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freqiiéncia de cepas patogénicas cagA e vacA em Pbicadosm 21206
pacientes com cancer gastrico

Helicobacter pylori and gastric cancer: distribution of cagA and vacA genotypes in patients
with gastric carcinoma

Cristiane Melissa Thomazini'; Nidia Alice Pinheiro% Maria Inés Pardini% Luis Eduardo Naresse’; Maria Aparecida Marchesan Rodrigues*

TR resumo

Heticobacter pylori Introducdo: Apesar da alta freqliéncia de infeccdo por Helicobacter pylori na populagdo, somente uma
minoria de individuos desenvolve cancer géstrico. E provéavel que a colonizacio da mucosa por cepas
patogénicas, levando a maior agressdo e inflamacdo da mucosa seja um dos elos da cadeia de eventos
cagh da oncogénese gastrica. Objetivos: Investigar a freqiiéncia de cepas patogénicas cagA e vacA do H.
pylori em pacientes com cancer géstrico. Material e métodos: Foram estudados retrospectivamente 42
pacientes com cancer gastrico. A infeccdo por H. pylori foi avaliada por exame histolégico e pelo PCR
para identificacdo dos genétipos cagA e vacA em amostras de material fixado em formalina e incluido
em parafina. Resultados: A andlise histolégica permitiu a visualizacdo direta do H. pylori em 85,7% dos
casos, e 0 método de PCR para o gene urease C demonstrou a presenca de DNA da bactéria em 95%
dos casos. O gene cagA foi detectado em amostras de 23 pacientes (54,7%) com cancer gastrico. O alelo
s1 do gene vacA foi identificado em amostras de 24 pacientes (57,1%) e o alelo m1, em amostras de 26
pacientes (61,9%). Os alelos s7 e m1 foram identificados simultaneamente em 24 pacientes (57,1%).
O alelo s2 foi identificado em amostras de quatro pacientes (9,5%), e o alelo m2, em amostras de trés
pacientes (7,1%). A frequiéncia de infeccdo pelo Helicobacter pylori foi similar em ambos os tipos histo-
I6gicos de cancer gastrico (intestinal e difuso). Conclusdes: Os resultados confirmam a relevéancia dos
genétipos patogénicos cagA e vacA do H. pylori para lesbes organicas significativas tais como o cancer
gastrico, sugerindo a participacdo dessa bactéria na cadeia de eventos da oncogénese gaéstrica.

Cancer gstrico

vacA

abstract IESRYE
Background: The rates of Helicobacter pylori infection are very high worldwide, but only a minority of infected | Helicobacter pylori
patients develop gastric carcinoma. This might be related, among several factors, to the colonization of the
human stomach by pathogenic Helicobacter pylori strains. Objective: To investigate the distribution of cagA and
vacA genotypes of Helicobacter pylori in paraffin-embedded gastric samples from patients with gastric cancer. | cagh
Material and methods: Paraffin-embedded samples from 42 patients with gastric cancer were histologically
examined and evaluated by PCR for H. pylori cagA and vacA (s and m regions) genotypes. Results: Histological
analysis allowed direct visualization of H. pylori in 85.7% of cases and PCR for urease C gene detected H. pylori
in 95% of cases. The presence of cagA gene was detected in 23 (54.7%) patients with gastric cancer. The s1
allele from vacA gene was found in samples from 24 (57.1%) patients and the m1 allele in 26 (61.9 %). The
sIm1 genotype was detected in 24 (57.1%) patients with gastric cancer. The s2 allele was found in samples
from four patients (9.5%) and the m2 allele in three (7.1%) patients. The distribution of H. pylori genotypes was
similar in both intestinal and diffuse types of gastric carcinoma. Conclusion: Our results confirm the relevance
of the pathogenic cagA and vacA H. pylori genotypes for significant organic lesions, such as gastric cancer,
suggesting a possible role for H. pylori in the pathogenesis of gastric carcinoma.
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Introducéo

O cancer gastrico permanece entre os problemas mais
sérios de salide em varios paises, incluindo o Brasil(% 2.

O diagnéstico geralmente é feito na fase avancada de
progresséo da doenca, o que dificulta a eficacia dos pro-
cedimentos terapéuticos e o progndstico dos pacientes®.
Torna-se, portanto, relevante a identificacdo de fatores que
possam ser utilizados como biomarcadores de risco para
essa doenca.

Os fatores etiolégicos envolvidos na génese do can-
cer gastrico ndo sdo inteiramente conhecidos. Estudos
epidemiolégicos demonstram a importancia de fatores
ambientais, notadamente alimentares, na patogenia do
cancer gastrico? 29, Um novo fator tem sido investi-
gado na oncogénese gastrica: postula-se que a infeccdo
pelo Helicobacter pylori levando a gastrite cronica, atrofia
da mucosa e metaplasia intestinal tenha participacdo na
cadeia de eventos da génese do cancer gdstrico!'> '8 22),
A Organizacdo Mundial de Saude classificou o H. pylori
como agente carcinogénico do grupo | para a ocorréncia
de neoplasias gastricas'. O H. pylori estd presente em
grande parcela da populacdo mundial. No entanto, infimo
nimero de pessoas desenvolve cancer gastrico. O risco
é de cerca de 1% nos individuos infectados. Assim, as
diferentes cepas da bactéria com padrdes de viruléncia
distintos devem atuar no hospedeiro, levando a diferentes
graus de inflamac&o da mucosa gastrica. A viruléncia do H.
pylori tem sido relacionada a diferentes fatores, incluindo a
producdo de urease, a presenca de flagelos e a citotoxina
vacuolizante(* 2V,

Em estudos recentes observamos que pacientes com
infeccdo por Helicobacter pylori apresentaram danos no
DNA das células epiteliais da mucosa géstrica, que se cor-
relacionaram com a intensidade da resposta inflamatéria
na mucosa e com os gendtipos patogénicos cagA e vacA
do H. pylori™*19). Esses resultados abrem a perspectiva de
se investigar a possivel correlacdo entre os diferentes ge-
nétipos da bactéria e as caracteristicas clinicopatoldgicas
do céancer gastrico.

A presente investigacdo visa avaliar a freqliéncia de
infeccdo por Helicobacter pylori em amostras de mucosa
gastrica, de material fixado em formalina e incluido em
parafina, procedentes de pacientes com cancer gastrico e
caracterizar, pela reacdo da polimerase em cadeia (PCR) com
oligonucleotideos especificos, os gendtipos patogénicos
cagA e vacA da bactéria.

Material e métodos

Casuistica

Quarenta e dois casos de cancer géstrico diagnosticados
e arquivados no Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina de Botucatu, da Universidade Estadual Paulista
(Unesp), no periodo de 1998 a 2004, foram analisados
neste estudo. As informacdes clinicas foram pesquisadas
nos prontuarios dos pacientes.

Selecdo das amostras e estudo histopatolégico

Amostras de tumor e respectivo tecido normal foram
obtidas a partir de tecidos fixados em formalina e incluidos
em parafina. Cortes histol6gicos de 5um corados por hema-
toxilina-eosina foram submetidos a exame histopatoldgico
para caracterizacdo de tipo histolégico, contaminagdo com
tecido normal e estadiamento das neoplasias. Os tumores
foram classificados em intestinal ou difuso, de acordo
com a classificacdo de Lauren”. Tumores com expressao
morfol6gica combinada, intestinal e difusa, foram desig-
nados mistos. A gastrite foi classificada de acordo com
a classificacdo de Sydney®. A pesquisa de Helicobacter
pylori foi feita pelo exame histolgico, na mucosa géstrica
adjacente a neoplasia, em cortes corados pelo método de
Giemsa. A caracterizacdo dos gendtipos do Helicobacter
pylori foi feita por PCR. O estudo foi analisado e aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu/Unesp.

Deteccido dos genotipos do H. pylori por PCR

Amostras do tumor e da mucosa adjacente a neoplasia
foram obtidas de cortes histoldgicos do material fixado
em formalina, incluido em parafina. A extracdo do DNA
gendmico dos tumores e respectivos tecidos normais de
cada paciente foi feita por tratamento com proteinase K e
pelo Kit Wizard (Promega).

A integridade e a qualidade das amostras extraidas fo-
ram verificadas por PCR com oligonucleotideos iniciadores
para o gene constitutivo GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato). Fo-
ram investigadas seqiiéncias especificas para o gene urease
C, gene espécie-especifico presente em todas as amostras
de H. pylori, que codifica a enzima urease, bem como para
0 gene de viruléncia cagA do H. pylori. A composicdo de
bases dos oligonucleotideos iniciadores, o tamanho das
sequiéncias, as referéncias e a temperatura de anelamento
utilizadas séo apresentados na Tabela 1.
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Oligonucleotideos iniciadores, tamanho das seqiiéncias amplificadas e temperatura de

Tabela 1 anelamento/tempo
Genes Oligonucleotideos  Seqiiéncia Produto TA (°C)/ Referéncia
(pb)  tempo

GAPDH GAPDH F 5'- TGGTATCGTGCAAGGACTCATGAC -3 197 59°/1"  Desenhados no
GAPDH R 5'- ATGCCAGTCAGCTTCCCGTTCAGC -3” laboratério

urease C HpgmMF 5'- AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT -3° 294 55°/30" Lage, 1995
HpgmMR 5°- AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC -3

cagA D008 5'- ATA-ATG-CTA-AAT-TAG-ACA-ACT-TGA-GCG-A -3 297  54°/ 45" (Covacci &
R008 5'- TTA-GAA-TAA-TCA-ACA-AAC-ATC-ACG-CCA-T -3' Rappuoli, 1996

m1 VA3F 5'- GGT-CAA-AAT-GCG-GTC-ATG-G -3 290 52°/1"  Atherton JC.,
VA3R 5'- CCA-TTG-GTA-CCT-GTA-GAA-AC -3’ 1999

m2 VA4F 5°- ATG CTT TAA TAT CGT TGA GA -3 198 51°/1"  Desenhados no
VA4R 5°- GAA CAT GIT TTA GTG AAA GC -3 laboratério

sles2 VAIF 5'- ATG-GAA-ATA-CAA-CAA-ACA-CAC -3 259 e 56°/1"  Atherton JC.,
VAIR 5'- CTG-CTT-GAA-TGC-GCC-AAA-C -3 286 1999

A mistura de reacdo de PCR para deteccdo do gene
GAPDH constou de: tampéo de reagdao 10x [200mM
Tris-HCl, 500mM KCI (pH 8.4)]; 1,5mM MgCl,; 0,4mM
de cada dNTP(10mM); 1ul de Platinum Tag DNA Recom-
binante (5ul/ul) (Invitrogen Life Technologies); Spmoles
de cada oligonucleotideo (sense e antisense); 1ul de DNA
molde (concentrado) e dgua q.s.p. 25ul. Para a deteccéo
dos genes urease C e cagA foram utilizados: tampao de
reacao 10x [200mM Tris-HCI, 500mM KCI (pH 8.4)];
3mM MgCl(50mM); 0,2mM de cada dNTP(10mM), Tul
de Platinum Tag DNA Platinum (5pl/pl) (Invitrogen Life
Technologies); Spmoles de cada oligonucleotideo (sense e
antisense); 1ul de DNA molde (concentrado) e dgua q.s.p.
25pl. A eletroforese do DNA amplificado foi realizada em
gel de poliacrilamida 6% e corada pelo nitrato de prata.

Para a amplificacdo do gene vacA e de seus alelos s7/s2
e m1/m2 foram utilizados 1ul de DNA e oligonucleotideos
especificos para cada regido (Tabela 1). Na reacdo de PCR
para os alelos m1 e m2 utilizou-se solucdo contendo: 1.5pl
de AmpliTaq Gold (5ul/ml Applied Biosystems); tampao 10x
para PCR [100mMTris-HCI pH 8.3, 500mM KCl, 3mM de
MgCl, 0.07% de gelatina](Applied Biosystems); 0,4mM de
oligonucleotideos iniciadores sense e antisense; Tul de DNA
molde (concentrado); 0,4mM de dNTPs e 4gua g.s.p. 25ml.
Na reacdo de PCR para a regidao s do gene vacA utilizou-se
solucdo contendo: 1ul de Accu Primer (Invitrogen Life Tech-
nologies); tampao 10x para PCR [100mM Tris-HCl pH 8.3,
500mM KCl, 0,4mM de dNTPs]; 3mM de MgCl,; 0,4mM
de oligonucleotideos iniciadores sense e antisense; 1ul de

DNA molde (concentrado) e agua q.s.p. 25ml. As reacdes
foram realizadas em termociclador do tipo M) Research,
(Waretown, MA, USA). A visualizagdo do produto de PCR
foi realizada em gel de poliacrilamida 6% né@o-desnaturante,
corado com nitrato de prata®. Como controles positivos
e negativos para vacA (s1/s2 e m1/m2), cagA e urease C,
foram utilizadas amostras previamente genotipadas como
positivas ou negativas e submetidas a seqiienciamento, em
seqiienciador automatico ABI Prism 377 (Applied Biosyste-
ms) e comparadas as sequéncias depositadas nos bancos
de dados genoémicos publicos.

Resultados

Os atributos demogréficos e anatomopatoldgicos sdo
apresentados na Tabela 2. Aidade dos pacientes variou de 27
a 78 anos, sendo a média 62,2 anos. Vinte e quatro pacientes
eram do sexo masculino (58%) e 18, do sexo feminino (42%).
O exame anatomopatolégico demonstrou que o tumor estava
localizado no antro géstrico em 26 casos (61,9%). Tumores
em localizagdo proximal, situados no corpo ou na cérdia
foram observados em 16 casos (38,1%). O tipo histol6gico
mais freqliente foi o adenocarcinoma intestinal, identificado
em 34 casos (80,9%). O tipo difuso foi observado em seis
casos (14,2%). Neoplasias com fenétipo morfoldgico misto,
constituidas por areas de padrao intestinal e areas de padrao
difuso foram identificadas em dois casos (4,7%).

A analise histolégica da mucosa gastrica adjacente as
neoplasias demonstrou em todos os casos a presenca de
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infiltrado inflamatério linfoplasmocitario com neutrdfilos,
cuja intensidade variou de leve a grave, no cério da mucosa.
Metaplasia intestinal foi observada em 22 casos (52,3%). A
pesquisa de Helicobacter pylori pelo método de Giemsa foi
positiva em 36 casos (85,7%). A freqiiéncia de infec¢éo por
Helicobacter pylorifoi similar em ambos os tipos histologicos
de cancer gastrico (intestinal e difuso).

Distribuicdo dos genoétipos do H. pylori por PCR

A Tabela 3 demonstra a distribuicao dos genes urease
C, cagA e de gendtipos do vacA em amostras da mucosa
gastrica de 42 pacientes com cancer géstrico.

O gene urease C, espécie-especifico para o H. pylori, foi
identificado em amostras obtidas de 40 pacientes (95%) com
cancer gastrico. O gene cagA foi detectado em amostras de
23 pacientes (54,7%) com cancer gastrico. O alelo s7 do gene
vacA foi identificado em amostras de 24 pacientes (57,1%), e
o alelo s2 foi identificado em amostras obtidas de seis pacien-
tes (14,2%) com cancer gastrico. Trés amostras apresentaram
simultaneamente os alelos s7/s2. O alelo m1 foi detectado em
amostras de 26 pacientes (61,9%). O alelo m2 foi encontrado
em trés amostras (7,1%). Duas amostras apresentaram os dois
alelos m1/m2. A combinacéo alélica s7 e m1 foi identificada
em 24 pacientes (57,1%) com cancer gastrico.

No presente estudo descrevemos a analise de cepas do
H. pylori por PCR na mucosa gastrica de 42 pacientes com
cancer gastrico. A investigacao foi retrospectiva, em amos-
tras de tecido fixado em formalina e incluido em parafina.
Tal abordagem foi oportuna, porque permitiu detectar a
presenca de DNA do H. pylori e estimar a possivel relacéo
de cepas patogénicas dessa bactéria com parametros cli-
nicopatoldgicos do céncer gastrico.

A deteccdo do H. pylori foi avaliada por dois métodos:
pela andlise histolégica, que permitiu a visualizacdo direta
da bactéria em 85,7% dos casos e pelo PCR, para o gene
urease C, que demonstrou a presenca de DNA da bactéria
em 95% dos casos. O método de visualizacdo direta ao
microscépio é eficiente e de baixo custo, entretanto requer
habilidade diagndstica do analista para identificar a bacté-
ria®. J& o método de PCR, apesar do custo, apresenta maior
sensibilidade, como pode ser documentado por nossos
resultados, visto que foi capaz de identificar o gendtipo do
H. pylori em cinco amostras que haviam sido negativas ao
exame histoldgico.

Atributos demograficos e

patologicos dos 42 casos de cancer

Tabela 2 EHEY
Variavel Categoria N° casos (%)
Género Masculino 24 (57,1)
Feminino 18 (42,8)
Local Antro 26 (61,9)
Corpo 16 (38,1)
Tipo histolégico Intestinal 34 (80,9)
Difuso 6 (14,2)
Misto 2 (4,7)
Nivel de invasdo Mucosa/submucosa 13 (31)
Serosa/muscular 29 (69)
Metastases/ Ausentes 15 (35,7)
linfonodos Presentes 27 (64,3)

Distribuicao dos genes urease
C, cag A e de alelos do vacA em

amostras da mucosa gastrica de 42

Tabela 3 pacientes com cancer gastrico
Genotipo Pacientes (%)
urease C 40 (95)
cagA 23 (54,7)
vacA s1 24 (57,1)
vacA s2 4 (9,5)
vacA m1 26 (61,9)
vacA m2 3(7,1)
vacA s1 m1 24 (57,1)

O gene cagA, que é marcador da ilha de patogenici-
dade cagPAl, codificadora de componentes do sistema de
secrecdo da bactéria® ' foi identificado em 54,7% dos
casos de cancer gastrico analisados no presente estudo.
Esses dados estdo de acordo com investigacdes prévias, que
demonstraram que pacientes infectados por cepas de H.
pylori que expressam o gene cagA tém maior probabilidade
de desenvolver cancer géstrico do que aqueles infectados
por cepas que ndo expressam cagA® 2. No Brasil, estudo
de casos controle desenvolvido em Belo Horizonte, Minas
Gerais, demonstrou que o status cagA tem alto impacto no
risco para desenvolvimento de cancer gastrico distal®.

Os alelos sT e m1 do gene vacA, que codifica a produ-
¢do da citotoxina vacuolizante@ 2, foram detectados em
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57,1% e 61,9% dos casos, respectivamente, na presente
investigacdo. A citotoxina vacA é considerada importante
fator de viruléncia, visto que contribui para a produg@o, pela
urease, de alcal6ides que podem induzir danos no DNA das
células epiteliais* 228, Em estudo recente observamos que
a coloniza¢do da mucosa gastrica por cepas cagA/vacA sT m1
do H. pylori associou-se a resposta inflamatéria mais intensa e
maiores niveis de danos no DNA das células epiteliais®. Esses
dados referendam a correlacdo dos genétipos patogénicos
cagA e vacA do H. pylori com a agressao cronica a mucosa
expressa em nivel morfol6gico por infiltrado inflamatério rico
em enzimas e radicais livres capazes de lesar as células epite-
liais. A reparacéo inadequada de lesdes no DNA das células
pode levar a mutacdes e instabilidade gendmica, constituindo
a etapa de iniciacdo do processo de carcinogénese.

Com relacdo a combinacdo dos diferentes alelos do
Helicobacter pylori, verificamos que cepas cagA + sTm1 foram
encontradas em maior nimero de casos de cancer gastrico.
Na literatura observamos que cepas cagA + s1/m1 sao mais
virulentas®. Bactérias com o genétipo m1 estéo relaciona-
das com maior liberagdo de citotoxinas™. Dessa forma, a
presenca de cepas cagA + s1/m1 pode estar relacionada a
maior agressao e inflamac&o na mucosa, contribuindo para
a génese do cancer gastrico.

fevereiro 2006

N&o encontramos diferencas quanto a distribuicao dos
gendtipos cagA e vacA do H. pylori em relagéo ao sexo e
a idade dos pacientes, bem como quanto aos tipos histo-
l6gicos intestinal ou difuso do cancer gastrico. Apesar de
a presente casuistica ser pequena, nossos resultados estéo
de acordo com os relatados pelos estudos de Queiroz, que
também ndo observaram correlagdo dos gendtipos da
bactéria com atributos demogréficos e com parametros
histopatoldgicos do cancer géstrico®.

Em sintese, a presenca de infeccéo por Helicobacter pylori,
avaliada em nosso estudo pela andlise histol6gica, permitiu
a visualizacdo direta da bactéria em 85,7% dos casos, e pelo
PCR, para o gene urease C, demonstrou a presenca de DNA
da bactéria em 95% dos casos, sendo a combinagdo alélica
mais freqliente cagA + vacA s1/m1. Esses resultados desta-
cam a alta prevaléncia de infeccdo por Helicobacter pylorino
estbmago de pacientes com cancer gastrico atendidos na
regido de Botucatu, Sdo Paulo, e confirmam a relevancia do
gendtipo cagA m1/s1 na patogénese do cancer gastrico.
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