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RESUMO
Gendtipos cagA, vacA e alelos e sitios de fosforilacao de tirosina da proteina CagA
do H. pylori em pacientes com e sem historia familiar de cancer gastrico. Cicero
Igor Simdes Moura Silva. Programa de Po6s-Graduacdo Stricto Sensu em Cirurgia.
Universidade Federal do Ceara. Dissertacdo de Mestrado. Orientadora: Profa. Dra.
Lucia Libanez Bessa Campelo Braga.

As cepas de H. pylori demonstram um alto nivel de diversidade fenotipica ¢
genotipica, pela expressdo de varios genes, que conferem maior patogenicidade a
bactéria. Familiares de pacientes com cancer gastrico tém maior risco de desenvolver
doencgas gastricas, principalmente se forem infectados por cepas mais virulentas de H.
pylori. O objetivo foi caracterizar as cepas de H. pylori, quanto a presenca dos genes
vacA, cagA e dos sitios de fosforilagdo de tirosina da proteina CagA — EPIYA, em
pacientes com e sem historia familiar de cancer gastrico, e correlacionar a presenca do
gene cagA com o grau de atividade e de inflamagao da gastrite cronica. A genotipagem
das cepas de H. pylori foi realizada através da técnica de PCR e do sequenciamento dos
sitios de fosforilacio EPIYA. Foram avaliados 94 fragmentos de biopsia de mucosa
gastrica provenientes de pacientes dispépticos H. pylori positivo, 55 com historia
familiar de cancer gastrico e 39 sem historia familiar. Todas as cepas genotipadas foram
vacA positivas, sendo 45,7% com o alelo vacA s1ml; 26,6% vacA s1lm2; 4,3% eram
vacA s2ml; 10,6% vacA s2m2; 3 cepas hibridas e 9 (9,6%) apresentaram somente o
alelo da sequéncia sinal(s). Das 94 cepas genotipadas 87,2% foram cagA positivas, ndo
havendo diferenga estatistica entre os grupos de familiares e ndo familiares (92,7% vs
82,0%; p= 0.058). O gene cagA estava presente na maioria dos pacientes portadores de
gastrite, havendo significancia estatistica no grupo dos familiares de cancer (p= 0,004).
O grau de atividade e inflamagao da gastrite, foi mais significante no grupo de pacientes
com cepas cagA positivo, com pangastrite e gastrite corpal. No antro, somente houve
significancia com relacdo a atividade da gastrite. Das cepas estudadas, 93,9%
apresentaram sitios de fosforilagdo EPIYA, sendo que 59,2% destas apresentaram
somente um sitio, 38,2% com dois sitios ¢ 2,6% com trés sitios. Nao houve diferenca
estatistica com relagdo ao nimero de sitios EPIYA, entre os grupos estudados. E
importante a caracteriza¢do genética das cepas de H. pylori para se estabelecer com
clareza o seu papel nos diversos quadros clinicos a ele relacionado. Palavras-chave: H.

pylori. Familiares de cancer gastrico. cagA. Sitios EPIYA.



ABSTRACT
CagA, and vacA alleles and sites of tyrosine phosphorylation of CagA protein of H.
pylori in patients with and without family history of gastric cancer. Cicero Igor
Simdes Moura Silva. Post-Graduate Program (Stricto Sensu) in Surgery. Federal
University of Ceara. Essay Master. Advisor: Profa. Dra. Lucia Libanez Bessa Campelo
Braga.

The H. Pylori strains demonstrate a high level of phenotypic and genotypic
diversity, the expression of various genes, which confer greater pathogenicity to the
bacteria. Relatives of patients with gastric cancer have a higher risk of developing
gastric diseases, especially if they are infected with more virulent strains of H. pylori.
The objective was to characterize the strains of H. pylori, the presence of genes vacA,
cagA, and sites of tyrosine phosphorylation of CagA protein - EPIYA in patients with
and without family history of gastric cancer, and correlate the presence of the cagA
gene to the level of activity and inflammation chronic gastritis. The genotyping of
strains of H. pylori was performed by PCR and sequencing of the phosphorylation sites
EPIYA. We evaluated 94 biopsy samples of gastric mucosa from dyspeptic patients H.
pylori positive, 55 with a family history of gastric cancer and 39 without family history.
All genotyped strains were vacA positive, and 45.7% with the vacA allele sIm1; slm2
vacA 26.6%, 4.3% were vacA s2ml; 10.6% vacA s2m2; 3 hybrid strains and 9 (9.6 %)
showed only the allele sequence signal (s). Of the 94 strains genotyped 87.2% were
cagA positive, with no statistical difference between groups of familiar and unfamiliar
(92.7% vs 82.0%, p = 0.058). The cagA gene was present in most patients with
gastritis, with statistical significance in the group of relatives of cancer (p = 0.004). The
degree of activity and inflammation of gastritis, was more significant in the group of
patients with cagA positive strains, with pangastritis Corpal and gastritis. In the antrum,
there were significant only in relation to the activity of gastritis. The studed strains,
93.9% showed EPIYA phosphorylation sites, with 59.2% of these had only one site,
38.2% with two sites and 2.6% with three sites. There was no statistical difference in
the number of sites EPIYA between the groups. It is important to genetically
characterize the strains of H. pylori to establish clearly its role in different clinical
conditions related to it. Keywords: H. pylori. Relatives of gastric cancer. cagA. EPIYA

sites.
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1. INTRODUCAO
1.1. Breve histdrico sobre a descoberta do Helicobacter pylori

A partir do isolamento do Helicobacter pylori em biopsias gastricas por Marshall
e Warren em 1983, o estudo da microbiologia gastrica recebeu grande impulso e passou
a figurar dentro do campo de interesse cientifico.

Microorganismos achados no suco gastrico de pacientes com carcinoma ulcerado
do estdmago foram relatados em um estudo do inicio do século passado (KREINITZ,
1906). Outro estudo abrangente de necropsia relatou a prevaléncia de 43% de presenca
de bactérias espiraladas no estdbmago humano, mas ndo fez qualquer correlagdo entre a
presenca destes microorganismos e doengas gastricas (DOENGES, 1938).

O bacilo espiralado, gram-negativo e microaerédfilo isolado e identificado da
mucosa gastrica de pacientes com gastrite cronica ativa e doenga ulcerosa péptica por
Marshall ¢ Warren (MARSHAL; WARREN, 1983), foi denominado inicialmente de
Campylobacter like organisms, passando depois a ser denominado Campylobacter
pyloridis. Posteriormente, por uma corre¢do gramatical, foi chamado de Campylobacter
pylori. Apds varios estudos taxonomicos, seu nome foi atualizado para Helicobacter
pylori, devido as suas caracteristicas bioquimicas e genéticas, que sdo diferentes de
outras espécies do género Campylobacter.

A descoberta do Helicobacter pylori revolucionou a gastroenterologia
contemporanea e possibilitou respostas sobre a etiologia de diversos estados patologicos

do estomago humano.

1.2. Patogenicidade do Helicobacter pylori

O Helicobacter pylori (H. pylori), ¢ uma bactéria gram-negativa espiralada, com
2,5 a 3,5 um de comprimento e 0,5 a 1,0um de didmetro, que possui seis flagelos. Esta
bactéria coloniza o estdmago humano especialmente no antro e na cérdia, que sdo areas
nao-secretoras de acido, e ¢ produtora de enzimas como: catalase, oxidase, protease,
fosfolipase e uréase.

O H. pylori ¢ forte produtor de urease, enzima que quebra a uréia transformando-a
em amoénia e CO,, neutralizando o pH gastrico ao redor da bactéria, possibilitando sua
sobrevivéncia em meio acido (MOBLEY, 2001). Através de sua motilidade, o H. pylori
chega a superficie gastrica, onde passa a aderir as células do estbmago (JOSENHANS e

SUBERBAUM, 2001).
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O H. pylori coloniza a mucosa gastrica humana com minima competi¢ao por parte
de outros microorganismos. Os seus fatores de viruléncia permitem que o H. pylori
sobreviva ao ambiente indspito do estdbmago; estes fatores sdo: o formato espiralado, a
motilidade, as enzimas e proteinas de adaptagdo e a capacidade de aderir as células da
mucosa ¢ ao muco gastrico (BRUCE, 1993), bem como, os fatores genéticos e
biomoleculares do microorganismo, como a presenca dos genes vacA, cagA e dos sitios
de fosforilagdo da proteina CagA (Epiya) (YAMAOKA et al, 1999; GOMES et al,
2007; ARGENT et al, 2004).

Os mecanismos patogénicos sdo aqueles que rompem a integridade da mucosa
gastrica, incluindo toxinas ¢ mediadores da inflamagdo, ou que contribuem para a
atividade clorido-péptica do estomago. E importante salientar que ocorre uma
superposi¢ao entre esses fatores. Os principais mecanismos patogénicos do H. pylori
estudados sdo:

Motilidade: Esta propriedade ¢ considerada essencial para que o microorganismo
penetre na camada de muco que reveste o epitélio géstrico, protegendo-se assim da
acidez e do peristaltismo estomacal (HAZEL et al., 1986).

Aderéncia: A capacidade de adesdo do H. pylori a superficie epitelial impede sua
eliminacdo através dos movimentos peristalticos, além de promover elevadas
concentragdes de toxinas em determinadas areas da mucosa gastrica. O microorganismo
liga-se basicamente as células secretoras de muco, incluindo focos de metaplasia
gastrica. Na microscopia eletronica, esta aderéncia as células de muco do estdmago
pode envolver a justaposicdo das membranas celulares bacterianas e mucosas
assemelhando-se a “pedestais de inser¢cdo”. A bactéria adere a mucosa permitindo uma
série de agdes, que facilitam sua colonizagdo e inicio do processo inflamatdrio
(BRUCE, 1993).

A aderéncia do H. pylori consiste na interagdo entre adesinas do microorganismo
e receptores da célula da mucosa géstrica. A adesina de maior importancia ¢ a BabA,
uma proteina de 78 kDa ligada a antigenos B de Lewis presentes em pessoas do grupo
sanguineo “O” (ILVER et al., 1998). Apdés a adesdo a mucosa, da-se inicio a um
processo inflamatorio local e a elaboragao de toxinas por parte da bactéria, os quais sao
os principais responsaveis pela reducdo da integridade da mucosa.

Produgdo de urease: O H. pylori produz elevada quantidade de urease, uma
enzima que converte a uréia em amonia que, no ambiente gastrico, pode promover a

desestabilizagdo da camada de muco, provocando lesdes sobre o epitélio de
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revestimento, principalmente em situagdes de gradientes elevados de pH (HAZEL et al.,
1986).

Agoes sobre as secrecdes das mucosas antral e oxintica: Individuos infectados
com o H. Pylori mostram maior concentragdo de gastrina plasmatica, elevados niveis de
interleucina-1, interleucina-2, interleucina-6, interleucina-8 (IL-8), Fator de Necrose
Tumoral o (TNF-a) e secre¢do de acido que individuos controle, com os valores
retornando ao normal apos a erradicagdo do microorganismo (CRABTREE et al., 1991,
1994; YAMAOKA et al., 1996, 1997).

O Helicobacter pylori ¢ adquirido por via oral ¢ penetra na camada de muco,
multiplicando-se em contato intimo com as células epiteliais do estobmago. As bactérias,
apos instaladas na mucosa gastrica, liberam diferentes agentes quimiotaticos, que
penetram através do epitélio lesado e induzem a migracdo de polimorfonucleares para a
lamina prépria e o epitélio. As proteinas bacterianas também ativam os mastdcitos,
promovendo sua degranulagdo, liberando outros ativadores inflamatérios que aumentam
a permeabilidade vascular, a expressdo de moléculas de adesdo de leucdcitos as células
endoteliais, bem como uma migragdo acentuada dessas células ao sitio da infeccao. O
H. pylori estimula o epitélio gastrico a produzir IL-8, que tem sua produgdo
potencializada pelo TNF-a, pela interelucina-1 (IL-1) e pelo fator de necrose kB (NF-
kB), liberados pelos macrofagos em resposta a parede lipopolissacaridica da bactéria

(CRABTREE et al., 1991, 1994; MOBLEY, 2001; MAEDA et al., 2001).

1.3. Genética do H. pylori

O cromossomo do H. pylori tem um tamanho estimado de 1.68-1.73Mb, ¢ as
sequéncias genOmicas apresentam baixo conteudo de citosina e guanina, em média 32.5
mol% (TAYLOR et al., 1991).

Muitos fatores genéticos tém sido implicados nos mecanismos de viruléncia do H.
pylori, incluindo os genes da urease (UreA e ureB), o gene da citotoxina vacuolizante
(vacA), o gene associado a citotoxina (cagA), os genes da produgao de flagelos (flaA e
flaB), e o gene picB com potencial habilidade na indug@o da produgdo de IL-8 pelas
células do epitélio gastrico (CENSINI et al., 1996).

Os genes mais estudados e que tém maiores achados de correlagdo com patologias

gastricas sdo 0 vacA e o cagA.
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1.3.1. O gene vacA

Um gene de importancia para a viruléncia das cepas de H. pylori é o gene da
citotoxina vacuolizante - vacA, que apresenta dois tipos de sequéncias sinalizadoras,
denominadas de: sl (e seus subtipos sla, slb, e slc) e s2; e dois tipos de sequéncias
moduladoras ou regidao média do gene: m1 e m2. O gene vacA esta presente em todas as
cepas de H. pylori e diversifica-se a partir da combinagdo em mosaico de seus alelos. E
devido a essa variada expressdo combinando as regides da sequéncia sinal (s) e regido
média (m) que ¢ determinada a produgdo da citotoxina vacuolizante (proteina VacA) e o
grau de patogenicidade da bactéria (ATHERTON et al., 1995; VAN DOORN et al.,
1998; UMIT et al., 2008).

As linhagens que apresentam o genétipo sla parecem mais patogénicas que as que
expressam slb, slc e s2 e sdo mais frequentemente encontrados na doenga ulcerosa e no
adenocarcinoma gastrico. Também as cepas que apresentam a regido média m1 parecem
mais virulentas que as que expressam m2 (WANG et al., 2003).

A combinag¢do em mosaico das duas regides determinard a produgdo da citotoxina
vacuolizante e seu potencial patogénico. A citotoxina vacuolizante ¢ uma proteina de 87
KDa, codificada pelo gene vacA que, embora esteja presente em todas as cepas de H.
pylori, expressa essa proteina em apenas 65% das cepas do microorganismo, sendo ela
responsavel pelo surgimento de vacuiolos nas células epiteliais do estomago (UMIT et
al., 2008). As cepas vacA sl/ml produzem grande quantidade de citotoxina, as
linhagens s1/m2 produzem quantidade moderada, enquanto as cepas tipo s2/m2 nao
produzem citotoxina ou o fazem em pequenas quantidades (WANG et al., 2003).

Segundo estudo anterior, no Brasil, como na América do Sul e na peninsula
Ibérica predominam, na populagdo infectada com H. pylori, cepas vacA com o alelo
slb, tendo-se menos individuos infectados com cepas que expressem os outros alelos
(sla, slc e s2). O alelo m1 também ¢ mais prevalente que m2 nos paises dessas regides

(VAN DOORN, 1999).

1.3.2. O gene cagA

Tem-se demonstrado também que as cepas de H. pylori demonstram um alto nivel
de diversidade fenotipica e genotipica, através da expressdo de varios genes € com o
dano que essa bactéria pode causar (PEEK, 1995; CENSINI et al., 1996).

Ha 19 anos, Cover et al., relataram uma forte associa¢do entre ulcera péptica e

resposta sorologica do hospedeiro a determinada proteina do H. pylori, de alto peso
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molecular, entre 120 e 140 kDa, atualmente denominada de citotoxina associada ao
gene A - CagA (COVER et al, 1990).

Posteriormente, o gene que codifica a proteina CagA foi identificado e observado
que o gene cagA ¢ um marcador de uma regido no cromossomo, completamente
diferente do restante do genoma do H. pylori, considerado como ilha de patogenicidade
Cag (PAI), presente em algumas cepas de H. pylori (CENSINI et al., 1996).

A ilha de patogenicidade cag ¢ uma regido de 40 kilobase do cromossomo do H.
pylori, compreendendo 27 a 31 genes especificos, incluindo cagA, cagE, cagH, cagl e
cagl, dentre outros (CENSINI et al., 1996). Esses genes codificam componentes
celulares que induzem a producao de citocinas inflamatorias, atuando como fatores de
viruléncia do microorganismo. O gene cagA ¢ comumente usado para identificar o locus
cag (GONZALLES et al, 2003), e a maioria dos genes cag estdo provavelmente
envolvidos na génese secretoria que transloca a proteina CagA para o citoplasma das
células epiteliais gastricas. Uma vez dentro da célula epitelial, a proteina CagA ¢
fosforilada, agindo como um fator de crescimento, levando a uma resposta celular e a
produgdo de citocinas pela célula hospedeira (HIGASHI et al., 2002). Estudos relatam
que o gene cagA esta presente em 60 a 70% das cepas de H. pylori (GATTI et al,
2006).

Os genes da ilha de patogenicidade cag tém sido mostrados como envolvidos na
indugdo de respostas pro-inflamatdrias nas células da mucosa gastrica de individuos
infectados com H. pylori, através da produgdo de interleucina-8 (IL-8), um potente fator
quimiotatico e ativador de leucocitos polimorfonucleares e macrofagos pelas células do
hospedeiro. Os produtos secretados provavelmente interagem diretamente com o
epitélio desencadeando uma cascata de eventos que levam a lesdo irreversivel das
células epiteliais. A proteina CagA e o gene que a codifica, o cagA, t€m sido o maior
foco de atencdo de varios estudos em nivel molecular (ARGENT et al., 2004;
MATTAR et al., 2007).

No Brasil, diversos estudos tém correlacionado a presenga de H. pylori cagA-
positivo com as doengas gastricas mais importantes, tais como, gastrite cronica, ulcera
péptica e cancer gastrico. Porém, hd uma grande variedade de genotipos das cepas de H.
pylori no pais, o que leva também a variagdes na prevaléncia dessas cepas e,
consequentemente, no desenvolvimento das doencas géstricas (QUEIROZ et al., 1998;
EVANS et al., 1998; QUEIROZ et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; MARTINS et al.,
2005; GATTI et al., 2006; MATTAR e tel., 2007).
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1.3.3. Os sitios de fosforilacdo do gene cagA.

A ilha de patogenicidade cag, mais especificamente a regido terminal variavel 3’
do gene cagA, codifica um sistema secretorio do tipo IV, que favorece a fosforilagdo e o
rearranjo do citoesqueleto das células géstricas e o produto terminal 3’ da ilha cag, a
proteina CagA, ¢ translocada para as células do epitélio gastrico através de mecanismo
patogénico de transferéncia do H. pylori (ARGENT et al., 2004).

Dentro da célula hospedeira, a proteina CagA induz a fosforilacdo de residuos de
tirosina, através de uma modificacdo contendo uma seqiiéncia de cinco aminoacidos
(Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala), denominada EPIYA. A proteina CagA fosforilada, ativa
consequentemente, um sistema fosfatase SHP-2, levando a modificagdes morfologicas
nas células hospedeiras, que podem gerar displasia, metaplasia e o cancer gastrico
(HIGASHLI, et al., 2002; SGHNEIDER et al, 2009).

O namero e os tipos de modificadores EPIYA podem variar substancialmente.
Eles variam em ntimero de sitios EPIYA, entre hospedeiros e também de acordo com a
regido geografica (CHOI et al., 2007).

Os nuimeros de sitios variam de 1 a 6 modificadores de fosforilagdo de tirosina
EPIYA (ARGENT et al., 2004) e apresentam diferengas estruturais entre os pacientes
dos paises ocidentais e os do leste da Asia. Nos paises ocidentais, apresentam-se os
segmentos de aminoacidos denominados A, B e C dos modificadores EPIYA do H.
pylori, sendo 32 aminoacidos do segmento EPIYA-A, 40 aminoacidos do segmento
EPIYA-B e 34 aminoacidos do segmento EPIYA-C. Ja nos paises asiaticos, ndo ha o
residuo C, e no seu lugar tem-se o residuo D. In vitro, todos os tipos de modificadores
de fosforilagdo da tirosina EPIYA do CagA podem ser fosforilados (HATAKEYAMA,
2005).

As cepas que possuem mais de 3 sitios modificadores de fosforilagdo estdo
altamente mais associadas com atrofia géstrica, metaplasia intestinal e cancer gastrico.
Estudos observando a expressdo da proteina CagA, mostram que o nimero de
modificadores EPIYA presentes nas cepas cagA estd associado com a intensidade da
fosforilagao da proteina CagA, com o alongamento celular € com a indugdo de citocinas
proinflamtorias, como a IL-§ (BARTCHEWSKY JR et al., 2009; SGHNEIDER et al,
2009), mostram também que a proteina CagA com 2 ou menos modifificadores de

fosforilagdo EPIY A ndo fosforilam e ndo induzem o alongamento celular, enquanto as
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que tém 3 ou mais sitios EPIYA t€ém um poder de fosforilagdo e indugdo de rearranjo

celular potencialmente maior (ARAS et al., 2003).

1.4. Epidemiologia do Helicobacter pylori

Aproximadamente 50% da populagdo mundial esta infectada pelo H. pylori. E esta
infeccdo ¢ considerada um problema de satde publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, onde a prevaléncia da infec¢do ¢ alta, acredita-se que devido as baixas
condig¢des higiénicas e sanitarias, o que também contribui para a aquisi¢do da bactéria ja
desde a infincia e a permanéncia da infec¢do por um longo periodo. O fato de o H.
pylori residir normalmente somente no estdmago ¢ presumido pela possibilidade de que
ele penetre no meio ambiente através de fezes, saliva ou vomitos (PARSONNET et al.,

1999).

Evidéncias indicam que a transmissdo direta pessoa-pessoa ¢ 0 meio mais
provavel de disseminagdo da bactéria, seja através de contatos fecal-oral, oral-oral ou

gastro-oral (PARSONNET, 1998).

No Brasil, ha uma variagdo na prevaléncia da infecgdo pelo H. pylori entre as
regides do pais, variando de 70 a 92%, sendo que grande parte da populagdo adquire a
bactéria precocemente na infancia. Um estudo com criangas brasileiras de baixo nivel
socioecondmico demonstrou uma prevaléncia de 34% de infeccdo pelo H. pylori
(OLIVEIRA et al., 1994), percentagem considerada elevada quando comparada aos
dados dos paises desenvolvidos, porém inferiores a outros paises subdesenvolvidos
como a India, a Nigéria, a Argélia e a Costa do Marfim (MEGRAUD et al., 1989;
GRAHAM et al., 1991).

Em Fortaleza, Ceara, estudo realizado em uma comunidade urbana de baixa
renda, utilizando teste respiratério marcado com Carbono 13 (C"), em criancas e
adolescentes mostrou que 30% das criancgas estavam contaminadas aos 2 anos de idade
atingindo 74% aos 20 anos (RODRIGUES et al., 2004) Nos individuos acima de 20
anos a prevaléncia ¢ em torno de  82% (BRAGA et al , 1995).

Esses resultados estdo em consonancia com o que ¢ descrito na literatura para os
paises em desenvolvimento, ou seja, as taxas de infec¢do sdo elevadas e o
microorganismo ¢ adquirido em geral em tenra idade. O tempo de infec¢do parece estar
fortemente associado as alteragdes histopatoldgicas consideradas pré-malignas e o risco

de desenvolver o cancer gastrico ¢ relatado através dessas alteragdes histopatologicas e
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funcionais ocorridas apds a infeccdo pela bactéria (SIPPONEN, 1994; EL-OMAR,
1997).

1.5. Diagnéstico do Helicobacter pylori

Existem varios métodos para diagnostico do Helicobacter pylori, e estes podem
ser efetuados através da endoscopia, que sdo denominados métodos invasivos. Pode-se
destacar dentre estes métodos a cultura direta da bactéria, o exame histopatoldgico e o

teste rapido da urease a partir de espécimen de biopsia.

Ha também os métodos nos quais ndo se faz necessario o exame endoscopico,
sendo nao invasivos. Dentre eles, estdo os testes sorologicos através das técnicas de
ELISA, Western Bloting e a pesquisa de antigeno fecal, além do teste respiratorio com

uré¢ia marcada com Carbono 13 ou 14 (COELHO, 1998).

A cultura é o mais preciso de todos os métodos para identificar o H. pylori, no
entanto, o seu cultivo ¢ dificil, exigindo um meio enriquecido adequadamente e uma
incubacdo prolongada durante 3 a 5 dias, em ambiente microaerofilico, pobre em

oxigénio e controlado.

A bactéria pode ser cultivada a partir de tecido gastrico obtido endoscopicamente.
Quando se cultiva a bactéria, a coloragao mais adequada ¢ a de Gram. Mas, usualmente
ndo se emprega este método para diagnodstico clinico, ficando o mesmo reservado para
circunstancias especiais, como determinacdo de perfis de sensibilidade a

antimicrobianos por cepas resistentes (MONTGOMERY et al.,1988).

A analise histopatoldgica, que faz a pesquisa da bactéria empregando técnicas de
coloracdo, como a hematoxilina-eosina, ¢ outro método de detec¢do. Este é o mais
utilizado a partir dos fragmentos colhidos na endoscopia, porém a sensibilidade varia de
acordo com a técnica de coloragdo, o nimero de microorganismos presentes € a

experiéncia do patologista (MORRIS et al.,1989).

O exame histopatologico ¢ o padrdo para a detecgdo do H. pylori em muitos
estudos, uma vez que confirma a presenca da bactéria e da gastrite. H4 excelente
correlagdo entre a cultura de bactérias e a identificacdo histopatologica (BARTHEL e
EVERETT, 1990). A detec¢do do Helicobacter pylori na biopsia gastrica tornou-se

rotina, pela acurécia no resultado do conhecimento da gastrite causada por esta bactéria.
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Outro método de detecg¢ao pelo material colhido na endoscopia € o teste rapido da
urease, que se baseia na producdo de urease pela bactéria para efetuacdo do diagnodstico
indireto da presenca do Helicobacter pylori, Com sensibilidade em torno de 89-98% ¢
especificidade variando de 93-98% (THILLAINAYAGAN et al.,1991).

A deteccdo indireta do Helicobacter pylori realizada pelo teste rapido da urease
através de amostras retiradas da mucosa antral gastrica, ¢ um método bastante utilizado
por ser simples e rapido (HOWDEN e HUNT, 1998). Este teste ¢ o preferido quando se
indica a endoscopia diagnostica para que se investigue a presenca de uma determinada

patologia gastrica responsavel pelos sintomas do paciente.

Através da sorologia, podem-se detectar, pelo ensaio imunossorbente ligado a
enzima (ELISA) e pelo Western Bloting, os anticorpos da classe IgG e IgA dirigidos a
varios antigenos bacterianos. Mesmo com o decréscimo nos niveis de anticorpos apos a
erradicacdo bem-sucedida das bactérias, eles continuam altos até 3 anos apos a cura.
Portanto, a acuracia deste método para avaliar a “cura” pos-tratamento do Helicobater
pylori, fica limitada devido a essa “cicatriz sorologica” (CRABTREE et al.,1991;
ROCHA et al., 1998). Esses métodos tém grande utilidade em estudos epidemioldgicos.

A pesquisa de antigenos do H. pylori nas fezes (HpSA), ¢ mais um método nio
invasivo e tem obtido valia para o diagnostico da infec¢do por esta bactéria. A pesquisa
de antigenos fecais expressa vantagem porque obtém-se o resultado em torno de uma
hora. Segundo um estudo multicéntrico, em pacientes ndo tratados a pesquisa de
antigenos fecais do H. pylori tem acuracia comparavel ao teste respiratorio, como
também se mostra eficaz no controle da erradicacdo. A pesquisa de antigenos fecais
ainda tem uma boa relagdo custo-beneficio, ¢é facil de ser realizada, e obtém-se resultado
rapido (em torno de uma hora), e ndo requer equipamentos ou cuidados especiais

(VAIRA et al., 2000).

O teste respiratdrio baseia-se no fato de o H. pylori ser produtor de urease e clivar
a uréia em amonia e gas carbonico. Nele, o paciente ingere uma pequena quantidade de
uréia radio-marcada com C" ou C'*. Quando ingerida, a uréia é desdobrada pela urease
do H. pylori, presente na mucosa gastrica dos pacientes infectados, em amonia ¢ CO,
marcado, que ¢ rapidamente absorvido através do epitélio gastrico e atinge a circulagao
sanguinea, indo até os pulmdes e sendo eliminado pela expiragdo. O CO, marcado,

coletado através da exalacdo respiratdria em um baldo especifico, ¢ detectado através do
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ar expirado pelo paciente por espectometro de massa ou de cintilagao liquida, conforme
tenha sido usado o C" ou o C14, respectivamente (MEGRAUD, 1997; COELHO, 1998).

O teste respiratorio constitui, hoje, o melhor exame para controle de tratamento da
infec¢io quando ndo se faz necessaria a avaliagio da mucosa (MEGRAUD, 1997;

COELHO, 1998; EHSG, 2007).

Atualmente, pode se utilizar também testes de biologia molecular para averiguar a
presenga do H. pylori, como a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR, pela sigla em
inglés). Essas técnicas ndo sdo ainda utilizadas na pratica do diagnostico clinico, mas

sdo de grande importancia na pesquisa cientifica.

A reagdao em cadeia de polimerase (PCR) baseia-se na amplificacdo de fragmento
especifico de DNA, a partir de uma sequéncia de DNA molde. A técnica requer a
utilizagdo de “primers”, que sdo pequenos fragmentos de DNA, tipicamente de vinte
pares de bases, complementares a cada uma das extremidades da sequéncia de DNA de
interesse, onde a partir deles uma DNA polimerase (Taqg-DNA polimerase), promovera
a sintese de DNA por adi¢do de nucleotideos complementares. A amplificacio do DNA
¢ possivel através de etapas bem definidas de: desnaturagdo, anelamento e extensdo, que
sdo executadas em um termociclador. Deste modo, uma sequéncia de interesse dentro de
todo o genoma de uma espécie pode ser amplificada e este pequeno fragmento se torna
majoritario na amostra de DNA, através da amplificagdo do mesmo. O grau de
homologia do “primer” complementar ¢ que determina a especificidade do PCR. O
método ¢ mais sensivel e tdo especifico quanto a cultura. A utilizacdo de “primers”
especificos permite identificar os diversos gendtipos das cepas patogénicas (LAGE et al,

1995).

Pode-se também aplicar a técnica de hibridiza¢do reversa ou colorimétrica para
detectar produtos de amplificagdo do DNA. Aplicagdes promissoras da técnica incluem
a identificagdo de pontos de mutacdo responsaveis pelo desenvolvimento de resisténcia
bacteriana e a detec¢do de determinantes de viruléncia, como os genotipos cagA e vacA

das cepas infectantes e sua relacdo com patologias gastroduodenais especificas.
1.6. Tratamento do H. pylori

Hé muito esté estabelecido que a erradicagdo da bactéria deve ser o ponto crucial
no tratamento das doengas gastricas (NIH, 1994; HOPKINS et al., 1996; COELHO,
1998; EHSG, 2007). Nao estd definido ainda o esquema ideal. Nem se sabe exatamente
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por que, o H. pylori sendo sensivel in vitro a muitos antimicrobianos, sua real
erradicacdo seja tao dificil (COELHO, 2005).

O pH baixo e inconstante, que varia nas diferentes regides do estdmago onde o
microorganismo reside, a secre¢do ativa, o esvaziamento gastrico, a interferéncia dos
alimentos na dispersdo e absor¢do das drogas, e a propria localizacdo do
microorganismo, abaixo da camada de muco, que atua como um obstaculo a penetragao
completa dos fArmacos nos possiveis sitios de colonizagdo, podem levar a resisténcia
farmacoldgica por parte do microorganismo.

Atualmente o esquema recomendado pelos consensos brasileiros e internacionais ¢
a terapia triplice baseada em Inibidores da bomba da prétons (IBP), associada com
antimicrobianos, que tem um percentual de erradicagdo em torno de 80% (COELHO,

2005; EHSG, 2007).

1.7. Aspectos Clinicos da infeccdo pelo Helicobacter pylori

Embora a primoinfec¢ao pelo H. pylori passe despercebida pela maioria dos
pacientes, as vezes, apo6s um periodo varidvel de incubacdo, alguns individuos
desenvolvem um quadro clinico caracterizado por dor ou mal-estar epigastrico, pirose,
nausea, vomito, flatuléncia, sialorréia, halitose, cefaléia e astenia. Os sintomas tendem a
permanecer por uma a duas semanas. As anormalidades macroscopicas sao
extremamente variaveis a endoscopia, desde pequeno enantema até erosoes, ulceras ou
mesmo lesdes pseudotumorais. Na maioria dos pacientes, as lesdes concentram-se
fundamentalmente no antro, podendo, as vezes, comprometer também o corpo gastrico
(MOBLEY, 2001).

Mesmo a presenca do H. pylori evocando resposta imune local e sistémica, a
infeccdo, uma vez adquirida, persiste para sempre, sendo raramente eliminada
espontaneamente. Mais ainda, ¢ sempre acompanhada por gastrite histoldgica, de
intensidade variavel (PEREZ-PEREZ et al., 1988).

A resposta inflamatoria gastrica ¢ um achado invariavel em individuos infectados
pelo H. pylori e representa uma resposta imune do hospedeiro a este microorganismo
(CRABTREE, 1996).

O antro ¢ tipicamente a primeira regido a ser acometida, podendo, as vezes,
predominar o comprometimento do corpo ou, mesmo, de todo o 6rgio (pangastrite). A
distribui¢do do H. pylori no estomago ¢ importante, pois parece ser um indicador do

padrao de evolugdo da gastrite. Assim, individuos com gastrite predominantemente
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antral terdo secrecdo gastrica normal ou elevada gracas a manutengdo da mucosa
oxintica integra, e poderdo ter um risco aumentado para ulcera duodenal. Individuos
com gastrite afetando de forma predominante o corpo gastrico terdo secre¢do acida
reduzida, em conseqiiéncia da destrui¢do progressiva da mucosa oxintica (SUERBAUM

e MICHETTI, 2002).

E sabido que a topografia da inflamagdo pelo Helicobacter pylori assume
correlacdo com o desenvolvimento das patologias. Quando a gastrite associada ao
patégeno ¢ predominantemente antral ocorre maior correlagdo com as ulceras do
duodeno. Porém, quando o processo inflamatério envolve o corpo com intensidade
similar ou superior a porcao antral, esta pangastrite ou modelo corpo-predominante
possui um maior risco de desenvolver o cancer gastrico, através de uma cascata de
eventos, iniciada com a gastrite atrofica e alteragdes secretorias, seguida de metaplasmo
intestinal, displasia e cancer gastrico (EL-OMAR, 2000; SUERBAUM, 2002).

Histologicamente tem-se uma mistura de gastrite cronica superficial e alteragdes
atréficas com tendéncia a progredir com o passar dos anos, ou décadas, podendo ocorrer
também o desenvolvimento de metaplasia intestinal. Estima-se que a gastrite cronica do
corpo gastrico, associada a atrofia acentuada, eleva de trés a quatro vezes o risco de
carcinoma gastrico do tipo intestinal (SUERBAUM e MICHETTI, 2002)

A gastrite cronica causada pelo H. pylori, de carater infeccioso e transmissivel,
implica em preocupantes taxas de morbidade e mortalidade, principalmente em
decorréncia de sua evolugdo para tulcera péptica e cancer (SUERBAUM e MICHETTI,
2002).

Varios outros fatores, além da presenga do H. pylori, também estao implicados na
génese da gastrite de padrao atréfico como: fatores ambientais (dieta pobre em vitamina
C, alta ingestao de sddio, alcool e tabagismo), refluxo duodenogéstrico, formagao de
substancias a base de nitratos compostos, deficiéncia de vitaminas e minerais, além de
fatores genéticos.Todos esses fatores podem interagir para produzir a doenga. Contudo,
um enorme volume de dados corrobora um papel central da resposta imune do
hospedeiro na defini¢do da evolugdo da doenga (BONNEY et al., 1986).

A gastrite atréfica comeca, em geral como um processo multifocal no estdmago
distal. Progride, entdo, continuadamente por duas a trés décadas. No decorrer deste
periodo, pode ocorrer coalescéncia dos focos iniciais, com redu¢do da produgdo de

acido cloridrico, podendo chegar a acloridria. Esta gastrite de padrdo atréfico e,
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sobretudo, a metaplasia intestinal, podem evoluir para displasia que, finalmente, evolui
para cancer (SIPPONEN et al., 1992).

O H. pylori é considerado o principal agente etiologico da ulcera péptica. Em
torno de 95% dos pacientes com ulcera duodenal e 70% a 80% dos pacientes com tulcera
gastrica estao infectados com a bactéria (MARSHALL, 1994; NIH, 1994).

No entanto, a evidéncia principal da associagdo do microorganismo com essas
patologias vem de estudos de avalia¢do da eficacia do tratamento em que a erradicagdo
da bactéria acelera a cicatrizacdo da tulcera, mesmo sem o uso de anti-secretores
(HOSKING et al., 1994; LAM et al., 1997).

Invariavelmente, a erradicagdo do H. pylori é acompanhada de grande redugio nos
indices de recidiva e de complicagdes posteriores das doengas gétricas, facilitando,
inclusive, a possibilidade de cura (MARSHALL et al, 1988; TYTGAT, 1994;
PENSTON, 1994; NIH, 1994; HOPKINS et al., 1996; MACRI et al., 1998).

Apenas 10 a 15% dos pacientes infectados com H. pylori desenvolvem ulcera
péptica. Porém, a despeito do inquestiondvel papel da bactéria no processo de
comprometimento ulceroso do estdmago, ha que se considerar as caracteristicas
biologicas e de satide do hospedeiro e outros fatores de viruléncia da propria bactéria

ainda ndo identificados.

1.8. H. pylori e cancer gastrico

Em 1994, a Internacional Agency for Research on Cancer, divisdo da
Organiza¢ao Mundial de Saude, concluiu, com base em extensas pesquisas na area, que
o Helicobacter pylori ¢ um agente carcindgeno tipo I, com relagdo a carcinogénese
gastrica (BLASER,1996).Varias publicacdes subsequentes vieram reforcar essa
associagdo (NOMURA et al., 1991; PARSONNET et al., 1991; FORMAN et al., 1991;
PARSONNET et al., 1997), e uma em cada 100 pessoas infectadas com o H. pylori
pode desenvolver cancer gastrico (KUIPERS, 1998).

O risco de desenvolvimento de cancer gastrico ¢ maior para o paciente colonizado
com cepas mais agressivas do H. pylori como as que possuem o gene cagA, com
expressao dos sitios de fosforilagdo EPIYA da proteina CagA, e o gene vacA com o
alelo s1/m1 (ATHERTON et al., 1995).

Recente meta-analise, incluindo 16 estudos com 2.284 casos e 2.770 controles,
confirmam que a infecgdo por H.pylori aumenta o risco de cancer ¢ esse torna-se ainda

mais elevado quando as cepas sdo cagA positivas (HUANG, JQ et al., 2003).
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Entretanto outros estudos ndo encontraram associacdo entre cepas cagA e os
diversos grupos de pacientes infectados com gastrite, cancer ou doenga ulcerosa péptica
(ZHENG, PY et al 2000; BACKERT et al. 2004).

No Brasil, tém sido realizados estudos os quais sugerem que cepas cagA positivas
podem ter relevancia clinica, com prevaléncia variando de 61 a 83% nas populagdes
estudadas (OLIVEIRA et al. 2003; MARTINS et al.2005). Estes estudos tém buscado a
associacdo dos genotipos do Helicobacter pylori presentes no pais, tais como vacA,
babA, iceA, dupA e especialmente do gene cagA, com os desfechos clinicos, e
associagdes com outros fatores, em diversos grupos de pacientes (ASHOUR et al.,

2001; GATTI et al., 2003; QUEIROZ et al., 2005).

Ha varios indicios de que a infeccdo se inicia desde a infincia, com cepas que
possuem esses genes, ¢ de forma mais considerdvel o cagA, pode levar ao
desenvolvimento de ulcera duodenal e carcinoma gastrico (QUEIROZ et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2003; ROCHA et al., 2005; GATTI et al., 2006; GOMES et al.,
2007).

A infecgdo pelo Helicobacter pylori é importante fator no desenvolvimento do
cancer, mesmo sendo essa neoplasia uma doenca multifatorial. Estudos tém
demonstrado que a infecgdo pelo H. pylori juntamente com uma predisposi¢do genética
e fatores ambientais, aumentam o risco de cancer gastrico (LA VECCHIA et al., 1992;
HUANG et al., 1998; DANESH, 1999). E evidente que o desenvolvimento ou nio do
cancer gastrico envolve aspectos relacionados a defesa do hospedeiro, fatores de

viruléncia do microorganismo e fatores ambientais.

1.9. H. pylori e historia familiar de cancer gastrico

E grande a correlagio entre carcinoma gastrico e historia familiar. Estudos
relataram que 10-15% dos casos de carcinoma géstrico advinham de pessoas com
historia familiar de cancer gastrico. O risco de trés vezes de desenvolver o cancer
gastrico em parentes de primeiro grau foi constatado em outro estudo (LISSOWSKA et

al, 1999).

A predisposicao familiar ao desenvolvimento do carcinoma géstrico ¢ bem
reconhecida, especialmente nos casos de mais de um familiar acometido, quando

comparado a casos esporadicos de apenas um afetado (GRANHAM; LELENFELD,
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1958; CWERN et al., 1981; OGAWA; KATO; TOMINAGA, 1985; ZANGHIERI et
al., 1990; LA VECCHIA et al., 1992).

A associa¢do da presenga do Helicobacter pylori ¢ historia familiar de cancer
gastrico eleva este risco para oito vezes maior no desenvolvimento do cancer gastrico

(BRENNER; BODE; BOEING, 2000).

Outro estudo reportou que quando existe uma predisposicdo genética associada a
presenga do Helicobacter pylori ha um risco 6,9 vezes maior de ocorrer o

desenvolvimento do carcinoma géstrico (HANSEN et al., 1999).

O Helicobacter pylori esta diretamente implicado na predisposi¢do ao carcinoma
gastrico através da inducdo de atrofia do estdbmago e hipocloridia. Nos parentes em
primeiro grau de individuos com cancer géstrico estas alteragdes sdo mais frequentes,

apresentando um maior risco de desenvolver cancer gastrico (EL-OMAR et al, 2000).

Com relagdo a predisposicao genética, foi verificado em um estudo, que condi¢des
pré-neoplasicas (atrofia, hipocloridia e metaplasia intestinal) ocorrem em 1/3 dos
familiares de pacientes com céancer gastrico infectados pelo H. pylori (CARNEIRO et
al.,1993).

Diversos fatores genéticos estdo implicados na predisposicdo dos familiares de
cancer a atrofia, tais como, o aumento da secre¢ao da interleucina IL-18 causado por um
polimorfismo no gene da mesma e a presenca dos alelos HLA-DQA1*0102 ou HLA-
DQB1*0401 (NIV,2003). A aquisi¢ao de cepas virulentas do H. pylori combinada a estes
fatores, em pacientes com historia familiar de cancer gastrico, contribui para a
predisposicdo a este tipo de cancer. A elevacdo dos niveis de IL-1B aumenta a

suscetibilidade para a hipocloridia e atrofia da mucosa gastrica (EL-OMAR ,2001).

Atualmente, os consensos mundiais recomendam tratar a infecgdo pelo H. pylori nos
familiares de pacientes com cancer gastrico independentemente de apresentarem sintomas
ou alteragdes histopatoldgicas consideraveis, uma vez que estes individuos estdo em um
grupo de risco mais elevado para o desenvolvimento de cancer do estdmago (EHSG,

2007).

Estudo realizado no Hospital Walter Cantidio, que avaliou 222 pacientes, divididos

em dois grupos, compostos de 104 familiares de pacientes com cancer gastrico e 118
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pacientes com dispepsia sem historia familiar de cancer gastrico, correlacionou a infec¢ao
pelo H. pylori com as lesdes pré-cancerosas observadas, através do histopatologico. Nesse
estudo foi encontrada alta prevaléncia da infec¢ao pelo H. pylori em ambos os grupos,
familiares de cancer (84,7%) e pacientes do grupo controle (75,9%). Foi observada maior
prevaléncia de lesdes precursoras do cancer gastrico nos familiares de cancer, como
displasia e também foi detectado um paciente com cancer gastrico na fase inicial. O
padrdo de gastrite encontrada nesses pacientes foi o de pangastrite do corpo associada a
presenca de foliculos linfoides, que ¢ definido como o fendétipo de maior risco para a

carcinogénese gastrica (MOTTA et. al., 2008).

E crescente o interesse pelo estudo dos fatores de viruléncia do H. pylori, dadas as
diferencgas regionais entre as cepas e sua possivel correlagdo com desfechos clinicos mais
graves. Mediante tdo consistentes achados relacionando a infecgdo pelo H. pylori a
historia familiar de cancer gastrico, torna-se importante avaliar os fatores de viruléncia da

bactéria nesse grupo de pacientes.

No Ceara, ndo existem estudos avaliando os fatores de viruléncia tipo cagA e vacA
em pacientes dispépticos, existe um estudo avaliando a presenca de cepas cagA somente
em pacientes com cancer gastrico (LIMA et al., 2008). Na regido Nordeste, existe um
estudo com um numero reduzido de pacientes proveniente de Pernambuco (BRITO et al.,
2003). Os genotipos das cepas de H. pylori provenientes de familiares de pacientes com

cancer gastrico ndo foram estudadas em nenhuma regido do pais.

A avaliagdo do nuimero sitios de fosforilagdo de trirosina da proteina CagA e sua
correlagdo com as patologias advindas da infec¢do por esta bactéria ainda sdo pouco
estudadas, tanto em outros paises quanto no Brasil (ARGENT et al, 2004;
BARTCHEWSKY JR et al., 2009). Faz-se necessaria uma analise destes marcadores para
uma melhor percepg¢ao do perfil genético das cepas circulantes e para avaliar se a presenga

destes ¢ relevante para o desenvolvimento de doencas.
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1.10. Justificativa

Tendo em vista a alta prevaléncia da infec¢ao pelo H. pylori em Fortaleza em
adultos e criangas e os altos indices de doengas gastricas causadas pela presenca desta
bactéria, ¢ de grande importancia um estudo mais apurado de caracteriza¢ao dos fatores
de viruléncia expressos pelas diversas cepas circulantes na populacao do nosso estado.
A identificagdo, através de técnicas de biologia molecular, dos fatores de viruléncia das
cepas de H. pylori com maior potencial patogénico e lesivo, podera ser de grande
importancia do ponto de vista clinico, na identificagdo e acompanhamento de pacientes
com maior risco de desenvolver doencas com desfechos mais graves e ajudar a elaborar

protocolos clinicos efetivos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar os fatores de viruléncia das cepas de H. pylori provenientes de pacientes

dispépticos com e sem historia familiar de cancer gastrico.

2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar os genotipos cagA, vacA e alelos das cepas de H. pylori provenientes
de pacientes com e sem histéria familiar de cancer gastrico.

Correlacionar a presenca do gene CagA com o grau de atividade e de inflamacao
da gastrite cronica encontrada nos pacientes estudados

Avaliar o numero de sitios de fosforilagdo de tirosina da proteina CagA EPIYA do

H. pylori nos grupos estudados.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica

Foram convidados para participar do estudo, individuos com queixas de dispepsia
com e sem historia familiar de cancer gastrico atendidos no ambulatorio de
gastroenterologia do Hospital Universitario Walter Cantidio, que aceitaram participar do
estudo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, fazendo um total de
120 pacientes. As amostras selecionadas para este estudo foram aquelas positivas para a
presenca de Helicobacter pylori, através do teste da urease e hispatologia.

O estudo foi submetido a anélise e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa —

CEPE - do Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara.

3.2. Desenho do Estudo

Estudo descritivo e analitico transversal.

3.3. Selecéo dos Pacientes

Foram critérios de inclusao:

e Jdade minima de 18 anos e maxima de 80 anos de ambos 0s sexos;

e Individuos parentes em primeiro grau de pacientes com historia familiar de cancer
ndo-cardia;

e Pacientes com queixas dispépticas persistentes ¢ sem histéria familiar de cancer
gastrico, os quais foram encaminhados para investigagao diagnostica;

e Pacientes que assinaram o termo de consentimento informado.

Foram critérios de exclusdo:

e Gravidez ou lactagao;

e Condigdes associadas a disturbios da fisiologia gastrica, como vagotomia, cirurgia
prévia de resseccao gastrica, sindrome de Zolliger-Ellison ou estenose pilorica;

e Insuficiéncia Renal, Insuficiéncia hepatica, Insuficiéncia Cardiaca Congestiva ou

instabilidade hemodindmica que contra-indique a investigacao endoscopica.
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3.4. Métodos

3.4.1. Coleta de fragmentos de mucosa gastrica

Fragmentos de mucosa gastrica dos pacientes dispépticos foram obtidos durante a
esofagogastroduodenoscopia. A endoscopia foi realizada com o paciente em jejum de,
no minimo 8 horas, apods receber Diazepam (5 mg por via oral) e anestesia topica da
orofaringe com Cloridrato de Lidocaina (Xilocaina spray a 10%). Antecedendo a cada
exame, o endoscopio foi lavado vigorosamente com agua e sabdo e mergulhado em
glutaraldeido a 2,0% por 30 minutos.

Fragmentos de mucosa gastrica foram colhidos na pequena curvatura do antro e
na grande curvatura do corpo gastrico para o teste da urease pré-formada (n=1) e o
estudo histopatolégico (n=2).

O teste da urease pré—formada (teste ultra-rapido) foi realizado na sala da
endoscopia pela imersao de um fragmento da regido antral em tubo contendo uréia e
indicador de pH. A andlise foi efetuada imediatamente apds a coleta do material e uma
leitura final foi realizada uma hora apos. O teste rapido da urease foi considerado
positivo quando houve mudanca da coloragdo da uréia de “amarelo” para “vermelho”.
Nos casos em que a solugdo permaneceu “amarela” por vinte e quatro horas apos a
coleta, o teste foi considerado negativo. Quando houve dificuldade em estabelecer a

mudanga de coloragdo, o teste foi tido como indeterminado.

3.4.2. Estudo histopatolégico

A anédlise histopatologica foi realizada no Departamento de Patologia e Medicina
Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

Os fragmentos de mucosa gastrica, amostras do corpo e do antro provenientes do
exame endoscopico, foram fixados em formol, desidratados em 4lcool e xilol e a seguir
incluidos em parafina. Cortes de 4 um de espessura foram obtidos. As laminas foram
coradas pela Hematoxilina-Eosina para estudo histopatologico. Essas laminas foram
examinadas em microscopio Optico, por dois patologistas sem o conhecimento de
quaisquer resultados, sendo avaliada a concordancia inter-observador com posterior
revisdo de todas as laminas.

Foi considerado material suficientemente adequado para a anélise histopatologica
quando as amostras incluiram toda a espessura da mucosa, necessaria para avaliar a

presenca de atrofia e o nivel do infiltrado inflamatorio.
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Os achados histologicos da mucosa gastrica foram interpretados de acordo com a
classificacdo de Sidney ligeiramente modificada, através da colheita de cinco
fragmentos de biopsias gastricas (Dixon et al, 1996), como descrito a seguir:
a)Auséncia de gastrite - nenhuma alteracdo do epitélio superficial ou glandular, com
auséncia de células inflamatorias na lamina propria (grau 0); b) Intensidade da gastrite,
que serd graduada em leve (grau 1), moderada (grau 2) ou intensa (grau 3) com base na
presen¢a de mononucleares na ldmina propria e/ou no epitélio superficial ou glandular e
¢) Intensidade da atividade inflamatoria, que serd graduada em leve (grau 1), moderada
(grau 2) ou intensa (grau 3) em relagdo a presenca de polimorfonucleares na lamina
propria e/ou no epitélio superficial ou glandular. Foi também usada uma graduagao de 0
— 4, para pontuar a intensidade da inflamagdo pela presenca de mononucleares, a
atividade inflamatoria por polimorfonucleares, atrofia, metaplasia intestinal e displasia
no antro (A) e no corpo (C) gastrico, preenchendo os requisitos de: auséncia (0),
discreta (1), moderada (2), acentuada (3) e inadequada (4) para essas alteragdes.

A presenca de gastrite atréfica, metaplasia intestinal, pdlipo adenomatoso e
displasia foram classificados como lesdes pré-cancerosas. Além disso, a andlise
histopatologica avaliou a amostra quanto a auséncia (0), presenga (1) e amostra
inadequada (4) dos seguintes achados: foliculos linféides, edema, erosdes, atrofias
degenerativas, vacuolizagdo citoplasmatica, diminuicdo do muco, atipias regenerativas e
hiperplasia foveolar no antro (A) e no corpo (C).

3.4.3. Critérios de positividade e negatividade para o H. pylori

Os pacientes foram considerados positivos para a infec¢ao pelo H. pylori quando
os testes da urease pré-formada e histologia foram positivos.Todas as amostras foram
confirmadas através da PCR.

3.4.4. Extracdo do DNA de Helicobacter pylori em tecido de bidpsia gastrica

Para a extragdo do DNA bacteriano do H. pylori, foi feita a macera¢do das
amostras de biodpsias. O material gendmico foi extraido das amostras com os reagentes
do QIAamp DNA mini kit (QIAGEN®), como manda o fabricante. Resumidamente, a
digestao do material celular foi feita em minitubos Eppendorf, com 180uL de tampao
ATL e 20uL de Proteinase K, que sdo colocados em banho-maria a 56°C, por vinte e
quatro horas.

Apods a digestdo, foram adicionados 200uL de tampdo AL, e incubou-se em

banho-maria a 70°C por dez minutos, em seguida, adicionou-se 200uL. de Etanol 100%.
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O conteudo foi transferido para que fosse eluido em coluna Spin QIAamp®,
centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto em microcentrifuga Eppendorf, o filtrado foi
descartado ¢ foram adicionados 250pL de tampio AW1 (QIAGEN®™), fazendo duas
centrifugacgdes a 8.000 rpm por um minuto, depois, foram colocados 250uL de tampao
AW2, com centrifugacao a 14.000 rpm por trés minutos, repetindo o procedimento.

Por ultimo, adicionaram-se 50ulL de tampao AE, centrifugando a 8.000 rpm por
um minuto e repetindo essa uUltima lavagem para uma eficaz extracdo do material
genético. Apds a extracdo do DNA, as amostras foram estocadas a -20°C até o seu

processamento.

3.4.5. Reagdo em cadeia de Polimerase (PCR)

O material gendmico de H. pylori extraido das bidpsias gastricas foi utilizado
como molde de DNA para a amplificagdo dos fragmentos dos genes cagA e vacA e seus
alelos a partir de “primers” especificos previamente descritos na literatura. Foram
colocados 5,0uL do DNA extraido em tubos especificos e foram adicionados os
seguintes reagentes: 12,5uL da enzima Taq-DNA polimerase GoTaq green”, que
catalisa as reacdes; 2,5uL dos “primers” especificos para o gene ureA, que ¢ tipico de
todas as cepas de H. pylori, no intuito de confirmar tratar-se realmente da bactéria em
estudo; 2,5uL dos “primers” para o gene cagA e para os alelos s1, ml e m2 do gene
vacA, para identificar as cepas que possuem estes gendtipos. As reagdes ocorreram
separadas para cada gene. A tabela 1 indica os primers que foram utilizados para cada
marcador.

A amplificagdo do DNA extraido foi realizada em termociclador, obedecendo o
protocolo de ciclos especificos para o gene ureA, para o gene cagA e para os alelos s1,
ml e m2 do gene vacA.

As condigdes da reacdo para a amplificacdo do gene ureA, segundo Atherton et
al., 1995, foram as seguintes: 1 ciclo de desnaturacdo inicial a 95°C por cinco minutos;
35 ciclos com desnaturagdo a 94°C por um minuto; anelamento a 45°C por um minuto e
extensdo a 72°C por um minuto, seguidos de uma extensdo final a 72°C por cinco
minutos. O gene ureA foi identificado por tratar-se de um marcador da presenca do H.
pylori.

Para o gene cagA, as condi¢des foram as seguintes: 1 ciclo para desnaturagdo

inicial de um minuto e meio a 94°C, 39 ciclos com desnaturacao a 94°C por um minuto;
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anelamento a 55°C por um minuto e extensao a 72°C por dois minutos, seguidos de mais
um ciclo de extensdo final a 72°C por sete minutos.

A sequéncia sinal (alelo s1) do gene vacA foi amplificada da seguinte forma: 1
ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C, 34 ciclos com desnaturagao a 95°C por um minuto;
anelamento a 52°C por um minuto e extensdao a 72°C por um minuto, seguido de mais
um ciclo de extensdo final de sete minutos a 72°C. Para os alelos da regido média do
gene vacA (m1 e m2), a amplificacdo deu-se da seguinte maneira: 1 ciclo inicial a 95°C
de um minuto e trinta segundos, seguido de 34 ciclos com desnaturagdo de trinta
segundos a 95°C; anelamento a 56°C por um minuto; extensao por um minuto e trinta
segundos a 72°C e um ultimo ciclo de cinco minutos a 72°C para extensao final.

Ap6s extracdao e amplificagdo do DNA, foi realizado um gel de agarose a 2%,
corado com Brometo de Etidio. O gel ¢ embebido em tampdo Tris Acetato EDTA
(TAE), onde sdo colocadas as amostras para observar a presenca das bandas de
nucleotideos do DNA de H. pylori, e é corrido por eletroforese a 100V por 40 minutos.
O gel ¢ entdo revelado em camara eletronica de ultravioleta para evidenciagao dos pares
de bases, estabelecendo assim, o resultado positivo ou negativo para o gene cagA e para
os alelos do gene vacA a partir da presenga ou auséncia das bandas de nucleotideos
pertencentes a esses genes.

Para averiguar a presenca dos sitios de fosforilagdo EPIYA da proteina CagA e os
demais subtipos dos alelos do gene vacA, as amostras de DNA extraido foram enviadas
e analisadas por sequenciamento na Faculdade de Medicina de Belo Horizonte — MG,
através de PCR em tempo real, para a observacao da quantidade de sitios de fosforilagao

e dos demais marcadores.

Tabela 1: Primers usados na amplificacdo dos genes cagA e alelos de vacA

Primer Sequéncia (5" - 3") Pares de base
cagA -F GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG 349
cagA -R CTGCAAAAGATTGTTTGCGAGA
vacAsl - F ATGGAAATACAACAAACACAC
vacA sl -R CTGCTTGAATGCGCCAAAC 2%
vacAs2 - F ATGGAAATACAACAAACACAC
vacAs2 -R CTGCTTGAATGCGCCAAAC 286
vacAml - F GTAATGGTGGTTTCAACACC
vacAml - R TAATGAGATCTTGAGCGCT 20
vacAm?2 - F GGAGCCCCAGGAAACATTG 35

vacAm2 - R CATAACTAGCGCCTTGCAC
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4. RESULTADOS
4.1. Caracteristicas dos pacientes estudados

Dos 120 pacientes avaliados, 94 foram H. pylori positivo. Dos 94 pacientes H.
pylori positivos, 62 (66,0%) eram do sexo feminino e 32 (34,0%) do sexo masculino. A
idade variou de 19 a 78 anos, com média de idade de 41,6 + 12,6 anos (Grafico 1) .

Do total de pacientes estudados, 55 (58,5%), eram familiares em primeiro grau de
pacientes com cancer gastrico, que foram denominados de grupo “familiares”, e 39
(41,5%), eram pacientes portadores de dispepsia sem historia familiar de céancer
gastrico, que foram alocados no grupo “ndo familiares”.

No grupo dos 55 “familiares”, 17 (30,9%) eram do sexo masculino e 38 (69,1%)
do sexo feminino. A média de idade foi de 40,0 + 11,8 anos.

Dos 39 “nao familiares”, 15 (38,5%) eram do sexo masculino e 24 (61,5%) eram
do sexo feminino. A média de idade foi de 43,8 + 13,5 anos (Tabela 2).

Os dois grupos apresentaram caracteristicas equivalentes com relagao ao sexo e
faixa etaria dos participantes, além de serem provenientes de classes socioecondmicas
proximas, apresentando aspectos soOcio-culturais e higienodietéticos similares,
caracterizando a homogeneidade das amostras.

Gréfico 1:

Distribuicao dos pacientes em funcdo do sexo

Tabela 2: Caracterizacdo dos pacientes, por grupos, quanto ao sexo e a idade.

Meédia de Idade
Masculino n (%) Feminino n (%) (anos)
Fainlhares de cancer 17 (30,9%) 38 (69,1%) 40,0+ 11,8
(n=155)
Nao Familiares de 15 (38,5%) 24 (61,5%) 43,8 +13,5

cancer (n=39)
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4.2. Caracterizagao dos pacientes estudados quanto aos sintomas.

Dos 94 pacientes estudados, 55 (58,5%) relataram sentir epigastralgia recorrente.
Destes, 33 (60,0%) eram do grupo dos “familiares” e 22 (40,0%) do grupo “ndo
familiares”.

Do total de pacientes estudados, 28 (29,8%) relataram ter disfagia, sendo, 16/55
(29,1%) no grupo dos familiares e 12/28 (42,9%) do grupo “controle”.

4.3. Caracterizacao dos pacientes quanto ao exame endoscopico.

Dos 94 pacientes estudados, 8 apresentaram diagndstico normal na endoscopia (1
familiar de paciente com cancer ¢ 7 do grupo “ndo familiares”). Do total de pacientes
estudados, 86 (95,7%) apresentaram alguma alteragdo no exame endoscdpico, sendo, 54
(62,8%) “familiares” e 32 (37,2%) “nao familiares”.

Gastrite antral foi detectada em 23 casos. Gastrite corpal foi encontrada em 12
pacientes e pangastrite em 18 pacientes segundo os achados endoscépicos.

O edema no antro foi observado em 12 casos do total dos individuos estudados. A
erosdo no antro gastrico foi vista em 33 pacientes

Edema no corpo gastrico foi evidenciado em 7 pacientes. Erosdes no corpo
gastrico foram vistas também em 7 pacientes do total estudado.

A tabela 3 apresenta a caracterizacdo da amostra de pacientes estudados, quanto
ao diagndstico endoscopico, por grupos de “familiares” e “ndo familiares” de cancer

gastrico.

familiar ndo familiar

de cancer  de cancer Subtotal
Diagnostico normal 1/8 7/8 8/94 (8,5%)
Gastrite antral 12/23 11/23 23/94 (24,5%)
Gastrite corpal 10/12 2/12 12/94 (12,8%)
Pangastrite 9/18 9/18 18/94 (19,1%)
Edema no corpo gastrico 47 317 7194 (7,4%)
Edema no antro géastrico 712 5/12 12/94 (12,8%)
Erosdes no corpo géstrico 47 3/7 7194 (7,4%)
Erosdes no antro gastrico 23/33 10/33 3/94 (35,1%)
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4.4. Caracterizacdo dos pacientes estudados através do histopatolégico

No exame hispatologico, 3 dos 94 pacientes apresentaram Ulcera gastrica, e 4
apresentaram ulcera duodenal.

Com relagdo ao diagnoéstico de gastrite cronica pelo histopatoldgico: 10 pacientes
apresentaram gastrite cronica do antro gastrico, 12 apresentaram gastrite cronica do
corpo gastrico e 67, apresentaram gastrite cronica do antro e do corpo géstrico.

A presenga de gastrite cronica com atrofia do antro foi detectada em 4 dos
pacientes estudados. Gastrite cronica com atrofia do corpo foi encontrada em 6
pacientes, bem como, houveram mais 6 casos detectados de gastrite cronica com atrofia
no antro € no corpo gastrico

Gastrite cronica com metaplasia intestinal no histopatologico foi detectada em 16
dos pacientes estudados. (Tabela 4).

A tabela 4 apresenta a caracterizacdo da amostra de pacientes estudados, quanto
ao diagnostico histopatologico, por grupos de “familiares” e “ndo familiares” de cancer

gastrico.

familiar de ndo
A familiar de  Subtotal
cancer A —
(n= 55) cancer (n=94)
(n=39)
Ul Astri 0 3/3
cera gastrica 3/94 (3,2%)
Ulcera duodenal 2/4 2/4 4/94 (4,3%)

) . 10/94
Gastrite cronica antral 5/10 5/10 (10,6%)

) . 12/94
Gastrite cronica corpal 8/12 4/12 (12.8%)
Gastrite cronica do antro e 67/94
do corpo 44/67 23/67 (71,3%)
Gastrite cronica atrofica 3/4 1/4 4/94 (4,3%)
antral
Gastrite cronica atrofica 36 3/6 6/94 (6,4%)
corpal
Gastrite cronica com 16/94
metaplasia 916 716 (17,0%)
Gastrite cronica com 36 3/6 6/94 (6,4%)

atrofia do antro e do corpo




39

4.5. Caracterizagao do gene vacA e seus alelos nas cepas de H. pylori estudadas

O gene vacA foi encontrado em todos os 94 pacientes estudados. Neste estudo,
foram genotipados os alelos de vacA e as combinagdes entre sequéncia sinal (S1 e S2) e
regido média (M1 e m2) do gene.

Das cepas encontradas nos individuos estudados, 43 (45,7%) apresentaram o alelo
vacA slml; 25 (26,6%) tinham o alelo sS1Im2; 4 (4,3%) eram vacA s2m1; 10/94 (10,6%)
apresentaram vacA s2m2; 2 cepas das 94(2,1%) foram hibridas na sequéncia sinal,
apresentando o gendtipo vacA sls2m2; 1 cepa das 94(1,1%) foi hibrida tanto na
sequéncia sinal quanto na regido média, expressando o genotipo vacA s1s2mim2 e 9
cepas (9,6%) apresentaram o alelo da sequéncia sinal(S) , porém ndo expressaram alelo
da regido média(m).

As cepas presentes no grupo dos 55 familiares de pacientes com cancer
apresentaram a seguinte distribuicdo: 29 (52,7%) expressaram o gene vacA com alelo
slml; 10 (18,8%) foram vacA slm2; 2 (3,7%) eram vacA s2ml; 6 (10,9%)
apresentaram vacA s2m2, 1 cepa (1,8%) foi hibrida na sequéncia sinal, apresentando
vacA s1s2m2; 6 cepas (10,9%) apresentaram sequéncia sinal (S), porém nao
expressaram regido média (m) do gene. Foi neste grupo que 1 cepa das 55 (1,8%)
apresentou-se hibrida para a sequéncia sinal e para a regido média do gene,
apresentando o gendtipo vacA s1s2mimz2.

No grupo dos 39 “ndo familiares”, a distribui¢do das cepas foi a seguinte: 14
(35,9%) eram vacA slml; 15 (38,5%) apresentaram genétipo vacA slm2; 2 (5,1%)
foram vacA s2ml; 4 (10,2%) eram vacA s2m2; 3 (7,7%) apresentaram a sequéncia sinal
com auséncia da regido média do gene, e 1 cepa(2,6%) era hibrida na sequéncia sinal,
expressando o genotipo vacA s1s2m2.

A tabela 5 mostra a genotipagem das cepas de H. pylori com relagdo aos alelos do
gene vacA e ao gene cagA, distribuidos nos grupos de familiares e ndo familiares de

cancer.
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Tabela 5: Gene cagA , vacA e alelos em pacientes com e sem historia familiar de

cancer
L. Nao
Gendtipos Fanjlllar familiar de Sub_total
de cancer A (n=94)
cancer valor de p
29/55 14/39
vacA siml (52,72%)  (35,89%) 43 0,107
10/55 15/39
vacA stm2 (18,18%) (38.46%) > 0,028
2/55 2/39
vacA s2ml (3.63%)  (5.13%) 4 0.724
6/55 4/39
VacA s2m2 (10,90%)  (10.25%) 10 0.919
1/55 0/39
vcaA sls2mlm?2 (1.81%) (0,00%) 1 1
1/55 1/39
vacA sls2m?2 (1.81%) (2.56%) 2 1
vacA s com auséncia de 6/55 3/39 9
alelo m (10,90%)  (7,69%) 0,414
51/55 32/39 32
cagA positivo (92,7%)  (82,0%)
4/55 8/39 12
cagA negativo (7,3%) (20,5%) 0,058
Total 55 39

4.6. Caracterizacdo das cepas de H. pylori quanto ao gene cagA e 0s sitios de
fosforilacéo de tirosina EPIYA da proteina CagA

Dos pacientes infectados pelo H. pylori, 82/94 (87,2%) tinham cepas cagA-
positivas, através da analise de PCR e presenga de sitios de fosforilagdo da proteina
CagA (EPIYA), sendo que 72 foram caracterizadas pelo PCR e no sequenciamento dos
sitios EPIYA, foram caracterizadas mais 10 cepas além do numero encontrado pela
PCR.

Dos 82 pacientes cagA-positivos, 76 (93,9%) apresentaram expressdo de pelo
menos um sitio de fosforilagdo EPIYA da proteina CagA, sendo que 45/76 (59,2%)
tinham um sitio C de fosforilagdo da proteina; 29/76 (38,2%) tinham dois sitios C, e
2/76 (2,6%) tinham trés sitios C de fosforilacdo EPIY A da proteina CagA.(Tabela 5).

Dos familiares de pacientes com cancer, 51 (92,7%) estavam infectados por cepas
de H. pylori cagA-positivas. Destes, 45 (88,2%) apresentaram expressdo de sitios de
fosforilagdo EPIYA da proteina CagA, sendo: 25/45(55,6%) com um sitio C de
fosforilacdo da proteina; 19/45 (42,2%) tinham dois sitios C e 1/45 (2,2%) tinham trés
sitios de fosforilacdo EPIYA.

No grupo dos pacientes “ndo familiares”, 31/39 (79,5%) apresentavam cepas de

H. pylori cagA-positivas, sendo que 31/31 (100,0%) apresentaram cepas com expressao
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dos sitios de fosforilagdo da proteina CagA, onde: 20/31 (64,5%) expressaram um sitio
C de EPIYA; 10/31 (32,2%) dois sitios C e 1/31 (3,3%) tinham trés sitios C de
fosforilacdo EPIY A da proteina CagA (Tabela 6).

4.7. Caracterizacao das cepas de H. pylori quanto a associa¢éo dos genes cagA com
vacA e alelos.

Dos 82 pacientes que apresentaram cepas cagA positivas, encontrou-se o seguinte
perfil: 43 (52,4%) eram cepas que expressavam o gendtipo cagA/ vacA slml; 22 cepas
(26,8%) tinham a expressdo de cagA/ vacA s1m2; somente uma cepa apresentou o alelo
vacA s2ml associado ao gene cagA; 6 cepas (7,3%) tinham a combinacdo cagA/vacA
s2m2; 7 cepas apresentaram o gene cagA associado ao vacA tendo a sequéncia sinal,
porém, com auséncia da regido média do gene. Todas as 3 cepas hibridas para os alelos

do gene vacA encontradas eram também cagA positivas (Tabela 7).

Tabela 6: Distribuicao dos pacientes, por grupos, quanto ao
ndmero de sitios EPIYA

Sitios Familiar de Nao familiar de

EPIYA cancer cancer

ABC 25/45 (55,6%)  20/31 (64,5%)

ABCC 19/45 (42,2%)  10/31 (32,2%)

ABCCC 1/45 (2,2%) 1/31 (3,3%) p =0,32
Total 45 31

Tabela 7: Presenca de cepas cagA com
alelos vacA

cagA positivo valor de p

vacA slml 43/82 (52,4%)

vacA sim2  22/82 (26,8%)

vacAs2ml  1/82 (1,3%)

vacA s2m2  6/82 (7,3%)

vacA s 7/82 (8,6%)

vacA hibrida  3/82 (3,6%) 0,43
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4.8. Corrrelagdo entre cepas cagA-positivo nos casos de gastrite

Do total de pacientes estudados, 89 (94,7%), apresentavam algum tipo de gastrite
cronica (antral, corpal ou pangastrite). Destes, 76/89 (85,4%) tinham cepas cagA
positivas, sendo 51/76 (67,1%) de familiares de pacientes com cancer gastrico e 25/76
(32,9%) de pacientes do grupo “ndo familiares” (p= 0,004).

Dos 76 pacientes que tinham cepas cagA positivo, 11 (14,5%) apresentavam
gastrite cronica do corpo gastrico, 7 (9,2%) apresentavam gastrite cronica do antro e 58
(76,3%) tinham gastrite cronica do antro e do corpo.

Com relagdo ao grau de inflamagdo e atividade de polimorfonucleares no antro
gastrico dos pacientes com cepas cagA positivo, 73,2% apresentaram grau moderado de
inflamacao antral (p=0,29), e 42,7% apresentaram atividade neutrofilica moderada (p=
0,01).

O grau de inflamagdo no corpo gastrico dos pacientes que tinham cepas cagA
positivo foi moderada em 54,9% destes individuos (p= 0,08). A atividade de
polimorfonucleares no corpo géstrico foi predominantemente moderada nos pacientes
que tinham cepas cagA (p= 0,02), uma vez que ndo houve atividade moderada ou

acentuada naqueles que tinham cepas cagA-negativas (Tabela 8).

Tabela 8: Tipos de inflamacao gastrica em relagdo a presencga do gene

cagA
Tipo Grau cagA positivo  cagA negativo valor de p
s Discreta 9/82 (11,0%)  6/12 (50,0%)
n :Iftl;glao Moderada  60/82 (732%)  6/12 (50,0%)
Acentuada  2/82 (24,4%) 0 0,29
Atividad Discreta 25/82 (30,5%) /12 (58,3%)
/glltr; ©  Moderada  35/82 (42,7%) 2/12 (16,6%)
Acentuada 2/82 (24,4%) 0 0,01
Iflamaca Discreta 27/82 (32,9%)  8/12 (66,6%)
cimz§a0 Moderada  45/82 (54,9%) 2/12 (16,6%)
Acentuada  1/82 (12.2%) 0 0,08
Atividad Discreta 36/82 (43.9%)  2/12 (16,6%)
tvidade 1 oderada 15/82 (18,3%) 0
corpal
Acentuada 0 0 0,02




Figura 1: Gel de Agarose para visualizacdo das bandas do alelo s1 do gene vacA.

123456789 1L

Da esquerda para a direita tem-se:

Pocgo 1: Controle negativo ~ Pogo 5: vacA sl positivo Poco 9: vacA sl negativo
Poco 2: vacA sl negativo ~ Pogo 6: vacA sl positivo Poco L: DNA Ladder
Poco 3: vacA sl negativo ~ Pogo 7: vacA sl negativo

Poco 4: vacA sl positivo Poco 8: vacA sl positivo

43
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Figura 2: Gel de Agarose para visualizacdo das bandas dos alelos m1 e m2 do gene vacA.

123456 7 89L

Da esquerda para a direita tem-se:

Pogo 1: Controle negativo
Pogo 2: vacA ml negativo
Poco 3: vacA m1 positivo
Poco 4: vacA m1 positivo

Poco 5: vacA m1 positivo

Pogo 6: vacA m2 positivo
Poco 7: vacA m2 negativo
Poco 8: vacA m2 positivo
Poco 9: vacA m2 positivo

Poco L: DNA Ladder



Figura 3: Gel de Agarose para visualizagdo das bandas do gene cagA.

12345678 91011121314151617181920

—E— e D e

Da esquerda para a direita tem-se:

Poco 1: Controle negativo
Poco 2: cagA negativo
Poco 3: cagA positivo
Poco 4: cagA positivo
Poco 5: cagA negativo
Poco 6: cagA positivo
Pocgo 7: cagA positivo
Poco 8: cagA positivo
Poco 9: cagA positivo
Poco 10: cagA negativo

Pogo 11:
Pogo 12:
Pogo 13:
Pogo 14:
Poco 15:
Poco 16:
Poco 17:
Poco 18:
Poco 19:
Poco 20:

cagA negativo
cagA positivo
cagA positivo
cagA positivo
cagA positivo
cagA positivo
cagA positivo
cagA positivo
cagA positivo

DNA Ladder

45
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5. DISCUSSAO

A prevaléncia da infec¢do pelo Helicobacter pylori, sua associagdo com as doengas
gastroduodenais e com o cancer gastrico e a variabilidade genética de suas cepas, faz com
que este tema seja relevante e desperte interesse em pesquisas cientificas por todo o

mundo.

Tem sido bem demonstrado que h4d uma grande diversidade fenotipica e genotipica
do Helicobacter pylori, através da expressdo de varios genes, tais como o cagA e o vacA,
que codificam proteinas que conferem viruléncia especifica a bactéria (COVER et al,

1990; VAN DOORN et al., 1999).

Os genes da ilha de patogenicidade cag, especialmente o cagA, t€ém sido mostrados
como envolvidos na indu¢do de respostas pro-inflamatdrias nas células da mucosa géstrica
de individuos infectados com H. pylori e que parecem estar envolvidos com desfechos
clinicos mais graves (BLASER et al., 2001; ARGENT et al., 2004; MCCLAIN et al.,
2009).

Neste estudo, foram genotipadas 94 cepas de H. pylori, advindas de pacientes
infectados com e sem historia familiar de cancer gastrico. Em ambos os grupos foi
analisado o perfil genético das cepas de H. pylori pela presenga do gene vacA e seus

alelos, do gene cagA e dos sitios de fosforilagdo de tirosina da proteina CagA (EPIYA).

Todas as cepas das amostras de biopsias analisadas, apresentaram o gene vacA em
sua diversa combinagdo de alelos entre a sequéncia sinal (S1 e S2), e a regido média (m1 e
m2) do gene, o que ¢ concernente com a literatura (ATHERTON et al., 1995; VAN
DOORN et al., 1998; UMIT et al., 2008). Foram encontradas ainda trés cepas com alelos
mistos (S1s2m2 e s1s2mlm?2). Nove cepas expressaram somente a sequéncia sinal sem
expressar a regido média. A presenca de cepas de H. pylori com alelos hibridos do gene
vacA ¢ também reportado em outros estudos de genotipagem da bactéria (SICINSCHI et
al., 2003; WANG et al., 2003). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
dois grupos com relagcdo a presenca dos alelos sIm1 s2ml, s2m2 do gene vacA. Houve
significancia entre os grupos com relacdo a presenca do alelo sSIm2 do gene vacA, que
estava presente majoritariamente no grupo dos “ndo familiares”. E relatado na literatura
que esse alelo ndo pode ser tido como um marcador efetivo de viruléncia da bactéria,

(WANG et al., 2003; UMIT et al., 2008)
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O indice de cepas cagA-positivas sofre variacdes de acordo com a area geografica e
a populacao estudada. Estudos anteriores acharam diferencas na positividade para o gene
cagA na Turquia, onde foi reportada diferenca de 61,7 a 80,4% de cepas cagA-positivas
em pacientes dispépticos (DEMITURK et al., 2001; BULENT et al., 2003). No Brasil,
essas diferencas também sdo encontradas em estudos nas diversas regides do pais
(EVANS et al., 1998; ASHOUR et al., 2001; BRITO et al., 2003; MARTINS et al., 2005;
MATTAR etal., 2007; CABRAL et al., 2007).

Nesse estudo, 87,2% das cepas de H. pylori estudadas foram cagA-positivas. A
presenga do gene cagA foi baseada em resultado obtido por PCR e sequenciamento dos
sitios EPIY A, método mais acurado para detec¢do deste gene (ARGENT et al., 2004).
Nao houve diferenca estatisticamente significante da presenga do gene cagA entre os
grupos de familiares e ndo familiares, com percentuais respectivos de 92,7% e 79,5%
(p=0,443).

As cepas cagA estavam presentes em 85,4% dos pacientes portadores de gastrite,
havendo maior significancia estatistica no grupo dos familiares de cancer, com
percentuais respectivos de 67 % e 32,8%, entre os grupos estudados (p= 0,004). Com
relacdo ao grau de atividade e inflamagdo da gastrite, houve significancia maior no
grupo de pacientes cagA positivo com pangastrite e gastrite corpal (p=0,002). No antro
houve significincia apenas na atividade da gastrite (p= 0,001).

Os resultados encontrados no presente estudo sdo similares a outros relatados em
estudos anteriores de genotipagem do H. pylori no Brasil em outros paises. Yamaoka et
al. (1999), em estudo multicéntrico realizado em quatro paises (China, Colombia,
Portugal e Estados Unidos), analisando a infec¢do por cepas de H. pylori cagA positivas
em pacientes com gastrite, ulcera duodenal e cancer gastrico, obteve achados
percentuais acima de 80% em quase todos os grupos estudados. Queiroz et al. (1998) e
Oliveira et al. (2003), em Minas Gerais, encontraram um predominio de 79,8% de cepas
cagA em pacientes com gastrite cronica, concluindo que hé associacdo entre a presenca

do gene cagA e o alto grau de inflamacao antral em adultos.

Em Pernambuco, Brito et al. (2003), estudaram 40 pacientes com gastrite e
encontraram prevaléncia do gene cagA em 60%. Em Sao Paulo, Gatti et al. (2005; 2006),
acharam prevaléncia das cepas cagA do H. pylori em pacientes com gastrite em torno de

48% e 69%, respectivamente, sendo um valor relativamente baixo e diferente do
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encontrado no presente estudo assim como nos demais estudos de genotipagem realizados

no pais.

Nas cepas estudadas, foram encontrados sitios de fosforilagao da tirosina da proteina
CagA com os segmentos EPIYA A,B e C, de acordo com o ¢ descrito na literatura para as
cepas ocidentais de H. pylori. Os resultados confirmam os achados de sitios de

fosforilagao descritos na literatura (HATAKEYAMA et al., 2005).

Com relag@o ao nimero de sitios de fosforilagdo EPIYA da proteina CagA 2,6% das
cepas apresentaram trés sitios C, 38,2% apresentaram dois sitios C e 59,2% tinham apenas
um sitio C de fosforilagdo. Nao houve relevancia estatistica entre os grupos de familiares e
nao familiares de cancer com relagdo ao numero de sitios EPIYA expressos nas cepas de
H. pylori (p= 0,32), uma vez que a maioria das cepas expressou dois ou menos sitios de

fosforilacdo, o que ndo confere maior poder patogénico a bactéria.

Nao foram feitos estudos prévios no Brasil ¢ ndo existem trabalhos na literatura
envolvendo a genotipagem das cepas de H. pylori em familiares de pacientes com cancer
gastrico. A maioria dos trabalhos avaliaram o perfil das cepas de H. pylori principalmente
através dos genes vacA e cagA por PCR, tendo sido realizados poucos estudos envolvendo
o sequenciamento dos sitios de fosforilagdo EPIYA, ndo havendo portanto, parametros de

comparacao totalmente equivalentes para o presente estudo.

A busca por marcadores biomoleculares que confiram maior patogenicidade ao
Helicobacter pylori tem sido um dos pontos mais investigados sobre os mecanismos na
patogénese deste microorganismo e tem assumido importincia cientifica e clinica
consideravel.

E importante a avaliagio desses marcadores do microorganismo, aliados a outros
fatores genéticos, bem como, as respostas imunoldgicas desencadeadas pelo hospedeiro
para se estabelecer com clareza o papel do H. pylori nos diversos quadros clinicos a ele

relacionado.
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6. CONCLUSAO

Os alelos do gene vacA sl foram observados em todas as amostras analisadas,
apresentando também cepas com alelos mistos desse gene, sugerindo um polimorfismo
genético da bactéria com relagdo a combinagdo em mosaico desses alelos.

As cepas cagA foram altamente prevalentes na amostra estudada de pacientes
dispépticos, ndo havendo diferenca entre os grupos estudados. O gene cagA esteve
presente na maioria dos pacientes portadores de gastrite, havendo maior significncia
estatistica no grupo dos familiares de cancer. O grau de atividade e inflamagdo da
gastrite, foi mais significante no grupo de pacientes com cepas cagA positivo, com
pangastrite e gastrite corpal. No antro somente houve significancia com relacdo a
atividade da gastrite.

As cepas estudadas apresentaram perfil genético de sitios de fosforilagdo de
tirosina EPIYA com residuo C, que ¢ descrito para o tipo de cepas ocidentais do H.
pylori. Sendo a maioria das cepas com 1 sitio C de fosforilagdo, um nimero reduzido
apresentou trés sitios C. Nao houve diferenga estatistica com relacdo ao nimero de

sitios EPIYA, entre os grupos estudados de familiares e ndo familiares de cancer.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: Estudo das cepas cagA do Helicobacter pylori ¢ sua correlagdo com as
alteracdes encontradas na mucosa gastrica de pacientes dispépticos.

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

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

Resumo: O H. pylori ¢ uma bactéria que causa gastrite ¢ ulcera péptica. A dispepsia é
um dos sintomas mais comuns de problemas gastrointestinais e estd relacionada a
doengas como gastrite e tulcera. O Helicobacter pylori apresenta caracteristicas distintas
entre suas populagdes (cepas) que podem tornd-lo mais ou menos perigoso a saude
humana, dentre elas, estd a producdo de proteinas que danificam a mucosa gastrica
denominadas Cag e Vac, das quais a proteina Cag ¢ alvo deste estudo, por isso
procuramos identificar e estudar as cepas Cag desta bactéria. Como a infec¢do pelo
Helicobacter pylori acomete cerca de 50% das pessoas no mundo, é muito importante
esclarecer o papel do H. pylori no desenvolvimento das doengas gastricas e também
procurar alternativas de tratamento para essa infecc¢ao.

Procedimento: Serdo realizadas bidpsias da mucosa géstrica, por ocasido desse estudo,
nos pacientes com sintomas dispépticos. Essa coleta nos permitira identificar a presenga
ou ndo de Helicobacter pylori, bem como avaliar mais detalhadamente as alteragdes
microscopicas, apos analise complementar de um médico patologista.

Com relacdo a puncgdo venosa para a colheita de sangue, pode haver dor local e
ocasionar a formacdao de hematomas no local da punc¢do. Risco de gravidade minima
para o paciente. A colheita de sangue sera feita por profissionais devidamente treinados,
0 que certamente tende a minimizar o desconforto causado e evitar a formacao de
hematomas no local da puncao.

Nao hé beneficio direto, por tratar-se de estudo experimental, com a finalidade de testar
a hipotese de que o Helicobacter pylori se relaciona com algumas patologias gastricas.
Somente ao final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio.
Despesas: Nao ha despesas pessoais do paciente para a realizacdo do estudo em
qualquer uma de suas fases, incluindo exames e consultas. Também nao ha
compensagdo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela serd absorvida pelo or¢amento da pesquisa. Em caso de dano pessoal,
diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo (nexo
de causa comprovado), o paciente tem direito a tratamento médico, bem como as
indenizacdes legalmente estabelecidas.
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Beneficios: A sua participagdo sera muito importante para o conhecimento médico da
infeccdo pelo H. pylori e podera contribuir no futuro para a melhoria do controle da
infeccdo em nosso pais. Vale ressaltar que ao participar da pesquisa nao havera nenhum
tipo de prejuizo para vocé e seu filho assim como ndo havera nenhum tipo remuneracao.

Confidencialidade: Os seus resultados serdo fornecidos individualmente e mantidos em
sigilo. Nenhum paciente sera identificado quando da exposi¢ao ou divulgacido dos

resultados finais deste estudo. A equipe de profissionais da satde responsavel pelo
estudo o manterdo informado (a) quanto ao progresso da pesquisa, de acordo com suas

solicitagdes.

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

Contato com o pesquisador: Dra Lucia Libanez B.C. Braga e Cicero Igor Simdes Moura
Silva, pode ser feito pelo telefone (085) 3366-8052. Caso tenha alguma davida sobre os
seus direitos como paciente de pesquisa, vocé podera ligar para o Comité de Etica em
Pesquisa da UFC no ntimero (085) 3366-8338.

Consentimento Livre e Esclarecido:

Li e entendi as informagdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas davidas foram respondidas. Este formulario estd sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para que participe do estudo,
até que eu decida o contrario. Receberei uma cdpia assinada deste consentimento.
Assinatura do Paciente:

anos, RG: , orgdo expedidor:
Data:

Assinatura da testemunha:

Data:

Assinatura do responsavel pelo estudo:

Data:
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA-UFC
Faculdade de Medicina
Mestrado em Cirurgia
Projeto de Pesquisa — Questionario
GRUPO DE ESTUDO

Estudo das cepas cagA do Helicobacter pylori e sua correlagao com as alteragoes
encontradas na mucosa gastrica de pacientes dispépticos.

FICHAN®°:
DATA: /|
Preenchido por :

1.IDENTIFICACAO

1.1.Paciente:

1.2 Sexo:1.[1 Masculino2.'] Feminino 1.3 Idade: 1.4 Data de Nascimento:  / /
1.5 Naturalidade:

1.6 Procedéncia:

1.7 .Endereco:
1.8 Fone contato:

1.9 Referéncia:

1.10 Cidade: 1.11Estado:

2.HISTORIA CLINICA
2.1)Queixa Principal:
2.2)Dor: [ 1.Queimagao [ | 2.Pontada [| 3.”Roendo” [ 4.Tipo “fome”
1] 5.0utra

2.3)Localizacdo: [] 1.Epigastrica [] 2. Hipocondrio direito [] 3. Costas
'14.0Outra

2.4)Dor noturna: [ ] 1.Frequente [ 2.Rara [] 3.Nunca

2.5)Relacao com o estresse: (1 1.Sim [J2.Nao

2.6)Alivio da dor: [1 1.Alimentagdo [] 2. Antiacidos [ 3.Antagonista H2
1 4.Inibidor bomba de protons [15.0utros:
2.7)Hematémese : [11.Sim [12.Ndo 2.8)Melena : [ 1.Sim []2. Nao
2.9)Perda de peso?:[11.Sim [12.Nao;Quantos quilos?  Ha quanto tempo?
2.10)Empachamento?:[1 1.Sim [ 2.Nao 2.11)Azia? [11.Sim []2.Nao
2.12)Disfagia? [1 1.Sim []2.Nao

2.13)Endoscopia prévia? [ 1.Sim [ 2.Ndo Quantas?
Resultados:

2.14)Historia de tlcera na familia? [ 1.Sim ; Qual o parentesco?
[12.Nao
2.15)Cancer géastrico na familia? (] 1.Sim;Qual o parentesco?
(1.1 Irmao(a); [ 1.2 Tio/Tia ; [1 1.3 Pai; [11.4 Mae ;] 1.5 Avo/Avo; [ 1.6 Filho(a) ;
71 1.7 Pai e Mae
1 2.Nao
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2.16)Cancer na familia em outros sitios? o 1.Sim Local:
o 2.Nao

2.17)Uso freqiiente de AINES(Anti-inflamatérios Nao-Esteroidais)? :
71 1.Sim Qual? [12.Nao
2.18) Em uso atual(Ultimos 30 dias)? 1 1.Sim ' 2.Nzo
2.19) Fumante(atual)? : [1 1.Sim [12.Nao 2.20) Etilista? [J 1.Sim []2.Nao
2.21) Uso freqiiente de antibioticos ? ] 1.Sim []2.Nao
2.22) Em uso atual(Ultimos 30 dias)? [ 1.Sim Qual [12.Nao
2.23) Uso freqiiente de anti-secretores? o 1.Sim o 2. Nao
2.24) Em uso atual(Ultimos 30 dias)? o 1.Sim o 2. Nao

3.CONDICOES PSICO-SOCIAIS

3.1)Tipo de moradia: [11.Alvenaria [12.Taipa [ 3.Madeira [] 4.Papeldo [ 5.0utro
3.2)Quantos comodos? 3.3)Quantas pessoas residem?

3.4)Possui rede de esgoto? [ 1.Sim [ 2.Nao

3.5)Possui 4gua encanada? [11.Sim [12.Nao

3.6)Possui banheiro na casa? [ 1.Sim [ 2.Nao

3.7)Tipo de ingesta da dgua: [ ] 1.Sem tratamento [ ] 2.Filtrada []3.Fervida
'14.0zonizada [] 5.Mineral []6.0utros

3.8)Formagao escolar: [11.Analfabeto [ 2.Semi-analfabeto [1 3.1°grau incompleto
[14.1° completo [1 5. 2° incompleto [ 6. 2° completo [ 7. 3° incompleto [] 8. Nivel
superior

3.9)Estado civil: [1 1. Solteiro [1 2.Casado [ 3.Divorciado [14.0Outros

3.10)Profissao:
3.11)Renda Mensal: 1 1.<1SM [02.1SMa2SM [03.2SMa3SM
[14.3SMa5SM [15.>5 SM

4 HABITOS ALIMENTARES:

4.1Ingesta freqiiente de defumados? [J1.Sim [J 2.Nao

4.2Ingesta freqiiente de carnes secas/salgadas? [11.Sim [J 2.Ndo
4.3Ingesta freqiiente de farinaceos? [11.Sim [ 2.Néo

4.4Ingesta freqiiente de verduras/frutas citricas? [11.Sim [12.N&o
4.5Forma de armazenamento/estocagem dos alimentos?
4.5.1Geladeira/Freezer: [1 1.Sim [] 2.N&do

4.5.2 “salga” e “seca” as carnes [ 1.Sim []2.Ndo

4.5.3 Outros: [1 1.Sim Qual? [12.Nao

5.0BSERVACOES:

Estudo das cepas cagA do Helicobacter pylori e sua correlagdo com as alteragdes
encontradas na mucosa gastrica de pacientes dispépticos.



ANEXO C

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA-UFC
Faculdade de Medicina
Mestrado em Cirurgia

Projeto de Pesquisa

Estudo das cepas cagA do Helicobacter pylori e sua correlagdo com as alteragdes
encontradas na mucosa gastrica de pacientes dispépticos.

Ficha de Endoscopia
CasoN° LILILI
Nome:
Sexo:1._IM 2._IF Idade: I_I I_I (em anos)
Topografia Descrigio das lesdes Marcar a casa nio escrever
Adequada
1.Esdfago 1.1 Normal* 01.Sim 02.Nao
1.2 Hérnia Hiatal 01.Sim 02.Nao
1.3 Exulceracgao 01.Sim U2.Nao
1.4 Erosbes 01.Sim 02.Nao  I_II_I_l
1.5 Ulceragdes (11.Sim (2.Nao
1.6 Barrett 01.8im 02.Nao
1.7 Outro(s) 01.Sim 02.Nao
2_Antro Gastrico 2.1 Normal 01.Sim 02.Nao
2.2 Enantema (01.Sim 0O2.Nao
2.3 Erosodes 01.Sim 02.Nao LIl
2.4 Edema 01.Sim 02.Nao
2.5 Micronodularidade/ 01.Sim [12.Nao
Padrao Nodoso
2.6 Atrofia 01.Sim 002.Nao
2.7Metaplasia Intestinal(01.Sim 02.Nao
2.8 Ulcera 01.Sim 02.Nao
2.9 Pélipo(s) 01.Sim 02.Nao

2.10 Qutro(s) 01.Sim

02.Nao
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3.Corpo Gastrico 3.1 Normal 01.Sim [02.Nao
3.2 Enantema 01.8im 02.Nao
3.3 Erosbes 01.Sim 02.Nao _1111_|
3.4 Edema 01.8im [02.Nao
3.5 Micronodularidade 01.Sim [02.Nao
3.6 Atrofia 01.Sim 02.Nao
3.7 Metaplasia Intestinal(01.Sim 02.Nao
3.8 Ulcera 01.Sim 02.Nao
3.9 Pdlipo(s) 01.Sim 02.Nao
3.10 Outro(s) 01.8Sim 02.Nao
4.Duodeno 4.1 Normal 01.Sim 02.Nao
4.2 Hiperemia 01.Sim [12.Nao
4.3 Erosbes 01.8Sim 02.Nao L_IL1LI
4.4 Linfangiectasia 01.Sim 02.Nao
4.5 Metaplasia Gastrica 01.Sim [J2.Nao
4.6 Ulcera Péptica (11.Sim 02.Ndo
4.7 Qutro(s) 01.Sim 02.Nao
5.Diagnéstico 5.1. Normal I
5.2. Gastrite do antro _l
5.3. Gastrite do Corpo Ll
5.4. Gastrite do antro e corpo |_|
5.5. Ulcera Gastrica Ll
5.6. Atrofia Antral il
5.7. Atrofia Corpal Il
5.8. Atrofia Corpo e Antro !
5.9. Metaplasia Intestinal Ll

5.10. Outro(s):

6.Teste da Urease: 1_I [J 6.1 Positivo

I_1 00 6.2 Negativo

i_I O 6.3 Indeterminado

7.0bservagdes:

70

*Plexo veno-capilar da extremidade distal do eséfago visivel;
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ANEXO D

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA-UFC
Faculdade de Medicina
Mestrado em Cirurgia

Projeto de Pesquisa

Estudo das cepas cagA do Helicobacter pylori e sua correlagdo com as alteragdes
encontradas na mucosa gastrica de pacientes dispépticos.

Ficha de Histopatologia

Cason’®| | | |||

Prontuarion® | || || || |||l Patologista:

Nome :

Sexo: | |(Mou F) Idade : |_| [_| (em anos)

1- Por favor, anote para antro (A) e corpo (C) da seguinte maneira:

0: ausente - 1 : discreta — 2: moderada - 3: acentuada — 4: inadequada

1.1 Inflamagdo A ] Cl]
1.2 Atividade A ] Cl
1.3 Atrofia Al Cl
1.4 Metaplasia Intestinal Al CL
1.5 Displasia* A ] ClJ

* No item 1.5 considerar apenas 0: ausente, 1: baixo grau, 3: alto grau e 4: amostra inadequada.

2—Por favor, anote para antro (A) e corpo (C) da seguinte maneira:

0: ausente — 1: presente — 4: inadequada

2.1 Foliculos Linféides A ] Cl]
2.2 Edema A ] C ]
2.3 Erosdes A C ||
2.4 Atrofia degenerativa Al C |
2.5 Vacuolizagio citoplasmética A C L
2.6 Diminui¢do de muco Al C ]
2.7 Atipia regenerativa A ] C L
2.8 Hiperplasia foveolar A Cl]



3-Por favor, anote para antro (A) e corpo (C) da seguinte maneira:

O: ausente — I: raros - 2: niumero médio — 3: grande niimero — 4: inadequada

3.1 Helicobacter pylori Al C L

4- Diagnéstico anatomo-patolégico (ndo anote nestas casas: |_||_|[_])
4.1 Normal L

4.2 Gastrite Cronica do Antro I

4.3 Gastrite Crdnica do Corpo L

4.4 Gastrite Cronica do Antro e Corpo (Pangastrite) L

4.5 Gastrite Cronica com Atrofia do Antro I

4.6 Gastrite Cronica com Atrofia do Corpo Il
4.7 Gastrite Cronica com Atrofia do Corpo e Antro L]

4.8 Gastrite Cronica com Metaplasia Intestinal [l
4.9 Gastrite Crénica com Atrofia e Metaplasia Intestinal L]
4.10Ulcera Gastrica LI
4.11Displasia L
4.12 Outro (s) ||

4.13 Amostra Inadequada I

5- Observacoes :
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ANEXO E

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA-UFC
Faculdade de Medicina
Mestrado em Cirurgia

Projeto de Pesquisa

Estudo das cepas cagA do Helicobacter pylori e sua correlagdo com as alteragdes
encontradas na mucosa gastrica de pacientes dispépticos.

MAPA DE BIOPSIAS

(IA) : 1 fragmento do antro, seguindo pela pequena curvatura, junto a incisura angularis -

histopatologia; (A1) : 1 fragmento do antro seguindo pela pequena curvatura a cerca de 2-3
cm do piloro - histopatologia; (A2) : 3 fragmentos do antro seguindo pela grande curvatura
a cerca de 2-3 cm do piloro - histopatologia, urease e cultura; (B1) : 1 fragmento do corpo,
seguindo pela pequena curvatura do corpo 4 aproximadamente 4 cm do &ngulo. (B2) : |
fragmento da por¢dio média do corpo, pela grande curvatura, a aproximadamente 8 cm da
cardia.

Representacio Esquemitica dos locais de bidpsias seguindo o protolo de

biopsias do Sistema de Sydney Modificado
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