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

Prevaléncia e Associacao da Infeccao por Helicobacter
pylori e do Virus de Epstein-Barr em Adenocarcinoma
Gastrico, em uma Populacédo do Norte do Brasil.

JEFFERSON JOSE SODRE FERRAZ

Belém - Para
2012



JEFFERSON JOSE SODRE FERRAZ

Prevaléncia e Associacao da Infeccao por Helicobacter
pylori e do Virus de Epstein-Barr em Adenocarcinoma
Gastrico, em uma Populacdo do Norte do Brasil.

Tese de Doutorado apresentada ao Curso de
Pds-Graduacdo em Neurociéncias e Biologia
Celular da Universidade Federal do Para,
como requisito parcial para a obtencéo do grau
de Doutor em Biologia Celular.

Area de concentragdo: Biologia Celular
Orientador:  Prof. Dr. Rommel Mario
Rodriguez Burbano.

Co-orientador: Prof. Dr. Juarez Antdnio
Simdes Quaresma.

Belém - Para
2012



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacéo (CIP)

Sistemas de Biblioteca da UFPA

Ferraz, Jefferson José Sodré , 1965-

Prevaléncia e associacao da infecgcdo por
Helicobacter pylori e do virus de Epstein-Barr

em adenocarcinoma gastrico, em uma populacdo do
norte do Brasil / Jefferson José Sodré Ferraz.

- 2012.

Orientador: Rommel Mario Rodriguez Burbano;
Coorientador: Juarez Anténio Simdes
Quaresma.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal do
Para, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Programa
de Pds-Graduagdo em Neurociéncias e Biologia
Celular, Belém, 2012.

1. Estbmago Cancer. 2. Adenocarcinoma. 3.
Infecgdes por Helicobacter pylori. 4. Infecccoes
por herpesviridae. I. Titulo.

CDD 22. ed. 616.99433




FOLHA DE APROVACAO

Jefferson José Sodré Ferraz

Prevaléncia e associagio da infecgio por Helicobacter pylori e do virus de Epstein-Barr
em adenocarcinoma gastrico, em uma populagdo do norte do Brasil.

Tese de Doutorado apresentada ao Curso de
Po6s-Graduagdo em Neurociéncias e Biologia
Celular da Universidade Federal do Para,
como requisito parcial para a obtengio do grau
de Doutor em Biologia Celular.

Area de concentragio: Biologia Celular

Aprovada em: 13 de dezembro de 2012

Banca Examinadora

I’l —
e Pl
Prof. Dr. Carlos Alberto Machado da Rocha
Instituicdo: Instituto Federal de Educac¢do do Para

Instituigio: Universidade Federal do Par4

0 )
Profa. Dra. Carolipa Heitmann Mares Azevedo Ribeiro
Institui¢do: Universidade Federal do Para

ﬂmywi )gufbmoa—

Presidente: Prof. Dr. Rommel Mario Rodriguez Burbano
Institui¢do: Universidade Federal do Para



"Reze como se tudo dependesse de Deus e
trabalhe como se tudo dependesse de vocé."

(Cardeal Shellman)

"Comece fazendo o que é necessario, depois 0
que é possivel, e de repente vocé estara fazendo o
impossivel.”

(Séo Francisco de Assis)

“Toda religido, arte e ciéncia sdo ramos de uma
mesma arvore. Todas estas aspira¢fes visam o
enobrecimento da vida do homem, elevando-a da
esfera da mera existéncia fisica e conduzindo o
individuo para a liberdade.”

(Albert Einstein)



Vi

AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, que é bom, e me concedeu as gragas necessarias para mais
esta realizacéo.
Ao Prof. Dr. Rommel Burbano, orientador desta tese, ndo apenas pelo apoio recebido
durante esta jornada, mas também pela amizade e pelo exemplo de competéncia e
dedicacéo.
Aos meus pais Astério (in memorian) e Maria de Lourdes Ferraz que me concederam seu
amor e dedicacdo durante toda a minha vida e me iniciaram na educagéo.
A Cristina, Rafael, Louise, Davi, Lucas, Leonardo e Maria Eduarda (que ainda vai chegar)
pelo amor, paciéncia, incentivo e apoio nos momentos mais dificeis.
Ao Prof. Dr. Juarez Quaresma por toda a ajuda recebida no decorrer deste trabalho.
Ao Prof. Dr. André Khayat pela amizade, ajuda técnica e analise critica deste trabalho.
A colega doutoranda Aline Seabra pelo auxilio na organizacdo dos dados e na analise
estatistica deste trabalho.
A toda a equipe do Laboratério de Citogenética Humana do ICB pelo trabalho realizado.
A Prof. Msc. Nelma Esteves e Prof. Msc. Graga Carvalho do Centro Universitario do Para,
por toda a colaboracdo nos momentos em que precisei estar ausente, em funcdo da
realizacdo deste trabalho.
Aos pacientes, objetivo final de nosso estudo, que humildemente aceitaram participar deste
trabalho.
A Policia Militar do Para, pelo apoio recebido no decorrer deste trabalho.
Ao Centro Universitario do Parda — CESUPA, pelo incentivo, compreensdo e apoio através

do programa de capacitacdo docente da institui¢do.



vii

Aos irmdos da 22 Comunidade Neo-catecumenal da Basilica de Nazaré que sempre
rezaram por mim.
A UFPA, na pessoa dos professores e funcionarios do Curso de P6s-Graduagdo em

Neurociéncias e Biologia Celular do ICB, pela oportunidade dada.



viii

RESUMO

As neoplasias gastricas sdo a segunda maior causa de morte por cancer e apesar das
descobertas sobre a fisiopatologia das células tumorais, o cancer é considerado como, no
melhor das hip6teses, minimamente controlado pela medicina moderna. O carcinoma
gastrico € uma das poucas neoplasias malignas nas quais 0s agentes infecciosos tem um
importante papel etioldgico. O objetivo do presente trabalho foi pesquisar a prevaléncia e o
grau de associacdo da infeccdo por Helicobacter pylori e do virus de Epstein-Barr em
adenocarcinoma gastrico, em uma populacdo do norte do Brasil. Foram analisadas 125
amostras de adenocarcinoma gastrico que foram submetidas a técnica de PCR para
deteccdo de H. pylori e da cepa cagA de H. pylori, a técnica de hibridizacao in situ para
deteccdo do EBV e a andlise histopatoldgica para determinacdo de caracteristicas clinico-
patologicas e epidemioldgicas. Observou-se 0 maior acometimento de pacientes do sexo
masculino (68%) e de faixa etaria acima de 50 anos (78%). A prevaléncia encontrada para
H. pylori foi de 88%, e foi considerada alta quando comparada a estudos anteriores na
regidao norte. A prevaléncia encontrada para o EBV foi de 9,6%. Os pacientes positivos
para H. pylori-cagA+ apresentaram um risco relativo aumentado para adenocarcinoma do
tipo intestinal. A frequéncia para os estadios Ill e IV foi de 82,4%, evidenciando que o
diagnodstico desta neoplasia é geralmente realizado tardiamente. Os casos positivos para
urease apresentaram um fator de risco relativo (OR=4,231) maior que guatro vezes, para
H. pylori-cagA+, que é a cepa mais virulenta de H. pylori. Ndo houve significancia
estatistica para a associacdo entre H. pylori e EBV na populacédo estudada, porém os casos
positivos para EBV apresentaram 100% de positividade para H. pylori, sugerindo uma
possivel atuacdo sinérgica destes agentes na carcinogénese gastrica.

Palavras-chave: adenocarcinoma gastrico, Helicobacter pylori, EBV, HHV-4, cancer.



ABSTRACT

Gastric neoplasias are the second leading cause of cancer-related deaths and
although discoveries over physio-pathology of tumour cells, cancer is considered, to the
best of our knowledge, minimally controlled by modern medicine. Gastric carcinoma is
among the few malignant neoplasms in which infectious agents play an important role. The
aim of the present work was to research the prevalence and the association of Helicobacter
pylori and Epstein-Barr virus infection in gastric adenocarcinoma in a northern population
of Brazil. A hundred twenty-five samples of gastric adenocarcinoma were analyzed by
PCR to detect H. pylori and pathogenic genotype H. pylori-cagA+, by in situ hybridization
to detect EBV, and by histopathological analysis to determine epidemiologic and clinico-
pathological data. It was observed a higher frequency in male patients (68%) as much as
older patients (78%). Prevalence to H. pylori was 88%, and it was considered high when
compared to early studies in northern region of Brasil. To EBV the prevalence was 9,6%.
Patients H. pylori-cagA+ showed increased relative risk to intestinal type adenocarcinoma.
The case’s frequency to III and IV stages of the disease was 82,4%, demonstrating that the
diagnostic to this neoplasia has been done late. The urease positive cases presented a
higher than four-fold relative risk (OR=4,231) to H. pylori-cagA+, the more pathogenic
genotype. There wasn’t statistical significance to the association between H. pylori and
EBV in the studied population; however the EBV positive cases showed 100% positivity to
H. pylori suggesting a possible synergistic relation of these agents in gastric
carcinogenesis.

Keywords: gastric adenocarcinoma, Helicobacter pylori, EBV, HHV-4, cancer.



1.1

1.2
121
1.2.2
1.2.3
1.24
1.2.5
1.3
1.3.1
1.3.2
1321
1.3.2.2
1.3.3
1.4
141
1.4.2
1.4.3
144
1.45
1.5

2.1
2.2

3.1

SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

INTRODUGAO ....oooeeeee e
CONSIDERAGOES GERAIS.........ooooeeeeeeeeeeeeeee s eeeen e
CANCER GASTRICO.....coiiiiieieiei et
Classificacdo Anatdmica e HistolOgica.........ccooeeeriieniniieiieccee e
Epidemiologia do Cancer GASLIICO.........ccooveieiiriiieiie e
Manifestagies ClINICAS........ccvviie i s
PATOGBNESE. ...ttt ettt bttt
PrOGNOSTICO. ....cueieiiie ettt et sttt
HELICOBACTER PYLORI E CANCER GASTRICO........cccocoevrunrane.
Caracteristicas Biologicas da H. pylori........cccccevvviiiiiiiiiiiccece e
Patogénese da H. pylori na Doenga GAStriCa.........ccccceevvereeiesieniniieereeieans
A llha de Patogenicidade Cag.........cccerueevierieiesieeeie e
O GBNE VACA. ...t e
Resposta Inflamatdria a H. pylori.........ccccooeviiiciiiieceseece e
O VIRUS DE EPSTEIN-BARR E CANCER GASTRICO.........ccconvvnrenns
EBV: O Primeiro Virus Tumoral HUMano.........ccccccoocveviniiiieninece,
Caracteristicas Biologicas do EBV/HHV-4.............cccoooveiiiiiviiicce e,
Epidemiologia do Cancer Gastrico Associado ao EBV (EBV-GC)..........
Caracteristicas Clinico-Patoldgicas e Moleculares do EBV....................
Diagnostico da Infec¢do por EBV no Cancer GAstrico..........ccccovcevevvvenenn.
HELICOBACTER PYLORI E EBV EM CANCER GASTRICO................
OBUJIETIVOS ..ottt sttt e
OBJIETIVO GERAL ..ottt ettt
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooveevieeeieeeeeveeesen s eeies s sess s
MATERIAL E METODOS ......cooiveeeeeeeeee e esees s sess st naes s
CASUISTICA ..ottt e

viii

xii

Xiii



3.2

3.3
3.3.1
3311
3.3.1.2
3.3.1.3
3.3.2
3321
3.3.2.2
3.3.2.3
3.4

ANATOMIA E HISTOPATOLOGIA. ...t
TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.......cccooeeeeeeeeereeeeer e,
Investigagdes Sobre Helicobacter pylori.........cccoeiieiieiincieiie e
EXragio de DINA ...
Diagnostico POr PCR .....ccuiiiiiiie e e
Determinacgéo da Presenga do Gene CagA .......ccoveueeieveenreeneerieseeeneenns
INVestigagdo SODre EBV........ccooiiiiiiiie e
Laminas com Cortes HiStOlOGICOS .........ccovvvreire i
HIDrdIZAGAO 1N SITU ...
Critérios para Analise das LAMINGS ........ccccoceveiiiieine e
CORRELAGCAQ DE DADOS .....ooooveeeeieeeeieeeeeeteeeeeeseesieeassssa s
RESULTADOS ...ttt ettt e
DISCUSSAO ..ottt
CONCLUSOES .....oooiiieiseeeese sttt
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coooviiinieeieeieiee s
ANEXO | ..o
ANEXO T e s
ANEXO T oo

Xi



Figura 1-
Figura 2-
Figura 3-
Figura 4-
Figura 5-
Figura 6-
Figura 7-
Figura 8-

Figura 9-

Figura 10-
Figura 11-

Figura 12-

Figura 13-

Figura 14-

Figura 15-

Figura 16-

LISTA DE FIGURAS

ANatomia do eSIOMAQGO.......ueieeriireiie et
Histologia gastrica NOrMal............ccccooiiiiiiiniciie e
Caracteristica histopatologica de um adenocarcinoma gastrico do tipo
intestinal, presenca de estruturas tubulares.............ccccocvniiniiiinnn,
Caracteristica histopatolégica de um adenocarcinoma gastrico do tipo
difuso, presenca de células com elevada producédo de muco..................
Modelo da carcinogénese gastrica de acordo com o subtipo histolégico
Microfotografia eletronica da mucosa gastrica colonizada por H. pylori
Representacdo do sistema de secrecdo do tipo IV (cag-PAl) da H.

Visualizagdo do EBV no citoplasma de linfoblastos derivados de
linfoma de Burkitt cultivados in VITro .........cccccvveviecie e
Representacdo esquematica dos herpesvirus que infectam humanos,
familia Herpesviridae ..........ocooviiieie s
Representacao esquematica do genoma do virus de Epstein-Barr........
Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico de acordo com
0 género, em uma populacédo do norte do Brasil ...........cccccevvverveinnnenn,
Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, de acordo com
a faixa etaria, em uma populacéo do norte do Brasil.............cccccoveneenne.
Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, de acordo com
a positividade para urease, em uma populacédo do norte do Brasil.......
Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, de acordo com
a positividade para EBV, em uma popula¢do do norte do Brasil.........
Frequéncia de amostras positivas e negativas para cagA, em pacientes
com adenocarcinoma gastrico, de acordo com a classificacdo
histolégica dos tumores, em uma populagdo do norte do
BIASIL . e
Frequéncia de amostras positivas e negativas para cagA, em pacientes
com adenocarcinoma gastrico, de acordo com a positividade e a

negatividade para urease, em uma populacdo do norte do Brasil .........

16
22

24

33

34
38

51

52

52

53

55

Xii



Tabela 1-
Tabela 2-
Tabela 3-
Tabela 4-

Tabela 5-

Tabela 6-

Tabela 7-

Tabela 8-

Tabela 9-

LISTA DE TABELAS

Classificacdo do TNM patolégico para o cancer gastrico......................
Grupamento por estadios para 0 CANCEr GaStriCo .........coovvveeeieerereernnnn,
Oligos utilizados na determinagéo dos genes urease e CagA ................
Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para
cagA, EBV e urease, de acordo com 0 género e a idade, em uma
populacdo do norte do Brasil..........cccooeveeieiieie s
Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para
cagA, EBV e urease, de acordo com a localizagdo anatdbmica das
lesGes, em uma populacéo do norte do Brasil..........cccceeevevveieicninnnenne.
Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para
cagA, EBV e urease, de acordo com a classificagdo histolégica dos
tumores, em uma populacéo do norte do Brasil..........cccccceeevvrieeirennnne
Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para
cagA, EBV e urease, de acordo com o estadiamento dos tumores, em
uma populacéo do norte do Brasil..........ccccceeveeeveiiiiiice e,
Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para
EBV e urease, de acordo com a positividade e a negatividade para
cagA, em uma populacédo do norte do Brasil.

Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para
urease, de acordo com a positividade e negatividade para EBV, em

uma populacéo do norte do Brasil.

54

55

56

57

58

59

Xiii



1 INTRODUCAO
1.1  CONSIDERACOES GERAIS

O céncer e o0 seu controle continuam a apresentar grandes desafios as ciéncias da
salde. A doenca é notadamente complexa e letal, afetando quase todas as linhagens
teciduais do organismo, e apresentando uma distribuicdo ubiquitaria. Atualmente é a
segunda causa mais comum de mortes nos Estados Unidos e é provavel que se torne a mais
comum em um futuro préximo. Apesar dos grandes investimentos em pesquisas sobre a
doenca e da profusdo de descobertas sobre as mudancas genéticas, bioquimicas e
funcionais nas células tumorais, o cancer € normalmente considerado como, no melhor das
hipdteses, minimamente controlado pela medicina moderna, especialmente quando
comparado com as outras principais doencas. De fato, no século XXI, a taxa de
mortalidade por faixa etaria apresentou uma discreta diminui¢do, quando comparada com
as doencas cardiacas, cerebrovasculares e infectocontagiosas, as quais cairam
aproximadamente dois tercos (Varmus, 2006).

O céancer também é um problema de salde publica e continua sendo uma das
principais causas de morte em todo o mundo. Em 2008 a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS/WHO) revelou que houve 7,6 milhGes de mortes por cancer. As neoplasias em geral
sdo responsaveis por 13 % do total de mortes no mundo anualmente, sendo que a maior
parte dos casos (70%) concentra-se em paises em desenvolvimento, como o Brasil. Em
nacOes industrializadas 25% da populacdo morre de cancer a cada ano (WHO, 2012).

O cancer de prostata e mama sdo as neoplasias com maior incidéncia em homens e
mulheres respectivamente, porém as neoplasias do trato gastrointestinal incluindo eséfago,
estdmago, figado, cdlon e pancreas, sdo responsaveis por aproximadamente trés milhdes de

novos casos e mais de dois milhGes de mortes a cada ano, fazendo com que estas sejam as



neoplasias mais frequentes em todo o mundo. Contudo, a incidéncia destes tipos de cancer,
comparadas com aqueles que ndo afetam o trato gastrointestinal, varia de acordo com a
localizacdo geogréfica, o que é devido principalmente a variacdes regionais na dieta, estilo
de vida, e incidéncia de infec¢Ges bacterianas e virais (Hamilton e Aaltonen, 2000).

O cancer gastrico (CG) estd entre as neoplasias mais frequentes no trato
gastrointestinal, independente do género ou variagdes regionais especificas, e apesar de um
grande numero de tumores do trato gastrointestinal serem curaveis através dos tratamentos
cirtrgicos e combinados (cirurgia e radioquimioterapia), as neoplasias de estbmago
representam a segunda maior causa de mortes por cancer, revelando uma alta e persistente
taxa de mortalidade. As mortes por cancer gastrico correspondem a 10,4% de todas as
mortes por cancer anualmente no mundo (Carl-McGrath et al., 2007).

No Brasil em 2010, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer, o numero total
de mortes por cancer de estdbmago foi de 22.035, sendo 8.633 mulheres e 13.402 homens.
As estimativas de incidéncia de cancer de estdmago no Brasil demonstram que para 2012
foram previstos 20.090 casos novos, sendo 12.670 entre homens e 7.420 nas mulheres
(INCA, 2012).

Na regido norte, o Estado do Pard apresenta uma alta incidéncia deste tipo de
cancer, e a capital, Belém, ja esteve no décimo primeiro lugar no ranking de nimero de
casos por habitantes, entre todas as cidades do mundo que detém recordes de cancer
gastrico. Fatores relacionados a dieta, podem estar relacionados a alta incidéncia desta
neoplasia no Pard, em especial o alto consumo de alimentos conservados com sal, 0 uso
reduzido de refrigeradores e o baixo consumo de frutas e vegetais frescos (Pereira et al.,

2001; IARC, 2005).



Devido ao processo de transicdo demogréfica e epidemioldgica atual, se prevé um
predominio de adultos nas préximas décadas, com um consequente incremento no numero
de casos de cancer e uma maior pressdo econdémica e demanda por servicos médicos.

O cancer tem origem multifatorial e seu desenvolvimento depende da interagdo dos
genes do organismo com o meio ambiente, inclusive quando existem canceres de tipo
hereditario, aqueles em que a genética do paciente € o principal responsavel por sua
evolucdo. A maior parte dos tumores é do tipo esporadico, isto €, se origina a partir de
alteracbes genéticas somaticas de novo promovidas pela exposicdo a carcindgenos
ambientais como 0s agentes infecciosos, 0s quais contribuem com o aparecimento de 25%
de todas as neoplasias (Schottenfeld e Beebe-Dimmer, 2006).

Na carcinogénese gastrointestinal, as infeccdes bacterianas e virais que induzem
inflamacédo cronica tem um papel relevante. Varios tipos de neoplasias gastrointestinais
iniciam em um processo inflamatorio e séo precedidas por prolongados processos pré-
cancerosos, que sdo desenvolvidos via multiplos passos sequenciais. O estresse oxidativo
ou a inflamacédo crénica relacionada a substancias ou doencas, resultam na iniciacdo de
processos regenerativos continuos, onde a reposicdo de células destruidas ou danificadas
através da divisao celular, oferece uma oportunidade para acumulacdo de danos genéticos.
O aparecimento de células anormais (displasia), caracteristico da progressdo para cancer
invasivo, é seguido pelo desenvolvimento de lesdes pré-malignas, e depois, como resultado
deste processo, héd o aparecimento do carcinoma (Orlando, 2002).

O mau progndstico da maioria destes casos de cancer é devido principalmente ao
diagndstico em estagios avancados e as poucas op¢des de tratamento. A diminuicdo na
mortalidade das neoplasias do trato gastrointestinal esta associada tanto ao diagndstico
precoce quanto a um maior namero de alternativas terapéuticas (Carl-McGrath et al.,

2007).



1.2 CANCER GASTRICO

As neoplasias gastricas sdo uma das causas mais frequentes de morte por cancer em
todo o mundo. Este tipo de cancer se desenvolve ap6s um processo de multiplos estagios,
definidos por caracteristicas histolégicas e pato-fisioldgicas distintas. Varios sistemas
foram propostos para a classificagdo deste tipo de céncer nas ultimas décadas. Estas
classificacbes tém por finalidade orientar o diagnostico, progndstico e tratamento dos

pacientes acometidos (Nobili et al., 2011).

1.2.1 Classificagdo Anatdmica e Histologica

Anatomicamente, o estbmago é dividido em quatro regides, a cardia (e juncao
gastro-esofagica), o fundo, o corpo e o antro (e piloro), existem ainda duas outras regides
chamadas de pequena e grande curvatura, geralmente ndo levadas em consideracdo quanto
a classificacdo tumoral (Figura 1). Histologicamente, este 6rgdo € dividido em cinco
regides, a saber: a mucosa, a submucosa, a muscular (trés camadas), a subserosa e a serosa
(Figuras 1 e 2) (Sobin e Wittekind, 2004).

O céncer gastrico € uma neoplasia que pode iniciar em qualquer parte do estbmago,
e atingir diferentes camadas de tecidos, sendo assim, tipos diferentes de cancer podem
ocorrer no estbmago. O adenocarcinoma é o tumor originado na mucosa e é o tipo mais
comum (Shang e Pena, 2005).

Noventa por cento dos tumores de estdbmago sdo malignos e o adenocarcinoma

gastrico corresponde a 95% do total destas malignidades (Dicken et al., 2005).
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Figura 1 - Anatomia do estémago (Fonte: WVC, 2006).

Os carcinomas gastricos podem ser classificados de acordo com a sua localizacao
no estdmago. Em termos de classificacdo, os dois principais sitios de cancer gastrico séo o
proximal (cardia) e o distal (ndo-cardia).  Varios  sistemas foram aplicados a
classificacdo histoldgica dos carcinomas gastricos, incluindo a de Lauren (Lauren, 1965), a
de Ming (Ming, 1977), a de Goseki (Goseki et al., 1992) e a da OMS (Hamilton e
Aaltonen, 2000). A significancia clinica destas classificacbes é limitada sendo a
classificacdo de Lauren a que apresenta maior valor prognostico. A classificacdo de Lauren
tem sido o sistema de maior uso, visto que o mesmo define duas entidades histoldgicas

distintas, o carcinoma do tipo intestinal e o carcinoma do tipo difuso, 0s quais evidenciam



diferentes caracteristicas clinicas, patologicas e epidemiol6gicas, mesmo nas neoplasias

géastricas em estagio avancado (Satoh et al., 2007).

Figura 2 - Histologia gastrica normal: M — Mucosa (MM — muscular da mucosa); SM —
Submucosa; MO, MC e ML — Musculares obliqua, circular e longitudinal respectivamente;

S — Serosa (Fonte: UL, 2012).



O tipo intestinal & mais comumente observado em pacientes mais velhos e ocorre
apos a gastrite atrofica multifocal. Este tipo € normalmente acompanhado por metaplasia
intestinal e induz o céancer via displasia, e desta maneira a metaplasia é considerada um
marcador morfologico para a avaliagdo do risco de cancer gastrico. O tipo intestinal exibe
um padrdo de crescimento expansivo, células com nicleos grandes e irregulares, e coesao
celular a ponto de permitir a formacao de estruturas tubulares do tipo glandular (Figura 3)
(Vannella et al., 2012).

O tipo intestinal é predominante em &reas de alto risco, enquanto que o tipo difuso €

mais comum em areas de baixo risco (Hamilton e Aaltonen, 2000).

Figura 3 - Caracteristica histopatologica de um adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal,

presenca de estruturas tubulares (Adaptado de Khayat, 2007).



Diferentemente do tipo intestinal, o tipo difuso desenvolve-se tipicamente apés
inflamacdo crénica, sem passar pelas etapas intermediarias de gastrite atrofica ou
metaplasia intestinal. Este tipo € constituido de pequenas células ndo coesas, difusamente
dispersas, que ndo formam estruturas glandulares, podendo apresentar células com nicleos
periféricos devido a elevada producdo de mucina (Figura 4) (Espejo e Navarrete, 2003).

O tipo difuso ocorre mais frequentemente em pacientes jovens, pode ser multifocal,
nem sempre é acompanhado por metaplasia intestinal e pode ser hereditario (Carneiro,

2004).
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Figura 4 - Caracteristica histopatoldgica de um adenocarcinoma gastrico do tipo difuso,

presenca de células com elevada producdo de muco (Adaptado de Khayat, 2007).

Estes fatores clinico-patologicos sugerem que os fatores ambientais tem maior
influéncia na carcinogénese do tipo intestinal que no tipo difuso e de modo inverso os

fatores genéticos tém maior influéncia no cancer tipo difuso (Milne et al., 2009).



O nivel de estadiamento desses tumores é determinado pela classificacio TNM
estabelecida pelas normas da Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) e € considerado
a mais importante ferramenta progndstica na pratica clinica (Kwon, 2011).

A letra “T” diz respeito ao nivel de crescimento tumoral, o0 “N” e o “M” fazem
referéncia a disseminacgdo para linfonodos regionais e metéastases, respectivamente. Esse
estadiamento pode ser clinico ou patoldgico, neste caso, é adicionada uma letra “p” a sigla
TNM, resultando no termo pTNM. A avaliacéo clinica e realizada com base na extensdo do
tumor, por meio de exames fisicos auxiliados por exames radiograficos, endoscépicos e
histolégicos. A avaliacdo do estadiamento patoldgico (Tabela 1) € efetuada pela analise
macro e microscopica do espécime cirurgicamente obtido, visando observar a
profundidade da invasdo, a presenca de linfonodos comprometidos e a presenca de
metéstase a distancia, sendo que pode ser adicionado a classificacdo clinica, a fim de
reforca-la, mas ndo substitui-la. Por conseguinte, o resultado do pTNM determina o estadio
da doenca (Tabela 2), o qual esta diretamente relacionado ao relato de resultados finais e
ao prognostico do paciente (Sobin e Wittekind, 2004).

Para ser clinicamente Gtil, um sistema de estadiamento de cancer gastrico deve
juntar as necessidades dos diversos grupos de usuarios e abrigar o estadiamento tanto de
canceres distais, quanto proximais, 0s quais podem ser entidades biologicamente distintas
(Washington, 2010).

O sistema TNM da UICC é constantemente analisado e revisto para atender as
necessidades da pratica clinica e laboratorial. Apresentamos nas tabelas 1 e 2, a 72 edi¢édo

deste sistema que é a mais recente.
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Tabela 1: Classificacdo do TNM patolédgico para o cancer gastrico (Washington, 2010).

pT Tumor Primario
TX O tumor priméario ndo pode ser avaliado
TO N&o hé evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ: tumor intra-epitelial sem invasdo da lamina prépria
T1 Tumor que invade a lamina prépria, muscular da mucosa ou a submucosa
Tla Tumor que invade a lamina prépria ou a muscular da mucosa
T1b Tumor que invade a submucosa
T2 Tumor que invade a muscular prépria
Tumor que penetra o tecido conectivo da subserosa sem invasdo do peritonio
visceral ou estruturas adjacentes. Tumores T3 também incluem aqueles que se
T3 expandem até os ligamentos gastrocolicos ou gastrohepaticos ou até o omento
maior e 0 menor, sem perfuracdo do peritonio visceral que cobre estas
estruturas
T4 Tumor que invade a serosa (peritdnio visceral) ou estruturas adjacentes
T4a Tumor que invade a serosa (peritonio visceral)
Tumor que invade as estruturas adjacentes como o bago, colon transverso,
T4b figado, diafragma, pancreas, parede abdominal, glandulas adrenais, rim,
intestino delgado e retroperitdnio.
pN Linfonodos Regionais
NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metéastase em 1 a 2 linfonodos regionais
N2 Metéastase em 3 a 6 linfonodos regionais
N3 Metéastase em 7 ou mais linfonodos regionais
pM Metastase a Distancia
MX A presenca de metéstase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia

M1

Metastase a distancia
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Tabela 2: Grupamento por estadios para o cancer gastrico (Washington, 2010).

Estadiamento Combinagbes TNM

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1A T1 NO MO
Estadio IB T2 NO MO
T1 N1 MO

Estadio 1A T1 N2 MO
T2 N1 MO

T3 NO MO

Estadio 11B T4a NO MO
T3 N1 MO

T2 N2 MO

T1 N3 MO

Estadio I11A T4a N1 MO
T3 N2 MO

T2 N3 MO

Estadio 11IB T4b NO ou N1 MO
T4a N2 MO

T3 N3 MO

Estadio I1IC T4b N2 ou N3 MO
T4a N3 MO

Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

O céncer gastrico ¢ definido como precoce quando o adenocarcinoma esté restrito a
mucosa e submucosa, independentemente de sua extensdo em superficie, e a presenca ou
ndo de metastases ganglionares. Esse tipo de adenocarcinoma possui um bom progndstico
(Dekker e Op Den Orth, 1977). Porém, a maioria das neoplasias gastricas € diagnosticada
na fase avancada, em funcdo dos sintomas se manifestarem geralmente nessa fase da
doenca. O tumor vai ser considerado avancado quando atingir as camadas posteriores a
submucosa podendo ou ndo apresentar metastase nos linfonodos e 6rgdos como o pulméo,

glandulas adrenais, figado, 0ssos e cavidade peritoneal (MacDonald, 1992).
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1.2.2 Epidemiologia do Cancer Gastrico

O céncer gastrico € uma doenca rara antes da idade de 40 anos, mas a sua
incidéncia aumenta de forma constante a partir de entdo, e alcanca um pico na sétima
década de vida (Gore, 1997). Mesmo ap0s uma resseccdo curativa ou apds a terapia
adjuvante, aproximadamente 60% dos pacientes morrem em consequéncia do cancer
gastrico (Macdonald et al., 2001). A OMS estima que o cancer gastrico € responsavel,
anualmente, por mais de 988.000 novos casos, com um numero de mortes variando em
torno de 737.000 pacientes (IARC, 2012). O cancer gastrico se desenvolve como resultado
de uma combinacdo de fatores ambientais associados a alteragdes genéticas especificas e
generalizadas, e em consequéncia disto, acomete principalmente pacientes mais velhos que
normalmente s@o afetados apds um longo periodo de gastrite atrofica (Forman et al., 1991).

A causa mais comum de gastrite € a infeccdo por Helicobacter pylori, a qual
também estd mais comumente associada ao cancer gastrico (Cavalcante et al., 2012).

Mais recentemente tem sido estudada a associacdo entre o virus de Epstein-Barr
(EBV) e o cancer gastrico, visto que em até 10% destes tumores pode ser encontrado o
EBV clonal. Estes dois agentes infecciosos foram classificados pela OMS como
carcinogenos de classe I, desde 1994 (Bouvard et al., 2009), cuja relacdo causal tem sido
intensamente estudada em modelos animais (Watanabe et al., 1998). O risco de infec¢do
varia com a idade, localizacdo geogréafica e etnicidade, mas um total de 15 a 20% de
pacientes infectados desenvolve Ulcera géastrica ou duodenal e aproximadamente 1%
desenvolve adenocarcinoma gastrico (Suerbaum e Michetti, 2002).

Também foi demonstrado que o tipo de gastrite correlaciona-se fortemente com o
risco de adenocarcinoma gastrico. A presenca de gastrite antro-predominante que é a forma
mais comum, esta associada a alto risco de desenvolvimento de Ulcera péptica; enquanto

que a gastrite corpo-predominante e a gastrite atréfica multifocal associam-se a um alto



13

risco de desenvolvimento de Ulcera géstrica e subsequentemente cancer gastrico (Craanen
etal., 1992).

Um importante fator de risco associado ao cancer géstrico é a dieta, principalmente
para 0 adenocarcinoma do tipo intestinal.

O consumo de sal estd associado ao risco de desenvolvimento das lesbes
precursoras do adenocarcinoma especialmente em individuos predispostos geneticamente
(Chen et al., 2004).

Um estudo prospectivo sobre os fatores nutricionais associados ao cancer,
confirmou que o consumo prolongado e excessivo de alimentos defumados, salgados e
contendo nitratos, aumenta significativamente o risco de desenvolvimento do cancer de
estdbmago (Gonzalez, 2006). O consumo destes alimentos pode levar ao aparecimento de
gastrite atrofica e a uma alteragdo no ambiente gastrico com a geracdo de componentes N-
nitrosos que séo carcinogénicos (Jakszyn et al., 2006). Em contraste, 0 consumo adequado
de frutas e vegetais parece diminuir o risco desta neoplasia (Gonzalez, 2006).

A inter-relacdo da dieta com a estabilidade gendmica ja foi evidenciada atravées de
estudos que demonstram que o consumo de cha verde, esta associado a um menor grau de
metilacdo dos genes, podendo funcionar como um fator de protecdo epigenético no cancer
gastrico (Yuasa et al., 2009a).

A incidéncia do adenocarcinoma gastrico esta diminuindo em todo o mundo, porém
esta neoplasia ainda responde por 10,4% de todas as mortes por cancer. Este declinio esta
relacionado principalmente ao tipo intestinal. Também houve uma mudanca na distribuicao
anatdmica desta malignidade, com uma queda na incidéncia de cancer distal e um
progressivo aumento no cancer proximal (cardia). Ha uma predominancia de cancer

gastrico entre individuos do sexo masculino, 0 que pode estar relacionado a fatores
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hormonais. Esta predominéncia se relaciona principalmente ao tipo intestinal (Derakhshan
et al., 2009).

O aumento do indice de massa corporal (IMC) também aumenta o risco de
desenvolvimento do adenocarcinoma de cardia. Considerando 0 aumento na incidéncia
destes tumores e também das neoplasias do es6fago em paises do ocidente, pode-se
relacionar estes achados com a crescente populacdo de obesos nestas nagdes (Merry et al.,
2007). A supressdo farmacoldgica da acidez gastrica € ainda outro fator que aumenta o
risco de adenocarcinoma gastrico distal. Outros fatores associados ao risco de cancer

gastrico sdo o baixo status socioecondmico e pélipos gastricos (Parkin et al., 2011).

1.2.3 Manifestagdes Clinicas

O carcinoma gastrico normalmente ndo apresenta sintomas especificos quando se
localiza superficialmente e pode ser curado por cirurgia, contudo, até 50% dos pacientes
podem expressar queixas gastrointestinais ndo especificas como dispepsia (Gore et al.,
1997). Nos paises ocidentais atraves da avaliacdo endoscépica, 0 cancer gastrico é
encontrado em cerca de 1% a 2% dos pacientes com dispepsia. A falta de sintomas
patognomaonicos iniciais frequentemente retarda o diagnostico. Consequentemente 80% a
90% de pacientes com esta neoplasia se apresenta com tumores em fase avancada ou
metastaticos, com reduzida possibilidade de resseccdo (Hamilton e Aaltonen, 2000).

Os pacientes podem relatar anorexia e perda de peso (95%) e também dor
abdominal que é vaga e insidiosa em sua natureza. Nauseas, vOmito e sensacdo de
saciedade podem ocorrer com tumores volumosos que obstruem o limen gastrointestinal
ou com lesBes infiltrativas que prejudicam a distensdo estomacal. Tumores ulcerados
podem gerar sangramentos que se manifestam como hematémese, melena ou hemorragia

gastrointestinal superior. O exame fisico do cancer gastrico em seu estado inicial
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geralmente ndo é instrutivo. Contudo, nos pacientes em estado avancado, pode ser
observado uma massa abdominal palpavel, caquexia, obstrugcdo intestinal, ascite,
hepatomegalia e edema na extremidade mais baixa do abdémen. A invasdo neoplésica do
peritbnio pode causar o envolvimento do ovério (tumor de Krukenberg) ou pélvico
(saliéncia de Blumer), os quais sdo detectados no exame retal. As metéstases podem se
manifestar como nddulos linfoides supraclaviculares (nédulo de Virchow), nédulos
linfoides na axila esquerda (no6dulo de Irish) ou através de nddulo linfoide periumbilical

(Dicken et al., 2005).

1.2.4 Patogénese

A patogénese do cancer gastrico envolve um processo complexo e multifatorial que
é um classico exemplo das interacdes entre a genética do individuo e os fatores ambientais
como a dieta, as infeccGes e fatores ocupacionais. A maioria destes fatores age no
microambiente da mucosa gastrica por um prolongado periodo de tempo (Correa, 1992).
As mudancas sequenciais resultantes, que precedem o desenvolvimento de cancer invasivo
na mucosa gastrica, sdo conhecidas como cascata pré-cancerosa. A mucosa gastrica normal
é transformada pela gastrite atréfica crénica e desenvolve atrofia multifocal e metaplasia
intestinal, seguida pelo aparecimento de displasia e finalmente o carcinoma invasivo
(Correa, 2002).

Os mecanismos basicos precisos da carcinogénese gastrica ainda ndo sdo totalmente

entendidos e variam de acordo com o tipo histologico da malignidade (Figura 5).
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Figura 5 - Modelo da carcinogénese gastrica de acordo com o subtipo histolégico

(adaptado de Yuasa, 2003).

Os fatores genéticos envolvidos tem um importante papel no desenvolvimento do
cancer gastrico. Diversos estudos ja evidenciaram que sindromes genéticas e mutacdes nos
genes da linhagem germinativa, predispbem o individuo ao desenvolvimento desta
malignidade. Do mesmo modo, um conjunto de alteracBes genéticas e epigenéticas de novo
sdo frequentemente encontradas no cancer gastrico, as quais provavelmente ocorrem em
diferentes estagios durante o desenvolvimento da neoplasia (Ebert e Mafertheiner, 2002).

A agregacao familiar no cancer gastrico é observada em aproximadamente 10% dos
casos nos quais, dois ou mais parentes da mesma familia sdo afetados. Isto, contudo, deve
ser analisado com cautela devido ao fato de que, além da heranca genética comum, oS
fatores culturais e ambientais (e.g. H. pylori, EBV, dieta) podem ser compartilhados entre
os membros de uma familia, e em alguns casos sdo dificeis de diferenciar. Entretanto, a
suscetibilidade genética para desenvolver esta malignidade ja foi estabelecida em alguns

destes canceres relacionados a grupos familiares (Oliveira et al., 2006).
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As mutagdes no gene E-caderina (CDH1) séo as mais reconhecidas aberragOes
genéticas encontradas no cancer gastrico hereditario (Figura 5), respondendo por
aproximadamente 1 a 3% dos casos de cancer. A E-caderina € uma proteina expressa
predominantemente nas células epiteliais e exerce funcBes de adesdo célula-célula e
resisténcia a invasdo. O cancer familial associado a CDH1 segue um padrdo de heranca
autossdmica dominante, com mais de 70% de penetrancia, sendo que a maioria destes
canceres € do tipo difuso, particularmente adenocarcinomas com células em anel de sinete,
predominantemente observados em individuos jovens (Carneiro et al., 2008).

Um considerdvel namero de alteracbes genéticas e epigenéticas tem sido
identificadas tanto em lesGes pré-malignas como na propria neoplasia gastrica. Estes
eventos espontaneos podem iniciar aberragdes em nivel molecular incluindo reativagdo da
telomerase, ativagdo de oncogenes, inativacdo de genes supressores tumorais, super-
expressdo de fatores de crescimento e citocinas, expressao alterada de reguladores do ciclo
celular e enzimas de reparo do DNA, e aumento na instabilidade de microssatélites (Smith
et al., 2006). E importante salientar que os eventos genéticos e epigenéticos podem alterar
a expressdo de oncogenes como c-met e K-ras, de genes supressores tumorais como p53 e
APC (adenomatous polyposis coli), de genes de reparo de DNA (hMLH1) e de genes de
moléculas de adesdo celular (E-caderina e y-catenina), que sdo fundamentais para a
homeostase celular. Além do mais, estas moléculas estdo consistentemente associadas com
o desenvolvimento e progressao de outros tipos de cancer. Esta desregulacdo nestes genes
provavelmente ocorre durante o curso das multiplas etapas da carcinogénese gastrica, e é
resultado de erros na replicacdo, mutacGes, amplificacbes, reparo defectivo de DNA,
metilacdo aberrante, perda de heterozigozidade, ou uma combinacdo de duas destas

alteracdes (Hamilton e Meltzer, 2006).
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Outros importantes fatores na patogénese do cancer gastrico, sdo as infecgdes pela
Helicobacter pylori e pelo virus de Epstein-Barr que serdo discutidos em outros tépicos
deste trabalho.

Uma abordagem totalmente nova e ainda em estudo, provém da teoria da célula-
tronco cancerigena, segundo a qual, somente estas células podem se auto-renovar e
promover o crescimento do tumor, tornando-se entdo alvos seletos para a terapia anticancer

(Zullo, 2012).

1.2.5 Prognostico

O prognostico do cancer gastrico depende de varios fatores patoldgicos tais como o
tipo macroscopico, a profundidade de invasdo tecidual, a relagdo cancer-estroma, o padréo
de crescimento histologico, o envolvimento dos linfonodos, a invasdo linfatica, e a
localizagdo anatémica do tumor, sendo que o0s principais fatores prognosticos sdo o
estadiamento TMN, juntamente com a presenca e a extensao das metastases nos linfonodos
(Yokota et al., 2004).

Progressos no diagndstico e avancos nas opcdes de tratamento tem melhorado a
sobrevida de pacientes no estagio inicial da doenca. A terapia curativa para este cancer
envolve tanto a terapia farmacologica quanto a remocdo cirargica em especial a
gastrectomia total ou subtotal, acompanhada de linfadenectomia. A taxa de sobrevida total
em cinco anos gira em torno de 10% a 30% nos tumores gastricos removiveis
cirurgicamente (Green et al., 2002).

O prognostico esta correlacionado ao estadiamento sendo tanto pior, quanto maior o
grau de infiltracdo tecidual. Os indices de sobrevida de 5 anos nos estadios la, Ib, 11, llla/b,
e llIc/1V sdo 91%, 64%, 27%, 18% e 0% respectivamente (Lello et al., 2007). O padréo de

sobrevivéncia para pacientes na fase inicial da doenca, com invasdo limitada a mucosa e
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submucosa é de 90-100%, comparada a 60-80% para tumores que alcangam a muscular
prépria, e 41-51% para tumores limitados a serosa e subserosa. Todavia o progndstico para
as neoplasias gastricas em estagio avancado é pobre, com indices de sobrevida menores
que 23% e raramente excedendo os 15% (Tanaka et al., 2004).

A profundidade de infiltracdo correlaciona-se com a presenca de metastases nos
linfonodos, que se forem regionais, reduzem a sobrevida de 5 anos de 90% para 70% em
pacientes com cancer no estagio inicial e que apresentam invasdo da submucosa
(Antonioli, 1994). O status dos linfonodos e a proporcdao de linfonodos metéstase-
positivo/metastase-negativo, sdo 0os melhores marcadores para o prognostico do céncer
gastrico (Yokota et al., 2004); e a propor¢do-N (metastase/linfonodos examinados) tem
sido validada, em estudos multicéntricos, como um fator progndstico independente, mesmo
quando séo examinados um nimero menor que o padrdo de 15 linfonodos (Marchet et al.,
2007).

O indice de sobrevida de 5 anos para pacientes com metastases em 1-6 linfonodos é
de 44%, caindo para 30% naqueles com 7-15 metastases linfonodais e finalizando com
11% nos pacientes com metastases em mais de 15 linfonodos. A classificacdo na
proporcdo-N de 0, 1, 2 e 3 mostram indices de sobrevida de 5 anos de 83,4%, 66,3%,
46,8% e 19,0% respectivamente. Infelizmente a maioria dos pacientes a época do
diagndstico de cancer gastrico, se encontra em estagio avancado, quando geralmente, ja
apresentam metastases nos linfonodos (Marchet et al., 2007).

Outros fatores prognosticos incluem a invasdo linfatica e vascular, ambas com
baixos indices de sobrevida, além da classificacdo histoldgica, onde o tipo difuso esta
associado a um pior prognostico (Sogun et al., 1999). A identificacdo de expressao
reduzida de E-caderina indica um mau progndstico. Os niveis séricos de catepsina B

mostram-se aumentados em pacientes com esta neoplasia gastrica correlacionando-se com
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0 nivel de invasdo tecidual e com a presenca de metéstases a distancia, o que também esta
associado a sobrevida diminuida (Ebert et al., 2005). A influéncia de outras alteracdes
genéticas e moleculares no progndstico deste cancer € atualmente objeto de numerosos
estudos (Duarte et al., 2011).

1.3  HELICOBACTER PYLORI E CANCER GASTRICO

Apesar da reconhecida relacdo de virus e parasitas com doencas tumorais, 0 cancer
gastrico é atualmente, a Unica malignidade reconhecidamente associada de forma causal a
uma bactéria, em seres humanos (Bouvard et al., 2009). A descoberta da H. pylori na
década de 80 foi um ponto importante no entendimento da patogénese do cancer gastrico
(Marshall e Warren, 1984). Este microorganismo foi isolado de bidpsias gastricas de
pacientes com gastrite e Ulcera péptica e a primeira cultura desta bactéria foi realizada em
1982 por Marshall e Warren, que receberam o Prémio Nobel em 2005 por esta descoberta.
Atualmente a H. pylori esta claramente instituida como um fator de risco para o cancer
gastrico (Marshall, 2006).

A ligacdo entre H. pylori e Ulcera péptica foi reconhecida logo ap6s a bem sucedida
cultura da bactéria, enquanto que a associacdo com o cancer gastrico logrou quase uma
década antes que evidéncias crediveis fossem apresentadas (Velazquez et al., 2011). A
principal razdo para esta demora foi a impossibilidade de demonstrar a presenca de
infeccdo ativa no tecido gastrico de pacientes com cancer. Um grande avango neste campo
veio com o reconhecimento de que a infec¢do crbnica por H. pylori induz mudancas
morfologicas e fisioldgicas dentro do ambiente gastrico, 0s quais aumentam o risco de
transformacdo maligna. Diversos estudos comprovaram que a infeccdo crénica por H.
pylori provoca hipocloridria e atrofia gastrica, sendo ambas precursoras de cancer gastrico.

A presenca da infeccdo nos estdgios finais da doenca, ndo é portanto necesséaria ao
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desenvolvimento de cancer, visto que, danos irreversiveis ja ocorreram (Fuentes-Panana et

al., 2009).

1.3.1 Caracteristicas Biologicas da H. pylori

O género Helicobacter consiste de pelo menos 24 espécies de bactérias encontradas
no trato gastrointestinal de animais e humanos. Uma destas espécies é a H. pylori, um
bacilo Gram-negativo, espiralado e microaerofilico que reconhecidamente infecta mais da
metade da populacdo mundial (Nagini, 2012). A H. pylori é normalmente contraida na
infancia e se ndo tratada, pode persistir por décadas dentro do ambiente extremo do
estdbmago humano (Zarrilli et al., 1999; Everhart, 2000). A infeccdo pode ser adquirida
através das rotas fecal/oral ou géstrica/oral, e se ndo tratada com antibioticos, pode persistir
por toda a vida. O microorganismo € ndo-invasivo, ndo-esporulado, medindo
aproximadamente 3,5 x 0,5 micrémetros, com 4 a 6 flagelos unipolares e embainhados
(Naito e Yoshikawa, 2002). Isto permite a bactéria se mover através da camada de muco
do estdmago e residir entre esta camada e o epitelio gastrico (Figura 6) (Segal et al., 1997).

Oitenta porcento dos bacilos sdo de vida livre, todavia 0s remanescentes aderem
fortemente as células subjacentes e induzem mudancgas ultra-estruturais nas células
epiteliais gastricas (Parsonnet et al., 1994).

Apesar da H. pylori ser bem provida para colonizar o inéspito ambiente acido do
estdmago, ela é essencialmente neutrofilica que cresce melhor em um pH entre 6,0 e 8,0
(Segal et al., 1997). Para sobreviver em tais condicGes, a H. pylori possui varios fatores de
viruléncia que a permitem colonizar o tecido gastrico e evadir-se das defesas do

hospedeiro, inclusive da resposta imune.
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Figura 6 - Microfotografia eletrénica da mucosa gastrica colonizada por H. pylori

(Adaptado de Piazuelo et al., 2010).

A H. pylori possui a enzima urease que possibilita a hidrélise da ureia gastrica em
amonia e dioxido de carbono. Isto permite a bactéria manter um pH interno e
periplasmatico constante, mesmo na presenca de uma concentragio externa de H* muito
alta. Além disso, a H. pylori expressa uma proteina de transporte de ureia (Ure 1), com
propriedades Aacido-dependentes Unicas, que atenua a taxa de entrada de ureia no
citoplasma (Suerbaun, 2000). A combinacdo de um pH neutro 6timo, de urease e de um
canal de ureia acido-regulada, explica por que a H. pylori é Unica na habilidade de viver
no estbmago humano (Weeks et al., 2000).

De fato, mutantes de H. pylori urease-negativas isogénicas, sdo incapazes de
colonizar a mucosa gastrica (Eaton e Krakowka, 1994). Para conservar a energia e 0S
recursos, a H. pylori procura um nicho que ndo desafie constantemente sua acido-
resisténcia, e sua maquinaria de adaptacdo ao meio acido. Isto explica porque a

colonizacdo inicial ¢ maxima na parte antral do estbmago, uma regido com o pH mais
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elevado do que a mucosa do corpo gastrico, que produz o &cido cloridrico. Isto também
explica por que a distribuicdo da infeccdo muda quando a secre¢do de acido gastrico é
inibida através de meios farmacolégicos. Nestas circunstancias, a H. pylori e a inflamacéo
a ela associada, aumentam para envolver a, até entdo protegida, mucosa do corpo do

estdmago (Fuentes-Panana et al., 2009).

1.3.2 Patogénese da H. pylori na Doenca Gastrica

Desde o inicio do século XX, sabe-se que como consequéncia a infeccdo por H.
pylori, diferentes tipos de gastrite podem ocorrer, gerando diferentes quadros clinicos. A
maioria dos individuos infectados desenvolve pangastrite leve, uma condicdo que néo
altera adversamente a fisiologia géastrica e ndo estd associada a doencga significante. A
gastrite antro-predominante estéd associada a hipercloridria, 0 que gera um baixo risco de
desenvolvimento de cancer gastrico, porém um alto risco de desenvolvimento de ulcera
duodenal (Hansson et al., 1996). Ao contrario a gastrite corpo-predominante, que gera
hipocloridria e gastrite atrofica, apresenta um elevado risco de desenvolvimento de cancer
gastrico (Uemura et al., 2001).

Diversos estudos evidenciaram que diferencas genéticas tém um importante papel
no resultado clinico da infeccdo por esta bactéria, particularmente os genes associados a

viruléncia da H. pylori como o cagA e o0 vacA.

1.3.2.1 A llha de Patogenicidade cag

A ilha de patogenicidade cag (cag-PAl) é uma regido cromossdmica de 40 kb do
DNA bacteriano, que contem aproximadamente 31 genes. As cepas de H. pylori cagA-
positivas expressam a proteina CagA codificada pelo gene cagA (gene A associado a

citotoxina). Este gene é encontrado em 60% a 80% das cepas. Devido a sua associacdo
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com doencas clinicas, a cag-PAI é agora um determinante de viruléncia bem caracterizado
na H. pylori, e a proteina CagA ¢ frequentemente usada como um indicador da presenca da
cag-PAI completa (Parsonnet et al., 1997; Wroblewski et al., 2010). As cepas cagA-
positivas possuem um sistema de secre¢édo do tipo 1V, o qual se assemelha a uma agulha e
injeta a proteina CagA e outras proteinas desta regido cromossdmica, no citosol das células

epiteliais gastricas (Figura 7).

H. pylori
Sistemade SecrecdodoTipo IV

CélulaEpitelial Gastrica

IRREO TGRSRV

Figura 7 - Representacdo do sistema de secrecdo do tipo IV (cag-PAl) da H. pylori que

injeta a proteina CagA na célula epitelial gastrica (Adaptado de Hatakeyama, 2009).

Apls ser translocada para o citoplasma, a CagA é tirosina-fosforilada e esta
fosforilagdo ocorre em sitios glutamato-prolina-isoleucina-tirosina-alanina, especificos da
regido C-terminal da proteina, conhecida como motivos EPIYA. Esta fosforilacdo induz

uma série de efeitos celulares, incluindo rearranjos do citoesqueleto, inducdo de
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mediadores inflamatérios e inducdo de proteinas proliferativas e oncogénicas
(Hatakeyama, 2004).

Uma vez fosforilada por membros da familia de cinases Src, fosfo-CagA ativa uma
tirosina-fosfatase eucariética (SHP-2) mantendo a ativacdo de ERK1/2 (cinase sinal-
regulada extracelular) e de cinase Src C-terminal. As interagdes de fosfo-CagA com cinase
Src C-terminal, rapidamente ativa um sistema de retroinformacéo (feedback) negativo que
inibe a sinalizacéo por Src (Hatakeyama, 2009).

Também existem leves variagdes dentro dos motivos EPIYA, que resultam em
quatro subtipos diferentes destes motivos: A, B, C e D (Piazuelo et al., 2010). Um namero
aumentado de motivos EPIYA traduz-se em mais sitios de fosforilagéo, elevando assim os
efeitos celulares induzidos por CagA. Evidenciou-se que este fendmeno aumenta
consideravelmente o risco de cancer gastrico (Basso et al., 2008).

Um importante mediador inflamatério induzido pela fosforilacdo de CagA, com
consequente ativacdo do complexo do fator nuclear kappa B (NF-KB), € a interleucina 8
(1L-8), um potente fator ativador e quimiotatico para neutrofilos (Hatakeyama, 2004).

A cag-PAI também induz remodelamento da superficie celular, ativacao do fator de
transcricdo AP-1 e expressdo dos proto-oncogenes c-fos e c-jun pela ativacdo da cascata da
cinase ERK/MAP (cinases sinal-regulada extracelular/proteina mitégeno-ativada). As
cepas de H. pylori que ndo contem a cag-PAl ou possuem genes cag mutados, nédo
induzem estas mudancas (Stein et al., 2000).

As cepas de H. pylori podem ser divididas em dois grupos, as cepas cagA-positivas
e as cepas cagA-negativas baseados na presenca/auséncia do produto do gene terminal da
cag-PAI, o CagA. As cepas cagA-positivas estdo associadas com gastrite severa, Ulcera
péptica, gastrite atrofica e cancer gastrico nao-cardia, ligando assim a presenca destes

genes com o aumento de viruléncia da cepa (Parsonnet et al., 1997). Contudo, deve ser
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observado que nem todos os isolados cagA-positivos contem todos 0s genes de cag-PAI. A
infeccdo com cepas que expressam CagA também estd associada com taxa de apoptose
reduzida enquanto que, as cepas CagA-negativas, com apoptose elevada. Isto evidencia
portanto, que a CagA pode agir através da inibicdo da morte celular programada no epitélio
gastrico (Kuck et al., 2001).

A CagA é uma das mais estudadas proteinas da H. pylori, e atualmente é a Unica
proteinas efetora conhecida, que é translocada pelo sistema de secre¢do cag do tipo IV.
Estudos em modelos animais e de cultura de células mostraram a importancia da CagA na
patogénese da H. pylori e destacaram as diversas funcdes celulares nas quais a CagA pode
interferir. A geracdo de camundongos transgénicos que expressam CagA, tem estabelecido
evidéncias diretas de uma relacdo causal entre a CagA e a oncogénese, através da
demonstracdo de que a expressdo transgénica de CagA leva a proliferacdo celular no
epitélio gastrico e ao carcinoma. Estas mudancas ndo foram observadas em camundongos
que expressam CagA resistente a fosforilacdo (Ohnishi et al., 2008).

Existem fortes evidéncias de que CagA funciona como uma oncoproteina em
mamiferos. Contudo, os modelos experimentais disponiveis atualmente, ndo fornecem
todas as respostas. Frequentemente, modelos animais e de culturas de células fornecem
informacbes conflitantes, e as mudancas patoldgicas relatadas para camundongos
transgénicos CagA, ocorreram na auséncia de inflamacdo, o que estd em franco contraste
com o que € observado em humanos (Ohnishi et al., 2008).

Além de CagA, o sistema de secrecdo cag pode também introduzir, na célula do
hospedeiro, componentes do peptidoglicano da H. pylori. O peptidoglicano interage com
uma molécula de reconhecimento intracelular, o conhecido “dominio de oligomerizacao de
unido a nucleotideos” (Nodl), que atua como um sensor para 0S componentes do

peptidoglicano originado de bactérias Gram-negativas. A interacdo do peptidoglicano de
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H. pylori com Nodl leva a ativacdo de respostas pré-inflamatorias dependentes de NF-KB,
como a secrecdo de IL-8 (Viala et al., 2004). O estudo de Watanabe et al. (2010), revelou
que a deteccéo intracelular de componentes do peptidoglicano de H. pylori, dispara uma
cascata de sinalizacdo intracelular, que culmina com a producdo de interferon do tipo |
(INF-1).

Somente um pequeno numero de individuos infectados por H. pylori CagA-
positivas desenvolvem cancer gastrico. Muito ainda precisa ser entendido sobre as
circunstancias todas que, conjuntamente contribuem, para permitir que a CagA inicie a

carcinogénese (Murata-Kamiya et al., 2010).

1.3.2.2 O Gene VacA

O gene VacA codifica a expressao da citotoxina vacuolizante VacA, a qual induz a
formacdo de vactolos em células eucaridticas e estimula a apoptose nas celulas epiteliais
(Kuck et al., 2001). A toxina se insere na membrana da célula epitelial, formando um canal
voltagem-dependente, através do qual o bicarbonato e &nions organicos podem ser
liberados. Ao contrario da cag-PAl, todas as cepas de H. pylori possuem o gene VacA,
contudo somente cerca de 50% das cepas expressam a proteina VacA. As diferencas na
expressdo sao devidas a variacdo na sequéncia génica. Humanos infectados com as cepas
que expressam VacA apresentam um grau maior de gastrite, quandos comparados com a
infeccdo pelas cepas que ndo expressam. A infeccdo por H. pylori é invariavelmente
associada com elevada proliferacdo das células epiteliais gastricas, 0 que é consequéncia
do dano ao tecido epitelial (Rhead et al., 2007).

Outros importantes fatores de viruléncia da H. pylori sdo os genes babA e iceA. O
gene babA codifica a proteina da membrana externa BabA, que se liga ao antigeno

sanguineo Lewis B fucosilado, nas células gastricas. As cepas que expressam BabA
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aderem mais fortemente as células epiteliais gastricas e existem evidéncias de que a
expressdo de BabA pode influenciar na gravidade da doenga. As cepas de H. pylori que
possuem babA, vacA e cagA, apresentam o maior risco de desenvolvimento de cancer
gastrico (Amedei et al., 2006). Um fator de viruléncia putativo adicional é o gene “induced
by contact with epithelium”- iceA (induzido por contato com epitélio), que apresenta duas
variantes iceAl e iceA2. A expressdo de iceAl é estimulada pelo contato da H. pylori com
as células do epitélio gastrico humano, e em algumas populacGes esta associada com o

aparecimento de Ulcera péptica (Peek et al., 1998).

1.3.3 Resposta Inflamatoria a H. pylori

A resposta inflamatoria a agentes infecciosos se caracteriza pela expressao local de
citocinas, quimiocinas e moléculas de adesédo, as quais regulam o recrutamento sequencial
de leucdcitos e estimulam fibroblastos e células endoteliais a dividir-se e produzir
componentes de remodelacdo de tecido e neovascularizacdo. Esta reacdo regula, em
particular, a via NF-KB que ativa a transcri¢do de fatores de crescimento, genes anti-
apoptoticos e outras proteinas como ciclo-oxigenase-2 (COX-2), sintetase oxido nitrico
induzivel (iNOS), citocinas pré-inflamatorias, moléculas de adesdo, quimiocinas e
metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) (Li e Verma, 2002).

Em condi¢6es normais uma reacao inflamatoria se autolimita através da diminuicéo
de fatores pré-inflamatorios e incremento de fatores anti-inflamatérios. As células imunes
sofrem apoptose e sdo fagocitadas e cessam as condicGes vasculares que permitem sua
acdo. A permanéncia dos leucocitos € uma das principais caracteristicas da inflamacéo
cronica (Lawrence et al., 2002).

A inflamacdo inicia com o reconhecimento de ligantes por células do sistema imune

inato com a utilizacdo de receptores localizados na superficie celular, em compartimentos
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intracelulares ou secretados na circulagdo. Os mais importantes sao os receptores tipo Toll
(TLR) e os NOD (Fritz et al., 2006)

Os NOD sdo receptores citoplasmaticos e sua ativacdo se inicia quando
peptidoglicanos internalizados de microorganismos séo reconhecidos. Esta reacdo inicia a
ativacdo de NF-KB, que por sua vez, induz a expressao de citocinas pré-inflamatorias
(Delbridge e O’Riordan, 2007).

Os TLR séo proteinas de membrana do tipo | com um dominio extracelular que
reconhece o0s ligantes, e um dominio intracelular que é transdutor de sinais. Estes
receptores sdo proteinas muito semelhantes entre si, que se expressam em células do
sistema imune e células epiteliais, sendo que em humanos foram identificadas 11 tipos
(TLR1 a TLR11) (Akira et al., 2006). As celulas epiteliais do estomago expressam TLR2,
TLR4, TLR5 e TLR9 (Uno et al., 2007). Entre as principais fungdes destes receptores
estdo a ativacdo da reacdo inflamatéria e a inducdo da apoptose. Estes receptores
reconhecem algumas estruturas invariaveis de microorganismos, as chamadas PAMP
(padrbes moleculares associados a patdgenos), como polissacarides, proteinas e acidos
nucléicos. Também se ativam atraves de ligantes endégenos como proteinas do choque
térmico. Os ligantes enddgenos proporcionam vigilancia imunitaria nos sitios de
inflamacdo e funcionam como sinais de perigo. A ativacdo gerada por estes ligantes
favorece a inflamacdo crénica (Montero Vega e Andrés Martin, 2008).

A interacdo entre os PAMP e os TLR produz a ativacdo de células inflamatorias,
com funcao de eliminar os agentes infecciosos. Pode acontecer uma eliminacgéo inadequada
do patdgeno com uma persisténcia dos sinais pré-inflamatoérios, acrescida de disfuncées
nos mecanismos antiinflamatdrios, o que pode levar a um estado de inflamacgéo crénica e

com ele o desenvolvimento e progressao do cancer (Han e Ulevitch, 2005).
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A infeccdo por H. pylori induz, na mucosa gastrica, infiltracdo por leucocitos
polimorfonucleares, macréfagos, linfocitos T e B, além de estimular a secrecdo de IL-8.
Também podem ser detectadas na mucosa gastrica uma elevada concentracdo de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-6, IL-1pB, IL-10, IL-12 e interferon gama (INF-y). Esta
resposta provoca mudancas importantes na fisiologia do estémago através do dano celular
direto ou através da regulacdo da proliferacdo celular e da apoptose. Os neutrdfilos e
macrofagos liberam espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que podem induzir
mudancas irreversiveis no genoma das células da mucosa géastrica. A concentracdo destas
substancias diminui quando se elimina a infeccdo (Ando et al., 2006). A infec¢do cronica
com H. pylori incrementa a expressdo de receptores tipo Toll 4 (TLR4) e de proteina
diferencial mieloide 2 (MD-2) nas células epiteliais gastricas, € o lipopolissacaride (LPS)
da bactéria aumenta a ativacdo de NF-KB (Ishihara et al., 2004). O TRL4 se expressa na
zona apical e basolateral das células epiteliais gastricas por ocasido da gastrite e tem uma
distribuicdo homogénea e difusa durante a transformacdo celular no céncer; isto se
expressa de maneira notoria nas células tumorais do carcinoma gastrico (Schmausser et al.,
2005). E possivel que a expressdo de ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e da prostaglandina E2
(PGE2) no cancer gastrico em individuos infectados com H. pylori, se relacione com a
sinalizacdo de TRL4 (Sung et al., 2000), ja que em cancer de c6lon sua expressdo regula
este receptor (Fukata et al., 2005). Ademais TRL2 e TRL9 interferem na sobrerregulacao
de COX-2 atraves da ativacdo de Src e NF-KB na mucosa infectada com H. pylori. TRL2,
TRL9 e COX-2 também favorecem a invasao e a angiogénese das células gastricas (Chang
et al., 2005).

A infeccdo por H. pylori induz predominantemente uma resposta imune polarizada
para Thl, que é ineficaz em eliminar a infeccdo bacteriana. A magnitude desta resposta

inflamatédria é grandemente influenciada por fatores genéticos do hospedeiro e da bactéria.
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Na auséncia de tratamento a infeccdo persiste por toda a vida no hospedeiro (Wilson e
Crabtree, 2007).

Polimorfismos funcionais em genes que codificam importantes citocinas da
resposta do hospedeiro contra H. pylori, podem aumentar a expressao das mesmas, 0 que
potencia a resposta inflamatdria. As citocinas pré-inflamatérias IL-1p e TNF-o sdo
mediadores ja estabelecidos da resposta inflamatéria induzida por H. pylori, pois ambas
sdo potentes inibidoras da secrecdo de acido gastrico, particularmente a IL-1p (Beales e
calam, 1998). Polimorfismos nos genes IL-1B, ILRN e TNF-A que codificam a IL-18, o
receptor antagonista de IL-1 (IL-1Ra) e 0 TNF-a respectivamente, tem sido associados
com um maior risco de cancer gastrico e com algumas lesGes gastricas pré-neoplasicas
(Alpizar-Alpizar et al., 2005). Expresséo elevada de IL-1p e TNF-a, ¢ inibicdo de IL-1Ra
pode ter influencia tanto na fisiologia gastrica quanto na resposta imune contra H. pylori, o
que aumenta o risco de desenvolvimento de cancer gastrico. Também foi demonstrado que
portadores de certos genotipos com polimorfismos em IL-1B e IL-RN, quando infectados
com cepas especificas de H. pylori, podem apresentar um risco aumentado de
desenvolvimento de neoplasia gastrica (Figueiredo et al., 2002).

A IL-8 é um dos mediadores centrais da resposta imune contra H. pylori. Esta
quimiocina tem um papel importante na ativacdo e na migracao de linfocitos e neutrofilos,
amplificando assim a resposta inflamatoria (Wilson e Crabtree, 2007). Propriedades pro-
angiogénicas também foram identificadas para a IL-8. Varios polimorfismos de base Unica
(SNPs) encontrados no gene parecem aumentar os niveis de IL-8 no sangue e um destes
SNPs foi associado a um risco elevado de desenvolvimento de gastrite atrofica, Ulcera
gastrica e cancer gastrico. A superexpressdao de IL-8 aumenta ndo somente a resposta
inflamatéria contra H. pylori, mas também promove a progressdo tumoral devido o seu

potencial pr6-angiogénico (Ohyauchi et al., 2005).
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Outra importante citocina imunorregulatéria € a IL-10, que modula a resposta
inflamatoria através da inibicdo da expressdo de citocinas pré-inflamatdrias incluindo IL-
1B e TNF-o. Vérios polimorfismos localizados na regido promotora do gene da IL-10,
conferem uma expressao diferencial desta proteina, e alguns destes polimorfismos também
foram associados com um risco aumentado de desenvolvimento de cancer gastrico e lesbes
gastricas pré-cancerosas. Curiosamente a combinacdo de gen6tipos de polimorfismos nos
genes IL-1B, TNF-A e IL-10, aumenta em 27 vezes o risco de desenvolvimento de cancer
gastrico. A inibicdo da expressdo de IL-10 pode resultar em controle diminuido sobre a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias. Isto leva a uma resposta inflamatdria excessiva

que é associada a um alto risco de desenvolvimento desta malignidade (Lu et al., 2005).

1.4  VIRUS DE EPSTEIN-BARR (HHV-4) E CANCER GASTRICO

1.4.1 EBV: O Primeiro Virus Tumoral Humano

Durante a década de 1960 a crenca geral no conceito de que virus poderiam causar
cancer em animais, gerou um grande interesse na identificacdo de virus associados a
malignidades em humanos. Varias tentativas de isolamento de virus tumorais néo
obtiveram, no entanto, sucesso algum. Contudo a questdo seria em breve solucionada. Na
década de 1950, Denis Burkitt, um cirurgido britanico trabalhando na Africa oriental, foi o
primeiro a descrever um novo tumor em criancas, agora conhecido como linfoma de
Burkitt (Burkitt, 1962). Curiosamente, casos desta doenca, que € um cancer de células B
que normalmente produz anticorpos, seguiam um padrdo de ocorréncia do cinturdo de
malaria africano. Denis Burkitt entdo suspeitou que um virus, talvez transmitido por um
vetor artrépode, poderia ser 0 agente etiolégico do linfoma, baseado na expectativa de que

virus poderiam promover alguns canceres humanos, isto aliado a ja conhecida transmissao
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por mosquitos, ndo somente do parasita da malaria, mas também de um numeroso grupo de
virus (i.e. arbovirus).

Esta nova idéia chamou a atencdo dos virologistas e, em 1965, Tony Epstein,
Yvone Barr e colaboradores conseguiram estabelecer linhagens celulares derivadas de
linfoma de Burkitt e, visualizar por microscopia eletronica, particulas semelhantes a

herpesvirus (Figura 8), numa pequena percentagem destas células (Epstein et al., 1965).

Figura 8 - Visualizacdo do EBV no citoplasma de linfoblastos derivados de linfoma de

Burkitt cultivados in vitro (Adaptado de Epstein et al., 1965).

Ampliando esta descoberta, que foi um marco na historia da Virologia, Werner e
Gertrude Henle provaram que este virus era bioldgica e antigenicamente distinto de outros
herpesvirus humanos conhecidos (Henle e Henle, 1966). Este novo virus foi chamado de

Virus de Epstein-Barr ou EBV.
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1.4.2 Caracteristicas Biol6gicas do EBV/HHV-4

O Comité Internacional de Taxonomia dos Virus classificou os herpesvirus em trés
subfamilias: Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gamaherpesvirinae, de acordo com
suas propriedades bioldgicas (Figura 09). Atualmente, existem cerca de 70 herpesvirus

descritos e com ampla disseminagdo na natureza; destes, oito infectam humanos (ICTV,

2011).
HERPESVIRIDAE
Alfaherpesvirinae Betaherpesvirinae Gamaherpesvirinae
Simplexvirus Cytomegalovirus Lynfocryptovirus
HHV-1 (HSV-1) HHV-5 (CMV) HHV-4 (EBV)
HHV-2 (HSV-2)
Varicellavirus Roseolovirus Rhadinovirus
HHV-3 (VZV) HHV-6 HHV-8 (KSHV)
HHV-7

Figura 9 - Representacdo esquematica dos herpesvirus que infectam humanos, familia
Herpesviridae: subfamilias em azul, géneros em vermelho e abreviacdo das oito espécies

em negro (Adaptado de Geraminejad et al., 2002).

O EBV pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Gamaherpesvirinae e é o
protétipo do género Lynfocryptovirus. Foi o primeiro virus oncogénico humano

descoberto, sendo o Unico do género a infectar humanos (Kieff et al., 1982; Javier e Butel,



35

2008). Possui ultraestrutura comum aos herpesvirus, apresentando regides de DNA
similares a dois Gamaherpesvirus: KSHV (HHV-8) e o Herpes Virus Saimiri (HVS),
ambos com potencial oncogénico (Hsieh et al., 1999). O EBV apresenta o cerne
constituido de DNA dupla fita com cerca de 172Kpb circundado por um capsidio
icosadeltaédrico. O capsidio é formado por 162 capsémeros e revestido por um envoltério
glicoproteico (Connolly et al., 2011).

A entrada do EBV nas células B é iniciada com a ligacdo da proteina gp350 ao
receptor do complemento do tipo 2 (CR2) que também é denominado CD21. Contudo, a
expressdo de CD21 no epitélio gastrico € muito pequena ou inexistente. Considera-se
portanto, que a entrada do virus na célula epitelial ocorre principalmente através de contato

celula a célula entre linfocitos infectados e a célula gastrica (Imai et al., 1998).

1.4.3 Epidemiologia do Cancer Gastrico Associado ao EBV (EBV-GC)

O EBV ¢ conhecido por seu potencial oncogénico e esta implicado na etiologia de
varias desordens linfoproliferativas como mononucleose infecciosa, alguns tipos de
linfomas de células B como o linfoma de Burkitt e o linfoma de Hodgkin, e algumas
neoplasias epiteliais incluindo o carcinoma de nasofaringe indiferenciado. Em 1990, Burke
et al.,, foram os primeiros a relatar a deteccdo do genoma de EBV em carcinoma
linfoepitelial que corresponde a aproximadamente 1% dos carcinomas gastricos. Estudos
posteriores nos anos 90, revelaram que os casos de carcinoma linfoepitelial se mostravam
em sua maioria, positivos para o genoma do EBV, através do uso de uma nova técnica, a
hibridizacdo in situ, que detectava a expressdo de pequenos RNAs codificados pelo EBV
(EBERS). No ano de 1992, descobriu-se que o envolvimento do EBV nas malignidades

gastricas ndo era restrito ao carcinoma linfoepitelial, conforme demonstrado pelo estudo de
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Shibata e Weiss, que relataram a expressdo de EBERs em 16% dos adenocarcinomas
gastricos em casos da América do Norte (Shibata e Weiss, 1992).

O EBV é amplamente distribuido no mundo, sendo estimado que mais de 90% da
populacdo adulta estd infectada e que a maioria desses individuos transmite
intermitentemente esse virus. A transmissdo é mediada pela saliva, possivelmente por
perdigotos. Inicialmente, o EBV infecta células epiteliais da orofaringe, nasofaringe e
glandulas salivares (Tsuchiya, 2002). Posteriormente, 0s virus disseminam-se para 0s
tecidos linféides subjacentes infectando o linfocito B, que representa o principal
reservatorio viral. Durante a infec¢do primaria, os virus presentes na saliva podem também
penetrar nas criptas de estruturas linfoepiteliais, atravessando uma fina camada superficial
de celulas epiteliais para alcancar diretamente os linfocitos subjacentes (Thorley-Lawson,
2001). O destino das células infectadas pelo EBV (ciclo litico ou laténcia) depende da
natureza do tecido envolvido. Enquanto que a replicagéo litica e a producdo de particulas
virais acontecem nas células epiteliais da orofaringe, nas células B de memoria, o virus
estabelece uma infeccdo persistente por toda a vida. Ocasionalmente uma pequena
percentagem de células B infectadas com virus latente, pode iniciar um ciclo litico
espontaneo (Odumade et al., 2011). No carcinoma gastrico associado ao EBV (EBV-GC)
se observa uma predominancia do sexo masculino e em algumas nagdes do continente
americano como Chile e EUA, se observou uma prevaléncia maior que 15% (Piazuelo et
al., 2010).

Séo estimados anualmente, mais de 50 mil casos de carcinoma gastrico EBV-
positivos mundialmente. No Brasil, a frequéncia da infeccdo por EBV varia de 5 a 11,3%

nas amostras de CG estudadas (Lima & Rabenhorst, 2006; Lima et al., 2008).



37

1.4.4 Caracteristicas Clinico-Patoldgicas e Moleculares do EBV

O envolvimento etioldgico do EBV na carcinogénese gastrica é fortemente
evidenciada pela presenca uniforme de EBER nas células tumorais, mas ndo nas células
epiteliais normais circundantes e também pela deteccdo de epissomas de EBV
monoclonais. Entretanto, deve ser ressaltado, que a presenca de EBV clonal em toda célula
tumoral, simplesmente indica a presenca de EBV antes da Gltima transformacdo que gerou
o0 tumor. Observagdes adicionais que refor¢cam este envolvimento etioldgico séo anticorpos
elevados contra antigenos de EBV em amostras de soros anteriores ao estabelecimento do
diagnostico de EBV-CG (Chang e Kim, 2005). Apesar de se considerar que o0 EBV tem um
importante papel no desenvolvimento de uma parte dos carcinomas gastricos, a proteina
latente de membrana 1 (LMP-1), uma importante oncoproteina do EBV, é raramente
expressa neste carcinomas. De forma diversa, 0s EBERS sd0 expressos em quase todas as
células de EBV-CG, evidenciando a sua importancia para o desenvolvimento e
estabelecimento do carcinoma (Gulley, 2001).

No estado epissomal, o EBV ¢é descrito como latente e pode-se verificar a expressdo
de 12 genes, dependendo do tipo celular ou estado imunoldgico do hospedeiro (Figura 10).
Os produtos desses genes incluem seis antigenos nucleares do EBV (EBNAs 1, 2, 3A, 3B e
3C e EBNA-LP), trés proteinas latentes de membrana (LMP-1, LMP-2A e LMP-2B), duas
pequenas moléculas de RNA (EBER-1 e 2) e transcritos com mdltiplos splicing da regido
BamHI A do genoma viral (BARFO e de BARF1) (Tang et al., 2012).

O padréo de expressdo viral em CG foi estabelecido por Sugiura et al. (1996), que

verificaram a presenca das proteinas: EBNA-1, EBERs, BARFO, BARF1 e LMP2A. Essas
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proteinas sdo sempre expressas em CG-EBV positivos, com exce¢do de LMP2A que pode
OuU N&0 ser expressa.

O epissoma do EBV nas células B de memdria, ndo expressa qualquer das proteinas
de laténcia conhecidas. Contudo, quando as células de memdria latentemente infectadas se
dividem no entorno, o EBV expressa 0 seu EBNAL, que é essencial para conservar o
genoma do virus na célula, através da insercdo do mesmo no DNA celular, permitindo

assim a sua replicacdo (Yates et al., 1985) .

EBER1 o
~» EBERZ

Genoma Epizromal do EBY
EBMAT DNA fita dupla
(172,281 ph)

EBMNA-LP
EBNAZ

s
EBNAZES
EBHAZA

Figura 10: Representacdo esquematica do genoma do virus Epstein-Barr (EBV) - O
diagrama demonstra a localizacdo e transcricdo dos genes latentes do EBV no DNA viral.
A origem da replicacdo plasmidial (OriP) é demonstrada em amarelo. As setas em lilas
representam os éxons para cada proteina latente e indicam a direcdo em que cada gene é
transcrito. LMP2A e LMP2B sdo formadas por varios exons localizados préximos a
sequéncia de repeticdo terminal (TR), em rosa. As setas em laranja representam a alta
transcricdo de RNAs, EBER1 e EBER2. Os transcritos BARFO e de BARF1 estdo
localizados na regido BamA (Adaptado de Osato e Imai, 1996; e de Murray e Young,
2001).



39

As proteinas dos genes latentes do EBV podem atuar nos mecanismos de
proliferacdo e morte celular, levando a formacdo do tumor. A presenca do EBV em
neoplasias sélidas tém sido frequentemente descrita (Uozaki e Fukayama, 2008).

Estudos demonstraram que os EBERs devem contribuir para a tumorigénese e
também para o quadro de laténcia do EBV (Raab-Traub, 1991; Aerts et al., 2004). O
EBNAL pode desempenhar um importante papel na tumorigénese. Foi sugerido que o
EBNAL pode favorecer o aumento da expresséo do oncogene MYC (Drotar et al., 2003).

A superexpressao de MYC esta associada a mais de 50% dos canceres humanos e
frequentemente é relacionada a um pior prognostico e a fendtipos mais invasivos. Foi
demonstrado que a proteina MYC contribui para a tumorigénese através da inducdo de
instabilidade gendmica, proliferacdo, angiogénese e crescimento celular descontrolado
(Arvanitis e Felsher, 2005). Adicionalmente o C-MYC induz uma incorreta iniciacdo de
replicacdo, quebra de DNA, alteracdes nos mecanismos de reparo do DNA, mutacdes
pontuais e remodelamento da organizacdo nuclear 3D de telébmeros e cromossomas,
criando assim condicGes topoldgicas que iniciam instabilidade genémica no nucleo da
célula (Louis et al., 2005). O oncogene C-MYC parece ser fundamental no processo de
carcinogénese e a amplificacdo do locus C-MYC pode ser preditivo da agressividade do
cancer gastrico do tipo intestinal (Burbano et al., 2006; Calcagno et al., 2006)

Niller et al. (2003), demonstraram que uma regido de 130pb, logo acima do gene
viral EBER-1, contém uma sequéncia consenso para a ligacdo a proteina MYC. Portanto, o
EBERL1 € possivelmente transativado por essa proteina.

Diversos trabalhos tém estudado a associacdo do EBV ao adenocarcinoma
gastrico e os mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese induzida pelo virus.
Alguns estudos tém associado a presenca do EBV, com a elevada frequéncia de metilagédo

de regides promotoras de genes reguladores do ciclo celular, genes de reparo e de protecao
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do DNA, genes de adesdo celular e de apoptose (Osawa et al., 2002; Chong et al., 2003;

Sudo et al., 2004).

E importante ressaltar que o dominio Gly/Ala do EBNAL, evita o processamento
proteassoma-dependente para apresentacdo no complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) de classe I, o que permite ao virus evadir-se da resposta pelo linfécito T citotoxico
CD8+. Apesar desta estratégia, a EBNAL ndo escapa totalmente da apresentacdo via MHC
de classe | e do reconhecimento especifico pelo linfécito T CD8+, em células B
transformadas pelo EBV, particularmente em individuos com certos haplétipos de antigeno

leucocitario humano (HLA) (Chen, 2011).

1.4.5 Diagnéstico da Infeccéo por EBV no Cancer Gastrico

Pacientes com EBV-CG apresentam altos titulos de anticorpos contra os antigenos
de EBV, em especial imunoglobulina (Ig) G e IgA contra antigenos do capsideo viral, por
um periodo maior que 5 anos, antes do diagndstico de cancer gastrico. Este comportamento
sorolégico sugere que a reativacdo do EBV, que produz proteinas liticas mais que as
latentes, acontece antes do desenvolvimento do carcinoma gastrico (Koshiol et al., 2007).
De fato, considera-se que a reativacdo de infeccdes liticas nas tonsilas de portadores
saudaveis de EBV, ocorre regularmente (Babcock et al., 1998).

De forma diversa de outros herpesvirus, 0 EBV ndo evoca um efeito citopatico
viral, o que dificulta o diagndstico através das técnicas citologicas tradicionais. As
manifestacdes dos tumores associados ao EBV séo também variaveis e dependem do status
imunologico dos pacientes. Portanto o conhecimento da imunocompeténcia (e.g. infeccao
por HIV e imunossupressdo pds-transplante) e do status do paciente em relacdo ao EBV

combinados com a citomorfologia e resultados auxiliares, sdo frequentemente necessarios
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para a realizacdo do diagnostico de malignidades associadas ao EBV (Michelow et al.,
2012).

Existem varios métodos para se determinar a presenca da infec¢do por EBV. Entre
estes se incluem os métodos sorolégicos como o0s testes baseados na deteccdo de
anticorpos heterdfilos e os métodos de ELISA, métodos moleculares como a carga viral
para 0 EBV, que ajuda a distinguir um portador séo de um que esteja em estado de doenca
(Gulley e Tang, 2008). Os niveis de DNA de EBV no plasma ou soro determinam resposta
a terapia, altos niveis anteriores a terapia sdo indicadores de um mau prognéstico e um
teste de recorréncia (Gulley et al., 2002). Para os tumores o EBV pode ser demonstrado
atraves de anticorpos contra os seus antigenos EBNA e LMP que podem ser demonstrados
através de imunofluorescéncia e coloracdo imunohistoquimica de membrana ou
citoplasma, hibridizacéo in situ para deteccdo de EBERs e técnicas moleculares como o
Southern blot e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Hecht et al., 2002).

A utilizagdo destas técnicas aliadas a técnica de coloragdo tradicional com
identificacdo de histotipos de alto e baixo grau, melhora a avaliacdo prognostica e
tratamento dos pacientes (Chiaravalli et al.,2012).

As principais técnicas para deteccdo do EBV em espécimes tumorais sdo a PCR,
PCR transcriptase reversa (RT-PCR) e hibridacédo in situ (HIS). As técnicas de PCR e RT-
PCR amplificam as sequéncias conservadas do genoma viral, porém podem amplificar
sequéncias nucleotidicas provenientes de outras células, tais como linfocitos infectados
infiltrados no tecido (Gulley, 2001).

O ensaio de HIS é considerado o gold standart (padrdo ouro) e utiliza sondas
complementares tanto a sequéncia de genoma viral quanto a segmentos de RNAm viral
(EBERSs), o que permite a identificacdo das células que estdo infectadas pelo EBV

(Tsuchiya, 2002; Michelow et al., 2012 ). A HIS é uma técnica eficaz, pois 0s EBERS sdo
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expressos em elevada quantidade e encontrados em diferentes tecidos infectados pelo
virus. A deteccdo dos EBERs é facilitada por ndo serem poli-adenilados, o que os restringe

ao nucleo da célula hospedeira (Takada & Nanbo, 2001).

1.5  HELICOBACTER PYLORI E EBV EM CANCER GASTRICO

Existem varios fatores etioldgicos envolvidos na carcinogénese gastrica como baixo
status sécio-econdmico, dieta, fatores hereditarios e a infec¢do por H. pylori os quais sdo
0s mais citados em estudos sobre esta neoplasia. Além da H. pylori, a infecgdo por EBV
também esté associada ao desenvolvimento deste tipo de cancer (Smith et al., 2006).

A descoberta da H. pylori na década de 80 foi um marco no entendimento da
patogénese do cancer gastrico. Inicialmente associada de forma causal a gastrite e Ulcera
péptica, diversas evidéncias associaram a bactéria a0 CG uma decada apds o0 seu
isolamento (Piazuelo et al., 2010).

N&o obstante a vasta bibliografia relacionada a outros tumores, o primeiro relato
sobre a associacdo do EBV com carcinomas gastricos foi sobre um caso de carcinoma
gastrico do tipo linfoepitelial (Burke et al., 1990). Logo apds o virus foi identificado em
carcinomas gastricos comuns (Shibata e Weiss, 1992). O padrdo de expressdo de genes
codificados pelo EBV no carcinoma gastrico ¢é diverso do que € observado em linfoma de
Burkitt e em carcinoma de nasofaringe, sugerindo que o mecanismo oncogénico do EBV
no carcinoma gastrico pode ser unico (Lee et al., 2004).

Com a finalidade de entender o processo carcinogénico desencadeado por estes dois
agentes infecciosos, alguns trabalhos tém pesquisado alteracfes em genes e proteinas onde
estes agentes podem atuar, sugerindo portanto, possiveis vias patogénicas. As proteinas

envolvidas na regulacdo do ciclo celular e apoptose, como p53 e c-Myc, emergem como



43

candidatas a desenvolver um papel crucial no desenvolvimento destas neoplasias (Lima et
al., 2008).

Varios trabalhos tém estudado a associacdo isolada entre a H. pylori ou 0 EBV e 0
cancer gastrico. Todavia, poucos estudos tém investigado a associacdo conjunta destes dois
agentes nas neoplasias gastricas.

No presente trabalho foram determinadas a prevaléncia e as caracteristicas clinico-
patoldgicas e o status para EBV em 125 pacientes com adenocarcinoma gastrico e
correlacionados com o status para H. pylori e para a cepa cagA de H. pylori, a fim de se

explorar os seus papeis na carcinogénese gastrica, em uma populacéo do norte do Brasil.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Pesquisar a prevaléncia e o grau de associacédo da infeccdo por Helicobacter pylori
e do virus de Epstein-Barr em adenocarcinoma gastrico, em amostras de uma

populagéo do norte do Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a infeccdo por Helicobacter pylori nestas neoplasias através da técnica
de PCR para o gene urease A.

Identificar a cepa cagA nas amostras em estudo através da tecnica de PCR.
Investigar a presenca do virus de Epstein-Barr através da técnica de hibridizacao in
situ.

Correlacionar os resultados encontrados nestas analises e avaliar a existéncia de
associacdo dos mesmos com 0 sexo e idade do paciente, e com a localizacdo,

estadios e tipo histologico dos adenocarcinomas gastricos estudados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA:

Foram utilizadas amostras histolégicas de adenocarcinoma gastrico de 125
pacientes submetidos a exame endoscOpico ou resseccdo cirdrgica no Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB) e no Hospital Ophir Loyola, localizados na
cidade de Belém, no Estado do Para.

Foram selecionados pacientes com adenocarcinoma gastrico tanto do sexo
masculino quanto do sexo feminino, cuja faixa etaria variou de 26 a 89 anos de idade.

Durante o estudo foi realizado um contato prévio com cada paciente, onde foram
fornecidas informacdes acerca do objetivo da pesquisa, além do formulario para assinatura
do termo de consentimento pos-informado, para posterior coleta do material (ANEXO 1I).
O presente trabalho faz parte do projeto “Estudo de Cancer Gastrico no Para”, aprovado
pelo comité de Etica do HUJBB (ANEXO II).

Todos os espécimes foram coletados antes da administracdo de tratamentos
quimioterapicos e/ou radioterapicos. Em seguida, a amostra tumoral foi seccionada em
duas partes: uma parte para o diagnostico histopatoldgico rotineiro e outra, para realizacao
das técnicas de biologia molecular.

As amostras foram encaminhadas para estudo de acordo com o fluxograma

constante no Anexo I11.

3.2  ANATOMIA E HISTOPATOLOGIA

Os dados anatémicos e histopatoldgicos como localizacdo, subtipo tumoral, grau de

diferenciacdo, profundidade da invasdo, acometimento dos linfonodos e/ou metéstases a
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distancia, bem como género e idade dos pacientes, foram fornecidos nos laudos
histopatoldgicos realizados pelo Departamento de Patologia do HUJBB. Para a

classificacdo histoldgica foi utilizada a classificagdo de Lauren (1965).

3.3  TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

As amostras histoldgicas destinadas ao estudo molecular foram imediatamente
colocadas em criotubos e depois congeladas e estocadas em nitrogénio liquido para
preservar a integridade do material de interesse. As técnicas de PCR para deteccdo de H.
pylori e da cepa cagA+ de H. pylori, bem como a técnica de hibridizacdo in situ, foram
realizadas no Laboratério de Citogenética Humana, do Instituto de Ciéncias Biologicas da

UFPA.

3.3.1 Investigacgdes Sobre Helicobacter pylori

3.3.1.1 Extracdo de DNA

A extracdo e a amplificacdo de DNA a partir das amostras de tecido gastrico
tumoral foram realizadas conforme o protocolo estabelecido pelo kit da QiaAmp

(Qiagen®). Posteriormente, 0 DNA extraido foi armazenado no freezer -80°C.

3.3.1.2 Diagndstico por PCR

Para a deteccdo de H. pylori através da técnica de PCR, foi utilizado o par de
oligonucleotideos descritos por Clayton et al. (1992), o qual amplifica um fragmento de

411pb do gene da urease A (Tabela 3). As condic¢des adequadas para o PCR foram 40
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ciclos de amplificagdo em 3 etapas, sendo a primeira de desnaturacdo por 1 minuto a 94°C,
a segunda de associagé@o por 1 minuto a 63°C e a terceira de extensdo por 1 minuto a 72°C.
Como controle negativo foi utilizado &gua estéril e como controle positivo uma

amostra de material sabidamente positivo para H. pylori.

3.3.1.3 Determinacgéo da Presenca do Gene cagA

Para deteccdo da presenca do gene cagA a partir das amostras positivas para H.
pylori foram utilizados oligonucleotideos descritos por Covacci et al. (1993), que
amplifica um fragmento de 535pb do gene (Tabela 3). A reacdo de PCR foi realizada em
35 ciclos de amplificacdo, a etapa de desnaturacdo ocorreu por 1 minuto a 95°C, o
anelamento por 1 minuto a 57°C e a extensdo por 1 minuto a 72°C, com uma extenséo

final de 15 minutos a 72°C.

Tabela 3: Oligos utilizados na determinacdo dos genes urease e cagA

Gene Sequéncia
ureA (sense) 5’-GCCAATGGTAAATTAGTT-3’
ureA (antisense) 5-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3’
cagA (sense) 5’-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3’

cagA (antisense) S’TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT-3’
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3.3.2 Investigagéo Sobre EBV

3.3.2.1 Laminas com Cortes Histoldgicos

Os cortes histologicos destinados a investigacdo do EBV pela técnica de HIS
foram fixados em laminas para microscopia devidamente limpas em acetona, e tratadas

com silano a 4%. Duas laminas de cada bloco foram obtidas para estudo.

3.3.2.2 Hibridizagéo in situ

O método utilizado neste estudo foi adaptado do descrito por Bacchi et al. (1996).
A sonda utilizada, descrita por Shibata et al. (1991), apresenta uma sequéncia
oligonucleotidica de 30pb, biotinalada na extremidade 3 (5°-
AGACACCGTCCTCACCACCCGGGACTTGTA-3’), complementar ao RNA viral
EBER1. O método segue 0s seguintes procedimentos:

a) Desparafinacdo e hidratacdo das laminas — as laminas foram colocadas em
estufa pré-aquecida a 60°C, durante 120 minutos. Apds esse periodo, as laminas foram
mergulhadas em xilol aquecido a 60°C por 10 minutos. Posteriormente, foram submetidas
a uma bateria de xileno (I, Il e 111) — alcool 100% (I, 11 e I11) — alcool 80% — agua;

b) Bloqueio da Peroxidase endogena — as laminas foram mergulhadas em um
borel contendo perdéxido de hidrogénio a 3%, por 20 minutos;

c) Digestdo enzimatica com proteinase K — a proteinase K em concentracao final
de 0,02 pg/uL , por 13 minutos;

d) Lavagem em agua com DEPC 0,1%;

e) Desidratacdo em gradiente de agua e de alcool em concentracdo de 80%, 100%

(1, 1 e 1);
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f) Incubacdo com solucdo de pré-hibridizacdo — a solucdo de pré-hibridacdo
consiste em Solugdo de Denhardt (3,5 X); SSC (4,5X); EDTA (0,0075M); SDS (0,35%);
DNA desnaturado de esperma de salmdo (75ug/ul); NaH,PO, (0,75M); Sulfato de
Dextrano (10%), as laminas foram incubadas por 60 minutos a 37°C.

g) Incubacdo em solucdo de hibridacdo — a solucdo de hibridacdo consiste em
Solucdo de Denhardt (2X); Formamida (50%); Sulfato de Dextrano (2%); NaH;PO,
(0,002M); e sonda (0,3 ng/uL), por 16 horas em estufa a 37°C.

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

i) Incubacdo com conjugado enzimatico (DakoCytomation®) (diluicdo 1:100),
por 45 minutos;

j) Revelagdo com cromoégeno DAB liquido (3,3’— diaminobenzidine)
(DakoCytomation®), preparado conforme recomendacdes do fabricante;

k) Contra-coloracdo — as laminas foram mergulhadas em um borel contendo
Hematoxilina de Harris a 40%.

I) Desidratacdo em gradiente de 4gua — alcool — xilol

m) Montagem com laminulas utilizando Balsamo do Canada.

Como controle foi utilizado lamina de adenocarcinoma gastrico sabidamente

positiva para EBV.

3.3.2.3 Critérios para Andlise das Laminas

Na analise das laminas foi admitida como marcacao positiva a presenca de uma
coloracdo marrom caracteristica, adquirida pelo cromogeno apds oxidacdo, situadas nas
regibes celulares previstas para cada alvo avaliado em contraste com o azul/violeta

conferido pela hematoxilina. Esta coloragdo foi constatada por microscopia optica.
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Na técnica de HIS, considerou-se positivo qualquer marcagdo nuclear em células

tumorais, independente do percentual de células marcadas.

3.4 CORRELACAO DE DADOS

Os resultados obtidos na técnica de PCR para detec¢do de H. pylori, na técnica de
PCR para identificacdo das cepas cagA+ e HIS para identificacdo do EBV, foram
correlacionados entre si, e avaliados quanto a existéncia de associa¢cdo dos mesmos com a
idade e sexo dos pacientes, bem como a localizacdo, estadios e tipo histolégico dos
adenocarcinomas gastricos estudados. O programa estatistico utilizado foi o SPSS v 17.0
(SPSS, Chicago, IL. EUA), utilizando-se o Teste de Analise Univariada - Teste Exato de
Fisher, Analise Multivariada - Regressdo Logistica Controlada por Género e o Odds Ratio
(OR), com um Intervalo de Confianca (IC) de 95%. Foram considerados estatisticamente
significativos valores de p<0,05, bilateral.

Os gréaficos dos resultados obtidos foram realizados com o “software” Microsoft

Excel versdo 2010.
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4 RESULTADOS

A Figura 11 demonstra, na populacdo estudada (N=125), a frequéncia de casos de
acordo com o género dos pacientes. Observou-se que 68,0% dos pacientes eram do sexo
masculino (N=85), enquanto que, as pacientes do sexo feminino corresponderam a 32,0%

(N=40).

M Masculino

B Feminino

Figura 11 - Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico de acordo com o

género, em uma populacéo do norte do Brasil.

A Figura 12 demonstra, na populacdo estudada, a frequéncia de casos de acordo
com a faixa etaria dos pacientes. Observou-se que 78,0% dos pacientes pertencem a faixa
etaria que esta igual ou acima dos 50 anos (N=97), enquanto que 22,0% dos pacientes se
encontram na faixa etaria que esta abaixo de 50 anos (N=28).

A Figura 13 mostra, na populacdo estudada, a frequéncia de casos de acordo com a
positividade para urease. Observou-se que 88,0% dos pacientes apresentaram resultado
positivo para urease (N=110), enquanto que 12,0% dos pacientes apresentaram resultado
negativo para urease (N=15). Estes resultados demonstram a alta prevaléncia da infeccédo

por H. pylori em pacientes com cancer gastrico.



B Abaixo de 50 anos

M Igual ou acima de 50
anos
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Figura 12 - Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma géstrico, de acordo com a faixa

etaria, em uma populacao do norte do Brasil.

12%

88%

B Urease Positivo

M Urease negativo

Figura 13 - Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, de acordo com a

positividade para urease, em uma populacdo do norte do Brasil.

A Figura 14 demonstra, na populacdo estudada, a frequéncia de casos de acordo

com a positividade para o EBV. Observou-se que 9,6% dos pacientes apresentaram
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resultado positivo para 0 EBV (N=12), enquanto que 90,4% dos pacientes apresentaram

resultado negativo para o EBV (N=113).

9,6%

W EBV Positivo

B EBV Negativo

90,4%

Figura 14 - Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, de acordo com a

positividade para o EBV, em uma populacéo do norte do Brasil.

A tabela 4 mostra a distribuicdo de acordo com o género e a idade, de resultados
positivos para as variaveis cagA, EBV e urease, nas amostras histologicas de 125 pacientes
envolvidos no presente estudo, bem como os resultados da analise estatistica.

Observou-se nos casos positivos para a cepa cagA, um percentual de 71,4% de
homens que foram positivos e um percentual de 28,6% de mulheres que foram positivas, e
de acordo com a faixa etaria considerando-se ambos 0s sexos, observou-se uma frequéncia
de 17,9% para pacientes com idade abaixo de 50 anos e 82,1% para pacientes acima de 50
anos.

Frente aos casos positivos para 0 EBV observou-se uma frequéncia de 91,7% para
homens e 8,3% para as mulheres, e de acordo com a faixa etaria considerando-se ambos 0s
sexos, observou-se uma frequéncia de 8,3% para pacientes com idade abaixo de 50 anos e

91,7% para pacientes acima de 50 anos.



54

Com relacdo as amostras positivas para urease observou-se uma frequéncia de
71,8% para homens e 28,2% para as mulheres, e de acordo com a faixa etéria
considerando-se ambos 0s sexos, observou-se uma frequéncia de 20,0% para pacientes

com idade abaixo de 50 anos e 80,0% para pacientes acima de 50 anos.

Tabela 4: Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para cagA,

EBV e urease, de acordo com o género e a idade, em uma populacéo do norte do Brasil.

p Mu'heres Homen53 Univariadal <50 anos >50 anos3 Unival’iadal
resenca = 0, = 0,

@ N=40(%) N=85%) P OR(IC950%) N28(%) N=97(%)  p g (1co500)
1,600 2.136

CagA  24(286) 60(TL4) 0307 (2O 15(179) 69821 0100 oo
5,797 3,453

EBV 183  LOL7) 0101 oo 163)  L6LD) 0296 o oo
3,823 2667

Urease  31(282) 79(718) 019 ) ,507163g 22(20)  88(80) 0101 oot

!Anélise Univariada, Teste Exato de Fisher; *Anélise Multivariada, Regressao Logistica controlada por Género; IC:
Intervalo de Confianga; OR: Odds Ratio; 3Caracteristicas testadas para andlise de risco.

A tabela 5 mostra, nas amostras em estudo, a distribuicdo de acordo com a
localizagdo anatdmica, de resultados positivos para as variaveis cagA, EBV e urease,
assim como os resultados da analise estatistica.

Observou-se nos casos positivos para a cepa cagA, uma frequéncia de 45,2% para
tumores localizados na cardia e 54,8% para tumores ndo cardia, ou seja, localizados no
antro e corpo do estémago.

Frente aos casos positivos para 0 EBV observou-se uma frequéncia de 50,0% tanto
para tumores localizados na céardia quanto para tumores ndo cardia. Com relacdo as
amostras positivas para urease observou-se uma frequéncia de 44,5% para tumores
localizados na cérdia e uma frequéncia de 55,5% para tumores ndo cardia.

Apesar de ndo haver significancia estatistica, a analise destes dados nos mostra uma
tendéncia onde individuos com tumores de localizacdo ndo céardia tém, 70,3% menos

chance de estar relacionado a infecgdo por H. pylori.
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Tabela 5: Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para cagA,
EBV e urease, de acordo com a localizagdo anatdmica das lesdes, em uma populacdo do

norte do Brasil.

Presenca  Cérdia  N&o cardia Univariada® Multivariada®
N=52(%) N=73(%) P OR (1C95%) P OR (1C95%)
cagA  38(452)  46(548) 0,254 0,628(0,289-1,363) 0,245 0,627(0,285-1,378)
EBV 6(50) 6(50) 0,553 0,687(0,208-2,262) 0,507 0,662(0,196-2,236)

Urease 49(44,5) 61(55,5) 0,095 0,311(0,083-1,165) 0,079  0,297(0,076-1,153)
!Anélise Univariada, Teste Exato de Fisher; *Anélise Multivariada, Regressao Logistica controlada por Género; IC:

Intervalo de Confianga; OR: Odds Ratio; 3Caracteristicas testadas para andlise de risco.

A Figura 15 demonstra que para tumores do tipo intestinal (N=71) a frequéncia de
amostras cagA positivas foi de 77,5% (N=55) e a frequéncia de amostras cagA negativas
foi de 22,5% (N=16). Para tumores do tipo difuso (N=54) a frequéncia de amostras cagA

positivas foi de 53,7% (N=29) e a frequéncia de amostras cagA negativas foi de 46,3%

(N=25).

® cagA positivo  ®cagA negativo
77.5%

80 -

53,7%

60 - 46,3%

40 - 9

20

O T 1

Intestinal Difuso

Figura 15 - Frequéncia de amostras positivas e negativas para cagA, em pacientes com
adenocarcinoma gastrico, de acordo com a classificacdo histolégica dos tumores, em uma

populacdo do norte do Brasil.
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A tabela 6 mostra, nas amostras em estudo, a distribuicdo de acordo com a
classificacdo histologica, de resultados positivos para as variaveis cagA, EBV e urease,
assim como os resultados da andlise estatistica.

Observou-se nos casos positivos para a cepa cagA, uma frequéncia de 65,5% para
tumores do tipo intestinal e 34,5% para tumores do tipo difuso. Frente aos casos positivos
para 0 EBV observou-se uma frequéncia de 66,7% para tumores do tipo intestinal e 33,3%
para tumores do tipo difuso. Com relacdo as amostras positivas para urease observou-se
uma frequéncia de 59,1% para tumores do tipo intestinal e uma frequéncia de 40,9% para
tumores do tipo difuso.

A analise univariada e multivariada mostrou significancia estatistica quando se
realizou uma correlacdo entre a variavel cagA e os tipos histoldgicos intestinal e difuso
(p=0,007 e p=0,008), onde o tipo difuso apresenta um fator de protecdo relativo (O.R.
menor que 1) de 0,348 quando comparado ao tipo intestinal, ou seja, 0s pacientes positivos
para cagA, que € a cepa mais virulenta de H. pylori, tem 65,2% menos chance de

desenvolver o adenocarcinoma do tipo difuso.

Tabela 6: Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para cagA,
EBV e urease, de acordo com a classificacdo histologica dos tumores, em uma populagéo

do norte do Brasil.

Presenca Intestinal  Difuso? Univariada® Multivariada®
N=71(%) N=54(%) P  OR(IC9%5%) P OR (IC95%)
cagA  55(655) 29(34,5) 0,007 0'38’77%1)56' 0,008* 0,348(0,159-0,761)
EBV 866,7)  4(333) 0551 0,630(1,79-2213) 0,644 0,738(0,203-2,679)
Urease  65(59,1)  45(40,9) 0,177 0'4(;:23%1)54' 0,195 0,470(0,150-1,473)

! Anélise Univariada, Teste Exato de Fisher; 2Analise Multivariada, Regressao Logistica controlada por Género; IC:

Intervalo de Confianga; OR - Odds Ratio; 3Caracteristicas testadas para analise de risco; *p<0,05.
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A tabela 7 mostra, nas amostras em estudo, a distribuicdo de acordo com o
estadiamento dos tumores, de resultados positivos para as variaveis cagA, EBV e urease,
assim como os resultados da andlise estatistica.

Observou-se nos pacientes positivos para a cepa cagA, uma frequéncia de 14,3%
para tumores pertencentes ao nivel de estadiamento | e Il e uma frequéncia de 85,7% para
tumores pertencentes ao nivel de estadiamento 11l e IV. Frente aos casos positivos para o
EBV observou-se uma frequéncia de 100,0% para tumores pertencentes ao nivel de
estadiamento Il e IV. Com relagdo as amostras positivas para urease observou-se uma
frequéncia de 17,3% para tumores pertencentes ao nivel de estadiamento | e Il e uma

frequéncia de 82,4% para tumores pertencentes ao nivel de estadiamento 11l e 1V.

Tabela 7: Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para cagA,

EBV e urease, de acordo com o estadiamento dos tumores, em uma populagdo do norte do

Brasil.
lell IlelVs3 Univariada® Multivariada?
Presenca
N=22(%) N=103(%) P OR (1C95%) P OR (1C95%)
cagA 12(14,3) 72(85,7) 0,211 1,935(0,757-4,949) 0,526 1,410(0,487-4,083)
EBV 0(0) 12(100) 0,123 0,805(0,736-0,882) 0,998 -

Urease 19(17,3) 91(82,4) 0,727 1,197(0,308-4,657) 0,587 0,652(0,140-3,047)
LAnalise Univariada, Teste Exato de Fisher; *Analise Multivariada, Regressao Logistica controlada por Género;

IC: Intervalo de Confianca; OR - Odds Ratio; 3Caracteristicas testadas para analise de risco.

A tabela 8 mostra, nas amostras em estudo, a distribuicdo de acordo com o
positividade e negatividade para cagA, de resultados positivos para as variaveis EBV e
urease, assim como os resultados da anélise estatistica.

Observou-se nos pacientes positivos para EBV, uma frequéncia de 75,0% para

tumores cagA positivos e uma frequéncia de 25,0% para tumores cagA negativos. Frente
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aos casos positivos para urease, observou-se uma frequéncia de 76,4% para tumores
tumores cagA positivos e uma frequéncia de 23,6% para tumores cagA negativos.

A andlise estatistica univariada mostrou significancia estatistica quando se realizou
uma correlacdo entre a variavel urease e os tumores cagA positivos (p=0,000), onde os
casos positivos para urease associados a positividade para cagA apresentam um fator de
risco relativo (O.R. maior que 1) de 4,231, quando comparado aos casos positivos para
urease e associados a tumores cagA negativos, ou seja, 0s pacientes com adenocarcinoma
gastrico positivos para urease tem 423,1% a mais de chance de apresentar positividade

para cagA, que é a cepa mais virulenta de H. pylori.

Tabela 8: Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para EBV e
urease, de acordo com a positividade e a negatividade para cagA, em uma populacdo do

norte do Brasil.

Presenca Pc?sa}%ieﬁ Ngggfi\va Univariada' Multivariada®
N=84(%) N=41(%) P OR (1C95%) P OR (1C95%)
EBV 9(75) 3(25) 0749 1520(0,389-5944) 0,783 1,217(0,300-4,934)
Urease 84(76,4) 26(23,6) 0,000* 4,231(3,024-5,920) 0,996 8,65(-)

! Analise Univariada, Teste Exato de Fisher; *Analise Multivariada, Regressao Logistica controlada por Género; IC:
Intervalo de Confianga; OR - Odds Ratio; 3Caracteristicas testadas para analise de risco; *p<0,05.

A Figura 16 mostra a frequéncia de amostras positivas e negativas para cagA, em
tumores urease positivos e tumores urease negativos. Observou-se nos casos positivos para
urease, uma frequéncia de 76,4% para tumores cagA positivos, com uma grande
significancia estatistica (p=0,000), e observou-se uma frequéncia de 23,6% para tumores
cagA negativos. Nas amostras urease negativas, a frequéncia de 100,0% de negatividade
para cagA € evidenciada, visto que, a presenca de cagA somente é observada em tumores

positivos para a presenca de H. pylori.
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Figura 16 - Frequéncia de amostras positivas e negativas para cagA, em pacientes com
adenocarcinoma gastrico, de acordo com a positividade e a negatividade para urease, em

uma populacéo do norte do Brasil.

A tabela 9 mostra, nas amostras em estudo, a distribuicdo de acordo com a
positividade e negatividade para EBV, de resultados positivos para a variavel uréase, bem
como os resultados da andlise estatistica. Observou-se nos pacientes positivos para urease,
uma frequéncia de 10,9% para tumores EBV positivos e uma frequéncia de 89,1% para

tumores EBV negativos.

Tabela 9: Frequéncia de pacientes com adenocarcinoma gastrico, positivos para urease, de

acordo com a positividade e negatividade para EBV, em uma populacédo do norte do Brasil.

EBV , EBV Univariada' Multivariada®
Presenca Positiva Negativa
N=12(%) N=113(%) P OR (1C95%) P OR (1C95%)
Urease 12(10,9) 98(89,1) 0,357 1,122(1,051-1,198) 0,999 1,456(-)

1 Analise Univariada, Teste Exato de Fisher; *Analise Multivariada, Regressao Logistica controlada por Género; IC:
Intervalo de Confianga; OR - Odds Ratio; 3Caracteristicas testadas para analise de risco.
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5 DISCUSSAO

O carcinoma gastrico € um dos poucos neoplasmas malignos nos quais 0s agentes
infecciosos tem um importante papel etioldgico. A difusdo destes agentes em uma
determinada populacdo e as consequéncias de sua infeccdo representam um universo
preocupante aos setores de salde publica em todo 0 mundo, em especial quando se trata de
um agente oncogénico. A condicdo sine qua non para definir estratégias na prevencdo e
controle destes agentes, estd baseada no pleno e real conhecimento de sua patogénese e de
sua disseminacdo na comunidade, além de sua associacao a fatores e a grupos de risco.

No presente trabalho foram estudadas amostras de adenocarcinoma gastrico e foi
utilizada a técnica de PCR para investigar a presenca de H. pylori e da variante cagA de H.
pylori, a técnica de hibridizacéo in situ para investigar a presenca do virus de Epstein-Barr,
e a analise histopatoldgica para se avaliar as caracteristicas clinico-patoldgicas dos
espécimes em questdo. Os resultados obtidos foram ordenados de uma maneira geral, de
forma a estabelecer a prevaléncia para os agentes em questdo, e foram analisados
estatisticamente a fim de se avaliar a correlacdo entre 0s mesmos, e com o0 género, idade,
origem, classificacdo histologica e estadio dos neoplasmas estudados. O presente trabalho
foi 0 primeiro a associar as variaveis estudadas no norte do Brasil.

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2012), o CG é o
quarto tumor mais notificado entre os homens e o sexto entre as mulheres, e diversos
trabalhos tém relacionado o género dos pacientes ao adenocarcinoma gastrico. Nos Estados
Unidos (EUA) o trabalho de Yang et al. (2011), demonstrou uma frequéncia de 63% para
individuos do sexo masculino e 37% para o sexo feminino e o estudo de Pereira et al.
(2001) em Belém-PA, identificou uma frequéncia de 72% para 0 sexo masculino e 28%

para o sexo feminino. Quando comparados ao presente trabalho observou-se uma variagéo



61

de até cinco pontos percentuais nestes valores. Porém a frequéncia de 68% para individuos
do sexo masculino e 32% para o0 sexo feminino encontradas no presente estudo, foram
concordantes com o trabalho de Lima et al. (2011), que evidenciou uma frequéncia de
68,7% para 0 sexo masculino e 31,3% para 0 sexo feminino, em pacientes dos Estados do
Ceard e Sdo Paulo. Estes resultados demonstram claramente a maior prevaléncia destes
tumores em individuos do sexo masculino, 0s quais sdo duas vezes mais acometidos do
que as mulheres, reproduzindo os achados da literatura mundial e do Brasil.

Com relagdo a faixa etaria dos pacientes portadores de CG o estudo de Arregi et al.
(2009), realizado com pacientes do estado do Ceara, demonstrou para pacientes acima de
50 anos, uma frequéncia de 78% e para pacientes abaixo de 50 anos, uma frequéncia de
22%. Ferrasi et al. (2010), investigando pacientes dos estados do Ceara e Sdo Paulo
evidenciaram, para pacientes acima de 50 anos, uma frequéncia de 78,7% e uma frequéncia
de 21,3% para pacientes abaixo de 50 anos. Estes resultados sdo concordantes entre si e
concordantes com as frequéncias observadas no presente estudo (78% para pacientes acima
de 50 anos e 22% para pacientes abaixo de 50 anos). A concentracdo dos casos na faixa
etaria acima de 50 anos observada em todos esses trabalhos, mostra uma tendéncia ao
aumento da ocorréncia dessa neoplasia a medida que a idade se eleva, sendo 0s pacientes
idosos 0os mais acometidos, pois hormalmente desenvolvem esta neoplasia apds um longo
periodo de gastrite atrofica.

A infeccdo por H. pylori é a principal causa de doencas do estdbmago. Diversos
estudos epidemioldgicos tém demonstrado a alta prevaléncia da bactéria nestas doencas, e
tem fornecido evidéncias convincentes da associacdo da mesma com gastrite crénica,
Ulcera péptica e adenocarcinoma gastrico. A infeccdo € usualmente adquirida na infancia e
quando ndo tratada pode persistir no hospedeiro por toda a vida (Selgrad et al., 2008). De

acordo com a IARC (2012), a H. pylori é um agente carcinogénico para o cancer gastrico,
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e 0 estabelecimento desta relacdo, ocorreu através da comprovacdo de que a infeccdo
cronica por H. pylori induz mudancas morfoldgicas e fisiolégicas no ambiente gastrico,
aumentando deste modo o risco de transformac6es neoplasicas. Atualmente é amplamente
conhecido o fato de que a infeccdo cronica por H. pylori induz hipocloridria e gastrite
atrofica, os quais sdo precursores do cancer gastrico (Roesler et al., 2012). Em pacientes do
estado de Sdo Paulo, Thomazini et al. (2006) encontraram uma prevaléncia de 95% para H.
pylori em adenocarcinoma géstrico. Considerando ainda pacientes do estado de S&o Paulo
associados a pacientes do estado do Ceara, Ferrasi et al. (2010) encontraram para H. pylori,
uma prevaléncia de 98% em carcinomas gastricos. Apesar da menor frequéncia (88%)
encontrada no presente estudo, comparando-se aos estudos citados, observa-se, ainda
assim, a alta prevaléncia desta bactéria em pacientes com cancer gastrico evidenciando
tanto o papel causal quanto a persisténcia desta infeccdo. Quando comparada ao estudo de
Pereira et al. (2001), em Belém-PA que encontrou uma frequéncia de 52% para esta
bactéria em pacientes com cancer gastrico, a prevaléncia do presente estudo foi
considerada alta.

Com relacdo a associacao entre a infeccdo pelo EBV e o CG, a comprovagdo veio
através do trabalho pioneiro de Shibata e Weiss (1992), os quais demonstraram que o0 EBV
estd ligado ao desenvolvimento de uma parcela dos carcinomas gastricos. Desde entdo,
varios estudos tem investigado o papel carcinogénico do EBV nestes tumores, que foi
demonstrada através de fortes evidéncias como a monoclonalidade do genoma viral, e a
sua presenca em praticamente todas as células tumorais, indicando que a infecgdo ocorreu
antes da transformacdo maligna e que as células tumorais foram originadas de uma célula
priméaria infectada (Lee et al., 2004). O CG associado ao EBV corresponde a apenas uma
fracdo dos carcinomas gastricos, porém considerando suas caracteristicas clinico-

patoldgicas distintas (predominancia em individuos do sexo masculino, predisposi¢do ao
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acometimento da regido proximal do estdmago), suas anormalidades moleculares
caracteristicas (metilagdo global e ndo randdémica da ilha CpG da regido promotora de
muitos genes relacionados ao cancer), e seu prognéstico favoravel, o CG associado ao
EBV deve ser considerado como uma nova entidade patoldgica (Chen et al., 2012).

Para 0 EBV a frequéncia encontrada no presente estudo foi de 9,6%, o que
corrobora os estudos realizados nos estados de Ceara e Sao Paulo que encontraram valores
de frequéncia proximos a este estudo, quais sejam 8,5% e 11,3% respectivamente (Lima et
al., 2008; Lopes et al., 2004) . Estes resultados também estdo de acordo com a literatura
mundial que refere que a frequéncia de EBV em CG varia em torno de 10% nas diversas
populacdes do planeta (Akiba et al., 2008; Chen et al., 2012). Nota-se porém, que as
frequéncias encontradas no Brasil foram maiores que a frequéncia de 5,1% encontrada nos
EUA por Truong et al. (2009).

Quando se associou 0s casos positivos para H. pylori (urease), para a cepa cagA de
H. pylori e para 0 EBV, com a localizacdo cérdia e ndo cardia das lesbes (tabela 5),
observou-se uma tendéncia estatistica (p=0,079) para a associacdo da presenca de H. pylori
nos tumores localizados na cardia, visto que os tumores com localizacdo ndo-cardia
apresentaram fator de protecdo relativo (OR) de 0,297; ou 70,3% menos chance de estar
relacionado a H. pylori. Estes achados sdo contrastantes com os referidos na literatura
mundial, que tém apresentado uma relacdo entre a presenca de H. pylori e a localizacao
ndo-cardia dos tumores (Crew e Neugut, 2006).

Quando se associou 0s casos positivos para H. pylori (urease), para a cepa cagA de
H. pylori e para o0 EBV, com a classificacdo histoldgica dos tumores (tabela 6), observou-
se significancia estatistica (p=0,007 e p=0,008) para a associacdo entre o tipo histoldgico
dos tumores com a presenca da cepa cagA de H. pylori. Os presentes resultados

demonstram que o tipo difuso apresenta um fator de protegdo relativo (OR) de 0,348
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quando comparado ao tipo intestinal, ou seja, 0s pacientes que apresentam positividade
para cagA que é a cepa mais virulenta de H. pylori, tem 65,2% menos chance de
desenvolver o adenocarcinoma do tipo difuso, e em contrapartida tem mais chance de
desenvolver o tipo intestinal. Estudos clinico-patolégicos tem demonstrado esta relacdo
entre o0 adenocarcinoma do tipo intestinal e a cepa cagA, pois 0S mesmos sugerem que 0S
fatores ambientais, como infec¢Oes e dieta, tem maior influéncia na carcinogénese do tipo
intestinal que no tipo difuso e de modo inverso os fatores genéticos tém maior influéncia
no cancer do tipo difuso (Smith et al., 2006; Milne et al., 2009).

O diagndstico tempestivo é atualmente um dos principais desafios na luta contra o
cancer gastrico, pois a descoberta da doenca &€ normalmente realizada tardiamente,
tornando as opgdes terapéuticas escassas com uma consequente alta taxa de mortalidade
(Vannella et al., 2012).

Em Belem-PA, um estudo da taxa de mortalidade revelou magnitudes bastante
elevadas de 15,8 a 27,2/100.000 habitantes, comparativamente a outras capitais brasileiras
e paises (Resende et al., 2006).

Quando, no presente estudo, se associou as variaveis H. pylori (urease), cepa cagA
de H. pylori e EBV, com o estadiamento dos tumores (tabela 7), ndo houve significancia
estatistica. E de se notar, contudo, a alta frequéncia observada para estas variaveis nos
estadios 11l e IV da doenca (82,4%; 85,7% e 100% respectivamente), e 0 nimero total de
pacientes (N=103) encontrados nestes estadios, que correspondem a uma frequéncia de
82,4%, do total de pacientes estudados.

Estas frequéncias corroboram as altas taxas de mortalidade encontradas em Belém e
demonstram gque, em sua maioria, o diagnostico é realizado nos estadios mais avancados da

doenca, fato que diminui a possibilidade de cura e a taxa de sobrevida dos pacientes,
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especialmente em areas consideradas de alto risco como o norte do Brasil (Burbano et al.,
2006).

O fator de viruléncia da H. pylori melhor caracterizado é a cag-PAl, que permite
que a proteina CagA seja injetada no citosol da célula epitelial gastrica. A fosforilacéo
desta proteina induz a secrecdo de IL-8 e esta associada com a reducdo da apoptose. Os
efeitos de CagA nas células epiteliais a associam com a carcinogénese do adenocarcinoma
gastrico, e é comum observar uma alta prevaléncia das cepas cagA-positivas nestes
tumores (Wroblewski et al., 2010).

A relagéo entre a cepa cagA e CG também foi evidenciada no presente trabalho,
onde demonstrou-se uma frequéncia 76,4% para cagA nos pacientes urease positivos, e na
correlacdo entre a urease e 0s tumores cagA positivos, obteve-se significancia estatistica
(p=0,000). Verificou-se que 0s casos positivos para a urease apresentam um fator de risco
relativo (O.R.) de 4,231 para cagA positivo, ou seja, 0s pacientes com adenocarcinoma
gastrico positivos para urease tem 423,1% a mais de chance de apresentar positividade
para cagA, que é a cepa mais virulenta de H. pylori (tabela 8 e Figura 16).

Cavalcante et al. (2012), encontraram, em uma populacdo também considerada de
alto risco, no nordeste do Brasil, uma frequéncia ainda maior que a do presente estudo,
para tumores cagA positivos (96,7%). Este mesmo estudo também mostrou que houve
significancia estatistica quando se associou cagA com H. pylori, e corroborou os presentes
resultados que demonstraram o papel desta cepa na carcinogénese gastrica.

Poucos estudos tem investigado a interacdo entre a infeccdo por EBV e H. pylori no
cancer gastrico, em populacdes do Brasil e também de outros paises. No Brasil, Lima et al.
(2008) e Ferrasi et al. (2010), demonstraram para 0 EBV, frequéncias préximas aquelas do
presente trabalho, porém ndo encontraram significancia estatistica ao realizar a associacao

com a Helicobacter pylori.
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Analisando-se a associacdo, nos presentes resultados, dos casos positivos para
urease, com a presenca concomitante do EBV, também ndo foi encontrada significancia
estatistica (tabela 9). E necessario ressaltar, entretanto, que em contraste com os trabalhos
acima citados, o presente estudo foi o Unico a encontrar, em todos 0s casos positivos para
EBV (N=12) a frequéncia de 100% de positividade para urease. Estes resultados sugerem
uma relacdo entre a H. pylori e 0 EBV na carcinogénese géastrica, pois existem evidéncias
de que a infeccdo por H. pylori em casos de gastrite atréfica crdonica com subsequente
metaplasia intestinal, aumenta a suscetibilidade do epitélio da mucosa gastrica ao EBV, e 0
virus, facilita entdo o processo de carcinogénese gastrica (Yanai et al., 1997). O trabalho
de Shukla et al. (2011) demonstrou ainda, em individuos com doengas gastrointestinais
positivos para H. pylori, uma tendéncia para cargas virais mais elevadas de EBV,
sugerindo um papel desta bactéria na conversdo do EBV para a fase litica.

O significado destes achados é importante e permite inferir que a interagédo entre a
H. pylori e o EBV pode apresentar um mecanismo sinérgico na patogénese de uma
significativa parcela das neoplasias gastricas.

Os presentes resultados permitem ainda sugerir que o diagndstico concomitante de
H. pylori e EBV em adenocarcinoma gastrico, seja considerado um fator prognostico
desfavoravel neste tipo de neoplasia, contudo futuros estudos sdo necessarios para

corroborar esta ilagéo.
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6 CONCLUSOES

A anélise do presente trabalho em relacdo a prevaléncia e associacdo da

infecgdo por Helicobacter pylori e do virus de Epstein-Barr em adenocarcinoma gastrico,

na populagéo selecionada na regido norte do Brasil, permitiu concluir que:

[EEN
1

A prevaléncia encontrada para a presenca de H. pylori em adenocarcinoma
gastrico foi de 88% e foi considerada elevada quando comparada a estudos
anteriores na regido norte.

A prevaléncia encontrada para a presenca de EBV em adenocarcinoma gastrico
foi de 9,6% e é semelhante a taxas encontradas em outros estados do Brasil.
Identificou-se para adenocarcinoma gastrico, 0 maior acometimento de
pacientes do sexo masculino (68%) e de faixa etaria acima de 50 anos (78%), o
que esta de acordo com os achados da literatura mundial.

Os pacientes com positividade para a cepa mais virulenta de H. pylori (cagA),
apresentaram um risco relativo aumentado para desenvolvimento do
adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal.

A frequéncia encontrada para pacientes nos estadios Ill e 1V de cancer gastrico
foi de 82,4%, evidenciando que o diagnostico é geralmente realizado
tardiamente.

Os casos de adenocarcinoma gastrico positivos para urease, apresentaram um
fator de risco relativo, maior que quatro vezes, para a presenca da cepa cagA de
H. pylori.

N&o houve significancia estatistica para a associacdo entre a infeccdo por H.

pylori e 0 EBV em adenocarcinoma gastrico na populacdo estudada.
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8- Os casos de adenocarcinoma positivos para EBV, apresentaram positividade de
100% para urease, sugerindo uma possivel atuagdo sinérgica na carcinogénese
gastrica.

9- Evidenciou-se a necessidade da realizacdo de estudos mais abrangentes que
possam avaliar um maior nimero amostral de casos de cancer gastrico
associado ao EBV e a H. pylori, e de cancer gastrico associado ao EBV, porém
negativos para a H. pylori, a fim de analisar o real sinergismo entre a H. pylori e
o EBV, assim como investigar o verdadeiro papel causal deste virus na

carcinogénese gastrica.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Universidade Federal do Para, em colaboracdo com o Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto, estd desenvolvendo uma pesquisa que permitird conhecer melhor os mecanismos que ocasionam as
lesbes do estdmago e o desenvolvimento de tumor gastrico, através da identificagdo de infeccoes, e das
alteracGes genéticas (cromossomos e genes) associadas ao quadro clinico do paciente, além do exame
histopatologico. Estes estudos sdo realizados em pequenos fragmentos de tecido estomacal removido por
cirurgia ou por exame endoscopico e oferecem novas possibilidades de diagnostico.

Vocé esta sendo admitido(a) neste Hospital, para estabelecimento de diagnostico e/ou tratamento de
alguma doenca gastrica e ha a necessidade da remocdo de material bioldgico relacionado a enfermidade.
Parte do material retirado é encaminhado para exames laboratoriais, necessarios para o diagnostico
definitivo. O restante do material ndo utilizado é armazenado para novos exames, Se Necessario.

A obtencdo do fragmento de tecido estomacal para pesquisa ndo implicara em riscos adicionais no
seu tratamento ou na sua cirurgia, nem em aumento no tempo do exame ou cirurgia. O fragmento de material
biolégico sera identificado no laboratério por um cddigo formado por nimeros e letras, preservando sua
privacidade e identidade. A eventual inclusdo dos resultados em publicacdo cientifica sera feita de modo a
garantir o anonimato do paciente.

E necessario esclarecé-lo (a) que ndo existem beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os
eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar em doar 0 material para pesquisa, sua
decisdo ndo influenciara, de nenhum modo, no seu atendimento ou tratamento.

Caso vocé tenha alguma davida sobre este documento ou em relacdo a pesquisa, por gentileza, entre
em contato com o Prof. Rommel Burbano, pelo telefone 3201-8425 ou 88364667.

Uma copia deste documento sera arquivada em seu prontuario e, se desejar, uma cépia lhe sera
fornecida.

Declaro estar ciente das informag@es prestadas, tendo lido atentamente e concordado com o teor, e
autorizo a utilizagdo de amostras de tecido retiradas de meu organismo.

Assinatura do Paciente ou Responsavel
N[0 1 PP PP
RG: e
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO JOAO DE BARROS BARRETO
COORDENADORIA DE ATIVIDADES ACADEMICAS
DIVISAO DE PESQUISA E EXTENSAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE APROVAGAO

‘A Comissao de Etica em Pesquisa analisou no dia  14.05.2004,
o projstc de pesquiss intitulado “Genética do Cancer Gastrico”

deservolvido por Marilia de Armuda Cardoso Smith, Rommel Burbano, Silvia
Regina Caminada de Toledo e Maisa Yoshimoto, sob a Orientagéo do Prof. Dr.

Paulo Pimentel de Assumpgao, obtends APROVAGAQ para desenvolvé-lo nesta

instituicao.

Belémﬁ, 14 de maio de 2004

—

e e o £ o rr:_q_
DR. EDUARDO LEITAO MAIA
CRM 1897
Coordenador da Comissao de Etica em Pesquisa/ HUJBB

Hospital Universitinio Jodo de Barros Barreto - Coordenadaria de Atividades Académicas
Fus dos Mundurocus, 4487 — Guama CEP. 65.073-000 Bolém-Parid Fone-348.1877 | PABK:248.237]



ANEXO 11

FLUXOGRAMA DE ANALISE DAS AMOSTRAS TUMORAIS

Amostra
Tumoral

Departamento de

Laboratério de
Citogenética

Patologia do
HUJBB

Diagnéstico
Histopatolé-

gico

Humana do ICB

Biologia
Molecular

Investigagao
de
H. pylori

Urease

Diagnéstico por
PCR

Positivos

Determinagdo do
gene cagA

Investigagdo
de EBV

Hibridagdo in situ
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