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RESUMO

A epidemiologia da HP e do virus Epstein-Barr (EBV) € mundial. A
prevaléncia de ambos 0s agentes carcinogénicos na populacdo humana
mundial é de cerca de 45%. Um estudo recente sugere que coinfec¢cdo de EBV
com HP cagA positiva, aumenta o potencial oncogénico desta bactéria. O
objetivo deste trabalho foi identificar a prevaléncia da bactéria HP e do EBV e a
associacdo desses patdogenos e do gene cagA em pacientes com gastrite na
populacdo do Amapa. Foi realizado um estudo descritivo, do tipo transversal,
onde foram analisadas 292 amostras de mucosa gastrica de pacientes com
gastrite submetidos a endoscopia, com faixa etaria entre 14 e 83 anos de
idade. Para deteccdo da HP foi utilizado o teste da Urease e a Reacdo em
Cadeia da Polimerase, esta metodologia também serviu para revelar as cepas
cagA positivas da bactéria. Adicionalmente, foi utilizada a técnica de hibridac&o
in situ para deteccdo do EBV e a analise microscopica que determinou as
caracteristicas histopatolégicas da mucosa gastrica. Resultados: Nosso estudo
mostrou alta prevaléncia de casos de HP em pacientes com gastrite com uma
frequéncia relativa de 87,67% dos 292 casos analisados, sendo maior
incidéncia, dos casos positivos para HP, no sexo feminino, 88,27%. A
incidéncia do gene cagA em amostras de pacientes positivos para HP foi de
72,66%, com maior prevaléncia no sexo feminino, 75,32%. No presente estudo
foram encontrados 8,59% dos pacientes com infeccéo viral causada por EBV
em amostras positivas para HP com maior prevaléncia no sexo masculino,
9,18%. De acordo com a faixa etaria nosso estudo mostrou maior prevaléncia
do gene cagA e do EBV em pacientes positivos para HP no segmento entre 44
e 54 anos, com 23,12% e 36,37%, respectivamente. A maioria dos achados
deste estudo assemelha-se aos relatos da literatura, contudo, evidenciou-se a
necessidade de estudos com maior casuistica a fim de melhor esclarecer se ha

ou ndo hé correlagéo entre a infec¢ao por HP e EBV no norte do Brasil.

Palavras-chave: infec¢do bacteriana e viral, epidemiologia, mucosa géstrica,
norte do Brasil.



ABSTRACT

The epidemiology of HP and of the Epstein-Barr virus (EBV) is worldwide. The
prevalence of both carcinogenic agents, in the world human population is about
45%. A recent study suggests that EBV coinfection with HP cagA positive
increases the oncogenic potential of this bacterium. The objective of this study
was to identify the prevalence of the bacterium HP and of the virus EBV and the
association of those pathogens and of the cagA gene in patients with gastritis in
the population of Amapé. A descriptive study was accomplished, of the traversal
type, where 292 samples of gastric mucous of the patients were analyzed with
gastritis submitted to the endoscopy, age group between 14 and 83 years. For
detection of HP, Urease test and Polymerase Chain reaction were used; this
methodology was also useful to reveal the positive cagA of the bacterium.
Additionally, the technique of in situ hybridization was used for detection of EBV
and the microscopic analysis that determined the histopathological
characteristics of the gastric mucous. Results: The study showed high
prevalence of cases of HP in patients with gastritis with a relative frequency of
87,67% of the 292 analyzed cases, a higher incidence, of HP positive cases, in
female, 88,27%. The incidence of the cagA gene in samples of positive patients
for HP was 72,66%, higher prevalence in female, 75,32%. In the present study
8,59% of the patients were found with viral infection caused by EBV in positive
samples for HP with bigger prevalence in male, 9,18%. According to the age
group, the study showed higher prevalence of the gene cagA and of EBV in
positive patient for HP in the age group between 44 and 54 years, with 23,12%
and 36,37%, respectively. Conclusion: Most of the findings of this study are
similar to the reports from the literature, however, it is necessary other studies
in order to explain if there is or there is no correlation between the infection for
HP and EBV in the north of Brazil.

Keywords: bacterial infection and viral, epidemiology, gastric mucous, north of
Brazil.
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1 INTRODUCAO

A HP é um bacilo gram-negativo, espiralado, microaeréfila, tendo como
principal reservatério o estdtmago humano, podendo levar a Ulceras pépticas,
gastrite ativa e cronica, linfoma n&o-Hodgkin e adenocarcinoma gastrico
(TOHIDPOUR et al., 2017). Com formato de bastonete essa bactéria tem de 3
a 5 ym (micrdmetro) de comprimento por 0,5 um de largura, sua parede celular
é lisa e possui de quatro a seis flagelos embainhados e com bulbo terminal
(NIEDERLE & MOREIRA, 2010).

bY

A infeccdo bacteriana crbnica da mucosa gastrica por HP leva a
instabilidade genémica (SINGH & JHA, 2017). A consequéncia da
vulnerabilidade gendémica é o desenvolvimento de doencas com variados niveis
de lesBes em humanos, como gastrite crénica, Ulcera péptica e cancer gastrico
(LADEIRA et al., 2003). A HP, que reconhecidamente infecta mais da metade
da populacdo mundial (NAGINI, 2012), pode acometer o ser humano em
qualquer idade sendo que diversos trabalhos epidemiolégicos mostram que ha
maior frequéncia de contaminacao na infancia. Portanto, o diagndstico quando
realizado ainda nessa faixa etaria pode representar uma diminui¢cao da possivel
evolucdo da infeccdo em patologias mais graves quando adultos (BARILE et
al., 2009)

A forma de transmissdo mais provavel da HP é a fecal-oral, por
individuos infectados, ou através de agua contaminada. A condicdo socio-
econdmica, o aglomerado de pessoas na familia, baixo grau de escolaridade,
condi¢Bes higiénicas inadequadas e saneamento basico precério sdo fatores
que aumentam o potencial de infeccdo por essa bactéria (RODRIGUES et al.,
2005).

Dos individuos infectados, cerca de 15 a 20% dos casos resultam em
complicac@es clinicas. As cepas de HP apresentam variacdes genotipicas, que
causam acao do processo inflamatorio através de mediadores e citocinas, que
levam a diferentes graus de resposta inflamatéria, tendo como consequéncia
diferentes patologias. As cepas de HP que apresentam a ilha de
patogenicidade cag séo responsaveis por respostas inflamatérias mais graves,

hY

como na transcricdo do gene cag A, que leva a sintese de proteina
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relacionadas a aderéncia da bactéria e a resposta inflamatéria mais acentuada,
elevando o risco de desenvolvimento de complicaces gastricas (LADEIRA et
al., 2003). Individuos infectados com HP podem desenvolver gastrite antral que
pode evoluir para ulcera duodenal - raramente chegando a linfoma -, ou gastrite
atrofica multifocal o que representa grupo de risco para Ulcera gastrica, cancer
gastrico ou linfoma (TAN & WONG, 2011)

A localizagdo de uma Ulcera péptica, quando considerada em
associacdo com a infeccdo pela HP, da ao clinico o padrdo e a topografia da
inflamacdo associada a HP no estdbmago. As Ulceras duodenais estédo
associadas a gastrite antral predominante da variedade nao atrdfica,
hipergastrinemia e hipersecrecdo de &cido. Os pacientes com ulcera duodenal
ndo desenvolvem gastrite atrofica do corpo e, consequentemente, mantém boa
secrecdo acida. Contudo, acredita-se que as Ulceras gastricas estejam
associadas a uma gastrite crdénica nao-atrofica no inicio, que evolui para a
atrofia crénica, que envolve o corpo e o antro gastrico diminuindo a producao
de &cido cloridrico (TAN & WONG, 2011). Estudos mostram que a infec¢cdo
pela HP desencadeia processo inflamatério que causa danos oxidativos que
podem estar relacionados ao desenvolvimento de condicBes pré-neoplasicas
(FOX & WANG, 2002).

Menos de 1-2% dos pacientes infectados com HP desenvolverdo cancer
gastrico, geralmente adenocarcinoma de tipo intestinal. O adenocarcinoma de
tipo difuso é relativamente mais comum em populacées de baixo risco de
cancer gastrico. Além disso, parece haver fatores ambientais significativos que
contribuem para a etiopatogenia do CG, incluindo o tabagismo e o alcool (TAN
& WONG, 2011). O cancer de estdbmago € atualmente o quinto tipo de cancer
mais comum, com aproximadamente 1 milh&o de novos casos diagnosticados
em todo o mundo a cada ano e € a terceira principal causa de morte
relacionada ao cancer. A carcinogénese gastrica estd principalmente
relacionado a infec¢@o crénica com Helicobacter pylori (HP) (CHARVAT et al.,
2016). Estima-se que quase 90% dos casos de cancer gastrico ndo cardicos
séo atribuiveis a HP (PLUMMER., et al., 2015).
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O diagnostico da infeccdo por HP envolve métodos invasivos e nao
invasivos, sendo que para se ter um diagnéstico mais confiavel recomenda-se
0 uso de pelo menos dois testes (KOLETZKO et al., 2011). A terapia
farmacoldgica se da através do uso de inibidores de protons, imidazol e
amoxicilina ou inibidor de bomba de protons, imidazol e claritromicina (KUO,
2012).

O EBV contamina uma grande parcela de seres humanos onde
permanece por toda a vida na forma latente em linfécitos B e em células
epiteliais (ELZBIETA et al., 2011). Apesar da HP ser considerada a mais
prevalente em doencas gastroduodenal, seu percentual de associagdo com o

EBV ainda necessita de mais estudos comprobatorios (SHUKLA et al., 2011).

A epidemiologia da bactéria HP e do virus Epstein-Barr (EBV) se da em
todo o mundo. A existéncia de ambos os agentes carcinogénicos, HP e EBV,
na populacdo humana mundial é de cerca de 45%. A estatistica mostra que a
cada 100 mil habitantes aproximadamente 180 cidaddos estdo desenvolvendo
o cancer gastrico (CG) e outras anomalias gastricas (SINGH & JHA, 2017).
Embora a prevaléncia da HP seja global, sua incidéncia vem declinando nas
tltimas décadas (EUSEBI et al., 2014).

1.1 Justificativa

A descoberta da bactéria HP em pacientes com a doenca ulcerosa
péptica mostrou-se essencial para o entendimento da etiologia das patologias
gastricas. Embora diversos estudos tenham sido realizados muitos aspectos
sobre seu diagnéstico e tratamento ainda carecem de melhores entendimentos
e explicacbes. Somando-se a isso a HP que possui potencial carcinogénico,
comprovado em varios trabalhos cientificos, a coloca como um objeto de

estudo de grande relevancia para pesquisas cientificas.

Esse patdgeno apresenta diversos fatores de viruléncia que causam
diferentes graus de inflamac¢do da mucosa gastrica o que faz com que haja a
necessidade de estudos sobre o tipo de viruléncia prevalente levando em
consideracdo a faixa etaria e o género. Em relacdo ao virus Epstein-Barr,

estudos apontam suas implicacbes em neoplasias soélidas, sendo importante
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conhecer sua incidéncia, correlagdo com a bactéria HP e com a suscetibilidade

e os disturbios gastricos.

1.2 Objetivos
1.2.1 Geral

e Identificar a prevaléncia de Helicobacter pylori e do virus Epstein-Barr

em casos de gastrite em amostras de uma populacdo do norte do Brasil.

1.2.2 Especificos
e Correlacionar os laudos endoscoépicos e histopalégicos a infecgédo por
Helicobacter pylori;

e Diagnosticar a prevaléncia do fator de viruléncia cagA em amostras

Helicobacter pylori positivas.

e Relacionar a presenca do virus Epstein-Barr, com a infec¢cdo por

Helicobacter pylori.

e Correlacionar a presenca do gene cagA e do virus Epstein-Barr com a
infeccdo por Helicobacter pylori levando em consideracdo o sexo e a
idade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Helicobacter pylori (HP)

2.1.1 Considerac0es gerais

Em 1984, Marshal e Warren publicaram um estudo feito em 100
pacientes com gastrite cronica e Ulcera péptica onde detectaram a presenca da
bactéria HP nas bidpsias de 58 pacientes. Esse estudo representou para a
ciencia um grande salto para a compreensao e tratamento de doencas
digestivas como a Ulcera péptica e cancer gastrico. Essa descoberta foi tdo
expressiva no mundo cientifico que rendeu o prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina em 2005 (ESPINO et al., 2010).

A HP é um bacilo gram-negativo, espiralado, microaerofilo, tendo como
principal reservatério o estbmago humano, pode levar a Ulceras pépticas,
gastrite ativa e crbnica, linfoma ndo-Hodgkin e adenocarcinoma gastrico distal
(TOHIDPOUR et al., 2017). Com formato de bastonete essa bactéria tem de 3
a 5 ym de comprimento por 0,5 um de largura, sua parede celular € lisa e
possui de quatro a seis flagelos embainhados e com bulbo terminal (NAITO &
YOSHIKAWA, 2002).

Flagelos

Membrana
dupla
Cromossomo
circular

Fonte: adaptado de Michelle Wiepje, 2008.
Figura 1 — Composicao e morfologia da Helcibacter pylori

Existem variagBes gendmicas entre as cepas de HP que fazem com que

haja a codificagdo de diferentes fatores de viruléncia, determinando a
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manifestacdo de diversos tipos de lesdo no hospedeiro levando a variados
graus de inflamacdo da mucosa gastrica (MALFERTHEINER et al., 2012;
SANTACROCE & BUTHANI, 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera a bactéria HP como
carcinogeno | (IARC, 1994). Apesar da associacdo da HP com diversas
doencas gastricas, inclusive com alguns tipos de cancer gastrico, existem
pacientes infectados por essa bactéria que nao desenvolvem tais patologias
(MARTINS et al., 2005). Doencas géstricas, como a gastrite, sdo o resultado da
interacdo das caracteristicas genéticas do hospedeiro, do ambiente e da
propria viruléncia da bactéria (FOCK & ANG, 2010). Esses fatores agem no

microambiente gastrico por longo periodo de tempo (CORREA, 1992).

2.1.2 Transmisséao e prevaléncia

Com distribuicdo pelos cinco continentes, a HP é um microrganismo
infeccioso e sua prevaléncia sofre variagcdo de acordo com a idade, nivel
socioeconémico e a raca. Em paises em desenvolvimento, onde a maioria das
criancas € infectada antes dos 10 anos, a prevaléncia da HP, em adultos,
atinge 80% da populacdo (FRUGIS et al., 2016). A incidéncia da HP no sexo
masculino € em média de 52%, enquanto que no sexo feminino é de 48%
(SIMOES, 2016).

A forma de contaminac¢éo do ser humano pela HP ¢é oral-oral e fecal-oral.
A condicdo sécio-econdmica, 0 aglomerado de pessoas na familia, baixo grau
de escolaridade, condi¢cdes higiénicas inadequadas e saneamento basico
precario sao fatores que aumentam o potencial de infec¢do por essa bactéria
(FRUGIS et al., 2016). Fora do corpo humano a HP pode permanecer viva por
longo tempo em agua (reservatérios de agua por exemplo), vegetais e fezes
(FRUGIS et al., 2016).

Em paises desenvolvidos estudos mostram que a contaminacdo ocorre
apo0s o terceiro ou quinto ano de vida, enquanto que em paises em
desenvolvimento essa contaminacdo pode ocorrer ainda no primeiro ano de
vida da crianca (LADEIRA et al., 2003). A alta prevaléncia da infec¢cdo por HP

em criancgas nos paises em desenvolvimento contribui para a manifestagcao do
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quadro de infeccdo crbnica na maioria dos jovens, adultos e populacdo mais
velha (SINGH et al., 2003).

Apesar da HP ndo causar problemas na maioria das pessoas, entre 0s
individuos infectados cerca de 10% desenvolvem doencga de Ulcera péptica,
pelo menos 2% desenvolvem cancer gastrico e menos de 0,1% desenvolvem
linfoma associado a mucosa do tecido linféide (MALT) (PEEK, 2006; BUCKER
et al., 2012; OLUWASOLA, 2014).

2.1.3 Fisiopatogenia

As pessoas infectadas pela HP podem desenvolver gastrite antral que
pode evoluir para Ulcera duodenal - raramente chegando a linfoma -, ou gastrite
atréfica multifocal, o que representa grupo de risco para Ulcera gastrica, cancer
gastrico ou linfoma (TAN & WONG, 2011) (Figura 1). A HP esta ligada a
producdo de espécie reativa de oxigénio (ROS) e de espécie reativa de
nitrogénio (RNS) que podem ter como resultado danos no DNA deixando o
individuo infectado suscetivel ao desenvolvimento de cancer gastrico (DAS &
PAUL, 2007).

Metaplasia | _, | Adenoma/ - C;rcmoma
Intestinal displasia gastnco do
| A~ tipo
‘ intestinal
Gastricall—» Ga.stnle —p | Gastrite
Normal Crdnica Atréfica
Carcinoma

gastnco do tipo
E-cadenna difuso

.

Carcinoma gastrico
do tipo difuso
hereditano

Figura 2 - Modelo de crcinogénese de acordo com o subtipo histoldgico (adaptado de Yuasa 2003)

A mucosa gastrica, por acdo da gastrite atrofica cronica, desenvolve
atrofia multifocal e metaplasia intestinal, que depois evolui para displasia e, por
fim, havendo o desenvolvimento do carcinoma invasivo (CORREA, 2002).
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Algumas caracteristicas contribuem para a viruléncia da HP como a
motilidade, poder de adeséo a célula hospedeira, producdo de enzimas toxicas,
especialmente lipase, urease e proteases (LIMA & RABENHORST, 2009), e
diversidade genética (COSTA et al., 2009)

A motilidade da HP é garantida pela vibracdo dos flagelos na camada
viscoelastica, barreira quimica e mecanica protetora do tecido epitelial gastrico,
propiciando penetracdo rapida na mucosa do estbmago para que a bactéria se
proteja da acidez e do peristaltismo nesse 6rgdo (BLASER, 1997).

A adesdo da HP as células epiteliais gastricas se d4 através de
estruturas circulares que a envolve, dessa forma, dificultando a sua eliminacao

por peristaltismo géstrico (BOREN et al., 1993).

A HP tem a capacidade de sintetizar enzimas que alteram a estrutura,
integridade, sintese e secrecdo do muco gastrico. As enzimas lipase e
protease degradam a camada mucosa contribuindo para a progressdo da
bactéria. A urease tem a funcéo de realizar a hidrélise da uréia resultando na
producdo de aménia que age como receptor de ions de H', tornando o
ambiente intracelular da bactéria neutro, protegendo-a da acidez gastrica
imposta pelo acido cloridrico. Superoxido dismutase, catalase e arginase
protegem a bactéria contra atividade litica de macréfagos e neutrdfilos,
diminuindo a eficacia da resposta imunoldgica do hospedeiro (LADEIRA et al.,
2003).

A heterogeneidade gendmica no DNA da HP garante a diversidade de
cepas bacterianas o0 que resulta na codificacdo de diversos fatores de
viruléncia que contribuem para a manifestacdo de lesGes gastricas no
hospedeiro (FOCK & ANG, 2010; MALFERTHEINER et al., 2012). Além dessa
vantagem, a diversidade genética da bactéria pode contribuir para a sua
adaptacao no estdbmago do hospedeiro e para o progndstico clinico da infeccéo
(COSTA et al., 2009).

2.1.3.1 A llha de patogenicidade cag (cag-PAl)
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A diversidade dos genes associados a viruléncia da HP, como o cagA
(cytotoxin-associated gene), tem papel relevante no resultado clinico da
infeccdo por essa bactéria. A ilha de patogenicidade cag-PAl possui 40 Kb com
aproximadamente 31 genes, presentes em 60 a 90% das cepas em todo o
mundo e esta envolvido no desenvolvimento do cancer gastrico (LIMA &
RABENHORST, 2009; OLBERMANN, et al., 2010).

N-terminal EPIYA regido repetidora C-terminal

| A A

CagA ocidental EPIYA-A | EPIYA-B | EPIYA-C

CagA leste asiatico EPIYA-A § EPIYA-B | EPIYA-D

1 1 I

Dominio 1 Dominio 2 Dominio 3

B EPIYA-C: FPLKRHDKVDDLSKVGRSVSPEPITATIDDLGGP
EPIYA-D: AINRKIDRINKIASAGKGVGGFSGAGRSASPEPIYATIDFDEANQAG

Fonte: Adaptado de DUNCAN, 2012. Traduzido por: Nélisson Clei Ferreira Alves

Figura 3. Representac¢do esquematica de motivos CagA e EPIYA. (A) Diagrama esquematico de
CagA (ndo desenhado na escala). Os motivos de EPIYA s3o locais de fosforilagdo de tirosina. Os
motivos EPIYA-C sdo encontrados comumente nas sequéncias CagA ocidentais, e os motivos
EPIYA-D s3o encontrados comumente nas sequéncias CagA da Asia Oriental. (B) motivos EPIYA-

C e EPIYA-D representativos.

As cepas de HP podem ser divididas em dois grupos, as cepas cagA-
positivas e as cepas cagA-negativas baseados na presenca/auséncia do
produto do gene terminal da cag-PAl, o cagA. As cepas cagA-positivas estdo
associadas com gastrite severa, Ulcera péptica, gastrite atréfica e cancer
gastrico ndo-cardia, No caso do gene cagA apresentando prevaléncia de 60%
a 100% nas cepas positivas para HP, contribuindo para o aumento da
viruléncia da cepa (MARTINS et al., 2002).

O gene cagA é um marcador para o reconhecimento da presenca de
cag-PAl. Este gene é responsavel em codificar a citotoxina cagA que quando

injetada no citoplasma da célula epitelial gastrica, interage com proteinas da
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célula hospedeira, induzindo alteragbes na morfologia das células e nas

respostas mitogénicas pro-inflamatorias (OLBERMANN, et al., 2010).

Além de causar essa instabilidade do ciclo celular, as cepas cagA
positivas induzem a expressao da DNA-editingenzime, que leva ao acumulo de
mutacOes para a proteina supressora tumoral P53 (DELAHAY & RUGGE,
2012).

Apesar dos avancos da compreensdo estrutural e funcional do gene
cagA, muito ainda precisa ser entendido sobre as circunstancias que,
conjuntamente, contribuem para permitir que esse gene inicie a carcinogénese
(MURATA-KAMIYA et al., 2010).

2.1.4 Resposta inflamatoéria a HP

Em decorréncia da relacdo da presenca da ilha de patogenicidade
cagPAl na HP com a resposta inflamatoria gastrica, a identificacdo do gene
cagA representa um marcador para a presenca do cagPAIl assim também como
para o diagnostico de linhagens HP com maior potencial de viruléncia. Estudos
mostram que pacientes infectados por linhagens de HP negativas para o gene
cagA apresentam menos risco para o desenvolvimento de cancer gastrico ao
serem comparados com pacientes contaminados por linhagens cagA positivas
(IKENOUE et al., 2001)

2.2 VIRUS EPSTEIN BARR (EBV)

2.2.1 EBV: a descoberta do primeiro virus tumoral humano

Em 1958, Denis Burkitt, cirurgido britanico, descreveu a relacdo de um
virus com o cancer em criancas de algumas areas da Africa Oriental. Em 1964
Anthony Epstein, Yvone Barr e colaboradores, através do uso da microscopia
eletrbnica, para a analise de amostras de linhagem celular estabelecida a partir

de biopsia de linfoma de Burkitt, identificaram particulas semelhantes a
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herpesvirus em uma pequena parte das amostras dessas células (EPSTEIN et
al., 1964). Esse novo virus passou a ser chamado de Virus Epstein-Barr ou
EBV, (Figura 4).

No ano de 1968, Henle e Henle, com base na soroconverséo,
descreveram a associacdo do virus Epstein Barr a mononucleose infecciosa
(MONTEIRO, 2010). Na década de 1980, o EBV foi associado ao linfoma nao
Hodgkin e & leucemia de células pilosas, em pacientes soropositivos para HIV.
Desde entdo o EBV tem sido identificado em diversos tumores, incluindo as
sindromes linfoproliferativas de célula B, o linfoma de células T e a doenca de
Hodgkin. No ano de 1997, o EBV foi classificado pela International Agency for

Research on Cancer, como um carcinégeno de grau | (HAU & TSAO, 2017)).

Fonte: Adaptado de Epstein ef al., 1965
Figura 4 - Visualizacdo do EBV no citoplasma de linfoblastos derivados de linfoma de
Burkitt cultivados in vitro

2.2.2 Caracteristicas Biolégicas do EBV

O EBV pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Gamaherpesvirinae
e foi o primeiro virus determinado como oncogene em humanos (EPSTEIN et
al., 1964; JAVIER & BUTIEL, 2008). E um herpesvirus de DNA de cadeia dupla
com 184 Kpb de comprimento codificante de 85 genes (THOMPSON &
KURZROCK, 2004). Possui um cerne circundado por um capsideo
icosadeltaédrico com 162 capsémeros e revestido por um envoltério
glicoprotéico (CONNOLY et al., 2011).
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O EBV contamina uma grande parcela de seres humanos onde
permanece por toda a vida na forma latente em linfocitos B e em células
epiteliais (ELZBIETA et al., 2011). O EBV entra nas células B através da
ligacdo da proteina gp350 ao receptor do complemento do tipo 2 (CR2),
também denominado CD21. Porém, em decorréncia da expressao do receptor
CD21 no epitélio gastrico ser baixa ou inexistente, a entrada do virus ocorre
principalmente pelo contato célula a célula entre linfocitos e a célula géastrica
(IMAI et al., 1998).

2.2.3 Epidemiologia do EBV e a sua Associacdo ao Cancer Gastrico

A deteccdo de EBV em carcinoma linfoepiteliais foi determinada pela
primeira vez em 1990 por Burke et al. No decorrer dos anos 90, a partir do
surgimento da técnica de hibridizacdo in situ, que consiste na deteccdo da
expressdo de pequenas moléculas RNAs (EBERS) codificados pelo EBV,
estudos mostraram resultados positivos, na maioria dos casos, para 0 genoma
do EBV em carcinoma linfoepitelial. O EBV estd associado a alteracdes
proliferativas de carater benigno e maligno de origem linféide, como por
exemplo, tumorigénese neoplasica (PEREIRA DE LIMA & RABENHORST,
2006)

O EBV, que se apresenta com grande distribuicdo pelo mundo,
estabelece infecgdo em forma de laténcia em 95% da populagéo global (SINGH
& JHA, 2017). A coinfeccao do EBV com a bactéria HP aumenta o risco para o

desenvolvimento de gastrite e Ulcera péptica (PIAZUELO et al., 2010).

No Brasil, a prevaléncia do EBV varia entre 5 a 11,3% na populacao,
com maior incidéncia em pacientes do sexo masculino. No estado do Cear4,
essa prevaléncia é de 8% nos pacientes, com maior incidéncia em casos com
idade a partir de 45 anos. Ja no estado de Sao Paulo a prevaléncia de EBV é
de 3% nos pacientes com maior incidéncia em pessoas com idade de 65 anos
em diante (PEREIRA DE LIMA et al., 2011).

Diversos estudos tém sido realizados para compreender o papel dos

patdogenos que infectam o estdbmago humano dentre eles o EBV, na



27

carcinogénese gastrica (DE SOUZA, 2014). Apesar da elevada taxa de
infeccdo pelo EBV, apenas uma pequena parcela da populacdo humana
desenvolve tumores (THOMPSON & KURSROCK, 2004). Nos casos de
carcinoma gastrico associado ao EBV (EBV-GC), ha predominancia da

infeccdo em individuos do sexo masculino (PIAZUELO et al., 2010).

A transmisséo do EBV se da através da saliva desenvolvendo infeccéo
nas células epiteliais da orofaringe, nasofaringe e glandulas salivares e,
posteriormente se dissemina para os tecidos linféides, onde infecta os linfécitos
B que, através da gastrite atrofica, por infiltracdo podem entrar em contato com
as células epiteliais géastricas (DE SOUZA et al, 2014). Somado a isso, a
gastrite intensa pode criar um ambiente rico em citocinina, que sustenta o
crescimento clonal de células epiteliais infectadas pelo EBV (SAIKI et al., 1996;
DE SOUZA et al., 2014).

A maioria desses individuos transmite intermitentemente esse virus, e a
infeccdo ocorre durante a infancia nos primeiros anos de vida (DE SOUZA et
al., 2014).

O EBV tem a capacidade de produzir infeccdo latente com carater
periodicamente reativo. O processo de reativacdo de laténcia mostra, na
maioria dos casos, que a infeccao é adquirida durante a infancia e no caso do

surgimento, no futuro, de cancer nos adultos (CARVALHO, 2006).

2.2.4 Caracteristicas Clinico-Patologicas e Moleculares do EBV

Ap0s a entrada do EBV nas células da cavidade oral ha duas possiveis
formas de infeccdo denominadas litica e latente. O EBV no estado epissomal, é
tido como latente e verifica-se a expressao de até 12 genes durante a laténcia,
dependendo do tipo celular ou do estado imunoldgico do hospedeiro (LIMA,
2006). Os produtos génicos sao: seis antigenos nucleares do EBV (EBNAs 1,
2, 3A, 3B e 3C e EBNA-LP), trés proteinas latentes de membrana (LMP-1,
LMP-2A e LMP-2B), duas pequenas moléculas de RNA (EBER-1 e 2) e
transcritos com multiplos splicing da regido BamHI A do genoma viral (BARFO e
de BARF1) (TANG et al., 2012) (Figura 3).
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Para que o EBV desenvolva sua caracteristica oncogenética é
necessario que ele mantenha seu genoma no interior das células hospedeiras
sem maté-las e dessa forma evitar a acao do sistema imunologico (DE SOUZA
et al., 2014). Quando o epissoma do EBV esta nas células B de memoéria ndo
ha expresséo de qualquer proteina de laténcia conhecida. Porém, no momento
que as células de memodria latentes infectadas se reproduzem no entorno, o
EBV expressa o seu EBNA-1, que é responsavel em conservar o0 genoma do
virus na célula, através da insercdo do mesmo no DNA da célula hospedeira,
tendo como consequéncia sua replicacdo (YATES et al., 1985). A proteina
EBNA 1 é a Unica que € expressa em todos os tecidos malignos associados ao
EBV (CHEN et al, 2012). A expressdo da LMP-1 em individuos
imunodeprimidos pode induzir a transformacéo de linfocitos B e o surgimento

de processos linfoproliferativos (DIAS et al., 2009).
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Figura 5: Infec¢do por EBV em individuos saudaveis. A infec¢do primaria por EBV comega na cavidade oral. O EBV
usa diferentes glicoproteinas para infectar células epiteliais e células B naive. A entrada viral resulta no transporte
do genoma de EBV para o nucleo das células B, onde ocorre a replicagdo por DNA viral e celular. Os produtos do
gene EBV ativam o programa de crescimento de células B, resultando numa grande proliferagdo de células
linfoblastéides. A ativagdo de célula T, que se da pela presenca de antigenos, ocorre paralelamente.
Normalmente, a sobrecarga de células linfoblastéide é destruida por linfécitos T citotéxicos. Uma vez na
circulagao, as células B de memdria previamente ativadas, podem continuar a sofrer replicagdo litica ou, se o EBV
desligar a maioria dos seus genes codificadores de proteinas, ocorre a laténcia. Por fim, a medida que as células
recirculam entre os compartimentos oral e periférico, as células B em repouso podem ser ativadas, resultando
em reativagdo viral e replicagdo.
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Existem estudos que mostram a associacdo da presenca do EBV com a
elevada frequéncia de metilagdo de regides promotoras de genes reguladores
do ciclo celular, genes de reparo e de protecdo de DNA, genes de adesao
celular e de apoptose (SUDO et al., 2004).

Um estudo recente sugeriu que a proteina SHP1 do hospedeiro interage
com a proteina cagA da HP e causa desfosforilagdo do gene cagA, evitando
assim a atividade oncogénica da cagA. Porém, a coinfeccdo com EBV causa a
metilacdo do SHP1 do hospedeiro e impede sua atividade de desfosforilacdo
da cagA e, portanto, pode aumentar potencial oncogénico da cagA (BUELOW
et al., 2016)

2.2.5 Diagnostico da Infeccéo por EBV no Céancer Gastrico

Em pacientes EBV-CG sao encontrados indices elevados de
imunoglobulinas (lg), especialmente IgA e IgG, que agem contra antigenos do
capsideo viral, por um periodo maior que 5 anos, portanto antes do diagnéstico
do cancer gastrico, sugerindo que a reativagdo do EBV ocorre antes do
desenvolvimento do carcinoma géstrico (KOSHIOL et al., 2007). As
manifestacfes tumorais relacionados ao EBV sao muito diversificadas e
dependem do status imunoldgico dos pacientes. O conhecimento de alguns
fatores como a infeccdo por HIV e imunossupressao pés-transplante, e do
status do paciente em relacdo ao EBV combinados com a citomorfologia e
resultados auxiliares, sdo frequentemente necessarios para se chegar ao
diagndstico do CG associado ao EBV (MICHELOW et al., 2012).

A presenca da infeccdo por EBV € determinada por varias maneiras
incluindo testes soroldgicos, baseados na deteccdo de anticorpos heterdfilos e
0os métodos de ELISA, exame molecular como a carga viral para o EBV, que
determina se o portador encontra-se em estado higido ou de doenca (GULLEY
& TANG, 2008). Alto indice de DNA de EBV no plasma ou no soro, antes da
terapia, indicam mau prognéstico (GULLEY et al., 2002). Em casos de tumores
o EBV pode ser diagnosticado através da analise de anticorpos que agem

contra seus antigenos EBNA e LMP que podem ser diagnosticados pelas
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técnicas de imunofluorescéncia e coloracdo imunohistoquimica da membrana
ou do citoplasma, hibridizacdo in situ (HIS) para a deteccdo de EBERS,
técnicas moleculares como Southern blot e a reagcdo em cadeia de polimerase
(PCR) (HECHT et al., 2002).

2.3 HP E EBV EM CANCER GASTRICO

O céancer de estdbmago é atualmente o quinto cancer mais comum, com
aproximadamente 1 milhdo de novos casos diagnosticados em todo o mundo a
cada ano e é a terceira principal causa de morte relacionada ao cancer,
contribuindo com 6,8% do total de casos diagnosticados de cancer e 8,8% do
total de morte associada ao cancer em todo o mundo (SINGH & JHA, 2017). A
maior parte dos casos diagnosticado de CG e de morte, devido o céncer
gastrico, ocorre nos paises em desenvolvimento, enquanto que nos paises
desenvolvidos essa porcentagem é de 23% (FITZMAURICEet al.,, 2015).
Excluindo os tumores de pele ndo melanoma, na regido Norte o cancer de
estbmago é o segundo mais incidente com 11,62 casos a cada 100 mil
habitantes. Nas mulheres é o quarto mais frequente na regido Norte com 5,82
casos a cada 100 mil habitantes (INCA, 2016).

A carcinogénese gastrica esta principalmente relacionada a infeccao
cronica por HP (CHARVAT et al., 2016). A contaminacao dos individuos pela
HP, ainda durante a infancia, € um fator preponderante para o desenvolvimento
do cancer gastrico, pois esse microrganismo pode agir de forma silenciosa
durante anos (ASHOUR et al., 2002b). Estima-se que quase 90% dos canceres
gastricos ndo cardicos séo atribuiveis a HP (PLUMMER., et al., 2015). Outro
fator de risco para o desenvolvimento do CG é a presenca do virus Epstein-
Barr (EBV). A prevaléncia do EBV, na maioria das vezes em fase latente, é de
95% na populacdo humana, sendo que a coinfeccdo com a HP aumenta ainda
mais o risco de desenvolvimento do CG (LUZURIAGA & SULLIVAN, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1- Tipo de pesquisa

Este € um estudo descritivo, do tipo transversal que foi submetido a
apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em Seres Humanos do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para (UFPA),
(Protocolo 35/2010). A coleta das amostras foi iniciada apés aprovacao do CEP
e autorizacdo dos pacientes e, no caso dos pacientes menores de idade, a
autorizacao foi obtida por consentimento dos pais ou responsaveis, por meio de

termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

3.2 Local e periodo do estudo

As amostras foram coletadas no Laboratério Dr. Paulo Albuquerque que
funciona no Hospital Sdo Camilo, em Macapa-Amapa, no periodo de
dezembro/2011 a junho/2012.

3.3 Populagéo e amostra do estudo

A populacéo foi composta por 292 pacientes atendidos no Laboratério
Dr. Paulo Albuquerque do Hospital Sdo Camilo no municipio de Macapa-AP.
Segundo as informacdes referente a endereco preenchido pelos pacientes, a
maioria alegou morar na cidade de Macapa, porém néo foi possivel verificar se
essa maioria realmente residia a anos na capital do Amapda. Foram utilizados
fragmentos de mucosa gastrica de pacientes com faixa etaria entre 14 e 83

anos de idade.

A amostra foi composta pelos pacientes que preencheram os critérios de

inclusao.
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3.4- Critérios de inclusao e exclusao

Foram coletadas 300 amostras de tecido gastrico, porém foram incluidas
nesta pesquisa 292 amostras de pacientes com idade de 14 a 83 anos que
passaram pelo procedimento de endoscopia digestiva alta (EDA) para
esclarecimento de manifestacdes clinicas relativas ao trato digestivo alto.
Foram excluidos os pacientes que receberam terapia antimicrobiana,
blogueador de receptores de H2, inibidores de bomba de prétons (IBP) e/ou
anti-inflamatérios ndo hormonais nos udltimos 30 dias antes da biopsia;
pacientes com hipertensdo portal recebendo injecdo de escleroterapia ou
ligadura de varizes; pacientes com impedimento anatdmico a EDA, com
distarbios da coagulacdo, com doencas graves ou com sedacéo insuficiente ou
apresentando reac¢fes alérgicas graves as drogas utilizadas para a sedacao ou
anestesia e ainda, pacientes com formularios informativos preenchidos de

forma incompleta.

3.5 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada durante sete meses, segundo o
cronograma definido para seu desenvolvimento. Para o estudo foi elaborado
formulério de pesquisa (APENDICE B) com as seguintes variveis: nome,
idade, género, procedéncia, diagndéstico endoscopico, histopatolégico, Teste de

Urease, cagA, hibridizacao in situ para EBV.

Adicionado a isso, foram coletados dois fragmentos de mucosa gastrica
antral obtidos por EDA, sendo o0s mesmos armazenados em meio
ALLPROTECT, acondicionados em caixa térmica até a chegada ao Laboratorio
de Citogenética Humana do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da
Universidade Federal do Para, quando foram armazenados em Freezer a -20°
C. Posteriormente um fragmento foi usado para pesquisa do HP e outro para

pesquisa do EBV.
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3.5.1. Endoscopia digestiva alta

Os achados endoscépicos foram classificados conforme Sistema de
Sydney (APENDICE C).

3.5.2. Histopatologia

Os achados histopatologicos foram classificados em gastrite cronica
leve, moderada e acentuada sendo a avaliacdo realizada por laboratorio

privado em Fortaleza-Ceara.

3.5.3. Laminas com cortes histolégicos

Os cortes histologicos foram fixados em laminas para microscopia
devidamente limpas em acetona e tratadas com silano a 4%. Duas laminas de

cada bloco foram obtidas para estudo pelo método de HIS.

3.5.3.1. Hibridizacéo in situ

O método de estudo utilizado nesta pesquisa foi adaptado do descrito
por (BACCHI et al. 1996). A sonda utilizada, descrita por (SHIBATA et
al.,1992), apresenta uma sequéncia biotinilada de 30pb complementar ao RNA
EBER1, na extremidade 3’ (5- AGACACCGTCCTCACCACCCGGGACTTGTA-
3’). O método segue o0s seguintes procedimentos:

a) Desparafinacdo e hidratacdo das laminas — as laminas
foram colocadas em estufa pré-aquecida a 60°C durante 120 minutos. ApoGs
esse periodo, as laminas foram mergulhadas em xilol aquecido a 60°C por 10
minutos. Posteriormente, foram submetidas a uma bateria de xileno (I, Il e IlI) —
alcool a 100% (I, Il e IIl) — alcool a 80%;
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b) Bloqueio da Peroxidase enddgena — as laminas foram
mergulhadas em um borel contendo peréxido de hidrogénio a 3% por 20
minutos;

C) Digestado enzimatica com proteinase K - a proteinase K em
concentracéo final de 0,02ug/uL, por 13 minutos;

d) Lavagem em 4gua com DEPC 0,1%;

e) Desidratacdo em gradiente de &agua e de alcool em
concentracdo de 80%, 100% (I, 1l e IlI);

f) Incubacéo com solucéo de pré-hibridizacdo — a solucéao de
pré-bibridacdo consiste em solucdo de Denhardt (3,5X); SSC (4,5X); EDTA
(0,0075M); SDS (0,35%); DNA desnaturado de esperma de salméao (75ug/uL);
NaH,PO, (0,75M); Sulfato de dextrano (10%), as laminas foram incubadas por
60 minutos a 37°C.

s)) Incubagcdo em solucdo de hibridagdo — a solugdo de
hibridacao consiste em solugéo de Denhardt (2X); Formamida (50%); Sulfanato
de Dextrano (2%); NaH,PO, (0,002M); e sonda (0,3 ng/uL), por 16 horas em
estuda a 37°C.

h) Incubacdo das Ilaminas com anticorpo anti-biotina
(DakoCytomation®) (diluigao 1:20), por 30 minutos;

i) Incubacéao com anticorpo anti-imunoglobulina
(DakoCytomation®) (diluicdo 1:100), por 45 minutos;
)] Revelagdo com cromoégeno DAB liquido (3,3 -

diaminobenzidine) (DakoCytomation®), preparado conforme recomendacdes
do fabricante;

K) Contra-coloracdo — as laminas mergulhadas em um borel
contendo Hematoxilina de Harris a 40%;

) Desidratacdo em componente de agua — alcool — xilol;

m) Montagem com laminas utilizando Balsamo do Canada.

Como controle foi utilizado lamina de fragmento gastrico sabidamente

positiva para EBV.

3.5.3.2. Critérios para analise das laminas
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Na andlise das laminas foi admitida como marcacgéo positiva a presenca
de uma coloracdo marrom caracteristica, adquirida pelo cromdgeno apés
oxidacéao, situadas nas regides celulares previstas para cada alvo avaliado em
contraste com o azul/violeta conferido pela hematoxilina, constatada por

microscopia oOptica.

Na técnica de HIS, considerou-se positivo qualquer marcag¢do nuclear
em células gastricas, independente do percentual de células marcadas.

3.5.4. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA a partir das amostras de tecido gastrico foi realizada
conforme o protocolo estabelecido pelo QiaAmp (Qiagen®) DNA mini Kit.

Posteriormente, o DNA extraido foi armazenado no freezer a -80°C.

3.5.5. Diagnéstico de Helicobacter pylori

Para o diagnostico do HP foi realizado o teste de Urease em fragmentos
de biépsia géastrica de todos os pacientes envolvidos no estudo.

3.5.6. Determinacao da presenca do gene cagA

A deteccdo da presenca do gene cagA foi realizada em fragmentos de
mucosa gastrica de todos os pacientes do estudo, com a utlizacdo de
oligonucleotideos descritos por COVACCI et al. (1993) (Quadro 1). A reacédo de

PCR foi realizada em 35 ciclos de amplificacdo, a etapa de desnaturagao
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ocorreu por 1 minuto a 95°C, o anelamento por 1 minuto a 57°C e a extenséo

por 1 minuto a 72°C, com uma extenséo final de 10 minutos a 72°C.

Quadro 1: Oligonucleotideos utilizados na determinacdo dos genes urease e

cagA. Tamanhos dos fragmentos: Ure 411pb e Cag 394pb.

Gene Sequéncia

ure A (sense) 5 —-GCCAATGGTAAATTAGTT-3’

ure A (antisense) 5 —CTCCTTAATTGTTTTTAC-3’

cagA (sense) 5-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3’

cagA (antisense) 5- TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT-3

3.6 Andlise dos dados

Para avaliar a correlacdo dos laudos endoscépicos e histopatolégicos
com HP foi calculada a incidéncia de casos positivos de gastrite com a

presenca da bactéria.

Para diagnosticar a presenca do fator de viruléncia do gene cagA em
amostras de HP foi calculada a incidéncia de casos positivos de cagA com a

presenca da bactéria.

Para avaliar a correlacdo da viruléncia do gene cagA aos resultados
histopatol6gicos nos pacientes em estudo, foi calculada a incidéncia de casos

positivos de gastrite com a presenca do gene.

Para comparacdo dos valores de incidéncia em relagdo as demais
comparacoes, foi aplicado o teste do Qui-quadrado (BEIGUELMAN, 1994)

analisados no programa Biostat 5.0. Segundo a férmula e o esquema abaixo:

X2 = (a*d — b*c)**N/n1*n2*n3*n4,
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Em que a e d sao valores observados em uma diagonal e b e ¢ na outra

diagonal,

N é o total geral;
nl, n2, n3 e n4 sao os totais marginais.

Esquema de organizacdo dos dados.

Sexo Positivo Negativo Total
M A B nl
F C D n2

Total n3 n4 N
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre o periodo de dezembro de 2011 a junho de 2012 foram analisadas
300 bidpsias, destas foram utilizadas 192 no presente estudo, sendo que 8
foram excluidas, pois pela analise dos formulérios, preenchidos pelos
pacientes, ndo foi possivel identificar o género. Do total das amostras 113

foram de pacientes do género masculino e 179 do género feminino.

Neste estudo a prevaléncia de HP em pacientes com gastrite foi alta,

87,67% (Figura 6), resultado similar ao da literatura.

Em paises em desenvolvimento, a prevaléncia da HP, em adultos, atinge
80% da populacao. A condicdo socioecondmica, o aglomerado de pessoas na
familia, baixo grau de escolaridade, condicbes higiénicas inadequadas e
saneamento basico precario sao fatores que aumentam o potencial de infeccéo
por essa bactéria (FRUGIS et al., 2016). No estado do Parana, FRUGIS et al.
(2016), demonstrou uma prevaléncia para HP em 17,03% de um total de 2536
amostras gastricas analisadas. No interior do estado do Amazonas, no
municipio de Coari, (JUNIOR, et al.,2012), evidenciou que a prevaléncia de HP

foi de 82% de um total de 100 amostras analisadas.
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Figura 6. Prevaléncia de casos de HP em pacientes com gastrite.
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De acordo com nossos estudos houve maior prevaléncia de HP em
pacientes do sexo feminino, com 88,27% dos casos contra 86,73% do sexo
masculino, dos casos positivos para HP (Figura 7), concordando com outras

pesquisas realizadas no Brasil.

Em um estudo no estado de Minas Gerais, SIMOES et al.(2016),
mostraram que a prevaléncia de pacientes positivos para HP é de 52% no sexo
masculino e de 48% no sexo feminino, de um total de 1225 amostras. No Par4,
(CHAVES et al., 2016), a prevaléncia de casos positivos para HP por género foi
semelhante, sendo 40,6% no sexo masculino e 40,8% no sexo feminino, de um

total de 88 amostras.
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Figura 7. Prevaléncia de HP por sexo.

A presenca do gene cagA em relacdo a casos positivos de HP foi de

72,66% (figura 8), achado semelhante ao encontrado em outros estudos.

A diversidade dos genes associados a viruléncia da HP, como o cagA
tem papel relevante no resultado clinico da infeccdo por essa bactéria. Este
gene é responsavel em codificar a citotoxina cagA que quando injetada no
citoplasma da célula epitelial gastrica, interage com proteinas da célula
hospedeira, induzindo alteragcbes na morfologia das células e nas respostas
mitogénicas pro-inflamatérias (OLBERMANN, et al., 2010).
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As cepas positivas para cagA estdo associadas com gastrite severa,
Ulcera péptica, gastrite atréfica e cancer géastrico ndo-céardia, ligando assim a
presenca destes genes, no caso do gene cagA, a prevaléncia de 60% a 100%
nas cepas positivas para HP, contribuindo para o aumento da viruléncia dessas
cepas (MARTINS et al., 2002). Pacientes infectados por linhagens de HP
negativas para o gene cagA apresentam menos risco para o desenvolvimento
de patologias géastrica, como a gastrite por exemplo, ao serem comparados a
pacientes contaminados por linhagens cagA positivas (IKENOUE et al., 2001).
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Figura 8. Prevaléncia de casos cagA em relagdo a casos positivos de HP

Cepas positivas para o gene cagA em pacientes positivos para HP foram
encontradas em 75,32% no sexo feminino, jA& no sexo masculino essa
prevaléncia foi de 68,38% (Figura 9). Esse achado né&o divergiu

significativamente aos dados encontrados no Brasil.
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Figura 9. Prevaléncia de casos cagA em relagdo a casos positivos de HP por sexo.

A prevaléncia de EBV positivos em pacientes positivos para HP foi
8,59% (Figura 10).

O EBV, que se apresenta com grande distribuicdo pelo mundo,
estabelece infeccdo em forma de laténcia em 95% da populacdo global e
quando ha coinfeccdo do EBV com a bactéria HP o risco para o
desenvolvimento de complicacdes gastricas, como gastrite, aumentam (SINGH
& JHA, 2017).
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Figura 10. Prevaléncia de casos EBV em relagdo a casos positivos de HP.
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A incidéncia de EBV positivos em pacientes positivos para HP, de
acordo com o0 sexo, mostrou maior prevaléncia, em nosso estudo, em
pacientes do sexo feminino, 8,23%, enquanto que no sexo masculino a

prevaléncia foi de 9,18% (Figura 11), concordando com a literatura.

No Brasil, a prevaléncia do EBV varia entre 5 a 11,3% na populacao,
como maior incidéncia em pacientes do sexo masculino (PEREIRA DE LIMA et
al., 2011).
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Figura 11. Prevaléncia de casos EBV em relagdo a casos positivos de HP por sexo.

A maior prevaléncia de casos cagA em relacdo a casos positivos de HP
por faixa etaria foi entre 24 e 64 anos, com 76,35% dos casos (figura 12),

resultado corroborado pela literatura.
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Figura 12. Prevaléncia de casos cagA em relacdo a casos positivos de HP por faixa etdria.

Casos positivos de EBV em relacdo a casos positivos de HP por faixa
etaria, mostrou-se maior entre 34 e 64 anos, com 72,73% (figura 13), dos
casos, resultado semelhante ao encontrado na literatura.

No estado do Ceara, essa prevaléncia foi 8% nos pacientes, com maior
incidéncia em infectados com idade a partir de 55 anos. J4 no estado de Sao
Paulo a prevaléncia de EBV foi 3% nos pacientes com maior incidéncia em
pessoas com idade de 65 anos em diante (PEREIRA DE LIMA et al., 2011)
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Figura 13. Prevaléncia de casos EBV em relagdo a casos positivos de HP por faixa etdria.
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A prevaléncia do EBV, na maioria das vezes em fase latente, € de 95%
na populagédo humana, sendo que a coinfeccdo com a HP aumenta ainda mais
o risco de desenvolvimento do CG (LUZURIAGA & SULLIVAN, 2010). Neste
trabalho os estudos mostraram correlagédo da presenca do gene cagA e do
EBV em pacientes positivos para HP relacionados a faixa etaria, com maior
incidéncia de casos entre 44 e 54 anos com registro de 23,12% para cagA e de
36,37% para o EBV (figuras 10 e 11).
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CONCLUSAO

No presente estudo ocorreu a alta prevaléncia de HP em pacientes com
gastrite. Houve uma grande presenca do gene cagA em relacdo a casos
positivos com maior prevaléncia em pacientes com faixa etaria entre 24 e 64
anos, achados semelhantes aos encontrados em outros estudos. Verificou-se a
presenca de cepas positivas para o gene cagA em pacientes positivos para HP.
Os achados neste trabalho sobre a prevaléncia do gene cagA em pacientes
positivos para a HP mostrou maior incidéncia no sexo feminino, porém sem
significativa diferenca em relagéo a literatura. A maior prevaléncia de EBV em
pacientes positivos ocorreu na faixa etaria entre 34 a 64 anos dos casos
analisados e a incidéncia desses casos, de acordo com 0 sexo, em noSSO
estudo, sem diferenca significante entre os sexos. Embora a maioria dos
achados nesse estudo esteja corroborado pela literatura nacional e
internacional, evidenciou-se a necessidade de estudos com maior casuistica, a
fim de melhor esclarecer se ha ou ndo ha correlacao entre a infeccéo por HP e

EBV em nossa regiao.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACAO

7

O Helicobacter pylori € uma bactéria que pode infectar adultos e
criancas, sendo que na maioria dos pacientes sao causara sintomas. No
entanto um pequeno numero de pacientes apresentara Ulcera no estdbmago
(risco de 15%) e uma propor¢cdo ainda menor desenvolvera cancer gastrico
(risco de 0,1%). O risco de evolucdo para cancer gastrico depende do tipo

(gendtipo) de Helicobacter pylori.

Vocé esta sedo convidado a participar dessa pesquisa a qual tem como
objetivo saber a prevaléncia dos marcadores genéticos do Helicobacter pylori
em criangcas de adolescentes. Para tal, recolheremos alguns dados seus
(nome, idade, sexo e procedéncia) bem como fragmentos de suas biopsias
gastricas e duodenais coletado durante a Endoscopia Digestiva Alta (EDA), os
quais serdo utilizados para o diagnostico do Helicobacter pylori e uma pesquisa
de marcadores genéticos associados ao mesmo. Informo que a indicacdo da
EDA ser& de responsabilidade do médico assistente do paciente, ndo cabendo
aos pesquisadores indica-la e, portanto, ndo terdo responsabilidades com as
complicac@es relacionadas a mesma. No que se refere a coleta das biépsias, o
risco para o paciente serd a ocorréncia potencial do discreto sangramento local
apos as mesmas, 0 que em geral resolve espontaneamente, ndo necessitando
de tratamento. O tratamento do paciente, também, continuard a cargo do
médico assistente, ndo tendo pois 0s pesquisadores quaisquer
responsabilidade quanto ao mesmo. Os resultados da pesquisa serdo
publicados no meio académico e cientifico, sendo resguardados o seu nome,
endereco, filiacdo e qualquer outro dado relacionado a sua identificacdo, a qual

sob nenhuma hipotese sera divulgada.

Esta pesquisa podera beneficiar primeiramente vocé que estara tendo a
pesquisa do Helicobacter pylori e dos marcadores genéticos associados ao
mesmo- e muitas pessoas porque a prevaléncia destes marcadores sera

estabelecida, o que poderéa contribuir para tomada de medidas preventivas.
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Sua participacdo nesta pesquisa € voluntaria, sendo lhe garantida a
liberdade da retirada do consentimento a qualguer momento podendo deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo. Vocé tera a garantia do acesso,
em qualquer etapa do estudo, sobre qualquer esclarecimento de eventuais
duvidas, e caso sinta necessidade, podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade
Federal d o Para (UFPA).

N&o existirdo despesas ou compensagfes pessoais para O0S
participantes em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também ndo ha compensacédo financeira relacionada a sua participacdo. Se
existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da
pesquisa. Este termo foi elaborado em duas vias, sendo que uma via ficara
com vocé e outra arquivada com os pesquisadores responsaveis. Abaixo esta o
consentimento livre e esclarecido para ser assinado caso ndo tenha ficado

qualquer davida.

Pesquisador
CONSENTIMENTO

Apbs ter sido satisfatoriamente esclarecido pelo pesquisador, sobre o trabalho de
pesquisa intitulado: “Prevaléncia e associagdo da infecgdo gastrica por Helicobacter
pylori e do virus Epstein-Barr em casos de gastrite em uma populacdo do norte do
Brasil”, realizado sob responsabilidade do Dr. Rommel Mario Rodrigues Burbano e o
professor Nélisson Clei Ferreira Alves, concordo que pela qual sou responsavel,
participe do mesmo, sempre que se resguardar minha identidade e a do meu filho (a) se

for o caso.

Fui esclarecido (a) sobre a coleta de dados do paciente e de que os fragmentos de
biopsias gastricas e duodenais coletados durante a Endoscopia Digestiva Alta (EDA)
serdo utilizados para o diagndstico do Helicobacter pylori, bem como para pesquisa dos
marcadores genéticos associados ao mesmo, e que 0s resultados destes exames serdo
utilizados para analise na pesquisa. Estou ciente de que o Dr. Rommel Mario Rodrigues

Burbano e o professor Nélisson Clei Ferreira Alves estardo disponiveis para fornecer
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informacdes sobre o desenvolvimento da pesquisa e que posso retirar este meu
consentimento a qualquer tempo, sem prejuizos ou perdas. Estou, também, ciente de
que o tratamento continuard a cargo do médico solicitante do EDA, néo tendo pois o Dr.
Rommel Mario Rodrigues Burbano e o professor Nélisson Clei Ferreira Alves

quaisquer responsabilidade em relacdo ao mesmo.

Macaps, ...... de v de 2012

Assinatura dos pais ou responsavel

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP-CCS/UFPA) -
Complexo de sala de aula/CCS-sala 13-Campus Universitario, n 01, Guama-
CEP 66075-110-Belém-Para. Tel.: 3201-7735. E-mail: cepccs@ufpa.br



APENDICE B - FORMULARIO
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA CELULAR

Nome: No.
Idade: Sexo: Masculino () Feminino (
Procedéncia: Interior () Macapa ()
EDA: Ulcera géstrica () Ulcera péptica () Outros ()
Gastrite:
Enanmentosa () Erosiva () Nodular ()

Histopatoldgico
Gastrite leve () Moderada () Acentuada ()
Ulcera péptica () Duodenal ()

Urease: positivo () negativo ()

HP CagA: postivo () negativo ()

Pesquisa do EBV: positivo () negativo ()
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APENDICE C- DIAGNOSTICO ENDOSCOPICO

Estdbmago — Classificacdo endoscopica de gastrite — Sistema de Sydney

Corpo
Enantematosa (0) (1+) (2+) (3+)
Erosiva (0) (1+) (2+) (3+)
Nodular (0) (1+) (2+) (3+)

Hemorragica (0) (1+) (2+) (3+)

Antro
Enantematosa (0) (1+) (2+) (3+)
Erosiva (0) (1+) (2+) (3+)
Nodular (0) (1+) (2+) (3+)

Hemorragica (0) (1+) (2+) (3+)

Doudeno - Classificacdo endoscoOpica de duodenite — Sistema de Sydney
Enantematosa (0) (1+) (2+) (3+)
Erosiva (0) (1+) (2+) (3+)
Nodular (0) (1+) (2+) (3+)
Hemorragica (0) (1+) (2+) (3+)



