 2012; GONCALVES et al., 2013).

1.5.1 Genes cagT e LEC

Segundo Mattar et al., 2007, a ilha cag-PAI pode ser dividida em duas regides
,cag | e cag Il, onde o gene cagT foi definido como sendo um marcador da regido de cagll e
pode estar correlacionado com os desfechos clinicos mais graves pelo fato da proteina
CagT, ativar o sistema de secrecao de IV e desencadear o processo inflamatorio.

O gene LEC estd localizado na regido esquerda da ilha de patogenicidade
cagPAIl, é considerado um marcador para identificar pacientes com Ulcera péptica
(MATTAR et al., 2007).
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Existem poucos estudos na literatura a nivel mundial e, principalmente nacional
e regional sobre os genes em questdo. Essa regido do DNA do Helicobacter Pylori, ainda é

pouco conhecida.

1.5.2 Gene oip A

O gene OIP faz parte do sitio de Outras Proteinas de Membrana (OMP) do H.
pylori, esta localizado aproximadamente a 100Kb da cag-PAI e codifica a proteina OipA
(Outras  proteinas  Inflamatérias) e estd relacionado com 0  processo
inflamatorio(YAMAOKA et al., 2000; 2002; ODENBREIT et al., 2009).

O gene o0ipA nem sempre € funcional . Quando funcional, o gene expressa a
proteina OMP que estd associada a inducdo da IL-8 na mucosa gastrica, a infiltracdo de
neutrofilos fincionando também como uma adesina (KUSTERS et al., 1997).

Seu estado funcional é determinado através do sequenciamento genético, e esta
baseado no numero de repeticdes da combinacdo dos nucleotideos Citosina e Timina no
I6cus génico, conhecido como dinucleotideo CT, que indicara se 0 gene esta ativado (0ipA
“on”) ou inativo (0ipA “off”). (SILVA, 2009). Ainda existem poucos estudos que
sequenciamento genético do gene oipA.

O gene funcional (on) ou n&do funcional (off), é regulado por um mecanismo de
reparo gendmico de acordo com o numero de dinucleotideos CT. O oipA funcional
apresenta 6 e 9 repeticbes CT e o oipA ndo funcional apresenta 5 e 7 repeticbes CT.
(YAMAOKA et al., 2000).

Um estudo realizado nos EUA e Colémbia, com diferentes desfechos clinicos,
em 247 pacientes, avaliou a relacdo da expressdo ou presenca de multiplos fatores de
viruléncia (oipA, cag PAI, vacA, iceA e babA) e mostrou que o gene oipA fucional, 0s
genotipos cag PAI-positivo, vacA sl e babA foram todos relacionados ao risco de Ulcera
duodenal, e que oipA funcional, isoladamente, € um preditor determinante do
desenvolvimento de Ulcera duodenal a partir da inflamacdo géastrica (YAMAOKA et al.,
2002).

Tal achado foi confirmado em outro estudo, que utilizou uma coorte de 200
pacientes randomizados, que tiveram sua resposta imunoldgica a infeccdo por H. pylori
analisada por immunoblot, para quatro proteinas da membrana exterior: OipA, BabA, BabB
e SabA (YAMAOKA et al., 2006).
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Como também, um estudo in vitro mostrou que cepas mutantes de H. pylori com
gene oipA silenciado ndo induziram inflamacdo da mucosa géastrica em ratos que foram
infectadas durante 12 semanas, a0 passo que as cepas com o gene funcional induziram
inflamacédo da mucosa (YAMAOKA et al., 2002).

Torna-se relevante, portanto, o conhecimento sobre a importancia bioldgica
desses fatores de viruléncia, tendo em vista que eles interagem de forma sinérgica entre si e

induzem os mecanismos de desenvolvimento das principais afec¢des gastricas.

1.6 Relacdo da infeccao pelo H. pylori e afecgdes gastricas

Atualmente o Helicobacter pylori é considerado de alto risco para o
desenvolvimento de doencas gastrointestinais como gastrite, Ulcera péptica e duodenal e
cancer gastrico (SATO et al., 2011). Também pode estar associado a manifestacdes extra
géstricas como disturbios cardiovasculares, neuroldgicos, metabdlicos, doengas de pele e
hematoldgicas como a anemia por deficiéncia de ferro e parpura trombocitopénica idiopatica
(HASNI et al., 2011; KANDULSKI et al., 2008).

A infeccdo pelo Helicobacter pylori induz a inflamacdo da mucosa gastrica,
ocasionando em gastrite cronica ndo atréfica, progredindo para gastrite atrofica, metaplasia
intestinal, e consequentemente a displasia e carcinoma géastrico. o desenvolvimento e as
consequéncias destas lesdes dependem de fatores de viruléncia da bactéria e da resposta
imune do hospedeiro. (SAMPAIO, A, et al.,2008).0 estilo de vida e a dieta, tabagismo
influencia diretamente no surgimento de lesdes gastricas em pacientes infectados pelo
Helicobacter pylori. Variaveis tais como o tabagismo e etilismo, consumo excessivo de café
e condimentos contribuem para o elevado risco do desenvolvimento de Ulcera péptica
(HORA, J. 2008).

A Ulcera péptica é uma patologia heterogénea multifatorial de curso crénico,
ocorrendo em 5 a 10% da populacdo mundial, é classificada em gastrica ou duodenal, de
acordo com a sua localizagdo nas porcGes superior ou inferior do estbmago. O
desenvolvimento da Ulcera péptica esta associado, a elevada producédo acida, como resultado
da infeccéo pelo H. pylori. (CARVALHO, 2000).

A bactéria possui forte relacdo com a fisiopatologia da doenca ulcerosa

péptica, estando presente em mais de 90% de pacientes com Ulceras gastricas ou duodenais.
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Destaca-se que a Ulcera péptica por ser considerada a lesdo precursora do cancer
gastrico.(HORA, J, 2008).

O desenvolvimento do cancer gastrico € um processo multifatorial que se da pela
combinacéo de fatores hormonais, dietéticos, ambientais e de estilo de vida do individuo. O
mecanismo atualmente aceito para a carcinogénese gastrica aponta a infeccéo pelo H. pylori
como fator preponderante para o aparecimento da metaplasia gastrica e inducdo neopléasica,
pelo desencadeamento de uma intensa e ndo remissivel resposta imune a infec¢do (SILVA,
2009).

Dados do INCA (2015) demonstram que no Brasil, que o cancer gastrico é o
terceiro lugar na incidéncia entre homens e em quinto, entre as mulheres. No resto do
mundo, dados estatisticos revelam declinio da incidéncia, especificamente nos Estados
Unidos, Inglaterra e outros paises mais desenvolvidos. O pico de incidéncia se da em sua
maioria em homens, por volta dos 70 anos. Cerca de 65% dos pacientes diagnosticados com
cancer de estdmago tém mais de 50 anos. (INCA, 2015).

A alta mortalidade € registrada atualmente na América Latina, principalmente na
Costa Rica, Chile e Colébmbia. Porém, o maior nimero de casos ocorre no Japao, onde sdo
encontrados 780 doentes por 100.000 habitantes. Estima-se, que em 2016, surgirdo 20.520
novos casos sendo 12.920 em homens e 7.600 em mulheres (INCA, 2015).

1.7 Diagnéstico do Helicobacter pylori

O H.pylori pode ser diagnosticado através de varios métodos que sdo
classificados em métodos invasivos, os quais utilizam endoscopia digestiva alta para coleta
de fragmentos da mucosa gastrica e 0s ndo invasivos tais quais sorologia e teste respiratorio
da uréase, e antigeno ou PCR nas fezes. Testes ndo invasivos sdo de facil realizacdo, porém,

necessitam de equipamento adequado e validacdo dos métodos em cada regido, populacéo e

idade (ANDREIAS; PHILIPPE; MEGRUAD, 2015).

1.7.1 Métodos invasivos

O exame endoscOpico permite obter-se fragmentos da mucosa gastrica para
realizacdo de testes que identificam H.pylori tais quais teste da urease, exame

histopatoldgico, cultura e biologia molecular.
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O teste da urease é um método simples, que fornece resultado dentro de poucas
horas ou até mesmo minutos, consiste em colocar fragmento de bidpsia em tubo contendo
meio em um meio contendo ureia. Baseia-se na capacidade do H. pylori produzir a enzima
urease que, presente na amostra do tecido, desdobra a uréia, produzindo amodnia e
bicarbonato. A amdnia eleva o pH do meio com mudanga na cor de amarelo para vermelho,
indicando resultado positivo(MARSHALL et al., 1987).

A realizacdo de bidpsia da mucosa gastrica permite o diagndstico da infeccéo
pelo H. pylori em esfregagos e cortes histologicos fixados e corados nas preparacdes em
laminas. S&o utilizadas diversas técnicas de coloracdo para deteccdo do H. pylori: Gram,
Gimenez, Hematoxilina & Eosina, Giemsa modificado ou ndo, Laranja acridine e
Carbolfucsina, como também a coloracdo pela prata (Warthin Starry).Porém com a vasta
distribuicdo do H. pylori no estdbmago, todos os testes baseados em bidpsias podem
apresentar falhas no diagndstico. Para minimizar e/ou tentar eliminar este risco, diversas
amostras do corpo e antro devem ser pesquisadas (VAN ZWET et al., 1996).

A cultura é considerada um método bastante especifico para estabelecer o
diagnostico da infeccdo pelo H. pylori, além de, permitir avaliar a sensibilidade da bactéria a
agentes usados no tratamento, fator primordial para a pratica clinica (VAN ZWET et al.,
1996). No entanto, € uma técnica diagnoéstica de alto custo e requer um laboratério
especializado (TONELLI et al., 2000).

O PCR (Polymerase Chain Reaction) é um método que detecta sequéncias
especificas de &cidos nucléicos da bactéria, através da utilizacdo de oligonucleotideos
sintéticos, que agem como “primers” para a replicagdo enzimatica das sequéncias de DNA
definidas (CLAYTON et al.,1992). O PCR apresenta elevada sensibilidade e especificidade,
podendo ser realizado diretamente das bidpsias gastrica ou duodenal, do suco gastrico, da
placa dentaria, da saliva, da cultura e até mesmo das fezes. E muito utilizada em estudos
epidemioldgico devido sua alta sensibilidade (LEHOURS et al., 2003). E possivel também
diferenciar entre novas infec¢fes e recidivas, pois permite comparar as cepas do micro-

organismo antes e apds o tratamento.

1.7.2 Métodos néo invasivos
O método soroldgico se baseia na presenca de anticorpos anti-h. pylori, que esta
pautado na deteccgdo de anticorpos especificos imunoglobulina G (IgG), em amostras de soro
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das pessoas infectadas pela bactéria. S&o realizados pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) e pelo Western Bloting. E importante lembrar que, podem ocorrer
resultados falsos negativos em criancas, idosos e em pessoas imunodeprimidas, por estas
ndo desenvolverem reacdo imunologica contra a infeccdo (PORTORREAL et al., 2002).

Ja o teste respiratorio, utiliza o iso6topo estavel, ndo radioativo (C13), ou o
is6topo pouco radioativo (radioatividade equivalente a do meio ambiente) (C14), como
marcadores da uréia (GRAHAM et al.,1991). O paciente ingere uma solucdo de uréia
marcada com o carbono, geralmente é o C13. A uréia é convertida em amdnia e bicarbonato,
em seguida é absorvido e convertido em CO2 nos pulmfes (TONELLI et al., 2000).
Portanto o teste baseia-se na atividade de producdo de urease pelo H. pylori utilizando um
espectdmetro de massa (se usa no C13) ou pelo contador de cintilacdo liquida (se usa no
C14) (GONZALEZ et al., 2014). O método utilizando o C13 n&o-radioativo, é o teste ideal
para o diagndéstico da infec¢do em criancas por ndo ser invasivo. O teste respiratério foi
validado para uso em criangas brasileiras com uma sensibilidade de 95,5% e especificidade
de 99,0% (CARDINALI et al., 2003).

Outro método para diagnostico pode ser realizado pela pesquisa de antigenos do
H. pylori nas fezes (HpSA). Este teste é tdo eficaz quanto o teste respiratorio e ainda tem a
vantagem de ser mais barato, ter o resultado em aproximadamente 60 minutos e ainda 24
néo requer equipamentos de alto custo e o material pode ainda ser estocado para pesquisas
futuras. (GONZALEZ et al., 2014).

Um teste pouco conhecido, porém muito acurado e minimamente invasivo € 0
Enteroteste que foi validado no Brasil em 2011 em Fortaleza e publicado em 2013. Este teste
permite extrair suco gastrico sem a necessidade de endoscopia digestiva alta. Nesse teste o
individuo ingere uma capsula contendo um fio no seu interior. Apo6s 1 hora, o fio é retirado e
0 suco gastrico aderido ao fio podera ser utilizado para testes moleculares e microbiologia
onde é possivel detectar H. pylori a partir do cultivo do suco gastrico e da realizacdo da
técnica de PCR. (GONCALVES, 2013). Os resultados encontrados com esse método
variam, com sensibilidade de 75% a 100%, em paises como Australia (SAMUELS et
al.,2000) , Brasil (GONCALVES,2013) e Mexico (TORRE et al., 2001) respectivamente.

E importante salientar que é recomendada a realizacdo de pelo menos, dois

métodos para um diagndstico mais preciso da infeccéo pelo H. pylori.
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1.8 Justificativa

A incidéncia da infeccdo pelo H. pylori, diverge nas diversas regides do
planeta devido a alta variedade genética de suas cepas, 0 que resulta também em diferencas
na relagdo da infeccdo com as afeccdes gastricas. Varios estudos, foram conduzidos por
nosso laboratdrio ( Labgastro), envolvendo os genes do H. pylori( ureA, cagA, cag E, vacA,
babA, iceA hopA, hopB e suas associacdes com pacientes portadores das principais afeccdes
gastricas. Em face, a associacdo de genes ainda poucos estudados a nivel regional, nacional
e mundial e que estdo envolvidos na patogénese do H. pylori, despertou a necessidade de
investigar os genes cagT e Lec, presentes na ilha cagPAl, onde a mesma, esta relacionada ao
aumento da inflamacdo na mucosa gastrica. Além de investigar tais genes, estabelecer
também uma possivel relacdo com gene o0ipA, que promove o aumento da inducdo
inflamato6ria. Esses genes mostram-se como importantes marcadores de viruléncia da
bactéria uma vez que estdo envolvidos em mecanismos moleculares que levam ao
aparecimento de afeccdes gastricas, entre elas, cancer gastrico, Ulcera péptica e gastrite. E
fundamental a descoberta dos fatores envolvidos com o H. pylori, que resultam em
desfechos clinicos mais graves e assim contribuir para a elaboragdo de protocolos de

prevencao e tratamento.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Investigar a associacdo dos marcadores cagT, LEC e oipA funcional e ndo funcional do H.

pylori em pacientes portadores das afeccdes gastrite, Ulcera e cancer gastrico.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Determinar a prevaléncia dos marcadores cagT e LEC, em portadores de gastrite,
Ulcera e cancer gastrico.

2.2.2 Verificar a relacdo dos gendtipos estudados com o género e a faixa etaria dos
pacientes.

2.2.3 Avaliar a prevaléncia do gene oipA funcional, em portadores de gastrite, Ulcera e
cancer gastrico.

2.2.4 Averiguar a associacao entre os genes oipA funcional cagT e LEC com as afeccdes

estudadas.
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3 METODO
3.1. Casuistica

Participaram do estudo pacientes dispépticos, atendidos no ambulatério de
Gastroenterologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceard — UFC. Foram selecionados 181pacientes,
infectados por H. pylori, sendo 48 portadores de cancer gastrico, diagnosticado por meio de
cirurgia e confirmado por histopatoléfgico,69 portadores de Ulcera péptica e 64 portadores
de gastrite, submetidos a endoscopia digestiva alta, entre janeiro de 2009 e setembro de
2013, que aceitaram participar do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido.

Foram aplicados questionarios avaliando dados demogréficos, clinicos e
epidemiologicos (Apéndice B, D ). Porém foram utilizadas somente as variaveis que
tivessem maior significancia para o presente estudo, uma vez que, o perfil sdcio econdémico
destes pacientes sdo semelhantes por serem provenientes do Sistema Unico de Saude( SUS).

O estudo foi submetido a anélise e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa —
CEPE- do Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara,
(Anexo B).

3.2. Tipo de Estudo

Estudo, descritivo e transversal

3.3. Selecéo dos Participantes

Foram critérios de inclusédo:

-Pacientes H. pylori posisitivo, pelo teste da Urease, realizado pelo tecido
gastrico colhido na endoscopia digestiva

-Participantes ou, responsavel legal, que assinaram o termo de consentimento
informado.

-ldade minima de 18 anos e maxima de 90 anos de ambos 0s sexos.

-Pacientes portadores de Ulcera péptica, gastrite e cancer gastrico.
Foram critérios de exclusao:

-Individuos portadores de doengas prévias, tais como, Insuficiéncia Renal,

-Insuficiéncia Hepatica e Insuficiéncia Cardiaca Congestiva.
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3.4. Procedimento
3.4.1 Coleta de fragmentos da mucosa géstrica

Foram colhidos fragmentos da mucosa gastrica durante endoscopia digestiva alta
de cinco sitios diferentes do estdmago, de acordo com o recomendado pelo Sistema de
classificacdo de gastrite de Sydney (DIXON et al., 1996). Dois fragmentos da mucosa antral
foram destinados para o teste da urease e para investigar a presenca de genes de H. pylori. A
positividade da infeccdo foi confirmada por resultado positivo em pelo menos dois testes,
incluindo a andlise histologica da urease e a presenca de gene ureA de H. pylori.

A coleta dos fragmentos obedeceu ao protocolo validado do Sistema de Sydney
(DIXON et al, 1996), os locais da coleta dos espécimes foram os seguintes: (1A):2
fragmentos da Incisura Angularis; (Al): 2 fragmentos da pequena curvatura do antro; (A2):
2 fragmentos da grande curvatura do antro; (B1) : 2 fragmentos da pequena curvatura do
corpo; (B2): 2 fragmentos da grande curvatura do corpo gastrico. Obtendo-se 10 fragmentos
em frascos separados com as seguintes especificacfes a depender do local da coleta: IA, Al,
A2, B1, B2 . A figura 2 abaixo representa 0 mapa de coleta das bidpsias gastricas.

Um fragmento extra foi colhido para a realizacdo do teste da urease, utilizando o
URETESTE © (Renylab Minas Gerais). Nele, o fragmento da regido antral é imerso em um
tubo contendo uma solucéo de ureia e indicador de pH. A analise foi efetuada imediatamente
apos a coleta do material e uma leitura final foi realizada vinte e quatro horas ap6s. O teste
da urease foi considerado positivo quando houve mudanca da coloracdo da uréia de
“amarelo” para “vermelho”. Nos casos em que a solugdo permaneceu “amarela” por vinte €
quatro horas apds a coleta, o teste foi considerado negativo. Quando houve dificuldade em
estabelecer a mudanca de coloracdo, o teste foi tido como indeterminado.

O procedimento do exame endoscopico tinha duracdo de, aproximadamente, 20
minutos. Ap6s na realizacdo do mesmo, as amostras coletadas foram armazenadas,
imediatamente, a 4°C para serem transportadas até o laboratério, onde eram estocadas em
freezer -70°C, até o seu processamento e analise.

3.4.2 Extragdo do DNA de Helicobacter pylori em tecido de bidpsia géstrica
A extracdo do DNA do H. pylori das amostras de tecido gastrico colhidas dos

pacientes estudados, foi feita a partir da maceracdo dos fragmentos de bidpsia gastrica. O

material genomico foi extraido das amostras seguindo o protocolo de QIAGEN®, com os
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reagentes do QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), conforme orientacéo do
fabricante.

A principio foi realizada a digestdo do material tecidual, onde foi colocado em
tubos de 2 mL, com 180uL de tampao ATL e 20uL de Proteinase K, e submetidos a banho
maria a 56°C por vinte e quatro horas.

Apo6s a digestdo, seguiu-se a lise celular, onde foram adicionados 200uL de
tampédo AL, e incubou-se novamente as amostras em banho-maria, a 70 °C, por dez minutos.
Em seguida, adicionou-se 200uL de Etanol 100%.

O material da lise celular foi transferido para coluna Spin QlAamp®, para filtrar
o0 conteudo celular, o primeiro filtrado foi centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto em tubo de
microcentrifuga de 2 mL, depois foi descartado e foram adicionados 500uL de tampdo AW1
(QIAGEN®), e foi feita eluicdo por centrifugacdo a 8.000 rpm por um minuto. Em seguida,
foram colocados 500pL de tampio AW2 (QIAGEN®), com centrifugacéo a 14.000 rpm por
trés minutos.

Por fim, foram adicionados 200uL de tampdo AE, centrifugando a 8.000 rpm
por um minuto e repetindo essa Ultima etapa para uma extracdo precisa do material
genético. Apds a extracdo do DNA, as amostras foram estocadas em freezer a -20°C até o

Seu processamento.

3.4.3 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

O DNA do H. pylori extraido das bidpsias gastricas foi utilizado para a
amplificacdo dos gendtipos de interesse nesse estudo, a partir das sequéncias de nucleotideos
(primers) especificos, previamente descritos na literatura. A solu¢do “Master mix” para
amplificagdo do DNA, continha: 12,5uL da enzima Taq-DNA polimerase GoTaq green -
Promega®; 1,0uL dos “primers” especificos para cada gene a ser estudado, partindo da
terminagdo 5’ para a 3’, em ambos os sentidos (senso e antisenso). Em cada microtubo,
foram acrescentados 5,0ul. do DNA extraido em microtubos especificos de 200uL. As
reacOes ocorreram separadas para cada gene. A tabela 1 indica os primers que foram

utilizados para cada marcador.
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Tabela 1: Primers usados na amplificacdo dos genotipos estudados

Primer Sequéncia (5" - 3") Pares de base Referéncia
OipA - F GTTTTTGATGCATGGGATTT 401 Kauser et al.,
OipA -R GTGCATCTCTTAGGCTTT 2005

cagT-F CCATGTTTATACGCCTGTGT 301 lkenoue et al.,
cagT-R CATCACCACACCCTTTTGAT 2001

LEC-F ACATTTTGGCTAAATAAACGCTG 320-550 Akopyants et al.,
LEC-R TCTCCATGTTGCCATTATGCT 1998

Fonte: Elaborada pelo autor

A amplificacdo do DNA extraido foi realizada em termociclador, obedecendo ao
protocolo de ciclos especificos para cada gene estudado. O protocolo de amplificacdo dos
genes cagT e LEC correspondem: a um ciclo a 94 ° C durante 5 min, 40 ciclos de 94 ° C
durante 30 seg, 55 ° C durante 30 seg e 72 ° C durante 30 seg e um ciclo de extenséo final a
72 ° C durante 10 min .

Apds a amplificacdo de cada gene, foi realizada a corrida eletroforética de géis
de agarose a 2%, corado com brometo de Etidio, para visualizacdo das bandas dos
marcadores genéticos do H. pylori. Foi utilizado tamp&o Tris Acetato EDTA (TAE) como
veiculo liquido para a corrida dos geéis. A eletroforese ocorreu nas seguintes condicdes: 100
volts, 400 miliamperes por 40 minutos.

Os géis foram revelados em aparelho trans luminador com camara eletrdnica de
ultravioleta para evidenciacdo dos pares de bases, estabelecendo assim, o resultado positivo
ou negativo para 0s marcadores genéticos estudados, a partir da presenca ou auséncia das
bandas de nucleotideos pertencentes a esses genes.

Para monitorar possiveis contaminagdes, foi estabelecido o controle da
qualidade, pela presenca de controle positivo e controle negativo para cada marcador
genético estudado. O peso molecular dos pares de base foram aferidos por padrdo de bandas
de DNA (DNA Ladder), adicionado aos géis.

3.4.4 Amplificacéo do gene oipA do Helicobacter pylori
A amplificacdo do DNA bacteriano foi realizada utilizando os iniciadores

especificos para 0 gene oipA.
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O protocolo de amplificacdo corresponde a um ciclo a 95 ° C durante 5 min, 35
ciclos de 95 ° C durante 30 seg, 58 ° C durante 30 seg e 72 ° C durante 30 s e um ciclo de
extensdo final a 72 ° C durante 10 min . A amostra amplificada foi visualizada depois de

corrida eletroforética em um gel de agarose a 2%.

3.4.5 Sequenciamento do gene oipA

Os produtos de PCR foram purificados utilizando Wizard SV Gel® e PCR
Clean-up System® (Promega, Madison, M1), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Os produtos purificados foram sequenciados usando o kit Big Dye Terminator verséo 3.1
Cycle Sequencing®, no aparelho ABI 3130 Genetic Analyzer © (Applied Biosystems, Foster
City, CA). As sequéncias obtidas foram alinhadas com o Programa CAP3 de conjunto de
Sequéncias (disponivel em: http://pbil.univlyonl.fr/cap3.php). Apo6s o alinhamento, as

sequéncias de nucleotideos foram transformadas em sequéncias de aminoacidos usando o

programa Blastx (disponivel em: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e comparado com
as sequéncias depositadas no GenBank do H. pylori

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) O sequenciamento foi realizado pela Professora

Maria Dulciene de Queiroz em Belo Horizonte no Laboratério de Pesquisa em

Microbiologia da Univesidade Fedral de Minas Gerais.

3.5 Anélise Estatistica
Foi utilizado o software SPSS for Windows, versdo 17.0; SPSS Inc., Chicago,
Illinois. A presenca dos gendtipos cagT, LEC e oipA on e off foi analisada de acordo com a
idade, género e afeccdo gastrica. A comparacdo de variaveis continuas foi realizada pelo
teste t de Student e as categorias pelo teste do qui-quadrado de Pearson. O nivel de
significancia considerado foi p < 0.05. O risco foi estimado utilizando-se Odds Ratio (OR) e
o intervalo de confianca de 95%. Modelos de regressdo logistica foram construidos e

ajustados para potenciais fatores de confuséo, tais como género e idade.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
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4 RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo dos pacientes estudados

Participaram do estudo 181 pacientes infectados por H. pylori, que foram
submetidos a endoscopia digestiva alta, no Hospital Universitario Walter Cantideo(HUWC).
Destes, 48 eram portadores de cancer gastrico, 64 portadores de gastrite e 69 portadores de
Ulcera péptica.

Dos 181 pacientes, 87(48,1%) eram do género masculino e 94(51,9%) do género
feminino. A idade dos pacientes estudados variou de 18 a 90 anos, com média de 53+17,8
anos. (Figura 3)

Dos pacientes com cancer gastrico, 29/48 (60.4%) eram do género masculino e
19 (39.6%) do género feminino. A idade variou de 35 a 84 anos, com média de 59 + 14,7
anos. Houve correlacdo estatistica significante dessa afeccdo com género masculino (p =
0.04) e ndo houve significancia com a idade (p = 0.19). (Tabela 2)

No grupo dos portadores de Ulcera péptica, 33/69 (47,8%) eram homens e 36/69
(52,2%) eram mulheres. A idade variou de 20 a 88 anos, com média de 52,5 + 12,5 anos.
N&o houve relacdo estatistica dessa afeccdo com o género (p = 0.96) nem com a idade (p =
0.20). (Tabela 2)

Com relacdo aos portadores de gastrite: 25/64 (39.1%) eram homens e 39/64
(60.9%) eram mulheres. A idade variou de 18 a 75 anos, com média de 47,9 + 15,1 anos.
N&o houve relacdo estatistica dessa afeccdo com o género (p = 0.07) nem com a idade (p =
0.20). (Tabela 2)
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Figura 3: Distribui¢do dos pacientes quanto ao género

O masculino

B feminino

87(48% ) 94(52%)

A Tabela 2 apresenta a caracterizacdo dos grupos dos pacientes estudados com
as afeccdes gastricas e relacdo quanto ao género e faixa de idade. O cancer gastrico teve
maior prevaléncia no género masculino, com significancia estatistica com valor de p<0.04.
A Ulcera péptica, assim como a gastrite, foi mais prevalente no género feminino, néo
havendo significancia estatistica para ambas. A média de idade para as afec¢des gastricas,
cancer gastrico, Ulcera péptica e gastrite foram respectivamente: 59,0 + 14,7, 52,5+ 125 e

47,9 + 15,1. N&o houve significancia estatistica para as afeccdes gastricas e faixa de idade.

Tabela 2: Caracterizacdo dos pacientes estudados coma as afeccdes gastricas, quanto ao género e
a média de idade.

. .. Faixa de ldade valor
Masculino n (%) Femininon (%) valor de p

(anos) dep
Cancer géstrico (n=48) 29 (60,4%) 19 (39,6%) 0,04 59,0 + 14,7 0,19
Ulcera péptica (n = 69) 33 (47,8%) 36 (52,2%) 0,96 52,5+125 0,20

Gastrite (n= 64) 25 (39,1%) 39 (60,9%) 0,07 479+151 0,20
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4.2 Distribuicdo dos gendtipos cagT e LEC nas amostras estudadas

De acordo com as afeccdes gastricas estudadas, 145/181 (80,1%) das amostras,
apresentaram o gene cagT e 83/181( 45,8%) das amostras apresentaram o gene LEC. Dentre
as amostras dos genes cagT e LEC ,36( 19,8%) destas expressaram ambos 0S genes.

Na tabela 3 observa-se a distribuicdo dos genotipos cagT e LEC de acordo com
género e faixa etaria. Dentre os pacientes com cagT presentes: 0 género masculino foi mais
associado do que o género feminino, e na faixa etaria que compreende os pacientes com
idade maior que 45 anos. A prevaléncia do gene LEC foi maior no género feminino, assim
como, na faixa etaria acima de 45 anos. Foi escolhido esse intervalo, por ser uma etéaria onde
as morbidades sdo mais prevalentes. Nao houve significancia estatistica tanto para género e
idade, para o gene LEC. No entanto, houve significancia estatistica da presenca de cepas

cagT no género masculino.

Tabela 3 : Associacao dos gendtipos com género e faixa etaria em pacientes infectados por H. pylori

cagT valor de p LEC valor de p
masculino 76/145 (52,4%) 0,02 40/83 (48,2%) 1,00
feminino 69/145 (47,6%) 0,02 43/83 (51,8%) 1,00
< 45 anos 46/145 (31,7%) 0,22 30/83 (36,1%) 0,07
> 45 anos 99/145 (68,3%) 0,22 53/83 (63,9%) 0,07

Na tabela 4, pode-se observar a associacdo do genétipo cagT com as afecgdes
gastricas, onde nos pacientes com cancer, 43/48(89,6%) expressaram 0 gene cagT, nos
acometidos com Ulcera péptica 62/69(89,8%) expressaram o gene cagT, nos portadores de
gastrite, 40/64( 62,5%) expressaram o gene cagT .Houve significancia estatistica (p = 0.01;
O.R: 1,21; 95% I.C: 1,06 - 1,39 ) com relacdo ao gene cagT e os pacientes com Ulcera
péptica. Apos regressédo logistica multivariada do genotipo cagT com as afec¢des gastricas, 0
mesmo permaneceu fortemente associado a Ulcera péptica e ndo associado ao cancer e

associado negativamente a gastrite.



Tabela 4: Associagdo do genotipo cagT com as afeccoes gastricas estudadas

Univariada Multivariada
Afeccgdes cagT (%) p O.R IC (95%) p O.R IC (95%)
Cancer Gastrico  43/48 (89,6%) 0,06 2,61 0,95-7,17 0,07 2,63 0,92-7,52
Ulcera péptica 62/69 (89,8%) 0,01 1,21 1,06-1,39 0,01 3,25 1,31-8,01
Gastrite 40/64 (62,5%) 0,001 0.69 0,57-0,85 0,001 0,15 0,06-0,35
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Na tabela 5, observa-se a associacdo do genotipo LEC com as afeccOes

géstricas, onde pacientes com cancer, 17/48 (35,4%) expressaram o gene LEC, naqueles

acometidos com Ulcera péptica 34/69(49,3%) expressaram o gene LEC j& nos portadores de

gastrite, 32/64(50%) expressaram o gene LEC. N&do houve significancia estatistica nas

amostras estudadas.

Tabela 5: Associagdo do genétipo Lec com as afeccdes gastricas estudadas

Lec p
Cancer Gastrico 17/48 (35,4%) 0,09
Ulcera péptica 34/69 (49,3%) 0,54
Gastrite 32/64 (50,0%) 0,44

4.3 Gene 0ipA

Das 181 amostras estudadas, 81 destas expressaram o gene oipA, através da
biologia molecular e consequentemente foram sequenciadas para analisar a
funcionalidade do gene oipA (gene opiA on e off). Destes, 38/81 (49.3%) eram do
género masculino e 43/81 (53,1%) do género feminino, ndo havendo diferenca

estatistica entre os grupos estudados.

Foi realizado um corte na faixa etaria de 45 anos, optou-se por esse grupo
por apresentarem mais comorbidades. No grupo dos menores de 45 anos, 30 (37,0%)
expressaram o gene oipA e no grupo dos maiores de 45 anos, 51 (63,0%) apresentaram o

gene oipA. A expressdo do gene 0ipA nas afecgbes gastricas pesquisadas se
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apresentaram da seguinte forma: gastrite 32 (39,5%), Ulcera péptica 31 (38,3%) e cancer
géastrico 18 (22,2%). (Tabela 6).

Tabela 6 : Variaveis associadas com o gendtipo oipA do H. pylori

0ipA (n = 81)
Género
Masculino 38 (46,9%)
Feminino 43 (53,1%)
Faixa Etaria
<45 anos 30 (37,0 %)
>45 anos 51 (63,0%)
Afeccdes Gastricas
Cancer gastrico 18 (22,2%)
Ulcera péptica 31 (38,3%)
Gastrite 32 (39,5%)

4.4 Associacao do gene oipA funcional e ndo funcional com os gendtipos cagT e Lec nas

afeccgdes gastricas.

No sequenciamento do gene o0ipA,os seguimentos CT indicam a funcionalidade
do gene.No presente estudo foram encontrados em 34/81 (42,0%) das cepas dos pacientes
analisados. A associa¢ao do gene oipA on com o geno6tipo cagT, demonstrou uma expressao
deste de 100%, revelando ser estatisticamente significante (p= 0,002). A relacdo entre o
gene 0ipA on e o gendtipo LEC foi de 33/34 (97,1%).

A tabela 7 demonstra a prevaléncia do gene oipA funcional e ndo funcional nas
afeccOes estudadas. Dos 32 pacientes com gastrite, 11(34,4%) apresentaram 0 gene 0ipA
funcional e 21(65,6%) apresentaram o gene 0ipA silenciado. Dos 31 pacientes acometidos de
Ulcera péptica, 13(41,9%) expressaram o gene oipA funcional e 18(58,1%) apresentaram
0ipA silenciado. Dos18 pacientes portadores com cancer gastrico,10 (55,6%) apresentaram
0ipA funcional e 08(44,4%) apresentaram 0 gene oipA silenciado. N&o houve significancia

estatistica entre as afeccdes e a funcionalidade e ndo funcionalidade do gene oipA.
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Tabela 7: Prevaléncia do gene oipA funcional e ndo funcional nas afecc¢des estudadas

OipA "on"
Cancer géstrico(n=18) 10 (55,6%)
Ulcera péptica (n=31) 13 (41,9%)
Gastrite (n=32) 11 (34,4%)

Total (n=81) 34

0ipA "off" valor de p
8 (44,4%) 0.28

18 (58,1%) 1.00

21 (65,6%) 0.36
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As figuras de 5-11 ilustram alguns géis de agarose a 2% dos marcadores estudados.

Figura 5: Gel de agarose a 2% para visualizacdo das bandas do gene cagT em pacientes

portadores de gastrite.

Poco 1 :DNA Ladder 600pb
Poco 2:Controle positivo
Pogo 3: POSITIVO

Pocgo 4: POSITIVO

Pogo 5:POSITIVO

Poco 6: NEGATIVO

Pogo 7: POSITIVO

Poco 8: POSITIVO

Pogco 9:NEGATIVO

Poco 10: Controle negativo

Figura 6: Gel de agarose a 2% para visualizacdo das bandas do gene cagT em pacientes

portadores de cancer.

Poco 1:DNA Ladder 600pb
Poco 2: Controle positivo
Pogo 3: POSITIVO

Poco 4: NEGATIVO

Pog¢o 5: POSITIVO

Po¢o 6:POSITIVO

Pog¢o 7:POSITIVO
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Figura 7: Gel de agarose a 2% para visualizacdo das bandas do gene cagT em pacientes

portadores de Ulcera péptica.

Poco 1: DNA Ladder 600pb
Pogo 2: Controle positivo
Pogo 3 : POSITIVO

Pocgo 4: POSITIVO

Pogo 5: POSITIVO

Pogo 6: NEGATIVO

Pogo 7: POSITIVO

Pogo 8: POSITIVO

Pogo 9: NEGATIVO

Pogo 10: Controle negativo

Figura 8 : Gel de agarose a 2% para visualizacdo das bandas do gene LEC em pacientes

portadores gastrite.
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Figura 9 : Gel de agarose a 2% para visualizacdo das bandas do gene LEC em pacientes

portadores de cancer.
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Figura 10 : Gel de agarose a 2% para visualizacdo das bandas do gene LEC em pacientes
portadores Ulcera.
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Figura 11 : Gel de agarose a 2% para visualizacdo das bandas do gene oipA em pacientes

portadores de Ulcera péptica
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a presenca de marcadores de viruléncia cagT e
LEC que compdem a ilha de Patogenicidade cagA (cagA-PAl), e 0 gene 0ipA que pertence a
regido de plasticidade do Helicobater pylori, relacionando-os com as principais afeccdes
géstricas: gastrite, Ulcera e cancer gastrico.

Foi avaliado o perfil genotipico de 181 cepas de H. pylori, a partir de 64
pacientes portadores de gastrite, 69 portadores de Ulcera péptica e 48 portadores de cancer
gastrico.

O gene cagT mostrou-se presente em 145/181(80,1%) das cepas analisadas e 0
gene LEC em 83/181(45,9%) das cepas estudadas.

Avaliando o gendtipo cagT entre os portadores das afeccdes gastricas, esse
gendtipo esteve presente em 89,6% dos casos de cancer gastrico, 89,8% em Ulcera péptica e
62,5% em gastrite. O gene cagT foi relacionado significantemente a Ulcera péptica, € ndo
mostrou relagdo com o cancer gastrico.

A prevaléncia achada no presente estudo é similar a encontrada em estudo
anterior realizado no Brasil, na regido Sudeste, por Mattar et al. (2007), estudando 215
pacientes, sendo 150 portadores de Ulcera péptica e 65 portadores de gastrite, onde
encontraram prevaléncias de 98,0% e 58,5% para os grupos estudados, respectivamente. O
gene cagT foi associado a Ulcera péptica e a gastrite, resultados similares aos encontrados
nesse estudo. Diferentemente, estudo realizado na Turquia (GOKBEN OZBEY et al, 2013),
investigando a ilha de patogenicidade cag em 69 pacientes, portadores de gastrite e Ulcera
péptica, acharam prevaléncia do gene cagT em 17/48 (35,4%) em gastrite e 7/21 (33,3%) em
Ulcera, sem relacdo de significancia deste gene com os desfechos clinicos. Outro estudo
conduzido no Brasil por Mattar et al (2010), investigando o gendtipo cagT em 34 pacientes
com cancer gastrico, apresentaram uma prevaléncia de 16/34 (47.1%) para o gene cagT,
diferentemente da prevaléncia encontrada no presente estudo. No estudo de Mattar et al.
(2010) nédo foi encontrada relagcdo do gene cagT com o cancer gastrico, similarmente ao

encontrado nesse estudo.
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Em estudo conduzido na Tuarquia, por Ozbey et al. (2013), acharam prevaléncia
do gene LEC em 5/48(10.4%) e 3/21(14.3%), em portadores de gastrite e Ulcera,
respectivamente. Diferentemente das prevaléncias encontradas no presente estudo.

A prevaléncia do gene LEC nos grupos estudados nesse trabalho foi de
32/64(50,0%) em portadores de gastrite, 34/69 (49,3%) nos pacientes com Ulcera péptica e
17/48 (35,4%) em cancer gastrico. Estudo realizado no Brasil com 150 pacientes com Ulcera
péptica investigando o gene LEC encontrou 87/150 (58%) de prevaléncia desse gene,
estando associado a Ulcera péptica (MATTAR et al, em 2007).  Resultados similares aos
encontrados nesse estudo com relacdo a prevaléncia. No entanto, diferentes com relacdo a
associacdo com a afecgédo, que néo foi observada com o gene LEC no presente estudo.

Outro estudo conduzido no Brasil por Mattar et al em 2010 investigando o0s
gendtipos LEC em 34 pacientes com cancer gastrico, apresentaram prevaléncia de 20/34
(58.8%) para o gene LEC. Tais achados divergem dos encontrados no presente estudo, onde
a prevaléncia do gene LEC em portadores de céancer foi de 17/48 (35,4%). No estudo de
Mattar et al. (2010), foi observada relacdo do gene LEC como cancer gastrico,

diferentemente do observado no presente estudo.

Vale salientar que, a prevaléncia dos marcadores da ilha de patogenicidade cag,
varia de acordo com as diferentes regiGes geograficas, possivelmente pela diversidade de

cepas circulantes nas diversas regides do mundo.

No presente estudo das 181 amostras estudadas, 81 apresentaram 0 gene OipA.
De acordo com as afec¢Oes gastricas relacionadas, 31(38,3%) cepas sdo de Ulcera péptica, 32
(39,5%) de portadores de gastrite e 18(22,2%) de portadores de cancer.

Estudo realizado na Turquia por Gokben Ozbey et al, 2013 em 48/69 pacientes
com gastrite e 21/69 pacientes com Ulcera foi encontrado respectivamente 75% e 85.7%.
Esse achado é divergente do encontrado por esse estudo.

Dois estudos relacionando o gene oipA com gastrite, realizados por Oleastro, em
Portugal um em 2008 e o outro em 2010, mostraram respectivamente 17/53(32,1%) e
18/60(30%). Tal achado sugere uma similaridade com o nosso estudo que foi de 34,4%.

Vérios estudos apontam a presenca do OipA on estar relacionada a Ulceras
pépticas e cancer gastrico. No presente estudo 81 amostras expressaram 0 gene 0ipA, onde
foi realizado o sequenciamento genético, com o objetivo de evidenciar a funcionalidade

0IpA “on”) e nao funcionalidade (oipA “off ) deste gene. Destes 34 (42%) expressaram o



44

gene oipA funcional e 47(58%) o gene oipA ndo funcional. Das 31 cepas oriundas de Ulcera
péptica 13 (41,9%), apresentaram gene oipA funcional. Das 32 amostras de portadores de
gastrite,11 (34,4%) expressaram 0 gene oipA funcional e dos 18 portadores de cancer

gastrico , 10 (55,6%) expressaram o gene oipA funcional.

Um estudo realizado por Matteo et al em 2010 na Argentina analisando 229
fragmentos revelou que 136/229 (59,4%) apresentaram o0 gene oipA funcional. Foi
observado em estudos realizados na Europa, Asia, América do Norte e América do Sul que a
prevaléncia do oipA funcional varia de 68% a 97%. Tais achados divergem do encontrado

no presente estudo.

Estudo realizado por Yamaoka et al em 2002 nos Estados Unidos em 30
pacientes com cancer gastrico, demostrou que 20 destes (66,7%) tinha relagdo com o gene

0ipA funcional. Esse achado € o qual os nossos resultados (55,6%) mais se aproximam,

N&o foi encontrada significancia estatistica entre a expressdao de oipA e as
afeccOes estudadas. Este resultado estd de acordo com os achados por Dabiri et al. (2009),
no Ird, em estudo com pacientes portadores de gastrite, Ulcera péptica e cancer gastrico. O
que difere do achado de Mansour et al. (2010), realizado na Tunisia, onde foi evidenciada
alta prevaléncia de oipA nas gastrites, 95.3% (186/195) e estatisticamente significante.
Divergindo de outros estudos que mostraram uma relagdo significativa entre cepas OipA
positivo e Ulcera péptica (YAMAOKA et al., 2002, MARKOVSKA et al., 2011).

Outro trabalho relata que oipA induz inflamacdo através de mecanismos de
fosforilacdo em diversas vias de sinalizacdo celular e que tém uma forte interacdo com a
fosforilagdo induzida pela proteina CagA (TABASSAM et al., 2008).

Algumas pesquisas, sugerem que o gene oipA funcionante é um marcador
efetivo de desfechos clinicos graves, e correlaciona a expressao da proteina OipA com a
presenca dos genes da ilha de patogenicidade cag (YAMAOKA et al, 2002; YAMAOKA et
al., 2006).

Ainda existem poucos estudos relacionando a ilha de patogenicidade cagPAl,
0s genes cagT e LEC, e o genotipo oipA com afecgbes géstricas. Porém, tais achados
apontam que ndo s o Brasil ,mas, varias regifes geograficas, tem um padrao de cepas de H.
pylori circulantes variaveis e assim podem apresentar diferente relacdo dos seus gendtipos

com a capacidade de viruléncia da bactéria. E essencial um mapeamento desse perfil
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genético do H. pylori e o estabelecimento de suas devidas correlagdes nas cepas circulantes
do Brasil e sua associa¢do com as principais afeccdes gastricas.

6 CONCLUSAO

O gene cagT mostrou associacdo com Ulcera péptica. Mas, ndo esteve relacionado com
gastrite e cancer gastrico. O gene LEC ndo foi associado a nenhuma das afeccbes
estudadas. O gene oipA funcional ndo foi associado a nenhuma afeccéo estudada.

Houve associacgdo significativa do cancer gastrico com o género masculino. Ndo houve
associacdo das demais afeccOes com género e idade dos pacientes. A presenca do gene

oipA funcional foi relacionada ao gene cagT.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo que visa avaliar o papel de uma
bactéria chamada Helicobacter pylori, que causa as principais doencas gastricas. A azia é
um dos sintomas mais comuns de problemas gastrointestinais e esta relacionada a doencas
como gastrite e Ulcera. Vocé que apresenta sintomas de doencas no estdbmago e esta sendo
atendido neste servico de salde, podera ser portador desta bactéria, por isso esta sendo
convidado a participar do estudo. Antes de aceitar participar, € necessario que voceé leia e
compreenda as explicacdes sobre os procedimentos propostos e, quaisquer ddvidas podem

ser esclarecidas pelos pesquisadores responsaveis.

Caso compreenda e deseje participar, vocé fard alguns exames: endoscopia.A
endoscopia € um exame onde é introduzido, pela boca, um pequeno tubo flexivel, que
poderd gerar alguma desconforto, para evitar isso, serd aplicada uma injecdo de um
medicamento que minimizarad o desconforto. Neste exame, serdo colhidos pequenos
fragmentos do seu estbmago para serem analisados (bidpsia). Sera colhido também
amostras de sangue para exames, pode haver dor local e ocasionar a formacdo de
hematomas no local da pungdo. Porém, o risco de gravidade ¢ minimo para vocé. 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

puncéo.

A sua participacdo sera muito importante para o conhecimento médico da infeccéo
pelo H. pylori e podera contribuir no futuro para a melhoria do controle da infec¢do em
nosso pais. No momento ndo ha beneficios diretos para vocé, uma vez que o estudo visa
descobrir os possiveis mecanismos de infeccdo e desenvolvimento de doencas por parte da
bactéria, que se traduzirdo em beneficios futuros na prevencao e no tratamento das doencas
gastricas. Vocé ndo tera nenhuma despesa pessoal para a realizagdo do estudo em qualquer
uma de suas fases, incluindo exames e consultas e também ndo receberd nenhum

pagamento relacionado a sua participacao.
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Os resultados dos seus exames serdo entregues a vocé e serdo mantidos em sigilo
pelos pesquisadores, que se comprometem a utilizar esses resultados somente para os fins
dessa pesquisa. Em nenhum momento vocé sera identificado quando da exposi¢do ou
divulgacdo dos resultados finais deste estudo. A equipe de profissionais da salde
responsavel pelo estudo o manterd informado(a) quanto ao progresso da pesquisa, de
acordo com suas solicitagdes. VVocé poderd sair desse estudo a qualquer momento sem
prejuizo para o seu acompanhamento medico. O seu médico poderd finalizar a sua
participacao neste estudo em qualquer ocasido sem prejuizo para 0 seu acompanhamento.

Os pesquisadores responsaveis por este estudo sdo: Dra Lucia Libanez B.C. Braga,
que pode ser encontrada pelo telefone: (085) 3366-8444 ou 8865-2042. Dr. Igor Simdes
pelos telefones: (85) 8825-8623 ou 9690-7567. Caso tenha alguma ddvida sobre os seus
direitos como paciente de pesquisa, vocé podera ligar para o Comité de Etica em Pesquisa
da UFC no nimero (085) 3366-8589.

Declaro que li e entendi as informacdes que me foram prestadas. Este formulario
estd sendo assinado voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para que
participe do estudo, até que eu decida o contrario. Receberei uma coOpia assinada deste

consentimento.

Assinatura do Paciente:

anos, RG: , 6rgdo expedidor: Data

Assinatura da testemunha:

Assinatura do responsavel pelo estudo:




APENDICE B

Estudo clinico, epidemioldgico do cancer géstrico e sua associagdo com o H. pylori
Questionario para Pacientes com Cancer Gastrico

CODIGO: DATA: / /
Preenchido por:

1.IDENTIFICAGAO

1.1. Paciente: Prontudrio:
1.2. Sexo: 1.|__| Masculino  2.| | Feminino 1.3 Idade:

1.4 Data de 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 N ° Lamina da pega cirdrgica

2.HISTORIA CLINICA
2.1) Queixa Principal:

2.2)Data do inicio dos sintomas: 2.3) 12 Consulta:
2.4) Anemia: 1.|__|SSim 2.|__| Ndo Hemoglobina: Hemacias: Hematocrito:
2.5) Dor: 1.| | Queimagdo 2| |Pontada 3. |’Roendo” 4.| |Tipo “fome”

5.|_| Outra:
2.6) Localizacéo: 1.|_| Epigéastrica 2.|__|Hipocondrio direito ~ 3.|__| Costas

4.| | Outra:

2.7) Dor noturna: :  1.|__| Frequente 2.|__|Rara 3._| Nunca
2.8)Relagdo com o estresse: 1._|Sim 2.|__|Néo

2.9)Alivioda Dor:  1.|_ | Alimentacdo  2.|__| Antidcidos 3.|__| Antagonista H2
4.|__| Inibidor de bomba de préton 5. |__| Outros:

2.10) Hematémese : 1. JSim  2.|_|N&o. 2.11)Melena: 1.| |Sim 2.|__| Néo
2.12) Perda de peso: 1. _|Sim  2.|_|N& Quantos quilos? Ha quanto tempo?
2.13) Saciedade precoce: 1.|_|Sim 2.|__|Néo 2.14) Azia: 1.|_|Sim  2.|_|Né&o
2.15) Disfagia: 1._|Sim 2.|_| Néo 2.16) Vomito: 1. |__|Sim  2.|__| N&o

2.17) Ascite: 1. |__|Sim 2.|__|N& 2.18) Ictericia: 1. |__| Sim 2.|__| Ndo 2.19) Outro:

2.20) Comorbidades:

2.21) Tipo sanguineo: 2.22) Transfusbes sanguineas: 1. |__| Sim 2.]__| Nédo
2.23) Cirurgia gastrica anterior: 1.|__| Sim Qual? Hé& quanto tempo? 2.|__| N&o
2.24) Endoscopia; TC; US: 1.|_|Sim 2.|_| N&o

Resultados:

2. 25) Infecg@o por H. pylori: 1. |Sim 2. |Nd 3. |N&oinforma
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2.26)Doenca de Ménétrier: 1 _|Sim 2.|_|N&o 3.__| N&o informa
2.27) Uso freqiiente de AINES (Anti-inflamatdrios Nao-Esteroidais)?

1.|__|Sim. Qual? 2.|__| Néo
2.28) Em uso atual (Ultimos 30 dias)? 1.]_|Sim 2.|_| Néo
2.29) Fumante (atual)  1.|_|Sim Idade de inicio: Quantos macos/dia:
O que fuma? Ha quanto tempo? Se parou, ha quanto tempo?
2.|__| Néao
2.30) Etilista? 1.| | Sim Idade de inicio: Quantidade:
O que bebe? Hé& quanto tempo? Se parou, ha quanto tempo?

2._| Nao
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2.31) Uso freqiiente de antibidticos? 1.]_|Sim 2] | N&o

2.32) Em uso atual (Ultimos 30 dias)? 1.|_|Sim Qual 2.|__|N&o
2.33) Uso frequiente de anti-secretores? 1.|_|Sim Qual: 2.|__|Néo
2.34) Em uso atual (Ultimos 30 dias)? 1.]_|Sim Qual: 2| | Néo

3. HISTORIA FAMILIAR

3.1) Historia de tlcera na familia? 1.| | Sim; Qual o parentesco?

2.|__|Néo
3.2) Cancer gastrico na familia? 1.]_|Sim; Qual o parentesco?

1.1 | Irméo (8); 1.2 |_| Tio/Tia; 1.3__| Pai; 1.4 | Mée; 15| Avd/Avo;

1.6 |__| Filho(a); 1.7 |__|Pai e Mée Qual a idade de aparecimento do Céncer?

2.|__| Nao
3.3) Cancer na familia em outros sitios? 1.__| Sim Quem? Local

2.|__| Nao

4.CONDICOES PSICO-SOCIAIS

4.1 Tipo de moradia: 1.| | Alvenaria; 2.|_|Taipa; 3.__| Madeira; 4. |Papeldo; 5.__| Outro

4.2 Quantos cdmodos? 4.3 Quantas pessoas residem?
4.4 Possui rede de esgoto? 1. | Sim 2.__| Néo
4.5 Possui 4gua encanada? 1. | Sim 2.|__|Néo
4.6 Possui banheiro na casa? 1.| | Sim 2| | N&o
4.7 Tipo de ingesta da 4gua? 1.|_ | Sem tratamento  2.| | Filtrada 3.|__| Fervida
4.]__| Ozonizada 5.|__| Mineral 6.|__| Outros
4.8 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
4.9 Estado civil: 1.|_|Solteiro 2. _|Casado 3. |Divorciado 4.__|Outros
4.10 Profissdo:

411 Rendamensal 1. |<1SM 2| |1SMa2SM 3. _|2SMa3SM
4.|_|3SMa5SM 5.|_| >5SM

Ndmeros de irmaos NUmero de irmdos mais novos
Posicdo na familia:

5.HABITOS ALIMENTARES

5.1 Ingesta frequente de defumados? 1.|__|Sim Freqléncia: 2.__| Néo
5.2 Ingesta frequente de carnes secas/salgadas? 1.| | Sim Frequéncia: 2.|__| Nao
5.3 Ingesta frequente de farinaceos? 1.|_|Sim Frequéncia: 2.|__| Néo
5.4 Ingesta frequente de verduras/frutas citricas?  1.|__| Sim Frequéncia: 2.|__| Néo
5.5 Forma de armazenamento/estocagem dos alimentos?
5.5.1 Geladeira/Freezer: 1.]_|Sim Uso habitual? 2| | Néo
5.5.2 “Salga” e “Seca” as carnes 1.|_ | Sim Freqiiéncia: 2.| | Nao
5.5.3 Outros: 1.|_|Sim Qual? 2.|__| Néo
6.CIRURGIA,ANALISE HISTOPATOLOGICA E ACOMPANHAMENTO
6.1 Data da cirurgia: / / 6.2 ldade na cirurgia:
6.3 Sobrevida no pos-operatorio (meses) 6.4 Data da Ultima consulta: / /
6.5 Gastrectomia: 1.|_ | Curativa 2.|__|Paliativa/ 1. | | Total 2. |__| Subtotal
6.6 Outras:
6.7 Invasdo da parede gastrica: 1.|__|Até a mucosa 2.|__|Até a submucosa 3.|__| Até a muscular 4.|__|Até a serosa
6.8 Metéastase para linfonodo regional: 1. |__| Sim Quantos? 2.|__| Néo
6.9 Metéastase a distancia: 1. |__| Sim 2.]_|Nao
6.10 Tipo histopatolégico: 611 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 Invasdo de vasos sanguineos: 1. | Sim 2.|_| Nao
6.16 Invasdo de d6rgdos adjacentes: 1.| | Sim Qual (is) 2| | Néo

6.17 Invasdo peritoneal: 1. | _|Sim 2.| | Nao



6.18 Recidiva: 1.|__|Sim  2.|_|Néo

APENDICE C
Estudo clinico e epidemioldgico do cancer gastrico e sua associagdo com H. pylori.

Ficha de Endoscopia

CasoN° LILILI
Nome:
Sexo: 1.._IM 2._IF idade: I_I I_I (em anos)
Topografia Descriciio das lesdes Marcar a casa nfo escrever
Adequada
1.Esdfago 1.1 Normal* 01.Sim 002.Nao
1.2 Hérnia Hiatal 01.8Sim 02.Nao
1.3 Exulceracao U1.Sim J2.Nao
1.4 Erosbes 01.Sim 02.Nao  I_IL_IL|
1.5 Ulceragdes 11.Sim 12.Nao
1.6 Barrett 01.Sim 02.Nao
1.7 Outro(s) (11.Sim 02.Nao
2.Antro Gastrico 2.1 Nomal 01.Sim 02.Nio
2.2 Enantema [J1.Sim 02.Nao
2.3 Erostes 01.Sim D2.Nao I L_II_I
2.4 Edema 001.Sim [02.Nao

2.5 Micronodularidade/ 01.Sim [02.Nao
Padrao Nodoso

2.6 Atrofia 01.Sim [02.Nao
2.7Metaplasia Intestinal01.Sim 02.Nao
2.8 Ulcera 01.8im 02.Nao
2.9 Pdlipo(s) 01.Sim 02.Nao

2.10 Outro(s) 01.Sim 02.Nao



3.Corpo Gastrico 3.1 Normal 01.Sim 02.Nao
3.2 Enantema 01.Sim 02.Nao
3.3 Erosdes 01.Sim 0O2.Nao 11111
3.4 Edema 1.Sim [002.Nao
3.5 Micronodularidade [11.Sim [02.Nao
3.6 Atrofia [01.Sim 02.Nao
3.7 Metaplasia Intestinal01.Sim 02.Nao
3.8 Uicera 01.Sim 02.Nao
3.9 Pélipo(s) 01.8im 02.Nao
3.10 Outro(s) (1.8im 02.Nao
4.Duodeno 4.1 Normal 01.Sim 0O2.Nao
4.2 Hiperemia 01.Sim [12.Nao
4.3 Erosdes 01.8im 0O2.Nao 1011
4.4 Linfangiectasia 01.Sim 02.Néo
4.5 Metaplasia Gastrica 01.Sim [02.Nao
4.6 Ulcera Péptica 011.Sim 02.Nao
4.7 Qutro(s) 01.Sim 02.Nao
5.Diagnéstico 5.1. Normal Ll
5.2. Gastrite do antro L
5.3. Gastrite do Corpo Il
5.4. Gastrite do antro e corpo I_|
5.5. Uicera Gastrica L
5.6. Atrofia Antral Il
5.7. Atrofia Corpal 11
5.8. Atrofia Corpo e Antro il
5.9. Metaplasia Intestinal Il
5.10. Outro(s):
6.Teste da Urease: 1 I [0 6.1 Positivo 1_1 00 6.2 Negativo 1_I O 6.3 Indeterminado

7.0bservagoes:

*Plexo veno-capilar da extremidade distal do eséfago visivel,
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APENDICE D

Estudo clinico, epidemioldgico do cancer gastrico e sua associacdo com H. pylori

Ficha para Pacientes Dispépticos

CODIGO: DATA: / /
Preenchido por:
1.IDENTIFICACAO

1.3. Paciente:

14, Sexo: 1.|__| Masculino  2.|__| Feminino 1.3 Idade:
1.4 Data de 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: 1.| | Queimagdo 2| |Pontada 3. |’Roendo” 4.| |Tipo “fome”

5.|__| Outra:
2.3) Localizacéo: 1.|__| Epigéastrica 2.|__|Hipocondrio direito  3.|__| Costas
4.| | Outra:
2.4) Dor noturna: :  1.| | Frequente 2.|__|Rara 3._| Nunca
2.5)Relagdo com o estresse: 1. _|Sim 2| | N&o

2.6)Alivio da Dor: 1.|_| Alimentagdo  2.| | Antiacidos 3.|__| Antagonista H2
4.|__| Inibidor de bomba de préton  5.|__| Outros:

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

2.9) Perda de peso? 1.|_|Sim 2.|_| Nado Quantos quilos? Ha quanto tempo?

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

2.12) Disfagia? 1. |Sim 2. _| Néo

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

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 (8); 1.2 |_| TiolTig; 1.3__| Pai; 1.4]__| Mae; 1.5]__| Avd/Avo;

1.6 |__| Filho(a); 1.7 |__|Pai e Mée Qual a idade de aparecimento do Céancer?
2.]_|Nao

2.16) Céancer na familia em outros sitios? 1.| | Sim; Local
2.|__|Néo

2.17) Uso frequente de AINES (Anti-inflamatdrios N&do-Esteroidais)?

1.|__|Sim. Qual? 2.]__| Néo
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._| Nao
2.20) Etilista? 1.__|Sim Idade de inicio: Quantidade:
O que bebe? Hé& quanto tempo? Se parou, ha quanto tempo?
2.|_| Néo
2.21) Uso frequente de antibi6ticos? 1. _|Sim 2| | Néo
2.22) Em uso atual (Ultimos 30 dias)? 1.]_|Sim Qual 2.|__|Néo

2.23) Uso frequente de anti-secretores? 1.|_|Sim Qual: 2| | Néo



2.24) Em uso atual (Ultimos 30 dias)? 1.]_|Sim Qual: 2| | Néo
3.CONDICOES PSICO-SOCIAIS

3.1 Tipo de moradia: 1. | Alvenaria; 2.| |Taipa; 3. | Madeira; 4.| |Papeldo; 5. |Outro

3.2 Quantos cdmodos? 3.3 Quantas pessoas residem?
3.4 Possui rede de esgoto? 1. |Sim 2.__| Néo
3.5 Possui 4gua encanada? 1. | Sim 2.|__|N&o
3.6 Possui banheiro na casa? 1. | Sim 2.|__| N&o
3.7 Tipo de ingesta da 4gua? 1.|_ | Sem tratamento 2. | Filtrada 3.|__| Fervida

4.|__| Ozonizada 5.|__| Mineral 6.__| Outros -
3.8 Formacédo 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 Profisséo:
3.11 Rendamensal 1. |<1SM 2| |1SMa2SM 3| |2SMa3SM
4.|_|3SMabSM 5. | >5SM

Ndmeros de irméaos NUmero de irmdos mais novos
Posicdo na familia:

4.HABITOS ALIMENTARES

4.1 Ingesta frequente de defumados? 1. | Sim Freqléncia: - 2. | Néo
4.2 Ingesta frequente de carnes secas/salgadas? 1.|__|Sim Freqiéncia: 2.|__| Nao
4.3 Ingesta frequente de farinaceos? 1.|_|Sim Freqléncia: 2.|__| Néo
4.4 Ingesta frequente de verduras/frutas citricas?  1.|__| Sim Freqliéncia: 2| | Néo
4.5 Forma de armazenamento/estocagem dos alimentos?

4.5.1 Geladeira/Freezer: 1.|__| Sim Uso habitual? 2.]__| Néo

4.5.2 “Salga” e “Seca” as carnes 1.| | Sim Freqiiéncia: 2.| | Nao

4.5.3 Outros: 1.]_|Sim Qual? 2.|__| Néo




ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA-UFC
Faculdade de Medicina
Estudo clinico e epidemioldgico do cancer gastrico e sua associacdo com
Helicobacter pylori

MAPA DE BIOPSIAS

(IA) : 1 fragmento do antro, seguindo pela pequena curvatura, junto a incisura angularis -
histopatologia; (A1) : 1 fragmento do antro seguindo pela pequena curvaiura a cerca de 2-3
cm do piloro - histopatologia; (A2) : 3 fragmentos do antro seguindo pela grande curvatura
a cerca de 2-3 cm do piloro - histopatologia, urease e cultura; (B1) : 1 fragmento do corpo,
seguindo pela pequena curvatura do corpo & aproximadamente 4 cm do dngulo. (B2) : |
fragmento da porciio média do corpo, pela grande curvatura, a aproximadamente 8 cm da
cardia.

Representacio Esquemaitica dos locais de bidpsias seguindo o protolo de

biépsias do Sistema de Sydney Modificado



ANEXO B - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

HUWC/UFE
Comité de Etica em Pesquisa
Céd CEP- 0%\. 12_OF

2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rua Capitdo Francisco Pedro, 1290 — Rodolfo Teéfilo — 60.430-370 — For(alexa-cE
FONE: (85) 33668589/ 4011-8213 - FAX: (85) 281-4961 - E-MAIL: cephuwc@huwec.ufe.br

Protocolo n°: 081.12.08

Pesquisadora Responsavel: Licia Libanez Bessa Campelo Braga

Departamento / Servigo: Gastroenterologia

Titulo do Projeto: “Estudo clinico e epidemioldgico do cincer gastrico e sua associagio
com Helicobacter pylori”

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio analisou
em sessdo ordinaria o projeto de pesquisa: “Estudo clinico e epidemiolégico do cancer
gastrico e sua associagiio com Helicobacter pylori”, tendo como pesquisadora responsavel
Licia Libanez Bessa Campelo Braga.

Baseando-se nas normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do
Conselho Nacional de Satude (Reso}luqﬁes CNS 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00,
347/05, 346/05), o Comité de Etica resolve classificar o referido projeto como:
APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentagdo de relatorio ao CEP-HUWC da pesquisa
dentro de 12 meses (data prevista: 14/05/10).

Fortaleza, 14 de maio de 2009.

L MM O _:ac/ﬂ Q.
Dra. Ménica Cardoso Faganha
Coordenadora do CEP-HUWC
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