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RESUMO

Helicobacter pylori € um microorganismo espiralado, gram-negativo e
flagelado, que habita o trato gastrointestinal do homem. Infecta cerca de 50% da
populacdo mundial, contudo apenas 15% dos individuos portadores desenvolvem
alguma afeccdo gastrica. Muitas linhagens produzem fatores que modulam a
resposta imunologica do hospedeiro, aumentando o risco de desenvolvimento de
Ulcera gastrica, adenocarcinoma gastrico e possivelmente outras patologias. Os
objetivos do presente estudo foram determinar a prevaléncia do microorganismo em
pacientes com enfermidades gastricas, atendidos pelo Setor de Endoscopia do
Hospital Luzia de Pinho Melo, Mogi das Cruzes/SP. A partir das biépsias recolhidas
procuramos Vverificar a diversidade das linhagens por intermédio de marcadores
moleculares especificos. Além disso, verificamos a existéncia de correlacdes entre
diversos parametros dos pacientes e a diversidade genética e a densidade
bacteriana. As bidpsias coletadas e armazenadas (&lcool 70%; -20°C) foram
submetidas a extracdo do DNA gendmico através do método Fenol-cloroférmio.
Sequéncia especifica para o gene Urease C foi utilizado como marcador para a
presenca de H.pylori em ensaios de amplificacdo (PCR). Os loci vacA e cagA,
relacionados ao nivel de patogenicidade da bactéria, também foram examinados. O
loco vacA, possui duas regides variaveis, a regido sinal (variantes sl e s2) e a regiao
média (variantes m1l e m2), cuja combinacdo de haplotipos tem sido associada a
padrdes distintos de viruléncia. Verificamos elevada prevaléncia da infecgdo pela
H.pylori, 76% dos pacientes estéo infectados. Entre os fatores correlacionados, a
idade e o género apresentaram maior probabilidade preditiva para as diversas
patologias gastricas examinadas. Entretanto, apenas o marcador sl apresentou
significativa capacidade preditiva para o desenvolvimento de Ulcera, gastrite e
esofagite. O marcador da ilha de patogenicidade, cagA apresentou significativa
capacidade preditiva apenas para o desenvolvimento de Ulceras gastricas.
Padronizamos protocolo de quantificacdo (QPCR) relativa das cepas através do
marcador m1. Houve diferenca significativa entre a densidade relativa de H. pylori e
pacientes portadores de diferentes patologias gastricas.

Palavras-Chaves: H.pylori; vacA; cagA
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ABSTRACT

Helicobacter pylori is rod-shaped, Gram-negative and flagellated
microorganism that colonize the gastrointestinal tract of the man. This bacterium is
highly prevalent, about 50% of the world-wide population is infected. However, only
about 15% of infected individuals develop some gastric disease. Many strains
produce factors that modulate the immune response of the host, increasing the risk
of development of esophageal adenocarcinoma and ulcer gastric. The aims of the
present study were to determine the prevalence of the microorganism in patients with
gastric diseases, attended by Digestive Endoscopy Sector of the Hospital Luzia de
Pinho Melo, Mogi of the Cruzes/SP. Gastric biopsies were collected and the diversity
of strains was determined using specific molecular markers. Moreover, we evaluated
by multiple logistic regression a direct correlation between H. pylori infection and
biological and clinical parameters of the patients. The genetic diversity and the
bacterial density also were analyzed. The biopsies were stored in alcohol (70%) at -
20°C. The samples were submitted to DNA genomic extraction using the phenol-
chloroform method. Specific sequence for the gene urease C was used as a marker
for the infection of H.pylori in the amplification assays (PCR). The vacA and cagA loci
also were examined with the level of pathogenicity of the bacterium. The vacA locus
has two variable regions, the signal region: s1 and s2 variant and the medium region:
ml and m2 variant. Specific haplotype combinations have been associated
associated with different patterns of virulence. We have verified a high prevalence of
the infection for the H.pylori, 76% of the patients are infected. The age and the sex
were the factors that showed higher predictive power to the gastric disease. Only the
marker s1 of H. pylori showed a significant predictive capacity of development of
gastritis and esophagitis. The marker of the pathogenicity island, cagA showed a
significant predictive capacity only for the development of gastric ulcer. A protocol of
quantification (QPCR) was developed for H. pylori using the marker ml specific
strain. A significant difference was found between the population density of H. pylori
and the gastric diseases.

Key-words: H.pylori; vacA; cagA
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1. INTRODUCAO

O estbmago € um o6rgao glandular endocrino e exdcrino complexo (DANI &
CASTRO, 1993). As células parietais presentes na mucosa gastrica, sdo capazes
de sintetizar, acido cloridrico e pepsina (MILLER et al., 2010). A pepsina € uma
enzima proteolitica que sé é ativa em pH muito acido, cuja funcdo é quebrar as
ligagbes peptidicas das proteinas transformando-as em peptidios (KAMANGAR et
al., 2009).

As células parietais produzem também uma glicoproteina, conhecida como
fator intrinseco, que é responsavel pela absorcdo de vitamina B12 (WUERGES et
al., 2007).

Outro grupo de células importantes presentes na mucosa gastrica, sdo as
células G, capazes de secretar a gastrina (COPPS et al., 2009). Este hormdnio age
nas células parietais estimulando a secre¢éo acida (FRANEK et al., 2009).

A protecao da parede gastrica contra agressdes € atribuida a alta velocidade
das mitoses do seu epitélio e, também, ao muco. O muco é produzido pelas células
superficiais e pelas glandulas da céardia, do fundo e do piloro (DANI & CASTRO,
1993).

A camada de muco protege o epitélio de forma mecénica, lubrificando a
parede gastrica e prevenindo sua erosdo. A composi¢ao hidroeletrolitica constitui o
principal fator de protecdo do muco e a interacdo do acido cloridrico (HCf) com o
bicarbonato, neutraliza parcialmente e evita a agressdo a camada epitelial.

Quando ocorre descontinuidade da camada de muco, ha uma facilitacdo a
penetracdo do suco gastrico para a mucosa gastrica, de modo que passara a ser
diretamente agredida (BRZOZOWSKA et al., 2009).
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1.1 Biologia e transmissao da Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (E-Proteobacteria: Helicobacteracea) é um bacilo gram-
negativo, movel, curvado ou espiralado, microaerédbico, de dificil isolamento em
meios de culturas convencionais e que possui um tamanho entre 2,5 a S5um. Foi
isolado pela primeira vez em 1982 por Warren e Marshall, em bidpsias de pacientes
com gastrite cronica (MARTINEZ, 2001). O seu habitat natural é o epitélio gastrico
humano onde mantém sua forma espiral caracteristica, entretanto, pode se
converter em uma forma coccéide quando exposto a condicdes ambientais
desfavoraveis (AZEVEDO, 2007). O ser humano é o principal reservatério natural
da H. pylori (FOX, 1995; MENDALL, 1995). Entretanto, estudos demonstraram a
ocorréncia de contaminacdo de gatos domésticos (Felis silvestris), sugerindo que os
mesmos possam servir como reservatorios e vetores para 0 agente infeccioso
(HANDT, 1994). Todavia, tem sido proposto que a transmissédo predominante ocorra
através de contaminacéo oral e fecal-oral (GOODWIN et al., 1989).

Ensaios com o objetivo de compreender os mecanismos de transmissao do
microorganismo dependem da eficiéncia dos métodos de cultura dessas células em
laboratério (KORWIN, 2003). Entretanto, a manutencdo de uma cultura deste
patdgeno humano é considerada dificil, uma vez que se trata de um organismo
extremamente fastidioso, o qual requer no minimo trés dias de crescimento a 37°C
em um meio seletivo e enriguecido com sangue ou soro (VERSALOVIC et al., 1999).
As colbnias tém aspecto caracteristico, devido ao pequeno tamanho e o aspecto
brilhante. O crescimento em meio liquido é favorecido pela agitagédo (BODE et al.,
1993). A cultura bem sucedida requer uma atmosfera de microaerofilia, ou seja, 5%
de oxigénio, 7% de dioxido de carbono e 8% de hidrogénio com 80% de nitrogénio,
em ambiente Umido (ALBERTSON et al, 1998). Estes parametros de cultura sao
alguns dos fatores responsaveis pela dificuldade de cultivar e manter H.pylori obtida
de focos ambientais ou diretamente dos espécimes clinicos. Além disso, diversos
meios de crescimento complexo ndo conseguem simular as circunstancias
encontradas pela H. pylori in vivo. Ainda ndo estd4 claro como as linhagens do
microorganismo obtém aminoacidos essenciais, tais como arginina, leucina,
isoleucina, valina, fenilalanina, metionina, serina e histidina (TESTERMAN et al.,
2001).
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O género Helicobacter € formado por 47 espécies diferentes, as quais sao
prevalentes nos mais diversos reservatorios naturais, como mamiferos e aves
(DEWHIRST et al., 2000). Pelo menos 20 espécies, sdo patogénicas e dentre elas,
podemos destacar a Helicobacter acinonychis, isolada por Eaton e colaboradores
(1993) na mucosa gastrica de leopardos portadores de Ulcera. Outras espécies sdo
capazes de colonizar tecido hepético e biliar, sendo associadas ao desenvolvimento
de hepatocarcinoma nos seres humanos e animais, como Helicobacter bilis (FOX et
al., 1995), Helicobacter cholecystus (FRANKILIN et al.,, 1996), Helicobacter
hepaticus (FOX et al.,, 1994) e Helicobacter marmotae (FOX et al., 2002). No
homem, espécies como Helicobacter cinaedi (TOTTEN et al., 1985), Helicobacter
heilmannii ( MCNULTY et al., 1989) e Helicobacter winghamensis (MELITO et al.,
2001) também séo capazes de colonizar a mucosa gastrica, causando patologias

como gastrite e Ulcera.

1.2 Patogenicidade

A infeccdo H. pylori no homem remonta os ultimos 50.000 anos e
provavelmente coevoluiu com o seu hospedeiro (BLASER & ATHERTON, 2004).

A contaminacao frequentemente ocorre na infancia e persiste por toda a vida.
A infeccdo é associada a patologias principalmente durante a vida adulta.
Entretanto, apesar do fato de que a metade da populacdo esta infectada pela H.
pylori, apenas uma pequena fragdo desenvolve algum tipo de afeccdo gastrica
(BANATVALA, et al., 1993).

Em razdo da prevaléncia geralmente assintomatica, a infeccdo pode persistir
por décadas sem tratamento (GOODWIN et al.,, 1990). Entretanto, em diversos
estudos tém sido associada a presenca de H. pylori & patologias gastrointestinais,
principalmente gastrites e Ulceras pépticas (WU et al.,, 2005). Segundo esses
estudos, a patogenicidade se deve a diversos fatores, dentre eles fatores referentes
ao hospedeiro, tais como o estado nutricional, a variabilidade das citocinas
produzidas, o habito fumante e o consumo de bebidas alcodlicas.

Variagbes relativas ao genoma do hospedeiro também podem influir na
morbidade da infeccdo. Por exemplo, o polimorfismo para o gene da Interleucina-8
pode afetar a producédo da IL-8 e interferir na resposta imunologica contra a H. pylori

(TAGUCHI et al., 2005). Alelos descritos no hospedeiro sdo associados a uma maior
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expressdo da citocina IL-8 o que resulta em maior infiltracdo de neutréfilos na
mucosa gastrica e como consequéncia o aumento do risco de gastrite e tumor
gastrico (principalmente, do tipo difuso). Além disso, tem sido ressaltado que a
presenca de cepas mais virulentas associadas ao polimorfismo do hospedeiro, para
IL-8 e outras citocinas, induzem uma resposta inflamatéria mais severa, maior lesdo
da mucosa gastrica e assim aumento do risco de desenvolvimento de patologias
gastricas severas (PEREZ et al., 2005; TAGUCHI et al., 2005).

A maior morbidade causada pela H. pylori também é atribuida a sua
capacidade de colonizar o epitélio gastrico, sobreviver nesse ambiente hostil e
multiplicar-se suficientemente para poder ser transmitido a outro hospedeiro
(ANDERI et al., 2002).

A H. pylori penetra na protegida mucosa gastrica unindo-se ao epitélio
gastrico e causando alteracfes gastricas em individuos suscetiveis. No entanto, nem
todos os individuos sao igualmente suscetiveis (VINAL et al., 2002). Existem muitos
fatores de viruléncia do H. pylori que contribuem para disseminar vias para agressao
da mucosa gastrica. Sdo varios os fatores conhecidos para a colonizacdo e a
sobrevivéncia da H. pylori no estbmago humano. Dentre eles, a urease e a agdo dos
flagelos, os quais estdo presentes em todas as espécies de H. pylori (AGUILAR et
al.,, 2001). A acado da urease de H. pylori possibilita a transformacédo da uréia em
diéxido de carbono e amodnia, neutralizando o &cido durante a colonizacdo da
mucosa (TRABULSI, 2002). Além da protecéo a H. pylori exercida por esta enzima,
também ha a inducdo da apoptose de ceélulas gastricas in vitro e a inibicdo da
somatostatina gastrica, liberada em animais, o0 que poderia ter consequéncias
amplas na fisiologia digestiva (MAGALHAES, 2000).

O flagelo possibilita a bactéria deslocar-se através da mucosa gastrica e
alcancar niveis de pH ligeiramente mais neutros, abaixo da mucosa. Os genes
descritos como envolvidos na formacéo dos flagelos sdo os genes flaA e flaB
(OTTEMANN et al.,, 2002). Além disso, essas estruturas também permitem a
bactéria “escapar” das contragdes que regulam o estdmago vazio (AGUILAR et al.,
2001). Ha diversos relatos referentes as diversas adesinas que medeiam a agressao
de H. pylori as células epiteliais. Isso sugere que a bactéria poderia usar diversos

mecanismos de aderéncia para estabilizar o contato com a superficie das células do
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hospedeiro. Apesar da importancia das adesinas na colonizagdo e viruléncia, elas
nao tém sido apontadas como essenciais para a sobrevivéncia in vivo da H. pylori
(ILVER et al., 1998).

Proteases chamadas de mucinases também s&o produzidas pela bactéria e
possuem atividade hidrolitica sobre o muco, permitindo a degradacdo da mucosa
pelo acido pepsinico, 0 que segundo alguns autores, facilitaria a sua infiltracdo em
direc@o ao epitélio e favoreceria o aparecimento de patologias (VINALL et al., 2002).
As enzimas catalase e a superoxido dismutase (SOD) extracelular sdo produzidas
em apreciavel quantidade e tém sido consideradas fatores de resisténcia da bactéria
aos mecanismos liticos oxidativos dos fagdcitos polimorfonucleares, causando morte
destes e lesdo epitelial aguda, sendo importantes para a sobrevivéncia da bactéria
na mucosa inflamada (SUAREZ et al., 2006). Lipopolissacarideos (LPS) de H. pylori
tém sido implicados em outros aspectos da patogenicidade da infeccao por H. pylori.
A endotoxina LPS é um potente ativador da via classica do complemento e pode
estar associado com a ativacdo deste e, portanto com o surgimento de patologias
diversas na mucosa (SLOMIANY & SLOMIANY, 2007).

A estrutura da cadeia O-especifica do LPS em diferentes tipos de H. pylori
pode mimetizar antigenos da estrutura do grupo sangiineo Lewis, 0s quais estdo
presentes na mucosa gastrica normal humana e a expressédo de desses antigenos
de Lewis na superficie da bactéria pode “camuflar’ a bactéria e contribuir para sua

sobrevivéncia do estdmago (AGUIAR et al., 2002).

H. pylori também interfere na secrecdo gastrica e tem sido relacionada com
situacdes de hipocloridria e hipergastrinemia. Sugere-se que essas alteracdes
decorram a inflamacdo provocada pela infeccdo pelo microorganismo, com
consequente reducdo da densidade de células parietais. Existe também a
possibilidade de, em razdo de alteracdes na barreira muco-bicarbonato, com
aumento de sua permeabilidade, ocorrer maior retrodifuséo de H+, diminuindo assim
a concentracao do acido no limen do esttmago (GUANG et al., 2010).

Além disso, a infeccdo por mais de uma cepa de H. pylori, apesar de
incomum, tem sido relatada algumas vezes na literatura e aparentemente, a
presenca de mdultiplas cepas em um Unico paciente potencializa a acado patogénica

do microorganismo (SAMARAS et al., 2010). A diversidade genotipica das cepas,
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também representa um papel importante no desenvolvimento de patologias
gastricas, uma vez que a presenca de alguns alelos no genoma do microorganismo
podem implicar em uma maior producdo de algumas citotoxinas (GHOSE et al.,
2005).

Durante a infeccdo, a bactéria incorpora-se ao limen gastrico, a urease
permite a sobrevivéncia no ambiente acido produzindo as moléculas de amdnia que
protegem o pH citosolico e periplasmico, assim como camada superficial em torno
da bactéria. Os flagelos propulsionam a bactéria na camada do muco e permitem
que alcance o dominio apical das células epiteliais gastricas, fixando-se através de
adesinas especializadas. A H. pylori, inocula a proteina do cagA nas células da
mucosa através de um sistema de secrecdao tipo IV, os quais liberam fatores toxicos
tais como a proteina de ativacdo de neutrofilos (HP-NAP) e o vacA, indutora de
grandes vacuolos. Os vacuolos sdo evidentes nas células epiteliais do estdbmago em
bidpsias humanas e de rato. A proteina HP-NAP cruza a camada epitelial e recruta
neutréfilos e mondcitos, quais extravasam e causam dano tecidual liberando
intermediarios reativos do oxigénio (ROIs). As proteinas injetadas de cagA causam
alteracdo do citosqueleto, formacdo de pedestal e sinalizagdo nuclear para a
liberacdo de linfocinas proinflamatérias, que amplificam a reacdo inflamatéria com
recrutamento dos linfocitos e induzem maior liberacdo de ROIls. A atividade téxica
combinada de vacA e de ROIs conduz a dano de tecido que € realcado pela
diminuicdo da camada protetora de muco. (MONTECUCCO & RAPPUOLI, 2001).

Um sumario da agdo da H pylori em mucosa humana é apresentado na figura
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Figura 1. Representacdo esquematica da mucosa gastrica colonizada pela
Helicobacter pylori, mostrando alguns dos fatores de viruléncia envolvidos na
colonizacéo e doenca. (MONTECUCCO & RAPPUOLI, 2001).

1.3 Patologias géastricas comumente associadas a infec¢cédo por H.

pylori

1.3.a Gastrite

As gastrites representam um grupo heterogéneo de alteracbes macro e
microscopicas da mucosa gastrica, decorrentes de injuria de variada origem,
usualmente associada a uma reposta inflamatoria aguda, crénica ou mista. Podem
acometer a mucosa do antro ou do corpo gastrico (DANI & CASTRO, 1993).

As gastrites agudas sdo causadas por uma agressao violenta da mucosa
gastrica, principalmente devido a ingestdo de alcool, toxinas bacterianas e
medicamentos. Geralmente todo o estbmago é atingido na gastrite aguda.
Entretanto, a gastrite aguda associada a H.pylori € um quadro que tem sido
raramente descrito (SOYLU et al., 2008).
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Gastrite crbnica inespecifica, durante muito tempo, foi reconhecida como uma
entidade de etiologia desconhecida, sem quadro clinico definido, sem terapia
especifica, de alta prevaléncia na populacédo e tida como leséo histoldgica propria do
envelhecimento. Seu diagndstico é essencialmente histologico e € nos dias de hoje,
associada, na maioria das vezes, a infeccao pela H.pylori (LI et al., 2010).

1.3.b Pangastrite

A pangastrite é caracterizada pelas mesmas alteracbes descritas para a
gastrite, porém, desta vez, a lesdo se expande por todo o estbmago antro, corpo e
algumas vezes, fundo gastrico (DANI & CASTRO, 1993).

1.3.c Ulceras gastricas

Sado lesBes na mucosa gastrica caracterizadas pela perda da continuidade
mucosa (DANI & CASTRO, 1993). A causa das Ulceras constitui uma incognita e
acredita-se que seja resultado da ruptura do equilibrio existente entre mecanismos
protetores da mucosa gastrica, como a barreira mucosa e agentes de agressao.
Muitos sdo os fatores de agressdo da mucosa gastrica, dentre eles podemos citar:
tabaco, alcool, cafeina e medicamentos, acido acetil-salicilico e corticosteroides.
Diversos estudos indicam uma alta prevaléncia da H.pylori em portadores de Ulceras
gastricas (MABE et al.,2009).

1.3.d Esofagite

E uma inflamacdo crénica da mucosa esofagica e quase sempre é uma
complicacdo da doenca do refluxo gastroesofagico (DANI & CASTRO, 1993). Na
doenca do refluxo gastroesofagico os mecanismos de contencdo do conteudo
gastrico sao insuficientes, permitindo que este reflua em direcdo ao es6fago em
condi¢cbes néo fisioldgicas (GEBOES, et al., 2001). O contato do suco gastrico com a
mucosa esofagica leva a uma inflamagé&o cronica e progressiva (JUNG et al., 2010).
Neste caso, a H.pylori é citada por muitos autores como protetora da mucosa
esofagica por sua capacidade de reduzir a secre¢ao gastrica de HC{ (GRANDE et
al., 2008).

1.3.e Bulbite e Metaplasia

A bulbite é definida como uma inflamacéo do bulbo duodenal causada pelo
contato frequente com a secrecdo acida do estdbmago. Pode ser classificada em
aguda ou crbénica semelhante as gastrites (DANI & CASTRO, 1993).

A mucosa duodenal quando submetida a contatos frequentes e prolongados

com a secrecdo hiperacida do estbmago desenvolve mecanismos adaptativos de
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defesa, tais como a transformacédo de células epiteliais de sua superficie em outro
tipo de células adultas, mais resistentes, e a hiperplasia das glandulas duodenais. O
aparecimento de epitélio ou glandulas mucosas simples do tipo pilérico no
revestimento mucoso do duodeno constitui 0 que se chama de metaplasia gastrica
no bulbo duodenal (TEPES, 2009).

As respostas adaptativas da mucosa duodenal a uma situagéo de hiperacidez
sdo traduzidas por graus variaveis de inflamacdo histologica e pela metaplasia
gastrica no bulbo duodenal. A maior parte dos autores admite que a presenca da
H.pylori em mucosa gastrica metaplasica no duodeno, favorecida pela inflamacéo
por ela causada, resulta na acado ulcerogénica do HC! e da pepsina. A H. pylori
poderia diminuir a resisténcia da mucosa gastrica metaplasica, facilitando a
penetracdo e a acdo do suco gastrico, favorecendo a formacdo da Ulcera péptica
duodenal (LI et al., 2010)..

1.3.f Pdlipos

Polipo é qualquer lesdo elevada, circunscrita, pedunculada ou néo, da
mucosa, sem especificacdo da estrutura, que pode ser epitelial ou ndo, ou de
natureza benigna ou maligna. Quando eles atingem tamanhos superiores a 2cm,
estdo sujeitos a degeneracdo maligna (DANI & CASTRO, 1993). A H.pylori é
considerada um agente carcinégeno do tipo |, contudo a associa¢cao entre a bactéria
e a formacdo de polipos, que € considerada uma lesdo pré-neoplasica, nao foi
estabelecida (HAJI et al., 2008).

1.4 Genoma

A H. pylori contém um genoma constituido de aproximadamente 1.600.000
pares de bases que codificam aproximadamente 1.500 genes, entre proteinas
estruturais e toxinas (TOMB et al., 1997). Dentre as substancias sintetizadas, a
urease, € considerada a principal responsavel pela colonizacdo e a sobrevivéncia da
bactéria no ambiente acido. Urease € uma enzima dependente de niquel capaz de
catalisar a hidrélise de uréia em amonia, elevando assim o pH do meio gastrico
(OLIVERA-SEVERO, 20086) (Figura 2).
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Figura 2: Helicobacter pylori. (a) Imagem de microscopia eletrénica. (b)
Representacdo esquematica mostrando a forma, os flagelos polares a producéo de
amonia a partir da Uréia, com a funcado de neutralizar o pH acido do ambiente
gastrico (MONTECUCCO & RAPPUOLL, 2001).

A sintese da citotoxina vacuolizante (vacA) e a sintese da citotoxina
associada ao alelo A (cagA) sao considerados por muitos autores, os fatores
principais para a determinacdo da patogenicidade de H.pylori sobre o epitélio
gastrico (COVER e BLASER, 1992; ATHERTON et al., 1995).

A aderéncia da bactéria ao epitélio gastrico esta associada a adesina blood-
group antigen-binding adhesin A (BabA). Sua aderéncia é precedida pela ligagéo
dos antigenos Lewis b e H-1, presentes na mucosa gastrica (ILVER et al., 1998).
N&o somente a proteina BabA esta correlacionada com a adesao no epitélio gastrico
como também a siliac acid-binding adhesin A (SabA), a qual liga-se em residuos de
acido sialico expressos no epitélio gastrico em lesBes similares (UNEMO et al.,
2005).

Os alelos descritos recentemente como duodenal ulcer promoting gene A
(dupA) levam a expressdo de proteinas de superficie, que segundo estudos
realizados por Lu et al. (2005), estdo associadas com a manifestacdo da Ulcera
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duodenal em adultos, contudo, esses dados nao foram confirmados em criancas e

adultos da populacao brasileira, indicando possiveis variacdes geogréficas.

Algumas cepas de H.pylori podem ser portadoras da ilha de patogenicidade
(PAIl) (ATHERTON et al., 1995). As ilhas de patogenicidade foram descritas em
muitos outros patdgenos, como Yersinia spp (CARNIEL et al., 1996), E. coli (BLUM
et al.,, 1994), Salmonella spp (HOCHHUT et al.,, 1997), entre outros. Quando
presentes, as ilhas sdo associadas a uma maior viruléncia bacteriana e nos
microorganismos citados agem na captacdo de ions ferro do ambiente e possui
papel no metabolismo celular. Além disso essas ilhas sdo méveis e mostram-se
importantes para a evolucao bacteriana através da transferéncia horizontal de genes
(HACKER et al., 2001).

Além dos alelos citados, muitos outros sao relatados como associados a
patogenicidade de H.pylori, dentre eles destacamos:

1.4.a) Gene cagE: O predominio de neutréfilos na mucosa gastrica, observado em
pacientes infectados por cepas cag-PAl*, é ligado ao aumento de secregdo de
interleucina-8 (IL-8) secretada pelas células epiteliais da mucosa gastrica (QUEIROZ
et al.,, 1998). Entretanto cepas cagA negativas também induzem aumento da
secrecdo de IL-8 . Isto se deve ao fato de que a proteina cagA ndo atua diretamente
sobre a IL-8. O gene ligado ao aumento da producéo de IL-8 € o cagE, que é um dos
genes da ilha cag (NAITO & YOSHIKAWA, et al., 2002).

1.4.b) Gene iceA: Outro gene de H. pylori foi descrito e denominado induced by
contact with epithelium (iceA). Existem dois alelos deste gene: iceAl e iceA2. A
funcdo de iceAl ndo estd clara, mas este alelo apresenta homologia com a
endonuclease de restricdo do tipo Il da Neisseria lactamica. Sua expressdo €
regulada pelo contato do H. pylori com as células epiteliais da mucosa gastrica. A
expressdo deste alelo € associada a Ulcera péptica e ao cancer gastrico. A fungéo
do alelo iceA2 também é desconhecida (PEEK et al., 1999).

1.4.c) Gene HP-NAP: A gastrite induzida pelo H. pylori € caracterizada por infiltrado
inflamatorio constituido por neutrdfilos, linfécitos, plasmécitos e macréfagos. A

intensidade da inflamagé&o correlaciona-se com a severidade dos danos induzidos a
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mucosa e ao DNA. Evans et al. (1995) descreveram o gene neutrophils-activating
protein (HP-NAP) de H. pylori e relacionaram sua expressao ao potencial de inducéao
de inflamacdo, mesmo em cepas cagA negativas. O produto do gene HP-NAP induz
aderéncia de neutréfilos as células endoteliais, o qual estimula a producdo de

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pelos neutrofilos (CECI et al., 2006).

1.5 Toxinas e haplotipos

A citotoxina vacuolizante, induz a formacao de vacuolos nas células epiteliais
hospedeiras e a sua presenca estd associada a capacidade de produzir lesédo
tissular e tlcera (LOPES et al., 2005). O loco vacA contém duas regides variaveis: a
regido s (haplotipos sl e s2) e a regido m (haplotipos m1 e m2) (ver Figura 3).

As linhagens portadoras da combinacdo sl1-ml sdo consideradas as mais
agressivas, devido sua correlacdo positiva entre a prevaléncia de pacientes
portadores dessas linhagens com a maior freqiiéncia de Ulcera péptica (WU, 2005).
Assim, diversas familias de alelos diferentes do loco vacA estdo presentes em
H.pylori e seus produtos estdo associados com ou sem atividade de vacualizagéo in
vitro (COVER et al.,, 1994). Alelos vacA tém sido associados com aumento de
Ulceras pépticas. Além disso, as regides s e m do loco tém diferentes relevancias
clinicas associadas: o haplétipo s1/m1 é associado com a maior lesdo do epitélio
gastrico e a ulcera duodenal. (YAMAOKA et al., 2002). As linhagens s1+/m1+ estdo
presentes em maior prevaléncia no Japdo e no norte da China, o que talvez
justifigue os altos indices de cancer gastrico nessas regides. (ATHERTON &
BLASER, 2009).
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Figura 3: Diversidade alélica do gene vacA. H4 um nivel elevado de diversidade
no loco vacA de Helicobacter pylori. A diversidade ocorre proxima a regidao 5 ' do
vacA (a regido s) e na regido média do gene (a regido m). Duas familias principais
de sequéncias da regidao s (sl e s2) e duas familias principais de sequéncias da
regido m (m1 e m2) foram descritas. As combinacfes entre as sequéncias variantes
sl/s2 e ml/m2, implicam em uma maior ou menor sintese da toxina vacA e
consequentemente, maior patogenia. As linhagens descritas como portadoras da
combinagdo sl+/ml+, sdo descritas como as mais patogénicas, enquanto as
linhagens portadoras da combinacdo s2+/m2+ sdo descritas como as menos
patogénicas. Linhagens portadoras das combinagbes sl+/m2+ ou s2+/ml+,
possuem patogenicidade intermediaria (BLANKE & COVER, 2005).

O gene cagA esta posicionado em um dos extremos da ilha de
patogenicidade (PAIl), a qual contém aproximadamente 20 genes, incluindo o picB,
que induz a producdo de interleucina-8 pelas células do epitélio gastrico
(ATHERTON et al., 1995). E considerado um marcador de patogenicidade, uma vez
gue esta presente em portadores de patologias gastricas severas, tais como Ulcera
péptica e adenocarcinoma gastrico (WU, 2006).

A proteina cagA, produto do gene cagA, foi identificada como um antigeno
imunodominante de funcdo desconhecida. Demonstrou-se que variantes alélicas no

gene cagA podem resultar em diferengas na estrutura da regido C-terminal do
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peptideo e isso pode estar relacionado com niveis variaveis de injurias no
hospedeiro e de suscetibilidade bacteriana a acidez (SELBACH et al., 2002). O
sistema de secrecdo do loco cag-PAl tem sido associado ao transporte do peptideo
cagA para o interior das células epiteliais, onde é fosforilado a um residuo de
tirosina. A fosforilagdo da tirosina do cagA estd associada com o rearranjo do
citoesqueleto (MONTECUCCO & RAPPUOLI, 2001). Outros relatos tém
demonstrado que cagA € processado em dois fragmentos na célula do hospedeiro,
cujas funcdes nao estao esclarecidas (HIRATA et al., 2002).

Estudos sistematicos de mutagenicidade, os quais codificam cagA,
demonstraram que existem 17 entre 27 alelos essenciais para a inser¢éo do produto
génico cagA nas ceélulas hospedeiras e 14 sdo necessarios para que a H.pylori
induza a transcricdo de IL-8. Esta propriedade contribui com o poder pro-inflamatorio
da linhagem e também induz a capacidade virulenta do microorganismo (FISHER et
al., 2001). Nao obstante, a inducéo de IL-8 ndo esta ligada exclusivamente ao cag-
PAI. Por outro lado, a exposicédo de células epiteliais gastricas a H. pylori cag-PAI-
positivas podem ativar os proto-oncogenes c-fos e c-jun, 0s quais constituem uma
etapa crucial no desenvolvimento da neoplasia relacionada a H.pylori (MEYER-TER-
VEHN et al., 2000).

Kauser et al., (2004) realizaram um estudo de ambito mundial para avaliar a
integridade do cag-PAl e associa-la a capacidade pro-inflamatéria da H.pylori. Esses
autores demonstraram que as linhagens japonesas apresentaram maior integridade
do cag-PAl. Este estudo é corroborado por outros estudos, 0s quais verificaram uma
elevada ocorréncia de cancer gastrico e Ulceras gastricas severas, nesta parte do
mundo (MACHIDA et al., 2004; MIWA et al., 2002).

1.6 Epidemiologia
1.6.a Fatores de risco intrinsecos
a.l ldade
Observa-se que na infancia, ocorre rapido aumento da taxa de prevaléncia da
infeccdo, particularmente nos cinco primeiros anos de vida. A partir dos 15 anos de
idade, o0 aumento da prevaléncia passa a ser lento e constante. Em individuos com

idade superior a 60 anos, a curva de prevaléncia estabiliza-se, ou ha um discreto
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declinio. O declinio na curva de prevaléncia da H.pylori em idosos pode ser
explicado pela atrofia da mucosa gastrica, a qual reduz a viabilidade de H.pylori no
estdbmago (ROOSENDAAL et al., 1997; ZATERKA et al., 2007).
a.2 Sexo
A infeccdo por H.pylori € similar em ambos os sexos (ZATERKA et al., 2007).
a.3 Etnia
Estudos epidemioldgicos indicam que a prevaléncia da infec¢do por H.pylori é
maior nos individuos ndo caucasianos independentemente do nivel socioecondmico
atual. Todavia, esse fato pode, apenas em parte, ser considerado, uma vez que a
prevaléncia da infeccdo por H.pylori € determinada principalmente pelas condicdes
socioeconbmicas durante a infancia. Portanto, em grupos populacionais distintos,
com mesmo padrdo socioeconémico, podem apresentar diferencas na prevaléncia
da H.pylori em virtude da ascenséo social dos individuos ndo caucasianos ter-se
dado apenas nos ultimos anos (GRAHAM et al., 1994; SATHAR et al., 1994).

1.6.b Fatores de risco extrinsecos

A renda familiar é um indicador da condi¢cdo socioeconbémica. Graham et al.
(1994) e Fiedorek et al. (1991) nos EUA, demonstraram que a infeccédo por H.pylori
apresenta relacdo inversa a renda familiar.

O grau de escolaridade foi considerado como outro indicador de classe
socioeconémica na maioria dos estudos epidemiol6gicos da H.pylori, sendo que a
taxa de prevaléncia da infeccdo € mais elevada entre os individuos que cursaram
atée o ensino fundamental e menores entre aqueles com curso universitario
(KODAIRA et al., 2002).

Varios estudos mostram que a higiene precéaria e as mas condi¢cdes de moradia,
em especial, a auséncia de saneamento basico e de fornecimento de agua tratada,
estdo associadas a maior taxa de aquisi¢cdo de H.pylori.

Recentemente, um estudo realizado por Vergueiro et al., (2008) entre doadores
de medula 6ssea no estado de Sdo Paulo, indicou que 68% dos doadores
identificados como positivos para H.pylori ndo dispunham de agua tratada e cerca
de 60% né&o dispunham de tratamento de esgoto. O mesmo estudo reiterou outros
resultados obtidos por estudos anteriores, como a distribuicdo da infecgéo entre os
sexos, etnias e escolaridade.
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Um levantamento feito por Kodaira em 2002, indicou que os relatos de surtos de
infeccdo pela H.pylori observados em familias, causados por cepas geneticamente
idénticas, confirmam o alto risco de infeccdo entre pessoas agrupadas. O mesmo
levantamento sugere ainda que o numero de habitantes na moradia, particularmente
na infancia, € importante fator de infeccdo e que familiares diretos de pacientes
infectados pela H.pylori apresentam frequéncia significativamente maior na
positividade do agente. Esses resultados, ndo foram confirmados por Vergueiro et al,

em 2008.

1.6.c Distribuic&o geografica da infec¢cdo por H.pylori no Brasil
Estudos realizados no Brasil procuram caracterizar a distribuicdo da infeccéo
no pais. No inicio de 2010, Assumpcao e colaboradores detectaram uma prevaléncia
da infeccéo de 96% entre os moradores da cidade de Belém do Para (regido Norte)
atendidos pelo setor de endoscopia de um hospital publico. Resultado similar foi
obtido na cidade de Botucatu (estado de S&o Paulo), onde a prevaléncia da infec¢éo
foi de 90% (KAGUE et al., 2010). Um levantamento realizado por Santos e
colaboradores em Pelotas, Rio Grande do Sul, detectou uma prevaléncia da
infeccdo por H.pylori de 70%. Ja na cidade de Salvador, Bahia, Lyra e colaboradores
verificaram uma prevaléncia de 68% no ano de 2007, entretanto, os resultados
foram obtidos através de testes sorologicos de doadores de sangue, o que difere
dos estudos realizados nas cidades anteriormente citadas, onde as amostras de
bidpsias gastricas obtidas foram de pacientes submetidos a endoscopia, ou seja,
pacientes com sintomatologia de afecgbes gastricas. Em 2003, Cunha e
colaboradores evidenciaram que 79% dos moradores de trés comunidades

indigenas da regido oeste da Amazonia, estavam infectados pela H.pylori.
Os estudos relacionados a epidemiologia da infeccdo por H.pylori no Brasil,
sao deficientes, jA que se concentram nas cidades mencionadas. No restante do

pais, ndo existem dados na literatura relacionados a prevaléncia da infecgéo.

1.7 Distribuic&o da infeccao.
1.7.a Cavidade Oral
O primeiro relato de H.pylori na cavidade oral foi proposto por Kradjen em

1989, em um estudo onde foram obtidas amostras de placa dental e em seguida
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submetidas a cultura em meio seletivo para a bactéria. Desde entdo, diversos outros
estudos tém sido realizados com o objetivo de comparar as cepas presentes na
cavidade oral com aquelas colonizadoras da mucosa gastrica, 0 que poderia indicar
que a cavidade oral constitui um importante reservatorio para a bactéria. Além de
esclarecer uma possivel rota de transmissdo (ASQAH et al., 2009; LOSTER et al.,
2006; CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2003).

1.7.b Vesicula Biliar

Exemplares do género Helicobacter tém sido identificados na bile e
associados a mucosa da vesicula biliar de pacientes com doencas biliares benignas
e litiase biliar (PANDEY, 2007). Silva et al., (2003) sugeriram que Helicobacter ssp
presente na arvore biliar representa um importante elemento na patogénese de
doencas biliares, uma vez que o microorganismo esta presente na vesicula biliar de
portadores de colelitiase e colecistite. O mesmo estudo apresenta uma associacao
significante entre a Helicobacter e a inflamagéo da mucosa, bem como a proliferacéo
do epitélio com posterior predisposi¢ao a carcinogénese (QUEIROZ et al., 2002).

A infeccdo persistente causada pela H.pylori, classifica o patbgeno como um
carcindogeno em potencial. Em humanos e animais, tem sido relatada, a presenca
de Helicobater ssp capazes de colonizar o figado e induzir o surgimento de doencas
hepaticas crbnicas, tais como a cirrose e especialmente o carcinoma hepatocelular.
(HUANG et al., 2004).

1.8 PCR Quantitativo

A utilizacdo de PCR para a deteccédo da H.pylori constitui uma importante e
sensivel ferramenta diagnostica, todavia falsos negativos podem ocorrer devido ao
polimorfismo genémico do microorganismo. A aplicacdo do PCR quantitativo (tempo-
real ou qPCR) tem sido descrito como método para a analise populacional deste e
de outros patdégenos (MOLNAR et al, 2008) e em estudo realizado por Liu et
al.(2010), mostrou que a concentragcdo do virus Norwalk é importante para o
desenvolvimento de enterites. J& Nayak & Rose (2007), mostraram que existe
grande variacdo na densidade de popula¢bes de H.pylori em amostras de agua
coletada em diversas cidades dos Estados Unidos. Entretanto, os estudos

relacionados a quantificacdo de H.pylori em tecido epitelial gastrico, ainda sao
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preliminares, sobretudo em relacdo a possibilidade de estabelecer relacdes
guantitativas entre as afeccdes e a densidade de microorganismos existentes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

O presente estudo objetiva a caracterizacdo molecular de cepas de H. pylori
em biopsias de pacientes com enfermidades géstricas inespecificas, atendidos no
Setor de Endoscopia do Hospital das Clinicas Luzia Pinho de Melo, municipio de
Mogi das Cruzes/SP. Verificar a existéncia de correlacbes entre os diversos
parametros individuais dos pacientes, entre eles as patologias gastricas com a
diversidade genética e a densidade bacteriana.
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2.2 Especificos

e  Verificar o nivel de prevaléncia de H. pylori entre pacientes atendidos no Setor
de Endoscopia do Hospital das Clinicas Luzia Pinho de Melo, municipio de Mogi das
Cruzes/SP;

o Em biopsias H.pylori positivas, identificar e caracterizar as cepas de acordo
com genotipos marcadores;

o Determinar a frequéncia do gene marcador cagA nas cepas da H.pylori;

o Verificar a prevaléncia e a frequéncia de cepas de acordo com regides
distintas do gene vacA (sl e s2; m1l e m2);

o Andlise de correlacdo das cepas com seu hospedeiro de acordo com 0s
parametros populacionais (etnia, sexo, idade, origem sdcio-econémico);

o Andlise de correlacdo das cepas com seu hospedeiro de acordo com o0s
parametros anatomo-patolégicos;

o Estimar a densidade populacional de H. pylori no tecido epitelial gastrico;

o Quantificar a cepa m1 de H. pylori através de marcador especifico no tecido
epitelial gastrico;

o Correlacionar a densidade populacional da cepa ml com parametros

patolégicos gastrointestinais (Ulcera péptica, gastrite, pangastrite e esofagite).
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3. METODO

3.1 Selecéao de Participantes

Foram selecionados 114 pacientes atendidos no Setor de Endoscopia do
Hospital das Clinicas Luzia de Pinho Melo do Municipio de Mogi das Cruzes/SP, no
periodo de margco de 2008 a dezembro de 2009, que anteriormente ao exame nao
fizeram uso de medicamentos anti-histaminicos H2, bloqueadores da Na'/H*
ATPase, antiacidos de wuso crbnico, antiinflamatérios nédo esteroidais e
antibioticoterapia.

Os participantes foram selecionados de modo a preencher diversos
parametros socioeconémicos de maneira equitativa, sendo eles: Sexo, etnia, idade e
classe social. A triagem dos grupos amostrais foi realizada de forma a conter uma
representatividade dos parametros acima citados para a construcdo de grupos
estatisticamente significativos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional (UMC/HCLPM) e

registrado junto ao CONEP, sob n°. 0120.0.237.000-07 (Anexos de | a IV).

3.1.1 Parametros analisados
Participaram do estudo 114 voluntarios, os quais foram identificados e
classificados de acordo com 0s seguintes parametros:
e Género: Homens (N = 36); mulheres (N = 78);
e Faixa etaria: Criancas e adolescentes (menores de 18
anos; N = 7); adultos (entre 18 e 59 anos; N = 81) e
idosos (60 anos ou mais; N = 26);
e Patologias gastricas: ulcera (N = 10); gastrite (N = 50);
pangastrite (N = 19); metaplasia (N = 1); esofagite (N =
25); polipo (N = 21); bulbite (N = 15).
A soma dos valores correspondentes as diferentes afec¢bes (N=141)
descritas entre os pacientes é superior ao namero total de pacientes portadores de
alguma patologia (N=99). Isto se deve a frequente ocorréncia de maltiplos disturbios

gastricos em um mesmo paciente.
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3.2 Anamnese dos grupos amostrais

Para os grupos amostrais foi formulado um questionario especifico contendo
informacdes sobre: idade, sexo, etnia, classe social, uso de bebidas alcodlicas e
tabaco, uso de medicamentos anti-inflamatérios e atuantes no trato gastrointestinal,
uso prolongado de antibidticos, existéncia de histérico familiar com patologias
géstricas e biliares (Anexo V).

Em individuos sintométicos atendidos no setor de Endoscopia do Hospital das
Clinicas Luzia de Pinho Melo, foi solicitado o laudo endoscépico emitido pelo médico
responsavel, (Dr. Rui Afonso Bassani) para a triagem das patologias gastricas
evidenciadas no paciente e o prontuario clinico do paciente.

Para todos os casos, somente foram considerados participantes do presente
estudo, aqueles que apods a leitura do termo de compromisso livre e esclarecido

(Anexo VI), aceitaram participar deste estudo.

3.3 Coleta de material biolégico

As bidpsias foram coletadas no Setor de Endoscopia do Hospital das Clinicas
Luzia Pinho de Melo de Mogi das Cruzes, sob supervisdo clinica do Dr. Rui Afonso
Bassani, em seguida foram transportadas ao Laboratorio de Genética Aplicada a
Hospedeiros e Simbiontes do Nucleo de Ciéncias Ambientais (NCA) da Universidade
de Mogi das Cruzes, onde foram submetidas a analise.

O material biologico coletado constou de procedimento encaminhado por
solicitacao clinica para diagnoéstico de possivel enfermidade do paciente.

Para o presente estudo ndo houve qualquer solicitagdo que nao aquela
oriunda da solicitagdo médica. Assim, o material biologico foi obtido como parte do
procedimento normal do exame endoscoépico. Foram coletados quatro fragmentos,
dois do corpo gastrico e dois do antro pilérico. De acordo com a necessidade, parte
do material coletado foi objeto de analise clinico-patolégica do paciente. O restante
do material foi acondicionado em microtubos de 0,5mL, previamente identificados,
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contendo 400pL de &lcool 70% e transportadas até o Laboratorio de Genética
Aplicada a Hospedeiros e Simbiontes, Nucleo de Ciéncias Ambientais (NCA) da
Universidade de Mogi das Cruzes onde foram analisados. Todas as amostras

coletadas foram conservadas em freezer -20°C até o momento de seu uso.

3.4 Correlacao de prevaléncia de H. pylori com patologias gastricas

Dentre as patologias gastricas, selecionamos grupos amostrais especificos
para portadores de: (1) Ulcera péptica, (2) gastrite (3) bulbite, (4) carcinoma gastrico,

(5) esofagite e (6) polipo.

3.5 Extracdo de DNA

Foi utilizado o protocolo de extracdo descrito por Martins et al., (2005) para
obtencdo do DNA total, através de biopsias conservadas: 10uL de proteinase K,
500uL de tampéo de lise (200mM de Tris-HCL, 25mM de EDTA, 300mM de NacCl,
1.2% de sédio dodecil sulfato) e 30ul de SDS 10% foram adicionados a bidpsia. A
solucdo foi incubada em 65°C por 3h a 800rpm. A seguir, ap0s a amostra ser
esfriada em temperatura ambiente, adicionado 5ul de RNAse e incubado por 1h a
37°C (800 rpm). O produto da lise foi submetido a extracdo com um volume igual de
fenol-cloroférmio (400uL de fenol e 200ul de cloroférmio), precipitado com etanol
100% e 30ul de acetato de sdédio 3M e armazenado overnight. Posteriormente o
precipitado foi lavado com alcool 70%. O pellet foi drenado e colocado em
suspensao em 50uL de TE (Tris BASE-EDTA) O DNA extraido foi estocado a -20°C.
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3.6 Amplificacdo por PCR e deteccao do produto de DNA

amplificado

Um conjunto de primers (pl e p2) (HAMMAR et al., 1992) utilizado para
amplificacdo de um fragmento de 298pb relativo ao gene da enzima Urease C
(26kDa) citoplasmética presente em todas as cepas de H.pylori foi usado como
controle para a deteccdo da bactéria em material de bidpsia gastrica.

Dois genes frequentemente relacionados ao nivel de patogenicidade da
bactéria, vacA e cagA, foram examinados nas biopsias obtidas. Variantes, genotipos
e subtipos distintos tém sido descritos para esses loci, 0s quais sdo relacionados as
diferentes patologias associadas ao microorganismo. A amplificacédo de sequéncias
marcadoras para o gene vacA, regides sinal (sl e s2) e média (m1 e m2), foi
realizada através de primers especificos descritos por Atherton et al., (1995). Os
primers F1 e F2 previamente descritos por Tummuru et al., (1993) foram utilizados
para a deteccao do gene cagA. Todos os primers mencionados sdo apresentados na
Tabela 1.

As solucbes utilizadas nos ensaios de PCR foram preparadas em um volume
de 25uL contendo 0,5nM de cada primer em tampdo PCR; 1,5nM de MgCl,; agua
estéril; 0,2nM de deoxinucleosideo; 1,25uL de Taq e 1uL de amostra de DNA.

As condicbes para amplificacdo do PCR foram preparadas seguindo os
seguintes parametros: desnaturacao inicial a 95°C por 2 min, seguido por 35 ciclos
de desnaturagdo a 95°C por 1 min, anelando e amplificando por 1 min, e a
amplificacdo final a 72°C por 10 min. As temperaturas de anelamento para os
primers VA3-F/VA3-R, VA4-F/VA4-R, F1/B1 foram de 58°C.

A visualizagédo dos produtos de PCR foi feita em sistema eletroforese em gel

de agarose a 2% contendo brometo de etidio, e examinado sob luz UV.



43

Tabela 1. Primers utilizados para amplificacdo dos alelos do gene vacA e do gene

cagA da Helicobacter pylori.

Regido Primer Sequéncia do primer Tamanho do
ampliada produto (pb)
Ag P1 TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC 289

P2 CCTGCTGGGCATACTTCACCATG
ml VA3-F GGTCAAAATGCGGTCATGG 199
VA3-R CCATTGGTACCTGTAGAAAC
m2 VA4-F CCATTGGTACCTGTAGAAAC 290
VA4-R GGAGCCCCAGGAAACATTG
sles2 VAl-F ATGGAAATACAACAAACCACAC 259 e 281
VAL1-R CTGCTTGAATGCGCCAAAC
cagA F1 GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG 349
Bl CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA
3.7 qPCR

A sequéncia ml do gene vacA, descrito por Atherton et al., (1995), foi
utilizada como marcador especifico de cepa H. pylori durante o processo de
amplificacdo em sistema gPCR (os primers para a amplificacdo da sequéncia ml
estdo descritos na tabela 1). O sistema qPCR, ABI 7500 (Applied biosystem®) foi
realizado a partir de cada amostra, utilizando os protocolos de amplificacdo
guantitativa SYBR green conforme descricdo do fabricante (Invitrogen — Califérnia).
O programa de amplificacdo e a deteccédo dos produtos de PCR foram efetuados
através do programa convencional de amplificacdo do aparelho ABI 7500 (Applied

biosystem®).
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A verificagdo do produto amplificado foi realizada por dissociagcdo das
sequéncias amplificadas, sendo consideradas sem contaminacdo aquelas que

apresentaram temperatura de melting (TM) entre 79,4 °C a 80,4 °C para o loci m1.

3.7.1 Determinagéo da curva de diluigdo

Inicialmente, a concentracdo de DNA foi estimada em espectrofotdbmetro
(Nanodrop) por absorbancia na faixa de comprimento de onda de 260nm. Dilui¢cdes
seriadas (1:1 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) iniciadas a partir de 200ng de DNA inicial
foram realizadas para do loci ml da cepa de H. pylori, para determinacdo da
integridade do material e a da concentracdo relativa de DNA por intermédio da
analise do valor limiar do ciclo de amplificacdo (Cycle Threshold - CT) da amostra. A
densidade bacteriana é inversamente proporcional ao numero de CT obtido, de

modo que cada ciclo correspondente ao dobro do valor do ciclo anterior.

3.8 Analises Estatisticas

Com o objetivo de predizer a ocorréncia de patologias gastricas em fungéo de
um conjunto de variaveis, dentre elas idade do paciente, género e a diversidade
alélica da H.pylori, foi utilizada a analise de Regressao Logistica Binaria (RLB),
tendo como variaveis dependentes cada uma das diferentes manifestacdes
patolégicas gastricas. As variaveis independentes foram selecionadas entre o0s
parametros do hospedeiro, idade (variavel ndo categérica) e o género, e a

diversidade alélica do microorganismo (todas indicadas como variaveis categoricas).

Para as estimativas, utilizamos o software SPSS que fornece diversos
relatérios a partir dos dados inseridos na planilha (idade, género e alelos da H.pylori)
e adotamos os procedimentos propostos por Corrar e colaboradores (2009), para

executar a regressao utilizando o software citado.
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Por motivos de ordem operacional e principalmente para facilitar a
interpretacdo dos resultados, é necessario obter valores que possam ser
interpretados em termos de probabilidade e para isso utiliza-se a seguinte equacao

logistica:

P (evento) = 1
— (b0 + bl + b2 + ... +bx)

1+e
Onde:
P, é a probabilidade de um evento ocorrer;
e, € uma constante matematica gerada pelo software a partir dos dados inseridos;

b0, b1, b2... bx, sdo os coeficientes estimados para as variaveis independentes.
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4. RESULTADOS

4.1 Descricao do nivel de prevaléncia de H. pylori.

Foram coletadas 114 amostras de biopsias gastricas de pacientes atendidos
no setor de Endoscopia do Hospital Luzia Pinho de Melo. Destas amostras, 87
(76,3%) foram identificadas como biopsias positivas para o gene da urease C, o que
identifica os pacientes portadores de H. pylori (Hp+) e 27 (23,7%) foram identificadas
como negativas para o microorganismo (Hp-). Portanto, um elevado nivel de
prevaléncia da bactéria ocorre entre os pacientes atendidos naquele setor.

As sequéncias amplificadas, de acordo com os diferentes alelos examinados,

sao apresentadas na figura 4.

Figura 4: Gel de agarose (2%): padrao de bandas relativo a diferentes genes e loci
em Helicobacter pylori. (1) Marcador 100pb; (2) Marcador humano: B-actina; (3)
urease C; (4) cagA,; (5) vacA - sla; (6) vacA - slb; (7) vacA - ml; (8) vacA - m2.

Em virtude do perfil dos individuos examinados no presente estudo, cuja
maioria possui algum tipo de afeccdo gastrica, obtivemos um reduzido niumero de

biopsias provenientes de pacientes, nos quais ndo foi diagnosticada qualquer



47

afeccdo (N=13). Todavia, mesmo assim, em cinco deles (38,5%) foi constatada a
presenca da H. pylori.

A frequéncia da infeccdo pela H. pylori entre os pacientes portadores de
algum tipo de afeccdo gastrica foi superior a 70% (Figura 5). Entretanto, nao foi
verificada diferenca significativa (p = 0,65) no nivel prevaléncia do microorganismo,
quando foram comparados o0s pacientes portadores de diferentes patologias

gastricas.

EHp+ EHp-

Figura 5: Nivel de prevaléncia de Helicobacter pylori entre os pacientes atendidos
no setor de Endoscopia do Hospital Luzia Pinho de Melo MC/SP, no periodo de
marc¢o/2008 a dezembro/2009.

Em relagdo a faixa etaria dos pacientes, a maior prevaléncia ocorreu em
pacientes com idade entre 26 e 36 anos (0,90). A curva de distribuicdo da
prevaléncia entre as faixas etarias consideradas indicou uma menor prevaléncia da
infeccdo em pacientes com idade inferior a 18 anos. H& um significativo aumento do
nivel de infeccdo naqueles pacientes com idade superior a 18 anos. Entretanto,

entre os pacientes com mais de 50 anos de idade, examinados neste estudo,
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verificamos uma reducdo no nivel de infec¢do, o que resultou em uma significativa
diminuicdo da taxa de prevaléncia. Esses dados evidenciam que a infecc¢éo inicia-se
de modo expressivo na infancia, atinge o seu apice no inicio da vida adulta e tende a
regredir a medida que a idade progride; a cronicidade da infeccédo é ilustrada na

figura 6.

Faixas Etarias

Figura 6: Frequéncia de distribuicdo de Helicobacter pylori de acordo com as idades
dos pacientes atendidos no setor de Endoscopia do Hospital Luzia Pinho de Melo
MC/SP.

A distribuicdo da prevaléncia entre os sexos foi examinada e néo foi verificada
diferenca estatisticamente significante (p = 0,44) (figura 7).
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Hp+ Hp-

Figura 7: Frequéncia de distribuicdo de Helicobacter pylori de acordo com 0 sexo
dos pacientes atendidos no setor de Endoscopia do Hospital Luzia Pinho de Melo
MC/SP, no periodo de mar¢o/2008 a dezembro/2009.

4.2 Identificacao e caracterizacdo das cepas de H. pylori.

A seguir sdo apresentados os padrbes de amplificacdo dos diferentes loci
marcadores das diferentes cepas de H. pylori. A sequéncia marcadora relativa ao
gene cagA, determinante da presenca da “ilha de patogenicidade” € apresentado
em comparacdo ao fragmento marcador do gene urease C (Figura 8), os quais
possuem 349pb e 289pb, respectivamente. As sequéncias sl e s2 (s1 com tamanho
de 259 pb e s2 com 281 pb) sdo apresentadas na figura 9, enquanto que as
sequéncias ml e m2 sdo apresentadas na figura 10. O fragmento amplificado
referente ao alelo m1l possui um tamanho de 199 pb e o alelo m2 290 pb. A
sequéncia marcadora do genoma humano -actina foi utilizada como controle das

extracdes do DNA das amostras.
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Figura 8: Padrdo de sequéncias amplificadas em gel de agarose (2%) relativo aos
genes urease C e cagA. (1) e (6) Marcador 100pb; (2) e (7) B-actina; (3) a (5) urease
C; (8) e (10) cagA.

500 pb

Figura 9: Padrdo de sequéncias amplificadas em gel de agarose (2%) relativo as
sequéncias sl e s2. (M) Marcador 100pb; (1) ,(3), (5) e (8) vacA-s1; (2), (4),(6) e (7)
vacA-s2.
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500 pb

Figura 10: Padrdo de sequéncias amplificadas em gel de agarose (2%) relativo as
sequéncias ml e m2. (1) e (6) Marcador 100pb; (2) e (7) B-actina; (3) a (5) vacA-m1,;
(8) e (10) vacA-m2.

4.3 Diversidade de cepas

4.3.1 Nivel de prevaléncia das diferentes cepas
Sequéncias sinalizadoras s1 e s2. Foram inicialmente registradas as
frequéncias de cepas sl e s2 de H. pylori entre 0os pacientes examinados. As cepas
sl1+ foram as mais frequentes entre os pacientes. Presente em 59% dos individuos

analisados, essa cepa foi descrita em 70% daqueles portadores de Ulcera péptica.

Marcadores da ilha de patogenicidade cagA. Entre os pacientes Hp+, 45%
deles apresentaram cepas portadoras da ilha de patogenicidade, o que foi
evidenciado através da deteccdo do alelo marcador cagA. Do mesmo modo que a
cepa sl+, houve uma significativa incidéncia das cepas cagA+ entre os pacientes
portadores de Ulcera péptica, dentre os quais 70% apresentaram a ilha de
patogenicidade.
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Variantes do loco vacA. Entre os portadores de Ulcera péptica foram
verificados que os loci m1 (m1+) e m2 (m2+) apresentaram igual prevaléncia (50%)
entre 0s pacientes examinados, contudo em um (1) portador desta patologia
evidenciamos a presenca de ambas as sequéncias (ml1 e m2), o que assinalou a
ocorréncia de casos de pacientes infectados simultaneamente por duas cepas
diferentes de H. pylori. O mesmo aconteceu em outros grupos de patologias
estudadas, onde cepas ml+ e cepas m2+ ocorreram juntas em um portador de
pangastrite, em um (1) portador de esofagite, em dois portadores de pélipo, em trés

portadores de bulbite e em quatro portadores de gastrite.

A freqliéncia dos diferentes loci, examinados entre os pacientes identificados
como portadores de H. pylori (N= 99) estd ilustrada na figura 11.
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sl s2 ml m2 mlemZ CagA+ CaghA-
Loci isolados de Helicobacter pylori

Figura 11: Frequéncia de distribuicdo dos loci isolados de Helicobacter pylori entre
0s pacientes atendidos no setor de Endoscopia do Hospital Luzia Pinho de Melo
MC/SP, no periodo de mar¢o/2008 a dezembro/2009.
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Na tabela 2 sdo apresentadas as frequéncias de distribuicdo dos loci de H.
pylori de acordo com as diferentes patologias descritas para 0s pacientes
examinados no presente estudo. Ressaltamos que na presente tabela, a soma dos
valores correspondentes as diferentes afec¢cdes (N=141) descritas entre o0s
pacientes é superior ao numero total de pacientes portadores de alguma patologia
(N=99). Isto se deve a frequente ocorréncia de multiplos distarbios gastricos em um

mesmo paciente.

As combinacgfes entre as sequéncias de diferentes loci foram consideradas
na descricdo das cepas de H. pylori presentes entre os individuos examinados.
Ambas as combinagdes sl/ml e s2/m2 ocorreram em 37% dos pacientes,
independente da patologia apresentada. Entre os portadores de Ulcera e bulbite as
combinagbes sl/ml e sl1l/m2 aparecem em 45% das amostras analisadas.
Entretanto, entre os portadores de gastrite e esofagite, a combina¢do s1/m1 ocorreu
com maior frequéncia, sendo que a incidéncia nestas patologias foi de 39% e 52%,
respectivamente. As sequéncias s2/m2 ocorreram com elevada prevaléncia nos
portadores de pangastrite (39%) e poélipo (31%), contudo nestes Ultimos, as
sequéncias s1/ml também ocorreram com incidéncia elevada, 31%. As
combinac¢des entre os alelos dos loci “s” e “m” nas diversas patologias avaliadas séo

apresentadas na figura 12.
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Tabela 2: Frequéncia de distribuicdo dos loci de Helicobacter pylori de acordo com

as patologias dos pacientes atendidos no setor de Endoscopia do Hospital Luzia
Pinho de Melo MC/SP, no periodo de mar¢co/2008 a dezembro/2009.

Alelos Patologias
Ulcera Gastrite Esofagite Bulbite Pangastrite Polipo

(n=10) (n=62) (n=21) (n=11) (n = 18) (n=19)

sl+ 0,90(9) 0,61(38) 0,67 (14) 0,64 (7) 0,50(9) 0,58 (11)
s2+ 0,10(1) 0,39(24) 033(7) 0,36 (4) 0,50 (9) 0,42 (8)
m1+ 0,45(5) 0,36(26) 0,47 (11) 0,19 (5) 0,39 (8) 0,31 (8)

m2+ 0,45(5) 0,58 (40) 0,48(11) 0,54 (9) 0,55 (11) 0,58 (13)
mlem2 0,10(1) 0,06 (4) 0,05(1) 0,27 (3) 0,05 (1) 0,11 (2)

cagA+  0,70(7) 0,47(29) 052(11) 0,54 (6) 0,50 (9) 0,53 (10)
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Figura 12: Frequéncia de distribuicdo das combinacdes entre os loci “s” e “m” de
Helicobacter pylori nos pacientes atendidos no setor de Endoscopia do Hospital
Luzia Pinho de Melo MC/SP, no periodo de margco/2008 a dezembro/2009.

Quando incluimos o marcador de patogenicidade cagA na analise combinada
dos loci, verificamos que as combinacfes sl/ml/cagA+ e s2/m2/CagA-, apresentam
uma frequéncia de 25% no total de pacientes examinados. A combinacéo alélica
sl/m2/cagA+ é a mais frequente entre os portadores Ulcera e bulbite (50% e 36%),
embora entre o0s pacientes diagnosticados com bulbite, as combinacdes
sl/ml/cagA+ e s2/m2/cagA+ também ocorreram com frequéncia igual a 36%. Entre
os portadores de gastrite, a combinacdo s2/m2/cagA- € a mais frequente (39%),
enquanto que entre os portadores de esofagite, a combinacdo s1l/ml/cagA+ ocorre
em 38% dos pacientes. Entre os portadores de polipo, as combinacdes
sl/ml/cagA+, sl/m2/cagA- e s2/m2/cagA- ocorrem com frequéncia de 26%. As

combinacgdes entre os alelos dos loci “s”, “m” e cagA, sao apresentadas na figura 15.
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E possivel verificar que da figura 13, algumas combinacBes entre as
sequéncias destacam-se uma vez associadas a certas patologias examinadas. Para
verificar a significAncia da correlagdo entre as mdultiplas cepas de H. pylori e os
distarbios gastricos, efetuamos analises relativas as multiplas combinacfes entre os
alelos (1), aspectos relativos aos pacientes (2) com as patologias descritas entre 0s
individuos da amostra estudada.

M Total das patologias
analisadas

M Ulcera

i Gastrite

Frequéncia

M Pangastrite

M Polipo

M Bulbite

M Esofagite

Combinagdes entre os loci de Helicobacter pyiori.

Figura 13: Frequéncia de distribuicdo das combinacdes entre os loci de Helicobacter
pylori dos pacientes atendidos no setor de Endoscopia do Hospital Luzia Pinho de
Melo MC/SP, no periodo de mar¢co/2008 a dezembro/2009.



57

4.3.2 Andlise de correlacdo da diversidade de cepas com a

ocorréncia das diferentes afec¢cdes gastricas.

As tabelas a seguir, numeradas de 3 a 9, resumem o0s resultados obtidos
através da aplicacdo da analise de Regressédo Logistica Binaria (RLB), tendo como
variaveis dependentes cada uma das diferentes manifestacdes patoldgicas
gastricas. As variaveis independentes foram selecionadas entre os parametros do
hospedeiro, idade (variavel ndo categodrica) e o género, e a diversidade alélica do
microorganismo (todas indicadas como variaveis categoricas).

Inicialmente, foram reunidas as patologias de natureza ulcerativa em um
grupo unico de afeccbes géstricas (tabela 3). Podemos verificar na tabela 3 que o
parametro “idade do paciente” apresentou o maior nivel de significancia (p=0,000)
como fator preditivo em relacdo ao desenvolvimento das patologias ulcerativas. O
coeficiente de regresséao logistica obtido foi maior do que zero, o que significa que,
guanto maior a idade, maiores sdo as chances de desenvolvimento de ulceracdes
gastricas. Referente a infeccdo por H. pylori (urease+), bem como em relacdo a
prevaléncia das cepas s1+ e cagA+, foram obtidos niveis significativos de correlacédo
com o conjunto de patologias ulcerativas, p=0,004, p= 0,046 e p=0,016,
respectivamente. Todavia, o parametro idade foi aquele que apresentou maior
significancia na capacidade preditiva das patologias consideradas. Todas as demais
variaveis apresentaram valores de correlagdo preditiva ndo significativamente
diferente de zero (p > 0,05). O mesmo ocorreu quando foi considerada a capacidade
preditiva das multiplas combinacfes das variaveis (p = 0,068), inclusive aquelas que

separadamente foram estatisticamente significativas.
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Tabela 3: Capacidade preditiva dos parametros relacionados aos portadores de
patologias ulcerativas (gastrite, pangastrite e Ulcera) e a diversidade alélica da
Helicobacter pylori em pacientes atendidos no Setor de Endoscopia do Hospital
Luzia de Pinho Melo MC/SP.

Parametros Capacidade Preditiva dos Coeficiente estatistico de
Parametros Regresséo Logistica
H. pylori Paciente H. pylori Paciente
Escore (p) Escore (p)
Idade - 19,86 (0,000)* - 0,086 +0,027
Género - 3,11 (0,078) - -1,686 +0,927
Etnia - 1,62 (0,620) - 1,422 +1,002
HP+ 8,40 (0,004)* - 2,731 2,505 -
S1 3,99 (0,046)* - 0,645 +2,663 -
S2 0,19 (0,661) - 0,514 +2,503 -
M1 1,22 (0,269) - 1,743 +1,562 -
M2 1,72 (0,189) - 0,889 +1,424 -
cagA 5,82 (0,016)* - 1,559 +1.255 -
Total HP 13,39 (0,077) - i -
Total Geral - 14,56 (0,068) ;

(Género: 0 = feminino; 1 = masculino); *estatisticamente significante (p < 0,05)

Na figura 14 esta indicado o nivel de probabilidade preditiva estimada pela
RLB, para o paciente desenvolver algum tipo de patologia ulcerativa de acordo com
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a prevaléncia individual de cada um dos parametros categoricos considerados e da
variacdo da idade (ndo categoérico). Na figura é possivel verificar a significativa
influéncia da idade no desenvolvimento dessas patologias. Os demais aspectos
apresentaram niveis de probabilidade, os quais ndo foram significativamente

diferentes de zero (p > 0,05).
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Figura 14: Estimativa da probabilidade de um paciente desenvolver patologias
ulcerativas de acordo com a presenca de parametros relativos ao hospedeiro e de
variacdes alélicas relacionadas a Helicobacter pylori. (*) Significativamente diferente

de zero.

A seguir realizamos as mesmas analises, porém cada uma das patologias
ulcerativas foi considerada isoladamente. Verificamos diferengas significativas nos
resultados obtidos para RLB entre os pacientes portadores de Ulcera. A tabela 4
indica que a idade permaneceu como parametro estatisticamente significante
(p=0,004), porém o género também apresentou niveis preditivos significantes
(p=0,001). O sexo feminino apresentou um fator de probabilidade preditiva

equivalente 7,03% maior de desenvolver Ulcera (Figura 15). A prevaléncia de H.
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pylori ndo foi indicado como fator significativo para o desenvolvimento de Ulcera

(p=0,065), embora o valor estimado esteja proximo ao limite de significancia

estatistico. As cepas portadoras do loci s1 e cagA permaneceram como parametros

relevantes na predicao de ulcera p=0,002 e p=0,013, respectivamente (Tabela 4).

Probabilidade
[ (O8] =3 L [ap} ~J Co

L

Parametros relativos ao hospedeiro e de variagoes alélicas relacionadas a
Helicobacter pylori.

Figura

15: Estimativa da probabilidade de um paciente desenvolver Ulcera de

acordo com a presenca de parametros relativos ao hospedeiro e de variagcbes

alélicas relacionadas a Helicobacter pylori. (*) Significativamente diferente de zero.
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Tabela 4: Capacidade preditiva dos parametros relacionados aos portadores de

Ulcera e a diversidade alélica da Helicobacter pylori em pacientes atendidos no Setor
de Endoscopia do Hospital Luzia de Pinho Melo MC/SP.

Parédmetros Capacidade Preditiva dos Coeficiente de Regresséo
Parametros Logistica
H. pylori Paciente H. pylori Paciente
Escore (p) Escore (p)
Idade - 8,20 (0,004)* - 0,130 0,056
Género - 10,74 (0,001)* - -3,162 +1,170
Etnia - 3,00 (0,620) - 1,002 0,853
HP+ 3,40 (0,065) - 14,381 £20,660 )
S1 9,48 (0,002) - -13,903 +£21,270 ]
S2 2,36 (0.124) - -12,546 +21,270 ;
M1 1,54 (0,215) ] 3,667 +1,899 .
M2 0,52 (0,471) -
-3,028 1,702 -
cagA 6,24 (0,013)* -
0,791 £1,116 )
Total HP 11,43 (0,077) -
Total Geral - 23,46 (0,003)*

(Género: 0 = feminino; 1 = masculino); *estatisticamente significante (p < 0,05)

Entre os portadores de gastrite, o Unico parametro que apresentou

significancia estatistica esta relacionado ao paciente, trata-se novamente da idade
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do paciente (p=0,041), o aumento da idade ocasiona um aumento da probabilidade
preditiva do desenvolvimento de gastrite de apenas 3,13% (figura 16). Todos o0s
parametros relacionados a H. pylori ndo apresentaram, neste caso, significancia

estatistica, como ilustra a tabela 5.
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Figura 16: Estimativa da probabilidade de um paciente desenvolver gastrite de
acordo com a presenca de parametros relativos ao hospedeiro e de variacdes

alélicas relacionadas a Helicobacter pylori. (*) Significativamente diferente de zero.
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Tabela 5: Capacidade preditiva dos parametros relacionados aos portadores de

gastrite e a diversidade alélica da Helicobacter pylori em pacientes atendidos no
Setor de Endoscopia do Hospital Luzia de Pinho Melo MC/SP.

Parédmetros Capacidade Preditiva dos Coeficiente de Regresséo
Parametros Logistica
H. pylori Paciente H. pylori Paciente
Escore (p) Escore (p)
Idade - 4,20 (0,041)* - 0,026 £0,015
Geénero - 0,52 (0,469) - 0,443 +0,449
Etnia - 1,81 (0,711) - 0,884 0,812
HP+ 0,21 (0,648) - 0,900 1,587 )
S1 1,44 (0,230) - 0,373 +1,646 .
S2 0,99 (0,319) - 1,016 +1,560 -
M1 0.00(0.988) ' 0,508 +1,061 :
M2 0,08 (0,774) -
0,047 £1,061 -
cagA 0,50 (0,481) -
0,011 +1,919 )
Total HP 2,41 (0,88) -
Total Geral - 6,51 (0,590)

(Género: 0 = feminino; 1 = masculino); *estatisticamente significante (p < 0,05)
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Entretanto, entre o0s portadores de pangastrite, o sexo do paciente
apresentou significancia para o desenvolvimento da patologia (p=0,013) e

novamente, mulheres apresentam maior propensao a patologia (tabela 6).
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Figura 17: Estimativa da probabilidade de um paciente desenvolver pangastrite de
acordo com a presenca de parametros relativos ao hospedeiro e de variacdes

alélicas relacionadas a Helicobacter pylori. (*) Significativamente diferente de zero.

Quando comparamos a probabilidade dos parametros predizerem o
desenvolvimento da pangastrite, o género € o Unico parametro relacionado, cuja
capacidade preditiva (6,81%) é significativamente diferente de zero. Todos o0s
demais indicadores apresentam valores preditivos inferiores e nao significativamente

diferentes de zero (Figura 17).
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Tabela 6: Capacidade preditiva dos parametros relacionados aos portadores de

pangastrite e a diversidade alélica da Helicobacter pylori em pacientes atendidos no
Setor de Endoscopia do Hospital Luzia de Pinho Melo MC/SP.

Parametros Capacidade Preditiva dos Coeficiente de Regresséo
Parametros Logistica
H. pylori Paciente H. pylori Paciente
Escore (p) Escore (p)
Idade - 2,34 (0,127) - 0,039 £0,024
Geénero - 6,19 (0,013)* - -1,527 +0,585
Etnia - 0,51 (0,440) - 1,940 +1,111
HP+ 4,28 (0,339) - 1,341 £2,454 )
S1 0,11 (0,736) - 0,634 +2,556 -
S2 2,63 (0,105) - -1,112 £2,432 -
M1 0,97 (0,325) - -0,857 +1,371 )
M2 0,70 (0,402) -
0,112 £1,325 -
cagA 1,75 (0,185) -
0,417 £0,710 )
Total HP 7,11 (0,311) -
Total Geral - 15,41 (0,052)

(Género: 0 = feminino; 1 = masculino); *estatisticamente significante (p < 0,05)



66

Relativo aos portadores de bulbite, o Unico parametro cuja capacidade
preditiva foi significante corresponde a idade do paciente (p=0,041), contudo
verificamos que a estimativa da probabilidade de um paciente desenvolver a bulbite
nao é significativamente diferente do que zero (Tabela 7). Todavia, a presenca de
cepas portadoras do loci m2 resultou em uma estimativa significativa de ocorréncia
desta afeccdo. Embora a probabilidade preditiva para o desenvolvimento da

patologia € reduzida, cerca de 3,29% (Figura 18).
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Figura 18: Estimativa da probabilidade de um paciente desenvolver bulbite de
acordo com a presenca de parametros relativos ao hospedeiro e de variacbes
alélicas relacionadas a Helicobacter pylori. (*) Significativamente diferente de zero.
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Tabela 7: Capacidade preditiva dos parametros relacionados aos portadores de
bulbite e a diversidade alélica da Helicobacter pylori em pacientes atendidos no
Setor de Endoscopia do Hospital Luzia de Pinho Melo MC/SP.

Parédmetros Capacidade Preditiva dos Coeficiente de Regresséao
Parametros Logistica
H. pylori Paciente H. pylori Paciente
Escore (p) Escore (p)
Idade - 4,19 (0,041)* - 0,036 £0,023
Género - 0,35 (0,557) - 0,470 +0,629
Etnia - 0,20 (0,821) - 1.054 +1.087
HP+ 0,09 (0,771) - 21,919 +73,725 )
S1 0,63 (0,428) - -19,830 +£73,777 .
S2 0,19 (0,661) - -19,364 421,725 .
M1 0,01 (0,938) i -1,748 +1,128 -
M2 0,82 (0,366) -
-2,213 +1,131 -
cagA 0,26 (0,612) -
0,049 +0,813 )
Total HP 10,85 (0,09) -
Total Geral - 13,71 (0,090)

(Género: 0 = feminino; 1 = masculino); *estatisticamente significante (p < 0,05)



68

A andlise dos pacientes portadores de esofagite indicou que a idade do
paciente continua sendo um parametro com significativa capacidade preditiva
(p=0,05) para a doenca (Tabela 8). A probabilidade de que a idade constitua

favoreca o desenvolvimento de esofagite é de 3,29% (Figura 19).
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Figura 19: Estimativa da probabilidade de um paciente desenvolver esofagite de
acordo com a presenca de parametros relativos ao hospedeiro e de variacdes
alélicas relacionadas a Helicobacter pylori. (*) Significativamente diferente de zero.
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Tabela 8: Capacidade preditiva dos parametros relacionados aos portadores de

esofagite e a diversidade alélica da Helicobacter pylori em pacientes atendidos no

Setor de Endoscopia do Hospital Luzia de Pinho Melo MC/SP.

Parédmetros Capacidade Preditiva dos Coeficiente de Regresséo
Parametros Logistica
H. pylori Paciente H. pylori Paciente
Escore (p) Escore (p)
Idade - 3,80 (0,050)* - 0,030 +0,017
Género - 0,22 (0,640) - -0,183 +0,489
Etnia = 0136 (0,550) - 0 041 +0 191
HP+ 0,04 (0,838) - 0,289 +1,743 )
S1 0,92 (0,338) - -0,158 +1,808 .
S2 0,52 (0,469) - -0,267 +1,716 .
M1 1,11 (0,293) ] 0,165 +1,295 :
M2 1,00 (0,319) -
0,831 +1,225 -
cagA 0,67 (0,413) -
-0,064 +0,600 )
Total HP 2,18 (0,903) -
Total Geral - 5,54 (0,699)

(Género: 0 = feminino; 1 = masculino); *estatisticamente significante (p < 0,05)
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A Unica patologia estudada em que nenhum dos parametros analisados teve
capacidade preditiva para o desenvolvimento de poélipos na mucosa gastrica (Tabela
9). Da mesma forma, nenhum dos fatores avaliados foi capaz de estimar uma

probabilidade de desenvolvimento desta patologia significativamente diferente de

zero (figura 20).
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Figura 20: Estimativa da probabilidade de um paciente desenvolver pélipos de
acordo com a presenca de parametros relativos ao hospedeiro e de variacdes

alélicas relacionadas a Helicobacter pylori. (*) Significativamente diferente de zero.
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Tabela 9: Capacidade preditiva dos parametros relacionados aos portadores de

polipo e a diversidade alélica da Helicobacter pylori em pacientes atendidos no Setor
de Endoscopia do Hospital Luzia de Pinho Melo MC/SP.

Parédmetros Capacidade Preditiva dos Coeficiente de Regresséo
Parametros Logistica
H. pylori Paciente H. pylori Paciente
Escore (p) Escore (p)
Idade - 1,03 (0,311) - 0,013 +£0,018
Geénero - 0,70 (0,401) - -0,401 +0,513
Etnia - 0,25 (0,841) - -0,160 +0,132
HP+ 1,52 (0,217) - 0,362 +1,623 )
S1 0,42 (0,518) - 0,082 +1,693 -
S2 0,29 (0,591) - -0,336 +1,582 )
M1 0,19 (0,663) ] 10,737 1,044 .
M2 1,08 (0,298) -
-0,847 1,001 -
cagA 1,53 (0,216) -
-0,489 +0,640 )
Total HP 3,34 (0,765) -
Total Geral - 4,43 (0,816)

(Género: 0 = feminino; 1 = masculino); *estatisticamente significante (p < 0,05)



72

4.4 Estimativa da densidade relativa inicial de populacdes H. pylori

em pacientes com diferentes afec¢cdes gastricas

4.4.1 Padronizacédo da metodologia

Para a aplicacdo da metodologia de amplificacdo de sequéncias marcadoras
do genoma do microorganismo em sistema gPCR, foi necessario antes determinar,
entre os loci examinados, as sequéncias adequadas para a analise quantitativa do
DNA bacteriano. Para tanto, foi necessario verificar a total especificidade da
sequéncia marcadora ao genoma do microorganismo e a unicidade intragenémica -
auséncia de sequéncias analogas presentes no genoma. Essas condicfes sao
excludentes para a aplicagdo da metodologia de quantificacdo. A especificidade e
unicidade do produto amplificado foram demonstradas para o loci m1. Por intermédio
do sistema SYBR Green (Invitrogen) foi obtida a curva de dissociacdo do produto
alélico amplificado da amostra. As amostras dissociadas apresentaram um Unico pico
de fluorescéncia o que indica a especificidade dos primers em relacdo a sequéncia
amplificadas. No intervalo da temperatura de melting entre 79,8°C a 80,2°C foi obtida

a amplificacdo da sequéncia (Figura 21).

Figura 21: Curva de dissociacdo das amplificacdes efetuadas através da aplicacao

dos primers VA3-F e VA3-R para o loci m1 de Helicobacter pylori.
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4.1.2 Comparacao entre as amostras, referente a densidade

relativa das populacdes de H. pylori.

O loci m1, marcador cepa ml-especifica foi selecionado para os experimentos
relativo a analise comparativa da densidade bacteriana em pacientes infectados com
essa cepa e portadores de diferentes afec¢des gastricas. Inicialmente, uma amostra
controle foi preparada em duplicata e diluida em série 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000 e
1:10.000 para verificar a coeréncia e a reprodutibilidade do experimento. Os produtos
amplificados obtidos, a partir da amostra-controle de biopsia Hpm1+, apresentaram
elevada eficiéncia de amplificacdo e reprodutibilidade (Figura 22). As curvas de
amplificagéo obtidas a partir da diluicdo seriada do material apresentaram distancia
entre si de aproximadamente 3,16 ciclos, sendo condizente com o0 esperado para a

diluicéo realizada.
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Figura 22: Curva exponencial de amplificacdo do gene ml de Helicobacter pylori,

evidenciando a diluicdo do produto amplificado. Curvas de amplificacdo para as

diluigdes: 1 —1:1; 2 - 1:10; 3-1:100; 4 — 1:1.000; 5 — 1:10.000.
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A seguir foram efetuadas as analises semi-quantitativas do DNA bacteriano.
Biopsias de individuos com ulcera (N = 3), gastrite (N = 8), esofagite (N = 3), polipo
(N = 1), e portadores de metaplasia intestinal (N = 1) foram analisadas em
comparacao com individuos, cujo laudo médico indicou auséncia de qualquer
afeccdo gastrica (N = 1). Algumas dessas amostras sdo apresentadas na figura 23.

Os valores correspondentes ao numero de ciclos de amplificagdo (CT) foram
determinados na fase linear (Tabela 11). Foi possivel verificar que a amostra oriunda
do paciente portador de metaplasia intestinal e aquele sem qualquer afec¢édo gastrica
apresentaram CT significativamente maiores, o que indica uma densidade bacteriana

consideravelmente menor (Figura 24).
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Figura 23: Curva exponencial de amplificacdo do loci m1 de Helicobacter pylori,
evidenciando a diluicdo do produto amplificado. Curvas de amplificacdo para as

patologias: (1) Ulcera, (2) Gastrite e (3) Paciente sem patologias gastricas.
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Figura 24: Média dos valores relativos ao nimero de ciclos de amplificacdo (CT)
obtidos a partir de biopsias de pacientes portadores de diferentes quadros
patologicos, atendidos no setor de Endoscopia do Hospital Luzia de Pinho Melo

MC/SP.
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Tabela 10: Numero de ciclos na fase linear de amplificacdo (CT) do loci m1 em
sistema gPCR, obtidos em amostras de diferentes pacientes portadores de
diferentes quadros clinicos relativos as afecc¢des gastricas, e atendidos no setor de
Endoscopia do Hospital Luzia Pinho de Melo MC/SP.

Pacientes Idade Patologia (s) CT Haploétipo

PO11 (S.A.S) 35 Esofagite leve 23.020 S1/m1/CagA +
Gastrite leve

P014 (M.A.P.) 47 Pangastrite leve 24.680 S1/m1l/CagA+

P016 (A.V.S.N.) 37 Metaplasia intestinal 31.268 S1/m1/CagA-

P025 (T.B.) 46 Gastrite moderada 22.297 S1/m1/m2/CagA+
Ulcera

Bulbite moderada

P031(N.B.P.F.) 63 Esofagite leve 23.663 S1/m1/CagA+
Pangastrite
moderada

P035 (J.S.) 48 Gastrite leve 21.507 S1/m1/m2/CagA+
Ulcera

P050 (A.P.M) 32 Pélipo 24.758 S2/M1/CagA+

Pangastrite leve

P064 ( M.R.S.) 33 Esofagite leve 23.269 S1/m1/CagA-
Gastrite moderada

P065 (M.M.K.) 49 Exame compativel 28.376 S1/m1/CagA+
com a normalidade

P066 (L.M.S.) 49 Gastrite moderada 28.430 S1/m1l/m2/CagA +
Bulbite moderada
Ulcera

PO71 (L.P.S)) 55 Gastrite leve 25.355 S1/ml/cagA+

P0O77 (1.R.S.) 41 Gastrite leve 22.895 S1/ml/cagA+
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De acordo com o manual do fabricante (Qiagen) € possivel estimar a
densidade relativa inicial do DNA de acordo com o numero de ciclos de amplificagéo.
A expressdo logaritmica da curva de amplificacdo, (y = 1,9999Ln(x) - 5,9906),
possibilita estabelecer uma correlacdo inversa entre um coeficiente de densidade

inicial das amostras e o numero de ciclos (Figura 25).

Pacientes e suas patologias
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Figura 25: Coeficiente de densidade relativa inicial entre diferentes amostras
oriundas de pacientes portadores de diferentes quadros clinicos. (G) gastrite; (U)
lcera; (B) bulbite; (E) esofagite; (P) pangastrite; (Po) polipo; (S.A) sem afeccao e (M)
metaplasia intestinal.

Desse modo, foi possivel verificar que pacientes portadores de doencas
ulcerativas, exceto o paciente P066 (L.M.S.), apresentaram densidade de H. pylori
elevadas, enquanto que os pacientes portadores de metaplasia intestinal e sem

afeccdo apresentaram reduzida densidade bacteriana.

5. DISCUSSAO
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A infeccdo por H. pylori atinge cerca de 50% da populagdo mundial,
entretanto, apenas 15% da populacdo desenvolve patologias gastricas em
decorréncia desta infeccdo (COVACCI et al., 1999).

Os dados sobre a prevaléncia da infec¢éo por H.pylori em todo o mundo séo
bastante numerosos. Comunidades, grupos étnicos e etarios sdo avaliados quanto
ao nivel de infeccdo (YAMAOKA et al.,, 2002). Todavia, o tamanho das amostras
examinadas em cada estudo, € bastante variavel. Além de diferencas em relacdo ao
namero de pacientes investigados, observa-se que diferentes métodos séao

empregados nas analises relativas a determinacao da infeccao.

Cartdgenes (2009) realizou um levantamento epidemiolégico com criancas e
para isto, utilizou amostras de sangue e fezes de 100 pacientes entre 2 e 12 anos,
onde detectou anticorpos anti-H.pylori em 43% das amostras e antigenos da
bactéria nas fezes de 54% das criancas avaliadas. Diferente do estudo realizado por
Zaterka em 2007, no qual testes sorolégicos foram utilizados para a detec¢cdo da
infeccdo por H.pylori (Elisa) em amostras de doadores de sangue da cidade de Séo
Paulo. Neste estudo foram examinados 1008 pacientes, independentemente de
possuirem ou ndo algum desconforto gastrico e 65% deles teve teste soroldgico
positivo para H.pylori. Dong-Hong (2009) realizou estudo epidemiolégico similar,
porém utilizou 1029 amostras de bidpsias gastricas coletadas entre os anos de 1990
e 2006. O método utilizado para a pesquisa da bactéria foi realizado através da
coloracdo por prata do material biopsiado e cerca de 51% da populacdo analisada

apresentou infeccao pela H.pylori.

Os meétodos empregados para a deteccdo de H. pylori e a sensibilidade
destes em relacdo ao tipo de material biologico reduzem a confiabilidade dos niveis
de prevaléncia obtidos. Além disso, estudos nos quais os periodos de obtencdo das
amostras sao consideravelmente prolongados, como no estudo realizado por Dong-
Hong, na China, cujas amostras de biopsias gastricas foram coletadas durante 16
anos, ndo devem refletir o nivel de prevaléncia da populagéo estudada.
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As amostras estudadas aqui foram obtidas a partir de pacientes que
apresentavam algum tipo de desconforto gastrico, com diferentes graus de
morbidade. Todos os pacientes, H. pylori positivos ou nao, foram encaminhados por
indicacdo médica ao exame endoscopico. Desse modo, a frequéncia de pacientes
assintomaticos, ndo portadores de qualquer afeccao gastrica foi consideravelmente
menor do que aqueles portadores de alguma disfuncdo géstrica. Afinal, a
investigacdo endoscopica ndo € indicada como exame clinico preventivo (DANI &
CASTRO, 1993). Desse modo, podemos prever que 0 hivel de prevaléncia da
infeccdo por H. pylori nos individuos examinados no presente estudo, pode resultar

em valores maiores do que a prevaléncia na populagédo em geral.

A possibilidade de obtermos um nimero equivalente de amostras oriundas de
pacientes com e sem desconforto gastrico, melhoraria a qualidade das nossas
andlises estatisticas, porém, isto ndo foi possivel devido ao plano metodolégico
estabelecido em conformidade com o0s preceitos éticos da pesquisa envolvendo
seres humanos. Ressaltamos que em nosso estudo ndo houve indicacdo para a
realizacdo de coletas, a ndo ser aquelas previamente resultantes de indicagbes
clinicas.

A taxa de infeccdo média obtida para H. pylori encontrada no presente estudo
(76,3%), embora elevada, é similar ao verificado em estudos anteriores, como 0
realizado por Makristathis e colaboradores na Franca (2004) que encontrou uma
taxa de infeccdo de 78% utilizando a mesma metodologia. A elevada prevaléncia
obtida entre os pacientes examinados neste estudo pode estar relacionada ao fato
de que todos os pacientes apresentam algum tipo de afeccdo e também devido as

condicdes sécio-econdmicas da populacéo analisada.

Diversos estudos procuram esclarecer as formas de contaminacdo pela
H.pylori. As rotas mais provaveis de infeccado séo fecal-oral, oral-oral e gastro-oral,
pois antigenos da bactéria tém sido detectados na cavidade oral, nas fezes e
também em conteudos de vomitos (LEUNG et al., 2004; PARSONNET et al., 2000).
Entretanto, estes dados ainda séo bastante controversos e ndo existe um consenso
na literatura sobre a principal forma de contaminagdo. O fato de haver a
possibilidade de contaminagé&o fecal-oral justifica a elevada prevaléncia da infecgao

em paises em desenvolvimento, uma vez que nestes a taxa de infeccdo pode atingir
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cerca de 90% da populacdo (ROCHA et al., 1995). Isso reafirma a hipétese de que
as populacbes humanas sujeitas as condicdes de saneamento bésico precario
apresentam maior probabilidade de infeccao pela H. pylori (BRONW et al., 2000).

A maior frequéncia de prevaléncia verificada em nosso estudo ocorreu em
pacientes entre 26 e 35 anos de idade e a curva de distribuicdo nas faixas etarias
indicou uma menor prevaléncia da infeccdo em pacientes com idade inferior a 18
anos. Portanto, ha um significativo aumento do nivel de infeccdo a partir de
pacientes com idade superior a 18 anos. Admitimos que a parcela examinada da
populacdo no presente estudo é representativa do perfil s6cio-econémico D e E,
entdo o aumento verificado no nivel de infec¢cdo de pacientes com mais de 18 anos
de idade, pode indicar que a contaminacdo por H. pylori prossegue na populacéo
adulta. Essa evidéncia, ainda que indireta, contraria resultados obtidos em outros
estudos que salientam que a contaminacao € predominante na fase inicial da vida
(CARTAGENES et al. , 2009). Alguns estudos (ZHANG et al., 2009; ZATERKA et al.,
2007) apresentam valores de prevaléncia semelhantes aos obtidos aqui, contudo

reiteram a precocidade da infeccao por H. pylori.

Desse modo, a infeccdo que muitas vezes tem inicio na infancia se
prolongara por toda a vida. O persistente quadro infeccioso exercido pela H. pylori
em seres humanos pode indicar uma estabilidade adaptativa entre o “parasita” e o
hospedeiro. Diversos estudos procuram considerar algumas associacdes
hospedeiro-simbionte como um estado de equilibrio, no qual as defesas
imunologicas do hospedeiro sdo contidas, a0 mesmo tempo que a agressao
causada pelo microorganismo € minimizada ou até mesmo eliminada da associagao
(DESSAINT & CAPRON, 1993; DAMIAN, 1997). Desse modo, podemos
compreender que em certas associacdes entre o hospedeiro e 0 microorganismo,
estados patoldgicos poderiam surgir mediante alteragBes no equilibrio adaptativo
entre o hospedeiro e o simbionte. As alteracdes podem ser devidas a mudancgas no
metabolismo tanto do hospedeiro, quanto do simbionte durante o processo
infeccioso (COMBES et al., 1989). Outros estudos ressaltam a possibilidade de que
cepas oportunistas ou variantes genéticas poderiam apresentar maior probabilidade
de produzir modificagbes no equilibrio adaptativo e assim provocar disturbios na

associacao.
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A partir dessas consideracdes procuramos verificar se a hipotese de que
certas cepas de H. pylori portadoras de padrées alélicos especificos, ou
combinagbes entre as sequéncias de diferentes loci, poderiam aumentar a
probabilidade de desenvolvimento de quadros patolégicos especificos nos
hospedeiros humanos. Os loci selecionados para as nossas analises, a partir do
genoma do microorganismo, foram baseados em estudos anteriores, que indicaram
cepas mais agressivas ou correlacionadas aos maiores niveis de morbidade das

afeccdes gastricas (RICCI et al., 1996).

Além dos aspectos relacionados as variantes genéticas de H. pylori, incluimos
também parametros relativos ao hospedeiro. As analises de correlacdo entre os
diferentes padrdes patolégicos consideraram aspectos relativos a idade, ao sexo e a
etnia dos pacientes. Entretanto, as analises efetuadas consideraram a possibilidade
de que os fatores determinantes das patologias poderiam resultar da combinacéo
entre fatores decorrentes do hospedeiro e de fatores decorrentes do
microorganismo. Portanto, o modelo estatistico empregado, a regressdo logistica
binaria, para a andlise de correlacdo multivariada, procurou correlacionar as
combinacdes das varidveis com os quadros de afeccao gastrica identificados entre

0S pacientes examinados.

Ao contrario do que tem sido frequentemente obtido em estudos
epidemiologicos (MATTAR et al., 2007), ndo verificamos correlagdes positivas entre
a infecgédo por H. pylori, nem tampouco de qualquer variante genética da bactéria
com grupos de pacientes portadores de patologias especificas. Exceto, para certas
circunstancias que analisaremos a seguir, o fator cuja correlacdo apresentou maior
significancia estatistica esta relacionado com certos aspectos do hospedeiro. Os
resultados obtidos ndo sdo extraordinarios, contudo questionam hipéteses, nas
guais 0 microorganismo possui papel destacado como fator determinante dos
distarbios gastricos (WU et al., 2005). Nossos resultados indicaram que a presenca
do microorganismo nao constitui fator determinante da maioria das doencas
observadas. A probabilidade preditiva obtida para pacientes portadores de H. pylori

desenvolverem algum tipo de doenca géstrica ndo foi significativamente diferente de
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zero. Entretanto, alguns parametros do hospedeiro apresentaram-se
significativamente relacionados aos disturbios gastricos.

As seguintes patologias identificadas, Ulcera, gastrite e esofagite foram
correlacionadas de forma positiva com a idade do paciente e eventualmente com o
género. Nessas patologias, verificamos que quanto maior a idade do paciente,
maiores sdo as chances para o desenvolvimento das patologias gastricas. Esse fato
é frequentemente mencionado em diferentes estudos. Manfredini (2010) e
Carmolinga-Ponce (2008) relatam elevados indices de patologias gastricas em
pacientes idosos, em especial, Ulceras pépticas. Segundo esses autores, um dos
fatores que justificam a relacdo entre a idade e a patologia gastrica, € 0 uso
sistematico e intenso de medicamentos, em especial anti-inflamatoérios, por
pacientes mais velhos. Vale ressaltar que apds os 60 anos, inicia-se um processo de
atrofia gastrica, cuja etiologia ainda é bastante discutida. Alguns autores (KIM et al.,
2010) sugerem que a atrofia géastrica é o resultado do processo natural de
envelhecimento, outros estudos associam a atrofia a infeccdo pela H. pylori
(KARAMAN, et al., 2008). Entretanto, observamos uma reducdo acentuada nos
indices de infeccdo pela bactéria, apés os 60 anos, 0os quais podem resultar da
prépria atrofia gastrica. Estudos relatam que a H.pylori utiliza-se da célula epitelial
gastrica para extrair metabdlitos, de modo que a hipotrofia desta reduz a oferta de

nutrientes ao microorganismo (TAKEUCHI et al., 2006).

Outras patologias (Ulcera e pangastrite) foram correlacionadas positivamente
com o sexo do hospedeiro, a maior probabilidade preditiva para o desenvolvimento
de ulceras foi observada entre pacientes do sexo feminino. Resultado semelhante foi
obtido por Manfredini (2010), o qual relatou a maior predisposicao de mulheres para
o desenvolvimento de ulceras, contudo ndo ha indicacbes de quais os fatores

envolvidos nessa correlagéo.

Relativo a correlacdo da viruléncia com as diferentes variantes génicas de H.
pylori, ha relatos de cepas de H. pylori as quais foram propostas como causadoras
de patologias severas no hospedeiro (ATHERTON et al., 1995). Estas cepas séo
portadoras da insercéo sl (alelo s1) do loco vacA e a presenca do gene cagA, o que

poderia potencializar a agéo patogénica da H. pylori.
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No presente estudo, evidenciamos em diferentes amostras os fragmentos
alélicos amplificados correspondentes aos loci “s”, “cagA” e “m”, os quais estdo de
acordo com os demais estudos que evidenciaram o produto amplificado desses
alelos (LAGE et al., 1995; COVACCI & RAPPUOLI, 1996; ATHERTON et al.,1999;

THOMAZINI et al., 2006).

Verificamos a prevaléncia da cepa sl+ em 90% dos pacientes com Ulcera
péptica, similar ao descrito em outros estudos (THOMAZINI et al., 2006; ASHOUR et
al.,, 2002; ATHERTON et al.,, 1995). Entre os portadores de Ulcera péptica,
verificamos que os loci m1 e m2 possuem freqiiéncias similares de prevaléncia,
igualmente distribuidos em 45% dos pacientes examinados, sendo que 10% dos
pacientes eram portadores de ambos os loci m1 e m2, o que indica uma possivel
infeccdo multipla por duas cepas distintas de H.pylori. Resultado similar foi relatado
por Yakoob et al. (2009). O loci cagA apresentou positividade em 70% dos pacientes
(ARGENT et al., 2008; MATTAR et al, 2007). A tabela 11 apresenta uma
comparacdao entre as frequéncias de cada loci observada neste estudo com

resultados obtidos em outros estudos.

A frequéncia obtida dos alelos estudados foi similar com os estudos
realizados por Ghose (2005) na Venezuela. Nimri (2006) relatou uma frequéncia
maior do loci s2 o que difere substancialmente dos resultados obtidos neste estudo,
além de uma fregiiéncia significativamente menor do loci marcador cagA em seus
pacientes. A comparacdo de nossos resultados com aqueles de Wong (2001),
também foram substancialmente diferentes. A prevaléncia do loci s1 (59%) e do loci
cagA (45%) entre os pacientes examinados neste estudo diferem daqueles relatados

por Wong 96% e 89%, respectivamente.

Tabela 11: Prevaléncia de cepas de Helicobacter pylori em diferentes paises.
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Loci Resultados
HCLMP Jordéania Venezuela Hong-Kong
(Mogi das (NIMRI et al, (GHOSE et al, 2005) (WONG et al,
Cruzes) 2006) 2001)
n=87 n=110 n=121 n=72
VacA-sl 0,59 0,45 0,53 0,96
VacA-s2 0,41 0,55 0,47 0,04
VacA-ml 0,36 0,49 0,40 0,32
VacA-m2 0,59 0,51 0,60 0,64
CagA+ 0,45 0,26 0,61 0,89

Embora o loci s1 se apresente prevalente nos pacientes estudados, nao

houve correlacdo positiva deste como a maioria das patologias analisadas, exceto

para a analise agrupada das patologias ulcerativas (Ulcera, gastrite e pangastrite

agrupadas; p=0,046) e para a Ulcera péptica (p=0,002). Para todas as demais

patologias (gastrite, pangastrite, bulbite, esofagite e polipo) o loci s1 ndo apresentou

significancia estatistica e nem ao menos a capacidade preditiva para a presenca do

loci foi significante para as afeccdes relatadas anteriormente.

Resultado similar foi obtido para a prevaléncia do loci ml1 e as mudltiplas

afeccdes. Entretanto, alguns autores relatam a importancia desse loci, o qual

frequentemente foi relacionado com o potencial de patogenicidade das cepas de H.
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pylori (AVILES-JIMENEZ et al.,2004). A prevaléncia dos loci s2 e m2 também nao

apresentaram correlacao significativa com nenhuma das patologias estudadas.

O marcador da ilha de patogenicidade cagA quando presente, esta associado
a sintese de uma proteina (citotoxina associada ao gene A) que aumenta o poder de
patogenicidade da H.pylori e por esta razdo, as cepas cagA + sdo descritas como
mais patogénicas do que as cepas cagA - (CENSINI et al., 1996). Em nosso estudo,
a presenca do loci cagA no genoma das cepas identificadas em biopsias de
pacientes com o desenvolvimento de patologias ulcerativas foi estatisticamente
significante (p=0,016). O que confirmou os resultados obtidos nos estudos relatados
acima. Entretanto, a analise das patologias ulcerativas (Ulcera, gastrite e pangastrite)
isoladamente indicaram significancia da capacidade preditiva desse alelo, apenas
em relacdo aos portadores de Ulcera (p=0,013). De acordo com nossos resultados, a
presenca do loci cagA no genoma do microorganismo indica uma chance de 6,24%
maior de desenvolver Ulcera péptica do que na auséncia deste. Para a bulbite, a
esofagite e o polipo, o marcador cagA ndo indicou capacidade preditiva

significativamente diferente de zero.

A presenca da H. pylori ndo foi determinante para a maioria das patologias
analisadas, apenas apresentou significancia entre aquelas aqui denominadas de
patologias ulcerativas (p = 0,004). Este efeito pode ser justificado pela quantidade de
pacientes portadores da bactéria sem que estes apresentassem sinais especificos
de alguma patologia gastrica. Estudos clinicos frequentemente precipitam suas
conclusdes, devido a analises estatisticas parciais (PROUZET-MAULE, et al., 2005).
A elevada prevaléncia do microorganismo, ou de uma variante alélica entre aqueles
pacientes portadores de algum distarbio ndo evidencia necessariamente a
correlacdo entre as duas variaveis. E necessario verificar a hipdtese alternativa, ou
seja, se ha significativa prevaléncia do microorganismo em pacientes nao portadores

de distUrbios gastricos.

Nossos resultados indicaram que ndo é apenas a presenca da H.pylori a
Gnica responsavel pelo desenvolvimento de patologias como gastrite, Ulcera,
pangastrite ou esofagite. Do mesmo modo que, alguns dos loci avaliados nao

respondem sozinhos como fatores diretamente relacionados ao surgimento das
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patologias. E possivel que para o desenvolvimento de qualquer uma das patologias
citadas, seja necessaria uma combinacdo de elementos, alguns relacionados a
H.pylori e principalmente alguns elementos relacionados ao hospedeiro. Nesse
estudo, avaliamos trés fatores relacionados ao hospedeiro: idade, etnia e sexo dos
pacientes, contudo é possivel que outros aspectos ndo considerados aqui tenham
igual ou maior relevancia, tais como os hébitos alimentares, o tabagismo, o etilismo,

certos metabolicos e fatores genéticos do hospedeiro.

Outros loci além daqueles estudados aqui, tém sido relatados como
associados ao desenvolvimento de patologias gastricas especificas. E o caso do
ulcer promoting gene A (dupA), o qual é indicado como um fator associado a Ulceras
duodenais (LU et al., 2005). Outro marcador da ilha de patogenicidade, o cagE, tem
sido proposto como elemento responsavel pela elevagdo no nivel de producdo de
interleucina 8 pelo epitélio gastrico, o que poderia estimular a migracao de
neutroéfilos para o local, favorecendo a atividade inflamatéria (ARGENT, et al., 2008);
o cagE pode estar presente no genoma mesmo na auséncia do marcador cagA
(QUEIROZ, et al., 1998). Outro gene da H. pylori denominado induced by contact
with epithelium (iceA) tem a sua expressdo associada a Ulcera péptica e ao cancer
gastrico (CANER, et al., 2007). Possivelmente, esses loci tenham papéis importantes
no desenvolvimento de diversas patologias, principalmente se somados aos fatores

avaliados neste estudo.

Embora a fisiopatologia do produto génico dos loci cagA e vacA estejam bem
estabelecidas (KUSTERS, et al., 2006; COVER, et al.,, 2005; SILVEIRA, et al.,
2005), ainda ha desconhecimento sobre os mecanismos desencadeadores da

agressao.

Nossas andlises indicaram que ndo houve combinacfes entre elementos do
hospedeiro e da bactéria que tenham significativa capacidade preditiva para
qualquer uma das afeccdes gastricas. Associacdes positivas foram verificadas entre
alguns fatores isolados e algumas patologias especificas. Esses resultados parecem
indicar a existéncia de uma complexa combinacdo de fatores muito além daqueles
considerados aqui ou em outros estudos. Rejeitamos a perspectiva de que um ou

poucos elementos estejam envolvidos no desencadeamento das patologias
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gastricas. Principalmente porque a associacdo entre a bactéria H. pylori e o ser
humano constitui um exemplo de associacao duradoura e que durante a maior parte

desse tempo ndo ha evidéncias de disturbios importantes.

Em razdo da auséncia de indicadores génicos que evidenciassem o0
desenvolvimento de patologias especificas procuramos verificar a hipétese de que a
densidade bacteriana poderia estar relacionada com o desenvolvimento patolégico.
Consideramos que o eventual aumento da populacdo no ambiente gastrico do
paciente poderia prenunciar o surgimento de um distlrbio gastrico. Para tanto,
desenvolvemos no presente estudo um protocolo para a quantificacdo da populagao

bacteriana a partir de biopsias gastricas.

A aplicacdo da metodologia de amplificacio em sistema QPCR,
diferentemente do PCR convencional, depende da especificidade do produto
amplificado. O nivel de fluorescéncia emitida pela amostra, a medida que o numero
de copias do DNA-alvo se eleva, é utilizado como parametro quantitativo da amostra
original. Entretanto, o sistema ndo € capaz de diferenciar produtos amplificados
diferentes em um mesmo ciclo de amplificacbes, devido as diferencas de
temperatura de melting de cada produto (RADONIC et al.,, 2004). Inicialmente,
nossos experimentos objetivaram a determinacdo da sequéncia-alvo que
apresentasse as condicdes necesséarias de especificidade e unicidade para a
correlacao direta desta com o tamanho (densidade) da populacdo de H. pylori em
amostras de biopsias. Verificamos que a sequéncia relativa ao loci m1 do loco vacA
constituiu-se em um marcador adequado para ser utilizado em procedimentos de
PCR quantitativo. Entretanto, limitado aos pacientes portadores de cepas ml+ de H.
pylori. Futuros experimentos poderdo identificar outros marcadores, 0s quais

possam ser utilizados para as diferentes cepas do microorganismo.

A seguir procuramos verificar a hipotese da existéncia de variacdes
significativas na densidade bacteriana de acordo com diferentes patologias
gastricas. Estudo similar foi realizado por Molnar (2008). Todavia, um estudo
realizado por Dunn et al. (1997) indicou que uma parcela das H. pylori que

colonizam a mucosa, morrem e liberam enzimas urease para o uso das H. pylori
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remanescentes. Em razao disso, esses autores propuseram que uma densidade

bacteriana estavel deve ser mantida ha mucosa gastrica infectada.

Em nosso estudo verificamos que ha variacdo significativa da densidade
bacteriana em pacientes que apresentam diferentes patologias géastricas, o que

contrariou o estudo anterior.

Identificamos uma densidade bacteriana elevada em todos os individuos
portadores de Ulcera, gastrite e esofagite. Uma possivel relacdo entre a elevada
densidade bacteriana em portadores de Ulcera péctica foi proposta por Bittencourt et
al. (2006). Segundo esses autores, 0S microorganismos aumentam em numero,
devido a maior adesao destes as células epiteliais gastricas, pois ndo ha quantidade

de muco suficiente para protecéo das células.

Em individuos portadores de gastrite houve discreta variagdo na densidade
bacteriana entre os individuos examinados. Neste caso, o estado inflamatério da
mucosa pode variar de leve até enantematosa, a qual correspondente a uma gastrite
mais severa (MAGALHAES et al., 2005). Uma vez que a H. pylori necessita de uma
resposta inflamatéria para poder aderir-se com maior facilidade a mucosa, isto pode
justificar a variacdo da densidade bacteriana obtida, em individuos com essa

patologia.

Verificamos que no individuo portador de metaplasia intestinal o valor da
densidade bacteriana apresentou-se reduzido em relacdo a todas as demais
patologias analisadas. H. pylori é caracterizada como agente carcinogénico do tipo |
(PARSONNET et al., 1993), no entanto, ndo ha relatos na literatura sobre densidade

bacteriana em individuos com metaplasia.

Os experimentos realizados no presente estudo tiveram sucesso ha
elaboracdo de um protocolo experimental bem como na identificacdo e a selecao de

marcadores para a andlise quantitativa de H. pylori através do sistema qPCR.

Evidenciamos significativa variagdo da densidade bacteriana em diferentes

pacientes portadores de afec¢des gastricas. Naqueles disturbios caracterizados pela
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existéncia de um foco inflamatério ou ulceracdo da mucosa gastrica, evidenciamos
significativo aumento da populacdo do microorganismo nas biopsias examinadas.
Entretanto, desconhecemos os fatores que precedem o aumento da populacdo de
bactérias e se ha relacdo direta desta Ultima como o disturbio gastrico. Todavia, é
promissora a hipétese de que variacdo da densidade bacteriana possa constituir um
indicador fisiopatologico. O mesmo nédo foi verificado para a identificagdo de
linhagens especificas do microorganismo, em relagdo aos loci marcadores
selecionados no presente estudo. Embora, correlacdes positivas entre certos
marcadores alélicos e determinadas patologias foram identificadas, houve
consideravel distribuicdo dos fatores correlatos entre os parametros do hospedeiro e

do microorganismo

A associacao entre a bactéria H. pylori e o ser humano parece caracterizar-se
por uma interagdo estavel e duradoura, cujos distirbios dependam, sobretudo de

desequilibrios complexos e ocasionais.
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. CONCLUSOES

Ha um elevado nivel de prevaléncia de Helicobacter pylori entre os pacientes

atendidos no setor de Endoscopia do Hospital Luzia de Melo Pinho;
A H.pylori esta presente em individuos sem afec¢des gastricas;
A maior prevaléncia ocorreu em pacientes com idade entre 26 e 36 anos;

N&o existe diferenca entre os niveis de prevaléncia em diferentes etnias ou

entre 0S Sexos;

Cepas sl+ e m2+ foram aquelas que apresentaram maior prevaléncia na

populacdo examinada;

A sequencia sl significativa capacidade preditiva para o desenvolvimento de

Ulcera, gastrite e esofagite;

O marcador da ilha de patogenicidade cagA tem significativa capacidade

preditiva apenas para o desenvolvimento de Ulcera;

Fatores relacionados ao hospedeiro como idade e género apresentaram a
maior probabilidade preditiva para o desenvolvimento de véarias das patologias

gastricas estudadas;

Para o desenvolvimento de afec¢Bes gastricas € necessaria uma combinacao

de fatores relacionados ao paciente e a bactéria,

Existe variacdo na densidade bacteriana de acordo com a patologia

desenvolvida;

O alelo m1 constitui marcador apropriado para a determinacéo da densidade
relativa de populacdes de H.pylori em sistema experimental gPCR.
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8. ANEXOS

Anexo |
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Anexo |l
Processo CEP.

CE P
@ @ o - -
4" w COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
BERAT

COMITE DE ETICA
EN PESQUISA

Titulo: PREVALENCIA E VARIABILIDADE DE GENOTIPOS ASSOCIADOS AOS
FATORES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE HELICOBACTER PYLORI. ANALISE
DE CORRELACAO COM DIFERENTES ASPECTOS DO HOSPEDEIRO
Area de conhecimento: 2.02 - Genética
Responsavel pelo projeto: Prof. Douglas Mascara
Co-Responsavel pelo projeto: Prof. Ilvarne Luis dos Santos Tersariol
Autores: Fernando Francisco Pazello Mafra
Erika G. de Oliveira

Processo CEP: 119/2007
CAAE: 0120.0. 237.000-07

Em reunido de 13 de dezembro de 2007 o Comité de Etica em Pesquisa

envolvendo Seres Humanos aprovou o parecer que segue aqui descrito.

Resumo

O projeto se propde a realizar um levantamento das variagbes genotipicas entre
isolados de Helicobarter pylori obtidos a partir de bidpsias gastricas coletadas em
pacientes do Hospital das Clinicas Luzia de Pinho Melo, em Mogi das Cruzes. Além de
caracterizar os diferentes genétipos, os pesquisadores pretendem estabelecer analises
de correlagao entre a ocorréncia de diferentes variedades genotipicas e algumas
caracteristicas dos pacientes, como idade, sexo, tipo de patogenia, etc.
Parecer

O projeto encontra-se muito bem fundamentado e é descrito com precisao
suficiente para que se faga uma apreciagdo técnica favoravel. O unico ponto a
ressalvar, seria a brevidade com os autores descrevem o plano de analise estatistica
dos dados, que poderia ser mais bem desenvolvido, haja vista a grande quantidade de
variaveis que se pretende analisar. Nao obstante, o mero levantamento das principais
variedades de H. pylori presentes na populacdo de Mogi das Cruzes e arredores ja
caracteriza um aspecto interessante que justifica a realizacao da pesquisa e, para
estes estudos, a metodologia é descrita de maneira satisfatoria e adequada. O TCLE
esta muito bem elaborado, constituindo exemplo a ser seguido por outros projetos da
area. O processo ndo apresenta, no entanto, documento manifestando anuéncia do
responsavel pelo hospital onde estardo sendo realizadas as coletas. Este documento

deve ser encaminhado ao CEP antes que o projeto possa ser considerado aprovado.

Av. Candido Xavier de Almeida Souza, 200 — Prédio [ — Sala 21-21 - CEP 08780-911
Telefone: (011) 4798-7085 e-mail: cepl@ume.br
Mogi das Cruzes - Sdo Paulo - Brasil

110



C E P
P 3 % COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Lo

i

COMITE DE ETICA
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Cont.: Processo CEP: 119/2007 CAAE: 0120.0. 237.000-07

Conclusao
Projeto em diligéncia.

Obs: Os responsaveis tém 60 dias para responder aos quesitos formulados pelo CEP em seu parecer.
Apds esse prazo o projeto serd considerado retirado e posteriormente havendo interesse, devera ser
apresentado novo protocolo e reiniciado o processo de registro (Resolucio CNS 196/96). Caso haja
alguma duvida, procurar o CEP para maiores esclarecimentos.

13 de dezembro de 2007.

r. Luiz R. Nunes
Coordenador do Comijté de Etjca em Pesquisa
envolvgndo/Seres Humanos

Av. Candido Xavier de Almeida Souza, 200 ~ Prédio Il — Sala 21-21 - CEP 08780-911
Telefone: (011) 4798-7085 e-mail: cepi@ume.br
Mogi das Cruzes - Sdo Paulo - Brasil
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C E P
g"?fj COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
= B

COMITE DE £7TH0A
EM PESGLIISA

Titulo: PREVALENCIA E VARIABILIDADE DE GENOTIPOS ASSOCIADQOS AQS FATORES DE
VIRULENCIA EM ISOLADOS DE HELICOBACTER PYLORI. ANALISE DE CORRELACAO COM
DIFERENTES ASPECTOS DO HOSPEDEIRO
Area de conhecimento: 2.02 - Genética
Responsavel pelo projeto: Prof. Douglas Mascara
Co-Responsavel pelo projeto: Prof. lvarne Luis dos Santos Tersariol
Autores: Fernando Francisco Pazello Mafra
Erika G. de Oliveira
Processo CEP: 119/2007
CAAE: 0120.0. 237.000-07

O Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos aprovou “ad referendum” o
parecer que segue aqui descrito.
Resumo

O projeto se propde a realizar um levantamento das variacdes genotipicas entre isolados de
Helicobarter pylori obtidos a partir de bidpsias gastricas coletadas em pacientes do Hospital das
Clinicas Luzia de Pinho Melo, em Mogi das Cruzes. Além de caracterizar os diferentes genotipos,
os pesquisadores pretendem estabelecer analises de correlagdo entre a ocorréncia de diferentes
variedades genotipicas e algumas caracteristicas dos pacientes, como idade, sexo, tipo de
patogenia, etc.
Parecer

Em resposta ao parecer emitido em 13 de maio de 2008, os responsaveis enviaram a carta
de anuéncia do responsavel pelo Hospital das Clinicas Luzia de Pinho Melo onde serdo realizadas
as coletas do material e incorporaram ao projeto o método estatistico que serd usado na analise
dos dados. Com isso, o projeto estad aprovado para sua execucao.
Conclusao

Projeto Aprovado de acordo com as normas estabelecidas pela Resolugdo 196/96 do

Conselho Nacional de Saude. '

Obs.: O Comité de Etica em Pesquisa - CEP. de acordo com suas atribuigdes definidas na Resolugao CNS 196/96. salicita ao
pesquisador responsavel que encaminhe o relatorio final (em CD ou disquetej ou copia da publicacda do artigo ou resumo {(em
papel) referentes a este projeto no més de JUNHO de 2009 com carta de encaminhamento ac Coordenador do CEP-UMC. Caso
contrario. deve ser entregue uma justificativa para que ndo haja complicacdes na entrega de projetos posteriores

Mogi das Cruzes, 27 de Maio de 2008.

Prof. Dr. Cgf[ arcelo Gurjao de Godoy
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos

Av Candido Xavier de Almeidi Souzi 200 - Prédio 1T Sala 21-21 - CEP 08780-911
Feletone: (0T 4798-7083 C-mails cepracume.br
Mogi das Cruzes - Sdo Paulo - Brasil
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_ Anexo IV
Termo de liberacdo de pesquisa cientifica a ser realizada no Hospital das
Clinicas Luzia de Pinho Melo.
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TERMO PARA LIBERACAO DE PESQUISA CINTIFICA A SER REALIZADA NO
HCLPM

NOME DO PESQUISADOR: FERNANDO FRANCISCO PAZELLO MAFRA

ERIKA G. DE OLIVEIRA.
ORIENTADOR: DR. RUI AFONSO BASSANI
AREA: MEDICINA
TITULO DO TRABALHO: PREVALENCIA E_VARIABILIDADE DE GENOT[POS
ASSOCIADOS AOS FATORES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE HELICOBACTER
PYLORL ANALISE DE CORRELACAO COM DIFERENTES ASPECTOS DO

HOSPEDEIRO.
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Formulério do participante.

Formulario do participante — Pesquisa Helicobacter pylori
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Nome do Participante:

Data de nascimento:

Municipio onde mora:

Sexo: () Masculino () Feminino
Estado civil: () Solteiro () Casado
() Sim ( )Néo
Possui filhos?
Se sim, quantos?
Etnia () Caucasiano () Negro
Faixa Salarial ( )%a2sm ( )5a10sm

Nome do entrevistador:

() Viavo

() Divorciado

Moram com o participante?

() Oriental () Pardo

( )10a15sm ( )acima de 15 sm

Data da entrevista:

Assinatura do Participante:

Aspectos sociais
( )Sim ( )Nao
Faz uso de tabaco?
Se sim, quanto tempo?
() Frequentemente () Socialmente ( )Nao
Faz uso de alcool?
Se sim, quanto tempo?
Possui alguma doenca
cronica? ( )Sim ( )Nao

Se sim, quais?




Faz uso de remédio para
dor de cabega ou no
corpo?

Ja teve algum problema de
estébmago?

Alguém da familia j& teve
algum problema de
estdbmago?

Faz ou ja fez uso de
remédio para o estémago?

Fez uso de antibiéticos
recentemente?

Ja fez endoscopia alguma
vez?

Alguém da familia j& fez
endoscopia alguma vez?

Ja teve algum diagnéstico
positivo para Helicobacter
pylori?

() Frequentemente (

Se sim, qual(is)?

) Ocasionalmente

( )Sim ( )Nao
Se sim, qual e quanto tempo?

() Sim ( )Nao
Se sim, quem e quanto tempo?

( )Sim ( ) Nao
Se sim, qual(is) e quanto tempo?

( )Sim ( )Nao
Se sim, qual(is) e quanto tempo?
()Sim ( )Né&o

Se sim, quantas e ha quanto tempo?

()Sim ( )Nao

Se sim, quem e ha quanto tempo?

( )Sim ( ) Nao

Se sim, h& quanto tempo?




Alguém da familia teve
algum diagndstico positivo
para Helicobacter pylori?

Ja fez algum tratamento
para Helicobacter pylori?

Alguém da familia ja fez
algum tratamento para
Helicobacter pylori?

No seu caso, o tratamento
teve efeito?

No caso da sua familia, o
tratamento teve efeito?

Qual motivo esta fazendo
endoscopia?

Quanto tempo sente dor
de estémago antes de
procurar o servigo médico?

Aspectos clinicos

()Sim ( )N&o
Se sim, quem h& quanto tempo?

( )Sim ( )Néo
Se sim, ha quanto tempo?

( )Sim ( )Néo
Se sim, quem e ha quanto tempo?
()Sim ( )Nzo
Se nao, por qué?

( )Sim ( )Nao

N&o, por qué?

*Somente para o grupo GES &
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Anexo VI
Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa.
Apbs ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e
a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nédo sera penalizado(a)
de forma alguma. Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Mogi das Cruzes pessoalmente ou através do telefone
(x11) 4798-7085

Titulo da Pesquisa:
PREVALENCIA E VARIABILIDADE DE GENOTIPOS ASSOCIADOS AOS FATORES DE
VIRULENCIA EM ISOLADOS DE HELICOBACTER PYLORI ANALISE DE CORRELAGAO COM
DIFERENTES ASPECTOS DO HOSPEDEIRO.

Estamos realizando uma pesquisa sobre a ocorréncia de uma bactéria no estdmago de
pessoas que apresentam algum tipo de desconforto gastrico, gastrite, Ulcera entre outros. Por
causa disso, iremos examinar os materiais obtidos de endoscopias — biopsias — e através delas
determinar se a bactéria Helicobacter pylori esté presente e qual é a variedade dessa bactéria.
De acordo com o resultado iremos verificar se existe alguma correlagéo com o tipo de problema
géstrico apresentado pelo paciente, com os habitos dele, (por exemplo, se ele ¢é fumante), com o
sexo, com a idade, habitos de higiene e com a sua origem ou nacionalidade. Muitos desses
estudos tém sido realizados em diferentes regides do mundo e a presenca e o tipo dessa bactéria
no estdmago pode estar associada ao desenvolvimento de importantes doengas gastricas.

A pesquisa que realizaremos deverd utilizar parte do material coletado durante a
endoscopia e, portanto ndo iremos realizarcum exame diferente em nenhum paciente. Em um
exame normal, sdo coletadas 4 amostras do tecido géstrico, em razdo deste estudo iremos
coletar 6 amostras. Somente serdo convidadas para participar dessa pesquisa pessoas que foram
encaminhadas ao exame de endoscopia devido a uma solicitagdo médica.

Parte do material coletado durante o exame serd utilizado para a andlise e diagndstico,
conforme solicitacio médica e outra parte serd utilizada para o estudo que descrevemos acima.

N3o iremos solicitar nenhum exame adicional.

O exame seré realizado no mesmo local, e serd acompanhado pelos mesmos médicos e
assistentes que fazem rotineiramente o exame endoscdpico, um membro da nossa equipe podera
estar presente para auxiliar no acondicionamento do material coletado.

Ser4 necessario examinar alguns dados clinicos presentes no prontudrio médico do

paciente, e se necessario solicitaremos diretamente ao voluntério ou ao seu representante legal



algumas informagBes que possam ser importantes para o nosso estudo. Todos os dados pessoais
serdo mantidos em sigilo e 0 nome de cada participante serd ocultado durante toda a pesquisa.

Caso vocé tenha alguma ddvida quanto a pesquisa, eu Douglas Mascara coordenador da
pesquisa, bidlogo, Doutor em Genética Molecular, professor da Universidade de Mogi das Cruzes,
situada & Av. Dr. Candido Xavier de Almeida Souza, 200 fone 4798-7087 coloco-me a disposigao
para esclarecimentos, assim como pode ser procurado o Comité de Etica em Pesquisa, que
aprovou este projeto, situado & Av. Dr. Candido Xavier de Almeida Souza, 200 Prédio 11, Sala 21-
21 19 andar, fone 4798-7085, e-mail: cep@umc.br

Vocé n3o terd nenhuma despesa nem recebera nenhum retorno financeiro. Os
pesquisadores se comprometem a usar os dados da pesquisa somente para este fim.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagbes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “PREVALENCIA E VARIABILIDADE DE
GENOTIPOS ASSOCIADOS AOS FATORES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE HELICOBACTER
PYLORI. ANALISE DE CORRELACAO COM DIFERENTES ASPECTOS DO HOSPEDEIRO”". Eu
discuti com o médico responsavel pelo exame, ou com um membro da equipe de trabalho
envolvido na presente pesquisa, ou mesmo com o coordenador da pesquisa sobre ‘a minha
decisdo em autorizar a minha participagio, ou do menor, ou do idoso de quem sou responsével
legal, neste estudo. Ficaram claros para mim os propdsitos da pesquisa, procedimentos que
serdo feitos, desconfortos e riscos, garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Também ficou claro que minha participagiio € isenta de despesas e que tenho
garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario.

Autorizo participar desta pesquisa ou a do menor do qual sou responsavel legal, e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante a pesquisa, sem

penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data: / _/ (

Assinatura do voluntario ou do representante legal

Assinatura da testemunha (para casos de menores de 18 anos, analfabetos, semi-

analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento livre e esclarecido

deste representante legal para participagdo na pesquisa.

assinatura do responsavel pelo estudo

118



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

