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EPIGRAFE

“Ter fé é assinar uma folha em
branco e deixar que Deus
escreva o que ele quer.”
(Santo Agostinho)



RESUMO

A citotoxina CagA do Helicobacter pylori, codificada pelo gene cagA, é associada ao
aumento da resposta inflamatéria do tecido gastrico e a alteracdo do controle do
crescimento e proliferacdo celular. A ativacdo desta citotoxina ocorre pela
fosforilacdo em residuos especificos de tirosina dentro de uma sequéncia de
aminoécidos denominada motif EPIYA, sendo quatro os tipos de motifs descritos na
literatura (EPIYA-A,-B,-C e-D). Contudo, o sitio EPIYA-C constitui o local mais
comum de fosforilagcdo de proteinas CagA das cepas bacterianas isoladas nos
paises ocidentais, podendo ainda ser encontrado em repeticdes. Assim, este estudo
teve como objetivo determinar os tipos de motifs EPIYA de CagA presentes em
pacientes com gastrite e adenocarcinoma gastrico e sua associacdo com estas
doencas. Foram coletadas amostras de bidpsias gastricas de 384 pacientes
infectados por H. pylori, dos quais 194 apresentavam gastrite cronica e 190
adenocarcinoma gastrico. As bidpsia gastrica foram utilizadas para analise
histoldgica, extracdo de DNA bacteriano e andlise do gene cagA por PCR. Houve
predominio de adenocarcinoma gastrico no sexo masculino, com média de idade de
58 anos. O gene cagA foi mais prevalente nos pacientes com cancer gastrico,
apresentando associacdo com maior grau de inflamacao, atividade neutrofilica e
desenvolvimento de metaplasia intestinal (OR = 4,31, IC 95% = 2,71-6,87, p <103,
OR = 3,57, IC 95% = 2,18 — 5,84, p <10™; OR = 11,11, IC 95% = 5,48 — 22,30, p <10’
% OR = 3,65, IC 95% = 1,50-8,88, p=0,004, respectivamente). O ndmero de
repeticdes do sitio EPIYA C foi significativamente associada com o aumento do risco
de carcinoma géstrico (OR = 2,99, IC 95% = 1,53-5,82, p <10°) e o maior nimero de
motifs EPIYA C também foi associado com metaplasia intestinal (p = 0,02). Neste
estudo a infecgéo por cepas de H. pylori portadoras do gene cagA com mais de um
motif EPIYA-C demonstrou associacdo com o desenvolvimento de metaplasia
intestinal e adenocarcinoma gastrico, entretanto, ndo apresentou associacdo com a

atividade neutrofilica e grau de inflamacéo.

Palavras chaves: H. pylori, gastrite crbnica, cancer gastrico, motif cagA EPIYA-C,

Brasil.



ABSTRAC

Helicobacter pylori CagA cytotoxin, encoded by the cagA gene, has been associated
with increased inflammatory response in gastric tissue and the change in control of
cell growth and proliferation. Activation of this cytotoxin occurs by phosphorylation in
specific tyrosine residues within an amino acid sequence termed motif EPIYA, four
types of motifs are described in the literature (EPIYA-A,-B-C and D). However, the
site EPIYA-C is the most common site of phosphorylation of CagA protein of the
bacterial strains isolated in Western countries, may still be found in repetitions. This
study aimed to determine the types of motifs EPIYA of CagA present in patients with
gastritis and gastric cancer and its association with these diseases. Were collected
samples from gastric biopsies of 384 patients infected with H. pylori, of this 194
presented chronic gastritis and 190 had gastric cancer. The gastric biopsy was used
for bacterial DNA extraction and analysis of the cagA gene by PCR. The prevalence
of gastric cancer occurs in males, mean age 58 years. The cagA gene was more

prevalent in patients with gastric cancer, showing association with a higher degree of

inflammation, neutrophil activity and development of intestinal metaplasia (OR
4,31, IC 95% = 2,71-6,87, p <10 OR = 3,57, IC 95% = 2,18 — 5,84, p <10; OR
11,11, IC 95% = 5,48 — 22,30, p <10 OR = 3,65, IC 95% = 1,50-8,88, p=0,004,
respectively). The number of repetitions EPIYA-C site was significantly associated
with increased risk of gastric cancer (OR = 2,99, IC 95% = 1,53-5,82, p <10®). The

higher number of motifs EPIYA-C was also associated with intestinal metaplasia (p =

0,02). In this study the infection by strains of H. pylori carriers cagA gene with more
than one motif EPIYA-C shown to be associated with the development of intestinal
metaplasia and gastric cancer, but without an association to neutrophil activity and

degree of inflammation.

Keywords: H. pylori, chronic gastritis, gastric cancer, motif cagA EPIYA-C
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1. INTRODUCAO

Desde sua descoberta na década de 80, o Helicobacter pylori (H. pylori),
tem sido associada a etiopatogenia de diversas doencas do aparelho digestivo
(MARSHALL; WARREN, 1984). Atualmente, o microrganismo € considerado o
mais importante agente etioldgico de gastrite em seres humanos, (NIHCC, 1994) e
um fator de risco para o desenvolvimento de cancer gastrico em seres humanos
(FORMAN et al., 1991), sendo portanto considerado, pela Organizacdo Mundial de
Saude, carcindgeno do tipo 1 (WHO, 1994). No entanto, a maioria das pessoas
infectadas sdo assintométicas e apenas um pequeno grupo de individuos
infectados pela bactéria desenvolve Ulcera péptica ou cancer gastrico.

A grande variabilidade nas manifestacdes clinicas da infeccdo pelo H.
pylori esté associada a varios fatores, entre eles: fatores de viruléncia bacteriana,
fatores ambientais e fatores genéticos dos hospedeiros, ou a combinacdo de
ambos (TAYLOR; BLASER, 1991; ATHERTON et al., 1997).

O H. pylori apresenta grande diversidade genética em seus fatores de
viruléncia, como nos genes que codificam as citotoxinas CagA e VacA, que podem
ser usado como marcadores para prever o risco de desenvolver varias doencas
gastroduodenais (YAMAOKA et al., 1999).

Um importante fator de viruléncia que tem sido atribuido ao H. pylori é
citotoxina CagA, sendo mostrado em diversos estudos estar intimamente
associada com o desenvolvimento de Ulcera péptica e cancer gastrico (PEEK &
BLASER, 2002; PALLI et. al, 2007).

No entanto, alguns estudos ndo conseguiram relacionar doencas mais
graves com cepas cagA positivas (KIM et. al, 2000). Este enigma poderia ser
explicado pelo menos em parte pelo polimorfismo da regido 3' do gene cagA,
determinando o polimorfismo estrutural da proteina CagA entre cepas de H. pylori
circulantes em diferentes areas geogréficas. A proteina CagA apresenta variacdo
em uma sequéncia de cinco aminoacidos (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala) na sua extremidade
carboxi-terminal denominada de motif EPIYA (HIGASHI et. al, 2002a). Quatro
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diferentes motifs EPIYA foram definidos segundo sequéncia de aminoacidos que
circunda a sequéncia EPIYA (EPIYA-A,-B,-C e-D).

Alguns estudos tem mostrado associacdo significativa entre céancer
gastrico e o de motifs EPIYA C quando comparados com gastrite na populacéo
ocidental (BASSO et al., 2008; YAMAOKA et al., 1999). Ja na populacéo oriental o
desenvolvimento de gastrite atréfica e cancer gastrico foram associados a cepas
portadoras do motif EPIYA D (AZUMA et. al, 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

O Estado do Para e, em especial, a capital, Belém, vém apresentando
uma das maiores incidéncias de cancer gastrico ndo s6 no pais como no mundo.
Em Belém, o hospital de referéncia em atendimento oncolégico € o Ofir Loyola que
atende pacientes da capital e do interior do Estado, gerido pelo Governo Estadual.
Contudo, devido a demanda espontanea e extremamente elevada, o hospital da
Universidade Federal do Para, Jodo de Barros Barreto, que esta concluindo a sua
Unidade de Alta Complexidade em Oncologia, ja apresenta grande quantidade de
pacientes em tratamento, aguardando cirurgia ou em pdés-operatério (SOUZA et
al., 2010).

Estudos realizados em Belém-PA tém demonstrado alta prevaléncia da
infecgao por H. pylori com cepas portadoras de fatores de viruléncia como gene
cagA, em pacientes com disturbios gastroduodenais e principalmente relacionado
com adenocarnoma gastrico (BARILE et al., 2009; CARTAGENES et al., 2009;
MARTINS et al., 2005)

Os mecanismos que associam o H. pylori na etiopatogenia do
adenocarcinoma gastrico ainda ndo estdo devidamente esclarecidos e sé&o
discutidos por varios autores. Contudo, estudos sobre os fatores de viruléncia e o
mecanismo de acdo contribuem para elucidacao das diferentes evolucdes clinicas,
tratamento e a melhora do progndstico dos pacientes.

Neste sentido, € importante o estudo do polimorfismo da regido de
repeticdo cagA podendo ser um importante preditor de progndstico, pela possivel
associacdo dos subtipos com condigcbes pré-malignas em pacientes com

disturbios gastroduodenais.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. HISTORICO E TAXONOMIA DO HELICOBACTER PYLORI

Em 1979, Warren observou pela primeira vez, através de estudos
histologicos em biopsias gastricas, a existéncia de uma bactéria em pacientes com
gastrite crbnica ativa e Ulcera péptica. Para descartar a possibilidade de que as
bactérias observadas fossem comensais e ndo patdgenos, o pesquisador
examinou 20 casos de pacientes com histologia gastrica normal, onde nao foram
vistas células inflamatérias e bactérias (PAJARES e GISBERT, 2006).

Em 1981, Marshall iniciou sua colaboracdo ao estudo de Warren realizando
técnicas de cultivos que permitissem o isolamento da bactéria. A bactéria
encontrada era bastante parecida com o género Campylobacter. Contudo, sempre
se considerou que a bactéria ndo se adaptava claramente ao género
Campylobacter e que poderia corresponder ao género Spirillum. Marshall ainda
preconizou que o microrganismo deveria desempenhar um importante papel na
patogenia das doencas gastroduodenais (MARSHALL, 1983, PAJARES e
GISBERT, 2006).

Em 1983, Skirrow sugeriu que esta bactéria deveria receber a
denominacdo de Campylobacter pyloridis por sua colonizacdo preferencial
préxima ao piloro. Esta nomenclatura foi depois revisada para se adaptar as
regras gramaticais sendo substituida pela palavra pylori (PAJARES e GISBERT,
2006).

A partir do sequenciamento do RNA de Campylobacter pylori realizado em
1989 (GOODWIN et. al, 1989), associado as técnicas de biologia molecular, a
caracterizacdo de proteinas e lipidios da parede celular, a caracterizacdo
sorologica e analise das propriedades bioquimicas (MURRAY et. al, 2006), foi
possivel demonstrar que esta espécie ndo pertencia ao género Campylobacter,
sendo necessario reclassifica-la para um novo género, o Helicobacter, adequando
a classificagéo taxondmica do microrganismo para Helicobacter pylori (PAJARES
e GISBERT, 2006).
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Em 2005, Warren e Marshall foram merecidamente reconhecidos e
agraciados com o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia pela descoberta da
bactéria e sua associa¢do com doencas gastroduodenais (AHMED, 2005).

3.2. MORFOLOGIA DO HELICOBACTER PYLORI
Através da coloracdo de Gram, o H. pylori é classificado como uma

bactéria gram-negativa, apresentando comprimento de 2,5 a 5,0 um e largura de
0,5a1,0 um (Figura 1) (MARSHALL, 2002).

Figura 1. Ultra-estrutura de espiral e dois tipos A e B formas de cocos de H.
Pylori. (a) Microscopia eletronica de varredura (MEV) de formas espirais no dia 1
de cultura. Flagelos séo vistos em um dos lados da célula (setas). Um organismo
esférico é visivel (asteristico). Detalhe: microscépia eletrdnica de transmissdo
(MET) de uma forma espiral. O flagelo (seta) e um granulo intracitoplasmético
(seta) sédo visiveis. (b) MET das formas do tipo B cocdéide no Dia 3. A superficie
lisa é totelmente cercada por flagelos (setas). Detalhe: MET forma cocodide. A
estrutura da membrana é bem preservada e um flagelo é bem visivel (seta)

Fonte: Sato et al., 2003.

A conversdo morfolégica da forma espiral para cocéide pode se dar em
uma diversidade de condicdes ambientais, como incubacdo prolongada,
temperatura elevada, pH alcalino, aerobiose, entre outros fatores adversos



17

(CATRENICH e MAKIN, 1991). Culturas com formas cocoides sao
metabolicamente ativas, porém ndo podem ser repicadas, pois 0 microrganismo ja

nao seria capaz de produzir colénias no novo meio (DUNN et al, 1997).

3.3. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA INFECCAO PELO H. PYLORI

O H. pylori tem distribuicio cosmopolita, e estima-se que
aproximadamente 50% da populacdo mundial esteja infectada, sendo que um
mesmo individuo pode se infectar por diferentes cepas (LEE et al., 2005). Estudos
epidemioldgicos tém demonstrado que a prevaléncia da infec¢cdo pelo H. pylori
aumenta com a idade, apresenta altos indices nos paises em desenvolvimento e
em pessoas de baixo nivel socioeconémico (Figura 2) (MEGRAUD et al., 1989).

Em paises em desenvolvimento a prevaléncia do H. pylori € bem maior
tanto em adultos quanto em criancas, provavelmente devido ao baixo nivel
socioeconémico comparado com paises desenvolvidos (FIEDOREK et al., 1991;
GRAHAM et al., 1991; MENDALL et al., 1992), onde a transmissdo do
microrganismo pode ser facilitada por precarias condicbes de higiene,
aglomerados humanos e por contato mais intimo entre as criangas e os adultos
com alta prevaléncia da infeccdo (FIEDOREK et al., 1991; GALPIN et al., 1992;
MEGRAUD et al., 1989; MITCHELL et al., 1992). Paises como india, Arabia
Saudita e Vietnam, sdo caracterizados por uma rapida taxa de aquisicdo da
infeccdo, na qual aproximadamente 70% da populacdo adquire a infeccao antes
dos 20 anos de idade (Figura 2) (AL-MOAGEL et al.; 1990; GRAHAM et al., 1991;
MEGRAUD et al., 1989).
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Figura 2. Comparacdo da prevalénciade infeccdo por H. pylori em paises
desenvolvidos e paises em desenvolvimento, através da presenca de anticorpos
séricos IgG aos antigenos H. pylori como um indicador da infeccéo.

Fonte: Malaty et al., 2007, p.206

No Brasil, em um estudo transversal realizado em Belo Horizonte, capital
de Minas Gerais, verificou-se uma soroprevaléncia de 34,1% em criancas
(OLIVEIRA et al., 1994). Outro estudo no Mato Grosso do Sul, encontrou uma
soroprevaléncia de 77,5% em criancas e jovens, e de 84,7% entre adultos, quando
se avaliou uma éarea rural carente desse estado (SOUTO et al., 1998).

Em Belém, Parg, Cartagenes et. al, identificaram uma soroprevaléncia de
50% em criancas provenientes de méaes infectadas (CARTAGENES et. al, 2009).
Além disso, tem sido descrita uma alta taxa de prevaléncia da infeccdo pela
bactéria em pacientes adultos com distUrbios gastricos, sendo relatada entre 64%
e 74% em pacientes com gastrite (AGUIAR et al., 2002; MARTINS et al., 2005) e
93% em individuos com Ulcera gastrica em estudos realizados neste estado
(MARTINS et al., 2002).
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3.4. VIA DE TRANSMISSAO

Na maioria dos casos, a infeccdo € adquirida na infancia ocorrendo um
rapido aumento da taxa de prevaléncia, particularmente nos cinco primeiros anos
de vida (BRUCE e MAAROOS, 2008). E universalmente aceito que a bactéria
apenas consiga alcancar a mucosa gastrica através da boca, pois se trata de um
microrganismo nao invasivo, que parece ser transmitido de pessoa a pessoa de
forma direta ou indireta (DELTENRE e KOSTER, 2000). As principais rotas de
transmissdo séo oral-oral, fecal-oral e gastro-oral, pois antigenos da bactéria tém
sido detectados na cavidade oral (SIAVOSHI et. al, 2005) e eliminados através
das fezes (PARSONNET et. al, 2000), como também em contetdos de vomitos
(LEUNG et. al, 2004). A concordancia de tipos moleculares desta bactéria, entre
individuos da mesma familia, indica que a transmissdo ocorre entre seus
membros. A presenca de infeccdo nos pais, especialmente nas maes, é um
importante fator de risco para os filhos devido aos contatos provenientes de seus
cuidados (HAN et. al, 2000; SIAVOSHI et. al, 2005).

3.5. ASSOCIACAO DA INFECCAO PELO H. PYLORI COM O
DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS GASTRODUODENAIS.

A infeccdo pelo H. pylori causa gastrite crénica, doenca ulcerosa péptica,
linfoma géastrico de células B e adenocarcinoma gastrico (SUERBAUM e
MICHETTI, 2002; KUSTERS et al., 2006; MALATY, 2007). Entretanto, somente
uma pequena parcela de infectados desenvolve doenca clinicamente significante
(SUERBAUM e MICHETTI, 2002).

O H. pylori é geralmente adquirido na infancia, sendo que inicialmente a
infec¢éo pelo H. pylori causa hipocloridria transitéria e raramente é diagnosticada.

Contudo, o quadro inflamatorio persiste por varios anos e causa sérios danos a
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mucosa gastrica, podendo evoluir para doencas gastroduodenais mais graves
(SUERBAUM e MICHETTI, 2002; ALVARES et. al, 2006).

A gastrite cronica ird se desenvolver em virtualmente todas as pessoas
persistentemente colonizadas, mas 80 a 90% nunca terdo sintomas (SUERBAUM
e MICHETTI, 2002). Aproximadamente um em cinco individuos ira desenvolver
doenca ulcerosa péptica e menos de 1% irdo desenvolver cancer gastrico
(GOBERT et al.,, 2002). Contudo, os portadores de Ulcera péptica, cancer gastrico
e linfoma apresentam, independentemente da sua situacdo social, taxas de
infeccdo pelo H. pylori préximas a 100% (EISIG e SILVA, 2002).

O curso clinico da infeccdo pelo H. pylori € altamente variavel e
influenciado por fatores tanto bacterianos quanto do hospedeiro (SUERBAUM e
MICHETTI, 2002) (Figura 3). O padrédo e a distribuicdo da gastrite estdo
fortemente relacionados com o risco de sequelas clinicas, como Ulceras gastricas
ou duodenais, atrofia da mucosa, carcinoma géstrico, ou linfoma gastrico (DIXON,
2001). Pacientes com alta producdo de &cido sdo sujeitos a ter gastrite
predominantemente antral, que os predispéem a ulcera duodenal. Pacientes com
baixa producédo de &cido sdo mais sujeitos a ter gastrite no corpo do estdmago,
que os predispdem a ter Ulcera gastrica e pode iniciar a sequéncia de eventos
gue, em alguns casos, leva ao carcinoma gastrico. Além disso, a infec¢do por H.
pylori induz a formacéo de tecido linféide associado a mucosa gastrica (MALT).
Portanto, o linfoma maligno originado de tal tecido linféide associado a mucosa é
outra rara complicacao da infeccéo por H. pylori (SUERBAUM e MICHETTI, 2002).
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Figura 3. Historia natural da infeccdo pelo Helicobacter pylori.
Fonte: Suerbaum e Michetti, 2002, p. 1180.

3.6. FATORES DE VIRULENCIA

Os fatores viruléncia compfem 0s mecanismos patogénicos ao tecido
epitelial gastrico e contribuem com trés principais efeitos do H. pylori: a inflamacéo
gastrica, o rompimento da barreira da mucosa gastrica e a alteracao da fisiologia
gastrica (DUNN et al, 1997).

Seus flagelos propiciam a locomoc¢édo da bactéria através da mucosa
gastrica até alcancar o pH mais alcalino abaixo do muco. Essa propriedade
também serve como defesa da bactéria contra o peristaltismo gastrico (AGUILAR
et al, 2001, TRABULSI, 2002).

A bactéria possui capacidade excepcional de aderéncia, possibilitando a
colonizacdo da mucosa gastrica e areas de metaplasia gastrica, considerado um
fator agravante para seu papel na patogénese da Ulcera péptica duodenal
(THOMSEN et al, 1990; QUEIROZ e MENDES, 1993). Além disso, possibilita que
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substancias toxicas produzidas pela bactéria atinjam as proximidades das células
epiteliais atuando como estimulante na producdo de interleucinas pela propria
célula epitelial (MAHDAVI et al., 2002).

A potente atividade de secrecdo ureasica desempenha papel fundamental
na sobrevivéncia da H. pylori em meio acido. A urease que € liberada hidrolisa a
uréia presente no estdmago produzindo ions aménia e CO, (VOLAND et al.,
2003). Os ions de aménia alcalinizam o &cido do estdbmago nas proximidades da
bactéria, fato que possibilita sua persisténcia e multiplicacdo (HARVEY et al.,
2008).

Todas as cepas da bactéria sdo portadoras do gene vacA (vacuolating
cytotoxin gen A) que codifica a citotoxina vacuolizante VacA responsavel por
efeitos citopaticos no epitélio. Como atividade funcional a citotoxina VacA induz a
formacdo de canais seletivos de anions nas células epiteliais, levando a
exsudacao de uréia para a luz da mucosa gastrica (DEBELLIS, 2001; SALAMA et
al., 2001, TOMBOLA et al.,, 2001). Cepas portadoras do gene vacA sdo mais
comumente isoladas de pacientes com ulcera péptica, atrofia gastrica e cancer
gastrico (ARTHERTON et al., 1997).

Além desses, outros multiplos fatores de viruléncia estdo envolvidos nas

patologias associadas ao H. pylori, conforme descrito abaixo (Figura 4).

Fatores de Viruléncia Funcéo

Proteina de choque térmico

(HspB) Amplifica a produgéo de urease

Induz hipocloridria durante a infeccdo aguda por

Proteina inibidora de acidos ~ 2 . e
bloquear a secrec¢éo acida das células parietais

Mucinase e Fosfolipases Degrada o muco gastrico

Impede a destruicdo fagocitica por neutralizar

Superoxido dismutase metabolitos do oxigénio

Impede a destruicdo fagocitica pode neutralizar

Catalase -
peroxidos

Figura 4: Fatores de viruléncia associados ao H. pylori
Fonte: MURRAY et. al, 2006.
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3.7. GENE CAGA

Muitos dos fatores que contribuem para a patogenicidade do H. pylori,
incluindo o flagelo, a enzima urease neutralizando o &cido do estbmago e a
citotoxina vacuolizante VacA, sédo encontradas em todas as estirpes (MONACK et
al., 2004), e a ilha de patogenicidade cag (PAIl), tem sido encontrada em cepas
isoladas de pacientes com doencas gastricas graves. O segmento de DNA da ilha
de patogenicidade cag (PAI), contem 31 genes com quadro de leitura aberta,
associados a viruléncia bacteriana, dentre os quais estdo os que codificam
componentes do sistema de secrecgao tipo IV (“seringa" molécula através da qual
macromoléculas séo injetadas no interior das células gastricas) e o gene cagA, um
dos mais importantes genes associados a viruléncia bacteriana (AKOPYANTS et.
al, 1998).

O gene cagA, que codifica a proteina CagA, € considerado um marcador
da ilha de patogenicidade cag e esta localizado em uma extremidade da ilha de
patogenicidade cag (COVACCI et al, 1993) (Figura 5).

Racemase Glutamato

Inserg¢ao

Genoma do H. pylori

cag PAI

Figura 5. Organizacdo genética da ilha de patogenicidade cag (cag PAI).

Fonte: Hatakeyama, 2004.
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Em células de cultura de tecidos, cepas bacterianas que possuem a ilha
de patogenicidade cag induz a expressao de citocinas pro-inflamatérias, como
interleucina-8 (IL-8), que contribui para inflamacéo gastrica induzida pelo H. pylori
(BOURZAC e GUILLEMIN, 2005).

O primeiro gene a ser identificado na H. pylori foi o cepa-especifica cagA,
0 qual esta associado intensamente ao risco para o desenvolvimento do cancer
gastrico (PEEK et al., 1999). Tipos de H. pylori que expressam a proteina CagA
provocam inflamacdo na mucosa gastrica e infeccdes com esses tipos tém sido
relatado mais comumente em Ulcera péptica, atrofia gastrica e adenocarcinoma
gastrico (MAGALHAES, 2000). Essas cepas tendem a ser mais virulentas e
induzem niveis mais altos de expressdo de citocinas, tais como IL-1B e IL-8
(BLASER e BERG, 2001). Parsonnet et al. (1997) mostraram que pacientes
infectados por cepas que expressam cagA sao trés vezes mais susceptiveis para
o desenvolvimento do cancer gastrico do que aqueles infectados por cepas cagA
negativos (PARSONNET et al., 1997).

3.8. ATIVIDADE BIOLOGICA DA CITOTOXINA CagA

Apos a adesédo de cepas do H. pylori que contém o gene cagA ao epitélio
celular gastrico, a proteina CagA € injetada diretamente dentro da célula via
sistema de secrecao tipo IV (BACKERT et al, 2000). Translocados de CagA entéo
localizados na superficie interna da membrana plasmética, sofrem fosforilagdo em
residuos de tirosina por varios membros da familia Src quinases (SFK) (Figura 6)
(SELBACH et al, 2002).
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Extracelular

Membrana
celular

Figura 6. A interacdo entre H. pylori cagA-positivas e células epiteliais gastricas.

Fonte: Hatakeyama, 2004.

Uma vez fosforilada a proteina CagA se ligar especificamente a molécula
SHP-2, uma proteina tirosina fosfatase que participa na transducdo de sinal
regulando as atividades celulares, incluindo a morfogénese, proliferacdo e
motilidade celular (FENG e PAWSON, 1994; VAN VACTOR et. Al, 1998; YU et. al,
1998; MANES et. al, 1999).

Em geral, a proteina SHP2 medeia transducdo de sinais mitogénicos
através de uma via envolvendo RAS e proteina quinase ativada por mitdégenos (via
RAS-MAPK). Varios estudos tém mostrado que a proteina SHP2, sozinha ou em
conjunto com RAS, pode ativar a quinase reguladora de sinal extracelular (ERK-
MAPK) (MAROUN et. al, 2000) (Figura 7).

A ligacdo da citotoxina CagA com a molécula SHP-2 utiliza ambos os
sitios, resultando na ativacdo catalitica da fosforilacdo continua dessa molécula
(HOF et. al, 1998).
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Figura 7. Desregulacéo da proteina SHP2 por CagA.
Fonte: Hatakeyama, 2004.

3.9. POLIMORFISMO E EPIDEMIOLOGIA DA CITOTOXINA CagA

A Fosforilagdo da tirosina CagA ocorre no “motif EPIYA”, uma sequéncia
de cinco aminoéacidos (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala), que esta presente na regido carboxi-
terminal variavel da proteina (HIGASHI et. al, 2002a; HIGASHI et. al, 2002b). O
motif EPIYA pode ser encontrado na proteina em quatro locais distintos, sendo
diferenciados pela seqiéncia de aminoacidos que circunda a sequéncia EPIYA e
definidos como EPIYA-A, B, C e D (Figura 8).



27

ABCCC
ABCC
| DR | | CagA Ocidental
ABC
ABD . M Seqiiéncia especifica CagA Ocidental
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Figura 8. Diversidade nos locais de fosforilacao de tirosina de CagA.

Fonte: Hatakeyama, 2004.

As proteinas CagA do H. pylori que normalmente circulam nos paises
ocidentais, como Europa, América do Norte e Austrdlia (CagA Ocidentais)
possuem sitios EPIYA-A e EPIYA-B, seguido pelo sitio EPIYA-C. Esse trecho
pode se repetir em diferentes cepas de CagA Ocidentais, entdo o numero de sitios
EPIYA-C pode variar de uma cepa CagA Ocidentais para a outra (COVACCI et. al,
1993).

O sitio EPIYA-C constitui o local mais comum de fosforilagdo de tirosina
de proteinas CagA Ocidentais (BACKERT et. al, 2001; STEIN et. al, 2002). Sitos
EPIYA-A e EPIYA-B também sé&o fosforiladas em residuos de tirosina, embora
com muito menos freqiéncia do que EPIYA-C. Proteinas CagA de H. pylori
isolado dos paises do leste asiatico como Japao, Coréia e China, conhecidos
como “CagA do leste asiatico”, possuem apenas os sitios EPIYA-A e EPIYA-B,
mas ndo o EPIYA-C. Contudo, apresentam um outro sitio, denominado EPIYA-D,
portanto, considerada como do tipo Cag ABD. O sitio EPIYA-D constitui o local
mais comum de fosforilacdo de tirosina de CagA do leste asiatico (Figura 8)
(HIGASHI et. al, 2002b).

Um mistério da infeccao pelo H. pylori € que algumas populacdes com alta
incidéncia de infec¢do por H. pylori, como aqueles no Japdo e Coréia, tém alta

incidéncia de cancer gastrico, ao passo que outras populacbes altamente
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infectadas, como as populacdes da Africa central, isso ndo é observado. As
possiveis razbes sdo diferengas na susceptibilidade genética entre as populacdes,
os fatores ambientais tais como habitos alimentares, e as diferencas cepas de H.
pylori (HIGASHI et. al, 2002b).

Dentre as diferencas entre as cepas de H. pylori, o polimorfismo estrutural
da proteina CagA pode estar envolvidos na determinagéo do tipo e gravidade da
doenca. As formas orientais e ocidentais de CagA possui estruturas distintas de
sitios de fosforilacdo de tirosina e ligagdo ao SHP-2, EPIYA-D e EPIYA-C
(HIGASHI et. al, 2002b). Souza et al. (2002) relatou recentemente uma sequencia
consenso de aminoacidos que se ligariam com alta afinidade a proteina SHP2
(Figura 9) (De SOUZA et al, 2002). A sequéncia consenso combina perfeitamente
com a sequéncia encontrada no sitio EPIYA-D, mas difere da sequéncia de
EPIYA-C por um Unico aminoacido, com isso, EPIYA-D mostra forte ligacdo a
proteina SHP2 e maior atividade morfogenética do que o motif EPIYA-C (HIGASHI
et. al, 2002b).

EPYIA-C

1
CagA Ocidental E-P-1-pY-A-T—1-D-D
Consenso pY-/A—x—|—x—

CagA do Leste Asidtico E-P—|—-pY—-A—-T—1-0~-
|

EPYIA-D
b
Fosforilagao da tirosina Ligagao ao SHP2 Fendtipo Beija-flor
AB CCC
I +++ +++ +++
ABCC
l I:l]]] | ++ ++ ++
ABC
l (1IN | | i : i

Figura 9. Diferentes propriedades da proteina CagA Ocidental e do Leste Asiético.
a) Sequencias de ligacdo ao SHP2 da citotoxina CagA Ocidental e do Leste
Asiético. b) A atividade biolégica do CagA Ocidental se correlaciona com o nimero
de sitios EPIYA-C.

Fonte: Hatakeyama, 2004
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Notavelmente, os graus de inflamacéo, atividade da gastrite e atrofia séo
significativamente maiores em pacientes com gastrite que foram infectados com a
cepa do leste asiatico CagA positivas do que em pacientes infectados com a cepa
cagA-negativos ou CagA positivas ocidentais. Além disso, a prevaléncia da cepa
do leste asiatico cagA-positivos esta associado com a alta taxa de mortalidade do
cancer gastrico na Asia (AZUMA et. al, 2004).

Entre as cepas CagA ocidentais, o numero de sitios EPIYA C esta
correlacionado diretamente com os niveis de fosforilacédo, ligacdo a proteina SHP2
e transformacdo morfolégica (Figura 9) (HIGASHI et. al, 2002b). Além disso,
estudos moleculares epidemiolégicos tém mostrado que o nimero de sitos EPIYA
C esté associada com a gravidade da gastrite atréfica e carcinoma gastrico em
pacientes infectados com cepas CagA positivas ocidentais (YAMAOKA et. al,
1999). Estas observactes reforcam a idéia de que o potencial da toxina CagA
para alterar as funcdes da célula hospedeira € determinada, pelo menos
parcialmente, pelo seu grau ligacdo a proteina SHP2, que por sua vez é
dependente da sequéncia da regido EPIYA de CagA (HATAKEYAMA, 2004).

3.10. RESPOSTA IMUNOLOGICA DO HOSPEDEIRO

O epitélio gastrico representa a primeira linha ativa de defesa contra a
infeccdo por H. pylori. Além de atuar como uma barreira para excluir patdgenos,
as células epiteliais secretam mediadores inflamatérios que iniciam a resposta
imunoldgica a invasao do patégeno (SUERBAUM & MICHETTI, 2002).

A adesdo e presenca de antigenos da bactéria, como a urease, o LPS e
as citotoxinas estimulam as células epiteliais da mucosa gastrica a secretarem
citocinas pro-inflamatérias, como a IL-8, que é um potente mediador inflamatdrio,
recrutando e ativando neutrofilos, conduzindo a uma rapida mobilizagéo de células
fagociticas para o sitio da infec¢do (LU et al.,, 2005; SUERBAUM & MICHETTI,
2002; SERRANO et al., 2007).

Os neutréfilos correspondem ao componente inicial da resposta

inflamatdria ao patogeno. Porém, quando cronicamente ativados, apresentam
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propriedades que contribuem para aumentar a lesdo tecidual, pois além de
atuarem na fagocitose e digestédo das bactérias também liberam potentes enzimas
intracelulares e produtos reativos, sendo este evento um mecanismo patogénico
importante (LU et al., 2005; SERRANO et al.,, 2007). A acdo dos neutroéfilos €
persistente, porém ineficaz para a eliminacdo do H. pylori devido a acdo de
enzimas bacterianas, com a catalase e superdoxido dismutase, que protegem a
bactéria (RAUTEMAA et al., 2001).

Seguindo a fase de inflamacao, a continua exposi¢cdo ao patégeno resulta
na ativacdo da resposta imunologica especifica. Nesta fase, observa-se a
estimulagdo dos linfécitos T auxiliares (T CD4") que direcionam a resposta
imunoldgica tanto para o perfil Thl quanto Th2. Contudo, a resposta celular (Th1)
é predominante, sendo observado que a maioria dos clones das células CD4",
especificas contra o H. pylori, secretam Interferon y (IFN-y) em resposta a
estimulacdo antigénica, indicando uma resposta com fenétipo Thl (SUERBAUM e
MICHETTI, 2002).

Além da resposta celular, predominante na infeccdo pelo H. pylori, a
resposta humoral também € observada. Existem anticorpos, predominantemente
do tipo IgG, contra varios antigenos da bactéria, porém estes ndo conferem
protecdo e nem evitam nova infeccdo (SUERBAUM e MICHETTI, 2002).

Tanto os fatores bacterianos quanto os fatores imunolégicos do
hospedeiro influenciam no desenvolvimento desta resposta imunoldgica. Estudos
sugerem que que a citotoxina VacA induza alteragbes no transito intracelular
vesicular em células eucaritticas, podendo interferir na apresentacao de antigeno
ao sistema imunolégico por prejudicar o processo e maturacdo do antigeno pela
célula apresentadora de antigeno (AGUILAR et al, 2001; MULLER et al., 2002).

O gendtipo da cepa de H. pylori infectante tem demonstrado associacao
com a intensificacdo da resposta imunoldgica, estimulando elevados graus de
inflamagc@o com severos danos as células epiteliais géstricas (LADEIRA et al.,
2003; HIRATA et al., 2002).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Detectar as variantes da regido carboxiterminal do gene cagA de

Helicobacter pylori isolados de pacientes com gastrite e adenocarcinoma gastrico.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar a prevaléncia do gene cagA nas cepas de H. pylori infectantes
isoladas da mucosa gastrica dos pacientes com gastrite e adenocarcinoma
gastrico;

2. Detectar o polimorfismo da regido (EPIYA) do gene cagA nas cepas
bacterianas presentes nos pacientes com gastrite e adenocarcinoma
gastrico;

3. Comparar a prevaléncia dos polimorfismos do gene cagA entre 0s
pacientes com gastrite e aqueles com adenocarcinoma.

4. Associar os polimorfismos do cagA como os dados histopatologicos dos

pacientes.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. CASUISTICA

5.1.1. Caracterizacdo da Amostra

Foram coletadas amostras de biopsias géastricas 384 de pacientes
atendidos no Hospital Ofir Loiola no periodo de maio a novembro de 2010 em
Belém-Para submetidos a endoscopia gastrica dos quais foram  coletado
amostras de bidpsias. Segundo o laudo histolégico 194 dos pacientes
apresentavam gastrite crbnica e 190 apresentavam adenocarcinoma gastrico,
sendo 61 do tipo difuso e 129 do tipo intestinal.

Durante a endoscopia, dos pacientes com suspeita de carcinoma foram
retiradas 2 biopsias da area adjacente a lesé@o (perilesao) para andlise histoldgica,
e duas amostras do antro para andlise utilizando métodos moleculares. Nos
pacientes com gastrite foram retiradas 4 biopsias da regido antral, sendo 2 para

analise histoldgica e 2 para molecular.

5.1.2 Critérios de Incluséo

Foram inclusos na pesquisa individuos de ambos os géneros, com idade
superior a 18 anos, que nao estivessem fazendo uso de drogas antagonistas de
receptores H2, inibidores de bomba de prétons ou drogas antimicrobianas, a pelo
menos 60 dias anteriores a obtencdo do material, que ndo apresentaram
alteracbes das faculdades mentais, assim como, assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1).

5.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os individuos que ndo se enquadraram nos

critérios de inclusdo do estudo.
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5.3. ANALISE HISTOPATOLOGICA

As biopsias recém-chegadas ao laboratério foram fixadas em solucéo de
10% de formalina em tampéao fosfato, onde foram processadas, submetidas a
banhos sequenciais de alcoois 70%, 80%, 90%, 100% uma hora em cada, e
incluidas em parafina. Posteriormente, foram feitos cortes histolégicos sequenciais
de aproximadamente 4 mm de espessura, dispostos em laminas e corado pela
Hematoxilina-Eosina (HE), e analisada de acordo com os critérios da classificacao
histopatolégica de Sidney. (DIXON et al., 1996).

5.4. PREPARACAO DO DNA GENOMICO DE H. PYLORI

O DNA genbdmico foi extraido das amostras de bidpsias antrais utilizando o

DNA gendmico PureLink Mini kit (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil).

5.5. AMPLIFICACAO DA REGIAO CONSTANTE DO GENE cagA

A pesquisa da regido constante do gene cagA foi realizada em todas as
amostras. Nos pacientes positivos para essa regido foram realizado a
determinacéo do polimorfismo da regido variavel (EPIYA).

A amplificacdo da regido constante do gene cagA foi realizada por Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando os primers CagA/ConF 5'-
GTGCCTGCTAGTTTGTCAGCG-3’) e CagA/ConR 5'-
TTGGAAACCACCTTTTGTATTAGC-3') (ROTA et al., 2001). A PCR foi preparada
num volume de 25 pL contendo 0,5 mM de cada iniciador; 1X tampéo de PCR; 1,5
mM MgCl,; dgua esterilizada, 0,2 mM de cada desoxinucleotideo; 1.25u Tag DNA
polimerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), e 1 pL de amostra de DNA. As reacdes
foram termocicladas sob as seguintes condi¢des: desnaturagéo inicial a 94 © C

durante 4 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C durante 30 seg, de
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anelamento de 54 °C e extensao a 72 °C durante 30 seg, terminando com 72 ° C
durante 10 minutos. Controle negativo e positivo foi utilizado em todas as reacoes.
Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%,

corados com Brometo de Etidium e visualizados em transiluminador de raios UV.

5.6. AMPLIFICACAO DA REGIAO 3' DO GENE cagA E DETERMINACAO DO
PADRAO EPIYA DO GENE cagA

A amplificacdo da regido variavel de 3' do gene cagA foi realizada por
PCR com iniciadores previamente descritos por Yamaoka et al. (1998). A PCR foi
preparada num volume de 25 pL contendo 0,5 mM de cada iniciador; 1X tampao
de PCR; 1,5 mM MgCI2; agua esterilizada, 0,2 mM de cada desoxinucleotideo;
1.25u Tag DNA polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), e 1 uL de amostra de
DNA. As reacdes foram termocicladas sob as seguintes condicdes: desnaturacao
inicial a 95 ° C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C
durante 1 min, de anelamento de 56 °C e extensdo a 72 °C durante 1 min,
terminando com 72 ° C durante 10 minutos.

Dependendo do tipo e numero de repeticdes do motif EPIYA C na
sequéncia do gene, obteve-se produtos de 500 a 850 pb, permitindo também a
deteccdo de infeccdo mista de acordo com Batista et.al (2011). Controles
negativos e positivos foram utilizados em todas as rea¢des. Os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com Brometo
de Etidium e visualizados em transiluminador de raios UV. Os resultados da PCR
foram confirmados controles positivos para os diferentes padrbes da regido
EPIYA.

5.7. ANALISE ESTATISTICA

A associacdo do gene cagA e dos motfs EPIYA com o desenvolvimento de

cancer foi avaliada pelo célculo de Odds ratio. Os parametros histol6gicos foram
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avaliados pelo teste G e Odds ratio. A significancia estatistica foi aceita de 95%.

Para analise dos dados foi utilizado o programa Biostat verséo 3.0.
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6. RESULTADOS
6.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

O estudo compreendeu a investigacdo de 384 pacientes com
sintomatologias gastricas. Segundo o laudo histologico 50,52% (194/384) dos
pacientes apresentavam gastrite crbnica e 49,48% (190/384) apresentavam
adenocarcinoma gastrico, sendo 32,11% (61/190) do tipo difuso e 67,89%
(129/97) do tipo intestinal.

A faixa etéria nos pacientes com gastrite crénica foi de 18 a 63 anos,
sendo a média de idade de 37,2 anos. Nos pacientes com cancer gastrico, a faixa
etaria foi de 27 a 90 anos com média de idade 59,9 anos. Comparando-se a faixa
etaria entre os dois grupos de pacientes, foi observado que os pacientes com
adenocarcinoma gastrico apresentaram maior faixa etaria (G=77,4051 e
p=0,0001).

Dentre os pacientes portadores de céancer gastrico, 20,53% (39/190)
encontravam-se na faixa inferior a 50 anos, 34,21% (65/190) entre 50 e 60 anos e
45,26 % (86/190) acima de 60 anos. Nos pacientes com gastrite, 79,38%
(154/194) encontravam-se na faixa inferior a 50 anos, 15,46% (30/194) entre 50 e
60 anos e 5,16 % (10/194) acima de 60 anos (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo da faixa etaria por doenca diagnosticada.
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Quanto a distribuicdo por género, o sexo masculino foi mais prevalente em
ambos os grupos. O sexo masculino representou 63,16% (120/190) dos pacientes
com céancer, enquanto que no grupo com gastrite foi de 52,58% (102/194). Quanto
ao grau de escolaridade, 56,7% (110/194) dos pacientes com gastrite chegaram a
cursar pelo menos o ensino médio. O menor grau de escolaridade foi observado
no grupo com cancer, sendo representado por 88,42% (168/190) dos participantes
cursando até o ensino fundamental (Tabela 1).

Tabela 1. Grau de Escolaridade dos Pacientes do Estudo.

Gastrite n (%) Cancer n (%)

Analfabeto 6 (3,09) 29 (15,26)
Fundamental Incompleto 66 (34,02) 110 (57,90)
Fundamental Completo 12 (6,19) 29 (15,26)
Médio Incompleto 32 (16,49) 8 (4,21)
Médio Completo 54 (27,84) 14 (7,37)
Superior Incompleto 10 (5,15) -
Superior Completo 14 (7,22) -

Total 194 (100) 190 (100)

6.2 GENOTIPAGEM DO GENE cagA

Na caracterizacdo do gene cagA das cepas bacterianas, ambos os grupos
apresentaram alta prevaléncia deste gene. Porém, nos pacientes com cancer

gastrico essa prevaléncia foi bem superior aos com gastrite (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuc&o do gene cagA nos participantes do estudo.

Gene cagA Gastrite Céancer OR
9 n(%) n(%) (1C-95%) P
Presente 100 (39,06) 156 (60,94)
4,31
271687) <000
Ausente 94 (73,44) 34 (26,56) AT

Total 194 (100) 190 (100)
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6.3 DETERMINACAO DO MOTIF EPIYA DO GENE cagA

Nos 256 pacientes que apresentaram cepas de H. pylori que possuiam o
gene cagA foram pesquisados os diferentes motifs EPIYA da regido 3’ do gene
cagA. A distribuicdo dos motifs EPIYA esta presente na Tabela 3.

Tabela 3. Padréo e distribuicdo da regido EPIYA do gene cagA associado ao tipo de
doencas.

Padrdo EPIYA Gastrite n (%) Cancer n (%)
EPIYA-AB 4 (5,40) 4 (5,26)
Mono EPIYA-ABC 42 (56,76) 19 (25)
Infeccéo EPIYA-ABCC 26 (35,14) 25 (32,90)
EPIYA-ABCCC 2 (2,70) 28 (36,84)
EPIYA-ABC / ABCC 20 (76,92) 33 (41,25)
Infeccdo ~ EPIYA-ABC / ABCCC - 2 (2,5)
Mista EPIYA-ABCC / ABCCC 2 (7,7) 14 (17,5)
EPIYA-ABC / ABCC / ABCCC 4 (15,38) 31 (38,75)

A mono infeccdo foi mais frequente nos paciente com gastrite
representando 74% (74/100) destes. J& nos pacientes com adenocarcinoma
gastrico esta caracteristica foi observada em 48,72% (76/156).

A infeccd@o mista foi observada em ambos os grupos estudados. Porém, foi
mais freqlente nos pacientes com cancer gastrico representado por 51,28%
(80/156), enquanto que nos pacientes com gastrite este tipo de infeccdo
representou 26% (26/100).

Analisando-se os pacientes mono infectados quanto a infec¢ao por cepas
portadoras de padrbes EPIYA de baixo risco (aquelas que apresentavam até um
motif EPIYA C) e alto risco (aquelas que apresentavam dois ou mais motifs EPIYA
C), observou-se maior prevaléncia do padrdo de maior risco nas cepas isoladas

dos pacientes com adenocarcinoma gastrico (tabela 4).
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Tabela 4. Padréo e distribuicdo da regido EPIYA do gene cagA associado ao tipo de
doencas

~ Gastrite Céancer OR
Padrédo EPIYA N (%) n(%) (1C-95%) P
EPIYA (AB ou ABC 46 (59,46 23 (32,89
Moo ( ) (59.46) 23 (32.:89) 379 o8
Infeccao (1,92-7,46)

EPIYA (ABCC ou ABCCC) 28 (40,54) 53 (67,11)

Entre os pacientes com infeccdo mista, ndo foram encontrados cepas
mistas de baixo risco, de acordo com o critério adotado, ja que todas as cepas

apresentavam duas ou mais regides C.

6.4. ASSOCIACOES ENTRE OS DADOS MOLECULARES E OS ACHADOS
HISTOPATOLOGICOS.

Em relacdo a presenca do gene cagA, houve diferenca significativa nos
niveis de grau de inflamacao e atividade neutrofilica entre os pacientes infectados
por cepas contendo o gene cagA daqueles infectados por cepas sem este gene de

viruléncia (tabela 5 e 6).

Tabela 5. Associacdo da presenca do gene cagA e o Grau de Inflamacgéo

Grau de inflamacéo OR

gene cagA P
Leve n (%) Mod/Int n (%) (IC-95%)
Presente 39 (15,23) 217 (84,77)
3,57 0,0001
Ausente 50 (39,06) 78 (60,94) (2,18 -5,84)

Mod/Int = Moderado a intenso.
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Tabela 6. Associacdo da presenca do gene cagA e Atividade neutrofilica

Atividade neutrofilica OR
gene cagA (IC-95%) P
Leve n (%) Mod/Int n (%)
Presente 51 (20) 205 (80)
11,11 0,0001
Ausente 94 (73,44) 34 (26,56) (548 —22,30)

Mod/Int = Moderado a intenso.

Quando analisado o padrédo EPIYA de pacientes mono infectados com o
grau de inflamacdo e a atividade neutrofilica, ndo houve diferenca significativa

entre os padrdes e as variaveis histopatolégicas estudados (tabela 7 e 8).

Tabela 7. Associacdo entre o polimorfismo EPIYA do gene cagA de pacientes mono
infectados e o grau de Inflamagéao.

Grau de Inflamacéo

Polimorfismo Total
Leve n (%) mod/int n (%)

EPIYA-AB - 8 (5,33) 8 (5,33)

EPIYA-ABC 9 (6) 52 (34,67) 61 (40,67)

EPIYA-ABCC 9 (6) 42 (28) 51 (34)

EPIYA-ABCCC 4 (2,67) 26 (17,33) 30 (20)

TOTAL 22 (14,67) 128 (85,33) 150 (100)

Guilians=2.73; p= 0.44
Mod/Int = Moderado a intenso.
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Tabela 8. Associagdo entre o polimorfismo EPIYA do gene cagA de pacientes mono
infectados e a atividade neutrofilica.

Atividade neutrofilica

Polimorfismo : Total
Leve n (%) mod/int n (%)

EPIYA-AB - 8 (5,33) 8 (5,33)

EPIYA-ABC 13 (8,67) 48 (32) 61 (40,67)

EPIYA-ABCC 12 (8) 39 (26) 51 (34)

EPIYA-ABCCC 4 (2,67) 26 (17,33) 30 (20)

Total 29 (19,33) 121 (80,67) 150 (100)

Guiilians=4,63; p= 0,20
Mod/Int = Moderado a intenso.

Dos 384 participantes do estudo, 11,72% (45/384) dos pacientes
apresentaram metaplasia segundo laudo histopatolégico, destes 91,11% (41/45)
tinham adenocarcinoma gastrico e 8,89% (4/45) gastrite.

Nos pacientes que apresentaram metaplasia foi observado uma alta
frequencia de cepas bacterianas com o gene cagA e com duas ou mais repeticoes
do motif C (Tabela 9 e 10).

Tabela 9. Associacdo do gene cagA a presenca de metaplasia.

G A Metaplasia OR
ene ca
J Presente n (%) Ausente n (%) (1C-95%) P
Positivo 39 (15,23) 217 (84,77) 3,65
(1,50-8,88) 0,004
Negativo 6 (4,69) 122 (95,31)

Total 45 339
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Tabela 10. Associagcdo do polimorfismo da regido EPIYA dos participantes do estudo

mono infectados e a presenca de metaplasia.

Metaplasia
Padrdo EPIYA P OR

Presente n (%) Ausente n (%) (IC-95%) P
EPIYA (AB ou ABC) 4 (7,89) 65 (92,11)
4,98
1,60-1546)  100°
EPIYA (ABCC ou ABCCC) 19 (22,97) 62 (77,03  (1,60-1546)

Total 23 127
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7. DISCUSSAO

A prevaléncia de H. pylori difere significativamente entre e dentro dos
paises. Aproximadamente, 40 e 80% dos individuos adultos em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento estdo infectados, respectivamente
(TIMOTEO & MARTIN, 1995). Estudos anteriores relatam a importancia da idade,
sexo e baixo nivel socioeconémico como preditores para a aquisi¢cdo da infeccéo
por H. pylori (ALBORZIA et al., 2006; GOODMAN & COCKBURN, 2001; HAZEL &
FRANCIS, 2002).

Neste estudo se analisou como um fator socioecondbmico o grau de
escolaridade, sendo observada alta prevaléncia da infeccdo em pacientes
apresentando menor grau de escolaridade, com 65,63% (252/384) dos
participantes tendo como maximo grau de escolaridade o ensino fundamental. Em
um estudo realizado no Ird, Sheikhian et al. (2011) também encontraram
resultados semelhantes, com associacdo positiva para o nivel de educacao, assim
como, Santos et al. (2011) analisando os fatores de risco associados em adulto do
sudeste do Brasil.

Analisando a prevaléncia da infeccdo quanto ao género, os resultados
indicaram associacdo do sexo sobre a prevaléncia da infeccdo pelo H. pylori,
sendo mais prevalente no sexo masculino. Resultado semelhante foi encontrado
por Replogle et al. (1995) e Broutet et al. (2001) descrevendo uma prevaléncia
significativamente maior da infec¢éo por H. pylori em homens.

Na comparacdo da frequéncia do sexo nos grupos estudados, 0 sexo
masculino foi mais frequente em ambos o0s grupos, contudo foi maior no grupo
com cancer, estando de acordo com outras publicacées (RANGEL et al., 2003;
YAMAGATA et al., 200). Porém, h& divergéncia desses resultados com outros
trabalhos encontrados na literatura, onde o sexo feminino foi mais frequente,
resultados que podem ser influenciados por fatores socio-culturais, como por
exemplo, o aumento da participagdo do sexo feminino no mercado de trabalho,
estando dessa forma mais exposta a fatores ambientais, alimentagéao inadequada,
consome de &lcool e fumo (CESAR et al., 2002 e PLUMMER et al., 2004).


http://ascidatabase.com/author.php?author=A.&last=Sheikhian
http://ascidatabase.com/author.php?author=A.&last=Sheikhian
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Vérios estudos tem demonstrado que o gene cagA, esta relacionado com
0 aparecimento de gastrite crbnica, metaplasia intestinal e adenocarcinoma
gastrico (FARINATI et al.,, 2003; NOGUEIRA et al.,, 2001). Gatti et al. (2006)
observaram que cerca de 80% dos pacientes com gastrite cronica apresentavam o
H. pylori com genotipo cagA positivo. Na Colémbia, 72% a 90% das cepas de H.
pylori possuem o gene cagA (BRAVO et al, 2002; QUIROGA et al., 2005), e a
incidéncia de cancer gastrico é elevado (PINEROS et al., 2006). Esses achados
evidenciam que a infeccdo por cepas altamente patogénicas da bactéria podem
ser utilizados como marcadores para um maior risco de adenocarcinoma gastrico
(ENROTH et al., 2000).

Na caracterizacdo do gene cagA das cepas bacterianas isoladas dos
participantes deste estudo, ambos 0s grupos apresentaram alta prevaléncia do
gene cagA. Porém, nos pacientes com cancer gastrico essa prevaléncia foi bem
superior aos com gastrite, apresentando forte associacdo para o desenvolvimento
de adenocarcinoma gastrico.

A citotoxina CagA tem sido associada a um aumento da prevaléncia e
intensidade de atrofia antral e metaplasia intestinal, além de maiores graus de
infiltracdo celular com uma grande densidade de células polimorfonucleares na
mucosa gastrica (SARUC et al.,, 2002; UMIT et al., 2009). Um alto grau de
infiltracdo polimorfonuclear por longo periodo de tempo pode ser um fator de risco
para a carcinogénese, jA que 0 intenso processo oxidativo produzido pela
desgranulacdo das células em mucosa gastrica libera substancias com potencial
mutagénico (CORREA, 1995). No presente estudo foi observado associacéo
positiva entre o status cagA com a atividade neutrofilica, o grau de inflamacéo e
metaplasia. Outros estudos realizados no Brasil e em Belém apresentam dados
similares, demonstrando que a infeccdo por essas cepas se relaciona com
evolucdes mais graves. (THOMAZINI et al., 2006; VINAGRE et al., 2011).

Tem sido demonstrado que, além da presenca do gene cagA, o padrdo
polimdrfico do motif EPIYA da regido carboxi-terminal deste gene influencia o grau
de viruléncia, bem como o potencial oncogénico (BASSO et al., 2008, NAITO et

al., 2006). Além disso, entre as cepas ocidentais, o fator mais importante para o
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risco de cancer é o numero de repeticoes do motif EPIYA-C (BASSO et al., 2008).
A fim de avaliar a relevancia clinica das variacdes da regido 3' regido do gene
cagA sobre o desenvolvimento de cancer gastrico, analisou-se o padrao EPIYA de
cepas de H. pylori cagA positivas isoladas dos pacientes do estudo. Os resultados
mostraram maior nimero de segmentos EPIYA-C nos pacientes com cancer
gastrico, estando estatisticamente associados. O risco de céancer gastrico
aproximadamente 3 vezes maior em pacientes infectados com cepas cagA
positivas com dois ou trés motifs EPIYA-C, em comparacdo com pacientes
infectados com cepas cagA positivas sem ou apenas um motif EPIYA-C. Como
observado em estudos anteriores (BASSO et al., 2008, YAMAOKA et al., 1998,
YAMAOKA et al., 1999), com cepas cagA com maior numero de motifs EPIYA-C
foram associados com maior risco de cancer gastrico do que cepas com apenas
um motivo EPIYA-C. Contudo, ndo houve associacédo entre o padrao EPIYA e os
achados histoldgicos, concordando com os resultados obtidos por QUEIROZ et al,
(2011). Porém, houve discordancias desses dados com outros trabalhos da
literatura (SICINSCHI et al, 2010; FERREIRA et al, 2009).

Também se analisou se a colonizacdo por diferentes cepas (infeccao
mista) pode ser associada com a evolucao da doenga. Observou-se que pacientes
com cancer gastrico foram mais frequentemente colonizado por cepas mistas,
enguanto os pacientes com gastrite teve um tendéncia para a colonizacdo mista
menos intensa. Queiroz et al. (2011) revelaram ainda que a infeccdo por cepa
mista foi significativamente mais freqliente em pacientes com céancer gastrico do

gue naqueles com gastrite.
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8. CONCLUSAO

1.

3.

Os pacientes com cancer gastrico apresentaram maior frequéncia do gene
cagA comparado aos pacientes com gastrite, estando associado com a
evolucdo para cancer gastrico.

Pacientes infectados por cepas contendo o gene cagA apresentaram maior
grau de inflamacéo e atividade neutrofilica, além de apresentarem maior
associacdo com o desenvolvimento de metaplasia intestinal.

As cepas de H. pylori que apresentaram polimorfismo da regido (EPIYA)
considerado de alto risco foi predominante nos pacientes com cancer
gastrico apresentando  significAncia estatistica positiva para o
desenvolvimento desta doenca.

Pacientes infectados por cepas de alto risco quanto ao polimorfismo da
regido EPIYA ndo mostraram associagdo com o0 aumento do grau de
inflamacéo e atividade neutrofilica, contudo apresentou-se associado com o

desenvolvimento de metaplasia intestinal.
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ANEXO |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

Titulo: Associacdo das Variantes da Regido Carboxiterminal do Gene cagA de Helicobacter pylori com
o0 Desenvolvimento de Distlrbios Gastroduodenais em Belém-Para.

Esclarecimentos sobre a Pesquisa

O Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria que causa doencas no estbmago e no intestino, tais
como gastrite e cancer de estdbmago. Contudo, existem diferentes tipos (cepas) de H. pylori. Esta pesquisa
possui como principal objetivo estudar quais sdo os tipos de bactérias que estdo associadas com as diferentes
doencas do estdmago. Com essa finalidade prestamos os seguintes esclarecimentos:

1 - Serdo realizados exames de bidpsias do estdmago para saber qual o tipo de H. pylori que o paciente
tem.

2 - A pesquisa oferece riscos minimos para o participante, referente a endoscopia com bidpsia por
profissional especializado.

3 - O beneficio para quem participa da pesquisa é a realizagdo de um exame complementar que
permitindo um melhor diagnéstico do seu problema gastrico, além de um maior conhecimento de um maior
conhecimento sobre a infecgdo causada por essa bactéria.

4 - Os exames realizados pela pesquisa serdo gratuitos, ndo necessitando nenhum custo por parte do
participante para sua realizacao.

5 - Os resultados dos exames realizados pela pesquisa serdo utilizados como dados de pesquisa,
omitindo-se a identidade do participante.

6 - O material coletado para a pesquisa ser& usado exclusivamente para esse fim, e ap6s o término da
pesquisa, serdo descartados de acordo com as normas de biosseguranga.

7 - Somente o pesquisador responsavel e o médico ficardo sabendo da participagdo e se for necessario,
autoridades de salde poderdo ser informados para tomar medidas que beneficiem o participante da pesquisa
ou a sociedade.

8 - Ninguém é obrigado a participar da pesquisa, assim como podera se retirar dela no momento que
desejar, sem qualquer prejuizo pessoal.

Solicitamos assim, a sua autorizagdo para efetuarmos o referido exame e realizarmos uma entrevista,
sendo que a mesma € confidencial; para desenvolvermos o estudo em questéo.

Consentimento:
Declaro que li e compreendi as informagdes sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido

sobre o contelido da mesma, assim como 0s seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre
vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, / 12010.

Assinatura do Paciente

Adenielson Vilar e Silva

(Pesquisador responsavel)
Endereco do pesquisador: Cidade Nova V WE 31, n°401- Ananindeua —PA, Fone: (91) 8438-2443
Ambulatério do Ndcleo de Medicina Tropical - Av. Generalissimo Deodoro, n°® 92, Umarizal -fone:
32016812.
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ANEXO Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
N ; NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°009/2011-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: ASSOCIACAO DAS VARIANTES DA REGIAO CARBOXITERMINAL
DO GENE CAGA DE HELICOBACTER PYLORI COM O

DESENVOLVIMENTO DE DISTURBIOS GASTRODUODENAIS EM
BELEM-PARA

3. Pesquisador Responsavel: Adenielson Vilar E. Silva
4. Instituicdo / Unidade:NMT/UFPA.

5. Data de Entrada: 03/06/11.
6. Data do Parecer: 06/06/11.

PARECER

O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela
durante a reunido realizada no dia 16/02/2011.Considerando que, ndo foram atendidas todas

as exigéncias da Resolucdo 196/96-CNS/MS, manifestou-se pela aprovacgéo do parecer do
relator. '

Parecer: Aprovado

Belém, 6 de junho de 2011.

. Ien Thais Fuzii
Coordenadora'do CEP-NMT/UFPA.

Hellen Thais Fuzii
Coordenadora do Comitd de Etica



