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RESUMO

As LesOes gastricas (LG) se desenvolvem a partir da mucosa normal infectada por
Helicobacter pylori (H.pylori) e podem progredir para o cancer gastrico (CG) através de
um processo com multiplas etapas. A capacidade de H.pylori provocar LG esta
associada com alguns fatores de sua viruléncia que, quando expressa entra em contato
com as células gastricas promovendo a ativacdo da resposta imune inata. Esta, por sua
vez, ativa a transcricdo de citocinas inflamatdrias, como as interleucinas (ILs) IL1B (-
511), ILIRN (VTNR), IL6 (-174) e IL8 (-251). Tais ILs possuem genes polimorficos
que alteram sua expressdo e, consequentemente, a intensidade da resposta inflamatéria
do hospedeiro. Assim, este estudo objetiva verificar a associacdo entre os polimorfismos
de ILs com as LG e o CG na progressdo para o0 CG. Neste estudo foi obtido DNA de
324 pacientes, sendo 118 com CG e 206 com LG pré-malignas (LGPM), coletadas em
quatro hospitais de Fortaleza-CE. A identificacdo dos polimorfismos foi feita por PCR-
RFLP e PCR e a deteccdo de H. pylori por PCR. A analise genotipica da comparacéo
entre as LGPM e CG demonstrou uma associagdo do CG com os gendétipos IL8TT
(p=0,0065), IL6GG (p=0,0012) e ILIRNLL (p=0,0052). Na associacdo das ILs 3x3
observou-se que os haplotipos mais inflamatorios estavam associados ao CG; ja na
analise 4x4 o haplotipo T-T-G-*2 (IL1BxIL8XIL6xIL1RN) foi 0 mais associado ao CG
(p=2,89x10"), sendo este um bom marcador para este tipo de cancer. Na comparacio da
GCI com o CG observou-se a associacdo do alelo IL6G com o CG (p=0,0389). A
comparacdo entre GCA e CG demonstrou que os genotipos IL8AT (p=0,0016),
ILLRNL*2 (p=0,0049) e IL6GG (p=0,0004) estdo associados ao CG e a analise da
associacdo das ILs 4x4 demonstrou que o haplotipo T-T-G-*2 (IL1BXIL8XIL6XIL1RN)
foi associado a0 CG (p=5,72x10), confirmando a importancia deste haplotipo como
bom marcador para 0 CG. Na comparacdo da MI com CG observou-se associacao
significativa do CG com IL8AT (p=0,0426) e IL6GG (p=0,0475. Deste modo, pode-se
concluir que, os gendtipos mais inflamatorios de todas as ILs estavam associados ao CG
e que, de acordo com a analise haplotipica, o haplotipo mais inflamatorio (T-T-G-*2) é
um bom marcador para o CG.

Palavras Chave: Helicobacter pylori, IL1, IL6, IL8, Gastrite Crbnica Inativa, Gastrite
Crdnica Ativa, Metaplasia Intestinal, Cancer Gastrico.



ABSTRACT

The gastric lesions (GL) develop from normal mucosa infected by Helicobacter pylori
(H.pylori) and can progress to gastric cancer (GC) through a multi-step process. The
ability of H.pylori on cause GL is associated with some of their virulence factors that,
when expressed, come in to contact with the gastric cells and promoting activation of
the innate immune response. This, in turn, activates the transcription of inflammatory
cytokines such as interleukins (ILs) IL1B (-511), ILIRN (VTNR), IL6 (-174) and IL8 (-
251). Such ILs have polymorphic genes that change expression and, consequently, the
intensity of the host inflammatory response. Therefore, this study aims to investigate the
association between polymorphisms of ILs with the GC and GL in the progression to
the GC. In this study DNA was obtained from 324 patients, 118 with CG and 206 with
pre-malignant GL (LGPM), collected in four hospitals in Fortaleza-CE. The
identification of polymorphisms was done by PCR-RFLP and PCR analysis and the
detection of H.pylori by PCR. Genotypic analysis of the comparison between the GC
and LGPM demonstrated an association of CG with IL8TT genotypes (p = 0.0065),
IL6GG (p = 0.0012) and ILIRNLL (p = 0.0052). The association of ILs 3x3 observed
that the most inflammatory haplotypes were associated with GC, while in the analysis
the 4x4 T-T-G-*2 (IL1BXIL8xIL6XIL1RN) haplotype was more related to GC (p = 2.89
x 10 5), which is a good marker for this type of cancer. In comparison with the CG and
GCI it was observed the association between IL6G allele with the GC (p = 0.0389).
Comparison between GCA and GC showed that ILSAT genotypes (p = 0.0016),
ILLRNL* 2 (p = 0.0049) and IL6GG (p = 0.0004) are associated with the GC, the
analysis of the ILs association on 4x4 showed that the T-T-G-*2 haplotype
(IL1BXIL8XIL6XIL1IRN) was associated with GC (p = 5.72 x10-5), confirming the
importance of this haplotype as a good marker for the GC. In comparison with the Ml
CG observed a significant association with ILBAT CG (p = 0.0426) and IL6GG (p =
0.0475. So, it can be conclude that the genotypes of all inflammatory ILs were
associated with the CG and that, according to the haplotype analysis, the most
inflammatory haplotype (G-T-T-*2) is a good marker for the GC.

Keywords: Helicobacter pylori, I1L1, IL6, IL8, Inactive Chronic Gastritis, Chronic
Active Gastritis, Intestinal Metaplasia, Gastric Cancer.
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1.0- Introducéao

Por um longo periodo do século passado, acreditou-se que as gastrites e uUlceras
pépticas eram causadas por inumeros fatores fisioldgicos, sendo o mais importante deles
a hipersecrecdo de acido cloridrico pelas células oxinticas do estdmago (BANASCH;
SCHMITZ, 2007). Em 1983, Warren e Marshall desmistificaram a ideia de que apenas
os fatores fisiologicos eram causadores destas doengas gastricas quando obtiveram um
isolado de Helicobacter pylori do estdmago humano em cultura (WARREN;
MARSHALL, 1983). Marshall ingeriu uma suspenséo desta cultura bacteriana e provou
que o microrganismo isolado provocava gastrite (MARSHALL et al., 1985).

Hoje, sabe-se que a infeccdo por H. pylori estd entre as infeccGes bacterianas
mais comuns e é considerada um dos fatores mais importantes na patogénese de varias
doencas gastrointestinais, tais como: gastrites, Ulcera péptica, metaplasia intestinal e
cancer gastrico (SUERBAUM; MICHETTI, 2002; KHALIFA, 2010).

1.1 - Helicobacter pylori

H. pylori ¢ um bacilo gram-negativo, espiralado, microaerdfilo, flagelado,
produtor das enzimas urease, catalase e oxidase, classificado no dominio Bacteria, Filo
Protobacteria, Classe Epsilonproteobacteria, Ordem Campylobacterales, Familia
Helicobacteraceae e Género Helicobacter (GOODWIN et al., 1989). Esta bactéria
coloniza areas do estomago e duodeno (WARREN; MARSHALL, 1983) e sobrevive
neste ambiente acido devido a presenca da enzima urease. Esta enzima converte a ureia,
presente em condicBes fisioldgicas no suco gastrico, em amdnia e ions bicarbonato,
promovendo, assim, a alcalinizacdo do local, resultando no aumento do pH
periplasmatico e de seu microambiente (Figura 1). A atuacdo da enzima urease previne
0 acumulo toxico da ureia no interior de H. pylori, protegendo-a dos efeitos deletérios
do pH acido do estbmago (TOMBOLA et al., 2001).
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NH3

NH3 Ny

Figura 1: H. pylori — bacilo espiralado gram-negativo, microaerdfilo e flagelado. a) Micrografia
eletronica b) Representacdo esquematica mostrando a forma, flagelo polar, urease, canal de uréia e a
producdo de aménia, a qual neutraliza o ambiente acidico em amarelo, o citosol e o ambiente
imediatamente ao redor da bactéria (azul). Adaptado de Montecucco e Rappuoli (2001).

H. pylori é classificada pela IARC (International Agency for Research on
Cancer — Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer) como carcindgeno tipo |
(CAVA; COBAS, 2003). O risco de adquirir infeccao por H. pylori varia de acordo com
a idade e condicbGes socioecondmicas. A infeccdo por esta bactéria € geralmente
adquirida na infancia, e quando ndo tratada pode persistir por toda a vida do hospedeiro
(PEEK JR; BLASER, 2002). Paises em desenvolvimento podem apresentar altas taxas
de infeccdo por H. pylori em pessoas de faixas etarias mais jovens (SHERMAN et al.,
2002). Embora esta bactéria colonize o estdbmago de mais da metade da populacao
humana, apenas 20% dessas pessoas desenvolvem Ulcera gastrica ou duodenal e menos
de 1% desenvolve cancer gastrico (SUERBAUM; MICHETTI, 2002; YUASA, 2003;
YAMAOKA et al., 2008).

Sabe-se que a capacidade de H. pylori provocar lesdo na mucosa gastrica esta
associada com a expressdao de alguns fatores de viruléncia, de modo que, algumas
bactérias podem causar resposta inflamatoria mais graves do que outras (DABIRI et al.,
2009). Dentre os fatores de viruléncia desta bactéria que sdo bem estabelecidos
encontram-se 0s genes vacA e cagA (ESLICK et al., 1999), comumente utilizados como
marcadores da diversidade genética entre as populacbes (YAMAOKA et al., 2008).

Recentes estudos apontam a importancia de outros genes de H. pylori — como cagE,
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virB1l e flaA — como importantes fatores de viruléncia relacionados ao cancer gastrico
(ALVES et al., 2010; LIMA et al., 2010).

1.1.1 Gene vacA - Citotoxina vacuolizante (VacA)

O gene vacA esta presente em todas as cepas de H. pylori e possui duas
regides variaveis: a regido “s”, que codifica o sinal peptidico, esta localizada no final da
cadeia 5’ e possui dois alelos sl e s2; e a regidao “m” ou meio, que possui as variantes
ml ou m2. A combinacdo mosaica dos dois tipos de regido, “s” e “m”, resulta na
producdo de quatro variantes da citotoxina VacA (slml, slm2, s2ml, s2m2) que
determinam o grau de viruléncia da cepa bacteriana (Figura 2) (ATHERTON et al.,

1995; DE FRANCESCO et al., 2009; LIMA, RABENHORST, 2009).

Citotoxina VacA

| Madura
Sinal peptideo Regiao autotransportadora
(cllvad? durante_ a (clivado durante a
exposigao da toxina) syp-unidade Sub-unidade exposigéo da toxina)
p37 p58
Completamente ativa
Tipos1 Tipom1

D I (\' \ | | I VacAtipo s1m2

Ativa, mas se liga auma

Tipo s1 menor variedade de células
O I— o
Ocorre raramente
Tipo s2

I VacAtipo s2m2
Né&o induz vacuolizag&o

Tipo s2 \ \ Tipom2 \\ e nao forma poros

eficientemente

Mudanga no subtipo de Subunidade tipo m2

clivagem do sinal peptideo VacAse liga a uma

retirauma porgao N-terminal, menor variedade de
que torna VacA néao-téxica células

Figura 2: Polimorfismo do gene vacA de Helicobacter pylori. O gene vacA possui variagdes nas
regides sinal (s1 e s2) e média (m1 e m2), normalmente originando dessas combinagdes trés tipos de
toxina: slml, sIm2 e s2m2 (o tipo s2m1 ocorre, porém raramente). Adaptado de Atherton (2006).

Bacteérias portadoras do gendtipo vacA slml produzem grande gquantidade
de citocinas, enquanto as que possuem genotipo vacA s1lm2 produzem esta toxina em

menores quantidades. As cepas vacA s2m2 ndo tém producdo mensuravel da toxina e as
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cepas vacA s2ml ocorrem raramente e a intensidade de producdo da citotoxina ndo foi
mensurada (ATHERTON et al., 1995; CENSINI et al., 1996).

A toxina VacA estd associada a capacidade adaptativa da bactéria a
mucosa gastrica, e desempenha um importante papel no desenvolvimento da infeccao
(PASSARO et al.,2002), pois quando liberada no espaco extracelular é internalizada
pela célula hospedeira por endocitose. Apos a internalizacdo, ocorre a formacdo de
canais que agem como transportadores passivos de compostos produzidos pela bactéria
para o interior da célula, bem como de componentes celulares para 0 meio extracelular
(DIAZ et al, 2005). Além disto, VacA interfere na fagocitose, apresentacdo de
antigenos e pode induzir a célula a apoptose (COVER; BLANKE, 2005).

1.1.2  llha de Patogenicidade Cag (cag-PAl)

Cag-PAIl (Figura 3) é um fragmento do genoma bacteriano com
aproximadamente 37 Kb que codifica 31 genes e esta presente em cerca de 60% a 90%
das cepas de H. pylori. Alguns dos genes da ilha estdo envolvidos nos efeitos lesivos e
pro-inflamatorios causados pela bactéria, sendo seis desses genes codificantes de
proteinas que compdem o sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS) (Figura 4) (CENSINI
et al., 1996; COVACCI et al., 2000). Este sistema € responsavel por injetar moléculas
efetoras na célula hospedeira (COVACCI et al., 2000; MODENA et al., 2007; LIMA,
RABENHORST, 2009). Estudos mostram que cepas de H. pylori cag-PAIl positivas
induzem resposta inflamatdria mais grave, aumentando o risco do portador desenvolver
Ulcera péptica e cancer gastrico (IKENOUE et al., 2001; LADEIRA et al., 2008).

Dentre os genes de cag-PAIl envolvidos nos efeitos lesivos e pro-
inflamatdrios causados por H. pylori pode-se destacar cagA, cagE e virB11. O gene
cagA esté localizado na porcdo direita de cag-PAl e codifica uma proteina denominada
CagA que é considerada altamente imunogénica (PARSONNET et al., 1997). Alguns
estudos mostram que as cepas de H. pylori cagA positivas possuem um risco maior de
desenvolver gastrite crénica e cancer gastrico (BLASER, BERG, 2001; SHIBATA et
al, 2002). Também localizado na porcéo direita de cag-PAl, cagE codifica uma proteina
transmembrana que tem funcdo ATPase, constitui 0 T4SS e é responsavel pela inducéo

da secrecdo de interleucina 8 pelas células gastricas (TUMMURU et al., 1995).
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Localizado na porgdo esquerda de cag-PAl, virB11 codifica uma proteina constituinte
do T4SS que tem funcdo ATPase sendo esta proteina essencial para a translocagdo de

CagA (FISCHER et al., 2001; FRONZES et al., 2009).

AN
IR IS e S
Genoma da cepa 26695 de M. pylori “g
= S
=
e S St p IS

" ilha de patogenicidade cag e

____A.v--‘;_"p'(;s;s'——‘ HPOS30 HPOS30 S
P : (VirBs) (Virg7) HPOS4s
C sy | Ry | ey |[e2eA]
e < ot e om0
v

""""" Transloca¢3o de CagA
para células epiteliais
pelo sistema de
secregHo tipo IV

Muitos destes genes
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producdo de interleucina-8 (IL-8) pelas células epiteliais gastrica e translocacdo da CagA da bactéria para
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essenciais para a translocagdo. Modificado de Suerbaum e Josenhans (2007).
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(2010).
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1.1.2.1 Gene cagA - Citotoxina associada ao gene A (CagA)

O gene cagA esta localizado no lado direito de cag-PAIl e é considerado
um marcador desta ilha. Este gene codifica uma proteina de 121 — 145KDa, altamente
imunogénica que apresenta 0 mesmo nome do gene, CagA (PARSONNET et al., 1997).
Esta proteina € injetada no interior da célula epitelial gastrica pelo T4SS (COVACCI,
RAPPUOLLI, 2000).

O principal fator que identificou a proteina CagA como fator de viruléncia
foi o fato desta proteina ter sua tirosina fosforilada pelas cinases no interior da célula
hospedeira (COVACCI; RAPPUOLLI, 2000). Conhecidamente, as cinases responsaveis
por esta fosforilacdo sdo oncoproteinas (BACKERT et al, 2000). Apds a fosforilacdo
CagA interrompe a sinalizagdo celular e provoca diversas alteragdes. Uma delas ocorre
no citoesqueleto, pela destruicdo da arquitetura normal da célula epitelial gastrica,
resultando no fenotipo denominado hummingbird (Beija-flor). Além disto, CagA
fosforilada em excesso pode ativar o fator nucelar-kB (NF-kB) e causar outros efeitos
na célula hospedeira (Figura 5) (HIGASHI et al., 2002; COVACCI, RAPPUOLLI, 2003;
REYES-LEON et al., 2007, ATHERTON, 2009).
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Figura 5: Fenotipos e variacfes de CagA, efeitos locais e em toda a célula hospedeira de H. pylori
cagA — codifica T4SS e sua proteina efetora, cagA. H. pylori, com cag-PAl intacta, codifica o T4SS
que injeta CagA no interior da célula hospedeira. Cinases ativadas fosforilam CagA em residuos de
tirosina especificos, que ativa dominio homdlogo Src 2- contendo tirosina fosfato 2 (SHP-2) e
sinalizadores locais. Além disso, CagA fosforila a si mesmo e pode ativar NF-kB e ter outros efeitos de
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celulares. As setas azuis indicam componentes de H. pylori, setas pretas indicam componentes das células
epiteliais, e o texto em vermelho indica efeitos celulares. Modificado de Atherton (2009).

As cepas cagA positivas tendem a ser mais virulentas e induzem niveis mais
altos de expresséo das citocinas, tais como IL-1B e IL-8, e estdo associadas a um maior
grau de infiltracdo de neutréfilos (BLASER, BERG, 2001; CENSINI et al., 1996;
LAMARQUE, PEEK, 2003). Estudos demonstram que as cepas de H. pylori cagA
positivas aumentam significativamente o risco do portador desenvolver gastrite crénica
e cancer gastrico (BLASER, BERG, 2001; CENSINI et al., 1996; LAMARQUE,
PEEK, 2003; SHIBATA et al, 2002).

1.1.2.2 Gene cagE - Citotoxina associada ao gene E (CagE)

O gene cagE e um dos seis genes de cag-PAl que codificam o T4SS. Este gene
estd localizado ao lado direito de cag-PAI proximo a regido promotora de cagA e esta
retido de forma consistente com esta regido. Apesar de cagE ser arranjado com menos
frequéncia que cagA ele pode ser usado como um meétodo de rastreamento da estrutura
de cag-PAl (KAUSER et al., 2004; YANEZ et al., 2009), pois analises realizadas em
cepas de pacientes japoneses e espanhois demonstraram que cagE estava conservado em
todas as cepas de H. pylori estudadas (IKENOUE et al., 2001; KAUSER et al., 2004).
Além disto, alguns estudos consideram cagkE um melhor marcador de cag-PAl, devido a
sua localizacdo (MAEDA et al., 1999; IKENOUE et al., 2001; KAUSER et al., 2004;
YANES et al., 2009).

Este gene codifica uma proteina de mesmo nome CagE, que é responsavel
pela inducdo de rearranjos no citoesqueleto das células gastricas, ativacdo de NF-kB e
inducdo de secrecdo da interleucina-8 (IL-8) (TOMASINI et al., 2003; YAMAZAKI et
al., 2005). O estudo de Mddena et al. (2007), demonstrou que cagE esta associado com
a presenca de Ulcera péptica, enquanto o de Lima et al. (2010) observou a associacédo
deste gene com o cancer gastrico. Estes fatos demonstram a importancia de cagE na

patogenicidade de H. pylori.
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1.1.2.3 Gene virB11

Localizado na metade esquerda de cag-PAl, virB11 é mais um dos genes de cag-
PAI que constituem o T4SS. Assim como 0s outros genes de cag-PAI supracitados,
codifica uma proteina de mesmo nome. A proteina VirB1l1ltem estrutura em forma de
anel composto de seis unidades monoméricas, pertence a familia das ATPases
associadas aos sistemas secretores de macromoléculas utilizados por patdgenos para
injetar complexos proteicos no interior das células hospedeiras, quando ocorre um
contato direto com as mesmas (KRAUSE et al., 2000; KERSULYTE et al., 2003).

Estudos fortalecem a hipdtese de que as VirB11l ATPases direcionam a
montagem da maquinaria do T4SS e dirigem a passagem de 23 substratos atraves do
envelope bacteriano para o interior da célula gastrica (CHRISTIE, CASCALES, 2003;
CHRISTIE et al., 2005). O estudo de Lima et al. (2010) demonstrou que virB11l esta
associado com o cancer gastrico e concluiu que este gene € um importante fator de

viruléncia na patogenicidade de H. pylori.

1.1.3 Gene flaA

H. pylori é uma bactéria flagelada que possui uma porcdo de cerca de cinco
flagelos embainhados localizados em um dos polos da bactéria. Os flagelos desta
bactéria sdo constituidos por flagelinas, FlaA e FlaB, codificadas pelos genes flaA e
flaB, respectivamente. A principal proteina constituinte do filamento flagelar de H.
pylori é a flagelina FlaA, ja a flagelina FlaB, que estd em menor quantidade, localiza-se
na base do flagelo, enquanto a mais abundante, FlaA, encontra-se nas regides periféricas
(KOSTRZYNSKA et al., 1991; SUERBAUM, 1995).

Douilard et al. (2008), utilizando modelo animal, demonstraram que cepas de H.
pylori com flagelos mutantes sdo menos virulentas do que cepas do tipo selvagem,
indicando que os flagelos sdo cruciais para o processo de infeccdo desses patdgenos. Ja
Sozzi et al. (2005) e Alves et al. (2010), descrevem que os flagelos sdo um dos
responsaveis pela colonizacdo bem sucedida de H. pylori em seu habitat hostil. Alem

disso, as imunoglobulinas humanas sdo muitas vezes dirigidas contra proteinas do
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flagelo de H. pylori (OTTEMANN; LOWENTHAL 2002). Desta forma, infere-se que
os flagelos séo importantes fatores de viruléncia de H. pylori.

1.2 - LesBes Gastricas Relacionadas ao H. pylori

Desde que foi descoberta, a infecgdo por H. pylori tem sido associada com a
ocorréncia de vérias doencas gastroduodenais (DUNN et al., 1997). No entanto, apesar
da alta incidéncia desta infeccdo em todo o mundo, cerca de 80% dos individuos
infectados permanecem assintomaticos e somente uma minoria desenvolve Ulcera
péptica, gastrite atrofica ou doencas gastricas malignas (GIUDICEG et al., 2006;
SUERBAUM; MICHETTI, 2002; KHALIFA, 2010).

As lesBes gastricas associadas a H. pylori podem progredir para o cancer
gastrico através de um processo com mdultiplas etapas proposto por Correa (1992),
sendo distintas as vias que levam a formacdo dos tumores gastricos dos tipos intestinal e
difuso (Figura 6) (WERNER, 2001; MULLER et al., 2007).
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Figura 6: Representacéo esquematica da Cascata de Correa. Modelo sequencial de alteragbes, com a

progressdo a partir da mucosa normal, evoluindo para gastrite crbnica, gastrite atréfica, metaplasia

intestinal, displasia e, por fim, cAncer gastrico do tipo intestinal. Adaptado de Correa (1992).
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As lesdes gastricas podem estar localizadas em qualquer parte do estdmago, que
se divide em cinco regibes anatdmicas (Figura 7): cardia, porcdo cbnica e estreita
situada imediatamente ap0s a unido gastresofagica; fundo gastrico, regido em forma de
clpula do estomago proximal que se estende no sentido superior lateral a regido da
cardia; corpo géstrico, que compreende o restante do estdbmago proximal que vai até a
incisura angular; antro gastrico; e regido pré-pilérica, inicia-se na incisura angular e

termina no duodeno, sendo separado deste pelo piloro (KUMAR et al., 2011).

Eséfago

Cardia

Piloro

Pré- Corpo

Duodeno Piloro Antro

Figura 7: Diagrama representativo dos sitios anatémicos do estdmago. Adaptado de Fox e Wang
(2007).

1.2.1 - Gastrite Associadas ao H. pylori

Denomina-se de gastrite a inflamacdo aguda ou crénica da mucosa gastrica. A
fase aguda da gastrite é de curta duracéo e a resposta imune elimina a infeccdo, mas ndo
a colonizacdo de H. pylori. Desta forma, em algumas semanas, ocorre a producdo
gradual de células inflamatorias cronicas (ATHERTON et al, 1997), levando a gastrite

aguda a progressdo para uma gastrite cronica.
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1.2.1.1 — Gastrite Crbnica (GC)

Entre as doengas causadas por H. pylori, a gastrite cronica é a enfermidade mais
comum e possui uma larga e uniforme distribuicdo mundial. No Brasil, estudos
demonstram que a ocorréncia da infecgdo por H. pylori varia de 70 a 97% (CABRAL et
al., 2006; LADEIRA et al., 2008; MOTTA et al., 2008; BARBOSA et al., 2009;
ARRUDA et al., 2009; BARTCHEWSKY et al., 2010; KAGUE et al., 2010; MEINE et
al., 2011).

A gastrite cronica é considerada uma sequela inespecifica a uma agresséo difusa,
multifatorial e de longa duragdo a mucosa gastrica. Essa lesdo exibe variacbes de
intensidade e topografia na dependéncia do fator etioldgico, do tempo e da evolucdo do
processo (Figura 8). A gastrite crénica progride em intensidade, desde uma inflamacao
superficial até estagios de inflamacdo mais profunda, com atrofia da mucosa e graus
crescentes de metaplasia intestinal (DIXON et al., 1996; STOLTE; MEINING, 2001,
MAGALHAES et al., 2005). Na Tabela 1, pode-se observar a classificacdo da gastrite

crénica com base na topografia, morfologia e etiologia.

Tabela 1: Classificagao de gastrite cronica com base na morfologia, topografia e etiologia. Modificado de
Dixon et al. (1996).

Tipos de Fatores etioldgicos Sindnimos de gastrites
gastrites
Nao atrofica Helicobacter pylori Superficial, Gastrite antral difusa, Gastrite
Outros fatores cronica antral, Intersticial-folicular,
Hipersecretoria
Tipo B*
Atroéfica Autoimunidade. Tipo A*, Difusa do corpo, Associada a
Auto imune anemia, Perniciosa
Atrofia multifocal Helicobacter pylori. Tipo B*; tipo AB*
Ambiental, Metaplasica
Formas especiais Irritacdo quimica, Bile, Reativa, Refluxo, AINES
Quimicas AINES (Antinflamatérios ndo esteroidais),  Tipo C*
Outros agentes.
Radiacéo Injuria por radiacéo, Varioliforme (endoscdpica), Associada a
Linfocitica Idiopética ? mecanismos imunes. doenca celiaca
Na&o infecciosas Doenca de Crohn, Sarcoidose, Granulomatosa isolada
Granulomatosas Granuloma de Wegener e outras vasculites,
Substancias estranhas, Idiopatica.
Eosindfilica Sensibilidade alimentar Alérgica
Outros alergénos.
Outras gastrites infecciosas ~ Bactérias (outras exceto H. pylori) Flegmonosa

Virus, Fungos, Parasitas.
*alfabeto de designacdes de gastrites que foi abandonado no sistema de Sydney.
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Figura 8: Gastrite cronica nao atréfica. Em A observa-se o aspecto endoscépico da gastrite crénica ndo
atréfica e em B, microfotografia de gastrite cronica nao atrofica corada por Hematixilina-Eosina (H-E)
com aumento de 200 vezes. Fontes: A - www.endoscopiacurso.com.br/imagens/fotografias; B - Muller et
al. (2007) .

Na gastrite por H. pylori, encontra-se um infiltrado celular que contém efetores
da resposta imune, incluindo linfécitos T CD4 e CDS8, linfocitos B, plasmdcitos,
mondcitos, mastocitos e eosindfilos (DIXON et al., 1996). A presenca de exsudacdo de
neutréfilos da a caracteristica de atividade a gastrite crénica, podendo, assim, ser divida
em dois tipos: gastrite cronica ativa e gastrite cronica inativa.

A classificacdo histopatoldgica das gastrites leva em consideracdo o grau de
infiltracdo de neutrofilos, sendo categorizadas em discreta, moderada e intensa. Uma
escala visual analdgica (Figura 9) foi estabelecida por Sydney (Sistema de Sydney) a
fim de criar uma padronizacdo dos laudos histopatolégicos. O valor real da qualificacdo
da gastrite cronica reside na relacdo entre padrdes de inflamacdo, atrofia e suas
associagcdes com a evolucdo das doencas gastricas. Estes padrdes podem ser suficientes
como preditivos do risco de ulcera péptica ou cancer gastrico (RUGGE; GENTA,
2004).
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Normal Leve Moderada Acentuada Normal Leve Moderada Acentuada

Células mononucleares Metaplasia Intestinal

Figura 9: Escala analdgica visual de classificagdo histopatoldgica das gastrites. Representacdo
esquematica da amplitude de cada caracteristica da mucosa gastrica, divididas em normal, graduacéo
leve, moderada e acentuada, para as variaveis: H. pylori, atrofia corpo e antro, infiltracdo de neutrofilos,

células mononucleares e presenca de metaplasia intestinal. Adaptado de Dixon et al. (1996).

1.2.1.2 — Gastrite Atrofica (GA)

Gastrite atrofica € um processo histopatologico caracterizado por inflamacéo
crénica da mucosa gastrica com perda de células glandulares gastricas e substituicao
desta por epitélio intestinal, glandulas piléricas e tecido fibroso. A atrofia da mucosa
gastrica é o ponto final de processos crénicos contra celulas glandulares gastricas, tais
como gastrite cronica associada a H. pylori. A atrofia da mucosa gastrica leva ao
afinamento da mesma, causando danos graves, que podem ser seguidos de erosées ou
ulceragbes da mucosa com destruicdo da camada glandular (Figura 10) (LAUWERS;

SRIVASTAVA, 2007).
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Figura 10: Gastrite atrofica. Em A, observa-se aspecto endoscOpico da gastrite atrofica e, em B,
microfotografia de gastrite atréfica corada por H-E com aumento de 200x. Fontes: A -

www.endoscopiacurso.com.br/imagens/fotografias; B - Muller et al. (2007).

No cancer gastrico do tipo intestinal, encontra-se atrofia da mucosa mesmo na
auséncia de metaplasia, sugerindo que a atrofia € um indicador do risco deste tipo de
cancer. No entanto, a regressdo da atrofia apds o tratamento de H. pylori ndo elimina
por completo o risco de desenvolver cancer (EL-ZIMAITY, 2006).

A atrofia da mucosa do corpo gastrico esta ligada a perda da secre¢do acida e ao
desenvolvimento de metaplasia, desta forma, ha um risco aumentado da progressao para
cancer gastrico (DIXON et al., 1996; LAUWERS; SRIVASTAVA, 2007). As gastrites
atrdficas tém sido associadas a positividade da infec¢do por H. pylori de 66% a 73% dos
casos (HAZIRI et al., 2010; HISHIDA et al., 2010).

1.2.2 — Metaplasia Intestinal (MI)

Metaplasia Intestinal (Figura 11) é, por definicdo, a substituicdo da mucosa
gastrica por epitélio que se assemelha a mucosa do intestino delgado. A MI resulta da
proliferacdo de células-tronco gastricas desviadas do processo de multiplicacdo de
células especificas do estbmago para produzirem células do intestino delgado, tais como
celulas de absorcédo, caliciformes e Paneth (LEUNG; SUNG, 2002). Este processo
ocorre, geralmente, pela irritacdo persistente da mucosa que pode ser provocada por:
infeccdo por H. pylori; refluxo biliar cronico; ou induzida, experimentalmente, por
irradiacdo e agentes mutagénicos (RODRIGUES et al., 2001). A Ml é frequentemente
identificada em bidpsias gastricas distais, especialmente em populagdes de alto risco
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para cancer gastrico, como as do leste da Asia, da Europa Oriental e da América Andina
(CORREA et al., 2010).

Figura 11: Metaplasia intestinal. Em A, observa-se o aspecto endoscépico da metaplasia intestinal e,
em B, o aspecto microfotografia de metaplasia intestinal corada por H-E co aumento de 200 vezes.
Adaptadas de: A - www.endoscopiacurso.com.br/imagens/fotografias; B - Muller et al. (2007).

Existem vérios sistemas de classificacdo que sao utilizados para categorizar
a MI. Dentre os dois mais utilizados sdo o que baseia sua classificacdo na presenca de
enzimas digestivas intestinais, dividindo as Ml em completa e incompleta (Figura 12); e
aquele que combina as caracteristicas morfolégicas descritas para os tipos completas e
incompletas com a andlise dos tipos de mucinas expressas, subdividindo as MI em tipos
I, 1l elll (RODRIGUES et al., 2001; CORREA et al., 2010).

Figura 12: Fotomicrografias de metaplasia intestinal gastrica. Observa-se em A MI completa, com
células caliciformes bem definidas alternadas com enter6citos eosinofilicos exibindo borda bem em

escova desenvolvida (no detalhe) e células Paneth (seta). Em B temos MI incompleta, mostrando vérias
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gotas de mucina intracitoplasmatica de véarios tamanhos e formas, e auséncia de bordas em escova
(Coloragéo H-E, aumento de 400x, no detalhe aumento de 1.000x). Traduzido de Correa et al. (2010).

Na MI do tipo | (Figura 13 A e B), observa-se a presenca de células
absortivas, células de Paneth e de células caliciformes produtoras de sialomucinas.
Neste tipo ocorre uma substituicdo completa do epitélio gastrico por epitélio intestinal,
correspondendo a MI completa. O tipo Il se caracteriza pela existéncia de células
caliciformes, que secretam tanto sialo quanto sulfomucinas; células colunares,
secretoras de mucinas neutras e, em menor quantidade, sialomucinas; e auséncia de
células de Paneth. No tipo Ill (Figura 13 C e D), encontram-se células colunares
secretando sulfomucinas e uma maior quantidade de sialomucinas, também se observa
uma maior quantidade de atipias celulares. Os tipos Il e 111, considerados formas menos
diferenciadas da M, caracterizam a Ml incompleta (Tabela 1) (LEUNG; SUNG, 2002;
LAUWERS; SRIVASTAVA, 2007; GUTIERREZ-GONZALEZ; WRIGHT, 2008;
CORREA et al., 2010).

Figura 13: Histoquimica de metaplasia intestinal gastrica. A e C — colora¢do azul de acido periédico
de Schiff-Alcian. Mucinas neutras sdo coradas de magenta (setas mostram epitélio normal), e mucinas
cidas sdo coradas em azul (ou roxo, quando combinado com o neutro). B e D técnica Alcian azul de alta-
ferro diamina diferencia mucinas &cidas. Sialomucinas estdo marcadas em azul, e sulfomucinas em
castanhos. As figuras A e B mostram MI completa (tipo I) com presenga de sialomucinas nas células
caliciformes, e auséncia de sulfomucinas. Ja as figuras C e D demonstram MI incompleto (tipo 111) com
sialomucinas nas células caliciformes e uma mistura de neutro e sulfomucinas em células colunares.

(Aumento original, 400x). Traduzido de Correa et al. (2010).



28

Tabela 1: Caracteristicas citoldgicas encontradas nas metaplasias intestinais

Metaplasia intestinal Metaplasia intestinal

completa (tipol) incompleta (tipo Il e 111)
Células caliciformes Presente Presente
Células absortivas Presente (c/ bordas em Auséncia

escova)

Células Paneth Presente Poucas ou auséncia
Secrecdo de sialomucinas Sim Sim pequena guantidade
Secrecdo de sulfomucinas Raramente Sim
Células colunares Presente Presente

Adaptado de Rodrigues et al. (2001); Lauwers e Srivastava (2007).

1.2.3 - Displasia

Numa sequéncia bem definida da carcinogénese a displasia epitelial géastrica
precede 0 desenvolvimento da maioria dos adenocarcinomas. A displasia epitelial
gastrica € uma proliferacdo do epitélio neoplasico, caracterizada por variagdo na
arquitetura celular, como distor¢éo e aglomeracao glandular, e anormalidades celulares,
tais como alteracdo nuclear, alteracdo da relacdo nucleo-citoplasmatica, hipercromia e
namero de figuras de mitose. A displasia epitelial gastrica, normalmente, é um achado
morfologico que pode ser identificado em cortes histoldgicos de rotina e ndo necessita
de coloracdes especiais. Baseado no padrdo da arquitetura celular, a displasia é
classificada em displasia adenomatosa, também conhecida como displasia intestinal ou
tipo | (Figuras 10 A e B). A displasia pode, ainda, obedecer a uma subclassificacdo, de
acordo com a hipercromasia e a pseudoestratificacdo nuclear em baixo grau e alto grau
(LAUWERS, SRIVASTAVA, 2007).
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Figura 14: Microfotografias de Displasia: A) Displasia de baixo grau, do tipo intestinal (limitada
complexidade na arquitetura), B) Displasia de baixo grau, do tipo intestinal (ntcleos hipercromaticos e
pseudo estratificacdo) (H-E 200x) Adaptado de Lauwers e Srivastava, 2007.

A displasia hiperplasica ou tipo Il (Figura 11) é uma variante histolégica da
displasia menos comum que displasia epitelial gastrica. Esta variante da displasia esta
mais comumente associada com a denocarcinomas do tipo intestinal pouco
diferenciado. A displasia também pode se desenvolver na forma de pélipos gastricos
hiperplasicos, particularmente aqueles com mais de 2 cm de tamanho.Varios estudos
tém relatado que alteracdes displasicas ocorrem em 1,8% a 16,4% dos polipos
hiperplasicos (CARNEIRO et al., 1993; HIZAWA et al., 1995). Na displasia tem sido
relatada uma positividade da infeccdo por H. pylori de71% (HAZIRI et al., 2010).

Figura 15: Microfotografia de Displasia de baixo grau, do tipo foveolar, formando circulos, nucleo basal,
nucléolos inconspicuos, e estratificacdo minima, com citoplasma abundante (H-E 200x). Adaptado de

Lauwers e Srivastava, 2007.
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1.2.4 - Cancer Gastrico (CG)

Os tumores gastricos compdem o quarto tipo de cancer mais frequente no
mundo, sendo a segunda causa de morte por cancer em ambos 0s sexos. No entanto, a
frequéncia destes tumores é duas vezes maior em homens que em mulheres (WEN;
MOSS, 2009). Na regido Nordeste do Brasil o cancer gastrico é o segundo mais
frequente entre os homens e o quinto entre as mulheres. Estima-se que em 2012
ocorram 12.670 novos casos de cancer do estomago em homens e 7.420 em mulheres
no Brasil (INCA, 2012).

Vaérios estudos sugerem que os fatores genéticos e ambientais sdo importantes
fatores etiologicos envolvidos na formagdo do tumor gastrico (CAMARGO et al, 2004;
GONZALES et al., 2003; NISHINO et al., 2006; PAKSERESHT et al., 2011). Barber et
al. (2006) sugerem que os fatores hereditarios sejam responsaveis por 5-10% de todos
0s casos de cancer gastrico. Dentre os fatores ambientais destacam-se: 0 consumo
demasiado de sal, que provoca a destruicdo da mucosa gastrica gerando inflamacéo,
erosio e degeneracdo do epitélio (GONZALES; LOPEZ-CARRILO, 2010;
PAKSERESHT et al., 2011); o consumo excessivo de alcool (PAKSERESHT et al.,
2011; SHIMAZU et al., 2008); tabagismo (GONZALES et al., 2003; GONZALES;
LOPEZ-CARRILO, 2010); e infeccdo por H. pylori, um dos principais fatores
ambientais causadores do cancer gastrico (WEN; MOSS, 2009).

A infeccdo causada por H. pylori esta relacionada a carcinogénese de tumores
gastricos no subtipo intestinal, como proposto por Correa (1992) (Figura 6).
Anatomicamente, 0s tumores gastricos sdo localizados nas regides da cardia ou nao-
cardia. Diferencas entre estes tumores sugerem que sdo doencas distintas com etiologias
diferentes (KONTUREK et al., 2006). Histologicamente, estes tumores sdo divididos
em epitelial e ndo-epitelial (CORREA et al., 2009). Outra classificacdo utilizada é a
classificacdo de Lauren (1965), que se utiliza de aspectos histoldgicos e clinicos para
dividir os tumores gastricos nos subtipos intestinal e difuso (Figura 14), os quais

diferem entre si pelas caracteristicas histopatologicas e prognosticas.
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Figura 16: Classificacédo histopatoldgica de Lauren. Adenocarcinoma dos tipos (A) intestinal e (B)
difuso. Corados por H-E com aumento de 400x. Fotos cedidas pelo Laboratério de Genética Molecular da
UFC.

Os tumores do subtipo intestinal (Figura 14A) sdo os mais frequentes, sendo
encontrados geralmente em homens e pessoas mais idosas. Estes tumores dependem de
fatores ambientais e podem estar associados a lesdes gastricas pré-malignas causadas
por H. pylori, que representam estagios intermediarios no desenvolvimento do cancer
gastrico. Ja os tumores difusos (Figura 14B) geralmente acometem pacientes jovens do
sexo feminino, ndo estdo associados a lesbes pré-malignas e os fatores hereditarios
parecem desempenhar um papel importante no desenvolvimento desta neoplasia
(YUASA, 2003).

1.3 - Resposta Imune do Hospedeiro e Citocinas Inflamatdrias

Durante a infeccdo por H. pylori, as células epiteliais gastricas entram em
contato com a bactéria e, subsequentemente, com seus diversos fatores de viruléncia,
tais como CagA, VacA, T4SS, lipopolissacarideos, flagelinas, entre outros (O’KEEFFE;
MORAN, 2008). Dentre estes fatores, os lipopolissacarideos e as flagelinas, iniciam a
resposta imune inata através da ligacao aos receptores toll-like (TLR) 2, 4 e 5, presentes
nas células epiteliais gastricas. No entanto, estes componentes bacterianos provocam
uma fraca ativagdo da resposta mediada por TLR4 e TLR5 (LEE et al, 2003). Outra via
envolvida na resposta imune inata a H. pylori parece ser mediada pelas proteinas da

familia Nod, principalmente pela proteina Nod-1, que detecta peptideos que compde a
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parede celular de H. pylori. Tal detec¢cdo estimula a sinalizacdo através da ativacdo de
NF-kB, que por sua vez leva a transcricdo de varios genes, incluindo citocinas
inflamatorias como 1L-8 (VIALA et al., 2004).

A interacdo entre as respostas imunes inata e adaptativa, na infeccdo por H.
pylori, se d& pelas células dendriticas (CD). O rompimento da barreira epitelial pela
bactéria facilita a interacdo entre as CD e 0s antigenos bacterianos. Apés a ativacdo dos
TLR, as CD ativam as células T induzindo a resposta Thl ou Th2/Treg pela producéo
de IL-12 ou IL-10, respectivamente (PEEK et al., 2010). Acredita-se que a inflamacao
provocada por H. pylori seja causada pela polarizacdo da resposta para o padrdo Thi,
embora em alguns casos possa, também, ocorrer resposta Th2 (BAMFORD et al.,
1998).

Estudos com modelos animais mostraram que as doencas geradas pela infeccao
por H. pylori sdo dependentes da resposta mediada por células e citocinas do perfil Thl
(SOMMER et al., 2001; STOICOV et al.,, 2004). Deste modo, uma resposta Thl
descontrolada estaria relacionada a infecgdes cronicas e ao desenvolvimento de doencas
mais graves, embora esta resposta seja a que confere protecdo contra a infeccdo
(O’KEEFFE; MORAN, 2008).

Algumas citocinas envolvidas na resposta inflamatoria possuem genes
polimérficos. Tais polimorfismos alteram a expressdo desses genes e,
consequentemente, a intensidade da resposta inflamatéria do hospedeiro (LIAO et al.,
2008).

1.3.1 - Interleucina 1 Beta (IL1B)

IL-1B € uma citocina pré-inflamatoria produzida por macrofagos e células
epiteliais que induz a ativacdo de linfocitos T e B, bem como a producdo de outras
citocinas pré-inflamatorias (YAMAOKA, et al, 1997). Essa IL tem sua regulacdo
elevada pela infec¢do causada por H. pylori e impulsionada pelo aumento da resposta
inflamatéria (YAMAOKA, et al, 1997; EL-OMAR, 2001).

A caracteristica mais importante da IL-1B, em relacdo a patogénese de H. pylori,
parece ser a capacidade de induzir uma potente inibicdo da secrecdo de acido gastrico,

com atividade, supostamente, 100 vezes maior do que os inibidores da bomba de



33

prétons (BEALES; CALAM, 1998). A supressdo da secrecdo de &cido gastrico
produzida pelo aumento da producdo de IL-1B tem efeitos significativos sobre
alteracbes cancerosas no estdbmago. Com baixos niveis de acido gastrico no estdmago,
toxinas bacterianas e subprodutos da inflamacéo, que normalmente seriam destruidos,
sdo acumulados e bactérias que comumente encontramos indspitas, tornam-se capazes
de colonizar a mucosa estomacal, levando a um aumento da infeccdo bacteriana e de
seus subprodutos (RAD et al., 2003). Esse processo desencadeia a formacao de lesdes

géstricas mais graves.

A familia de IL-1 é um cluster que consiste em trés genes realcionados: IL1A,
ILIB e IL1RN. Trés polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) dialélicos foram
encontrados no gene IL1B nas posi¢des: —-511 (C>T, rs16944), —31 (T>C, rs1143627) e
+3954 (C>T, rs1143634) (YUZHALIN, 2011), porém o SNP mais estudado é o -511
CIT (rs16944), no qual o alelo T esta relacionado ao aumento dos niveis de IL-1B na
mucosa gastrica (FURUTA et al., 2002). Alguns estudos demonstram associagdes entre
o0 alelo polimorfico IL1B -511T e o desenvolvimento de Ulceras gastricas e duodenais,
metaplasia intestinal e cancer gastrico (YAMAOKA et al., 1997 ; EL-OMAR et al.,
2000; HE et al., 2011).

1.3.2 — Antagonista do Receptor de Interleucina 1 (ILRN)

IL-1IRN é uma proteina anti-inflamatéria que modula os efeitos de IL-1B por
meio de ligacbes competitivas ao receptor de IL-1, porém ndo promove ativacdo do
mesmo (CAMARGO et al., 2006). Nas infeccdes e inflamaces, os niveis de IL-1RN se
encontram bastantes elevados no plasma, sendo aproximadamente 100 vezes maiores
que os de IL-1B. Acredita-se que a taxa IL-1B/ IL-1RN seja critica para determinar a
gravidade da reacdo inflamatoria (SANTILLA et al., 1998).

O gene IL1IRN tem uma variacdo polimorfica penta alélica no ndmero de
repeticdes de uma sequencia de 86 pb localizados no intron 2 deste gene. Estas
repeticdes podem gerar um alelo curto com duas repeticdes (ILLRN *2), ou um alelo
longo (IL1IRN L), contendo de trés a seis repeticdes (KAMANGAR et al., 2006;
SANTILLA et al., 1998).
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A associacdo entre o alelo curto de ILIRN (IL1RN *2) e as lesbes gastricas tem
sido amplamente estudada e alguns destes estudos encontraram um aumento no risco do
portador deste alelo desenvolver cancer gastrico, gastrite cronica atréfica e gastrite
cronica ndo-atrofica (EL-OMAR et al., 2001; HE et al., 2011).

1.3.3 — Interleucina 6 (IL6)

IL-6 € uma citocina multifuncional produzida tanto por células imunes —
linfécitos, macr6fagos e mondcitos — quanto por outras células — epiteliais intestinais e
endoteliais (SUGUIMOTO et al., 2010). Esta IL pode ter atividade anti-inflamatoria,
controlando os niveis de citocinas pro-inflamatorias (XING et al., 1998), ou promover
inflamacéo, pela inducdo da producdo de proteinas da fase aguda (GABAY, 2006). Na
infeccdo por H. pylori, os niveis plasméticos de IL-6 se encontram elevados como, por
exemplo, nas gastrites e no cancer gastrico (GATTI et al., 2007), e estdo associados a

um mau prognostico em casos avangados de cancer gastrico (ASHIZAWA et al., 2005).

O gene IL6 esté localizado no cromossomo 7 (7p21) e os SNPs de sua regido
promotora sdo identificados como IL6 -597, -572, -373 e -174. Destes polimorfismos
relatados, somente um parece afetar a transcricdo do gene, o -174 G/C (rs1800795),
sendo, portanto, o mais estudado (LIAQO et al., 2008). Estudos demonstraram que o alelo
selvagem -174G esta relacionado a um aumento dos niveis de IL-6 (FISHIMA et
al,1998), artrite cronica juvenil (FISHIMAN et al., 1998), aterosclerose (BENNERMO
et al., 2004), diabete resistente a insulina (UNDERWOOD et al.,, 2012), doencas
gastrointestinais (GATTI et al., 2007), entre outras.

1.3.4 — Interleucina 8 (IL8)

A IL-8 é uma citocina membro da familia das quimiocinas Cis-X-Cis (CXC)
produzida principalmente por macréfagos. Esta IL é designada como um potente atrator
de neutréfilos e linfocitos, atuando na ativacdo dos mesmos. Além de um forte
quimioatrator, 1L-8 também induz proliferacdo celular, migracdo e angiogénese
(ZHANG, et al, 1999). Esta citocina pré-inflamatoria é produzida pelas células epiteliais
gastricas no decorrer da infec¢do por H. pylori, principalmente nas infeccdes causadas
pelas cepas cag-PAl positivas (YAMAOKA et al, 1999; LAMARQUE, PEEK, 2003).
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Estudos mostram que o grau da lesdo em pacientes infectados por H. pylori se torna
maior devido aos altos niveis de IL-8, que, por sua atividade quimioatratora, elevam o
infiltrado de neutrofilos na mucosa géastrica (SUGIMOTO et al, 2010; ZHANG, et al,
1999). Além disto, Yamaoka et al. (2001) demonstraram que o nivel de IL-8 foi dez
vezes maior na mucosa gastrica de pacientes com cancer gastrico do que em pessoas

com tecido géstrico normal.

O gene que codifica IL-8 possui trés polimorfismos comuns, IL8 -251 A/T, +396
T/G e +781 C/T. Dentre estes polimorfismos, o alelo T (polimoérfico) de IL8 -251 A/T
(rs4073) esta relacionado a um aumento da producéo de IL-8 e associado ao aumento do
risco de desenvolver cancer de mama (SNOUSSI et al., 2010), de bexiga (LEIBOVICI
et al., 2005) , de estbmago (LEE et al., 2005) e gastrite atrofica (TAGUSHI et al., 2005).
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2.0 - PERGUNTA DE PARTIDA

Os polimorfismos das interleucinas IL1B -511, IL1RN, IL6 -174 e IL8 -251 est&o
associados a lesGes géstricas H. pylori positivas de diferentes gravidades?
3.0 - HIPOTESES

% Os polimorfismos das IL1B -511C>T, IL1IRN (VNTR), IL6 -174G>C e IL8 -
251A>T induzem o aumento da resposta inflamatoria, induzindo, assim, o

desenvolvimento de lesdes gastricas H. pylori positivas mais graves.

4.0 - OBJETIVOS

4.1 - Geral

Verificar a frequéncia dos polimorfismos de interleucinas de resposta a infeccéo
por H. pylori em lesdes géstricas de diversas gravidades.

4.2 - Especificos

¢ Detectar a presenca de Helicobacter pylori em material coletado de pacientes

com lesGes gastricas de diferentes gravidades.

++ Estimar a frequéncia genotipica considerando os polimorfismos das interleucinas
IL1B -511C>T, IL1IRN (VNTR), IL6 -174G>C e IL8 -251A>T nos pacientes

portadores de lesbes gastricas de diferentes gravidades.

%* Comparar os polimorfismos estudados, individualmente e em associa¢do, nas
diferentes lesbes gastricas.
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INTRODUCTION

Since it was discovered, Helicobacter pylori (H. pylori) infection has been
associated with occurrence of various gastrointestinal diseases as gastritis, intestinal
metaplasia and cancer (DUNN et al., 1997). Although most infected persons remain
asymptomatic, 5-10% of H. pylori-positive individuals will develop the associated
diseases (PAKSERESHT et al., 2011). The ability of H. pylori in cause gastric mucosal
damage is associated with differences in the immune response of the host, the virulence
of infecting organism, and other factors (DABIRI et al., 2009).

H. pylori infection causes a strong inflammatory response and is associated with
increased gastric mucosal levels of proinflammatory cytokines, especially interleukin
(IL)-1B, IL-1RN, IL-6 and IL-8 (EL-OMAR, 2001; SANTILLA et al., 1998; GATTI et
al., 2007; SUGIMOTO et al, 2010).

Polymorphisms in these interleukins have been associated with risk of some
gastrointestinal diseases (LIAO et al., 2008). Among of the polymorphisms described in
these cytokines is worth noting IL1B -511 C/T (rs16944), which was associated with the
development of intestinal metaplasia (IM) and gastric cancer (GC) (YAMAOKA et al,
1999; EL-OMAR et al, 2000; KANG et al, 2012). Beyond this, ILIRN gene has a penta
allelic variation in the number of repetitions of an 86 bp sequence located on intron 2 of
this gene. These repetitions can generate a short allele, with two replicates (ILIRN 2*),
or a long allele (ILIRN L), containing three to six replicates (SANTILLA et al., 1998).
Some studies found an increased risk of carriers of the polymorphic allele (ILLRN 2%*)
develop GC, chronic atrophic gastritis and chronic non-atrophic gastritis (EL-OMAR et
al., 2001; HE, B-S. et al, 2011). Otherwise IL1B and IL1RN, the IL6 gene
polymorphism -174 G/C (rs1800795) seems to be the only one that affects transcription
of this gene. There are few studies have study this polymorphism in gastric disease and
their results are conflicting (HWANG et al., 2003; GATTI et al., 2003). Studies in other
diseases have shown wild allele (-174G) associated with juvenile chronic arthritis
(FISHIMAN et al., 1998), atherosclerosis (BENNERMO et al., 2004), and insulin-
resistant diabetes (UNDERWOOD et al. 2012). In IL8 gene, IL8 -251 A/T (rs4073)
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polymorphism is related to increased risk of developing breast (SNOUSSI et al., 2010),
bladder (LEIBOVICI et al., 2005) and stomach (KANG et al. 2009) cancer.

Most of the studies realized with GC and IL1B -511, ILIRN and IL8 -
251polymorphisms compare the GC group with normal gastric mucosal groups and a
few of than observe most than tow gastric disease. Therefore, the aim of this study is
indentify if the presence of the polymorphisms IL1B -511 C/T, IL1RN, IL6 -174 G/C
and IL8 -251 A/T are associated with more severe gastric lesions, like IM and GC.



54

MATERIAL AND METHODS

Subjects

The present study was approved by the Hospital Ethic Committee of the Federal
University of Ceard, Brazil, (047.06.09) and General Hospital of Fortaleza (HGF)
(070714/10). All subjects singed an informed consent form before included. A total of
324 samples were collected. Samples from 206 patients with dyspeptic symptoms, who
underwent endoscopy at three hospitals, Hospital Universitario Walter Cantideo,
Fortaleza (HUWC), Hospital Sdo José and HGF, and had GL confirmed after
histopathology. For GL cases were excluded if previous gastric or duodenal surgery had
been performed or if there had been recent use of nonsteroidal anti-inflammatory and/or
antibiotic drugs. The other 118 samples were from patients that had GC diagnostic and
were undergone to gastrectomy at HUWC, HGF and Santa Casa de Misericordia
Hospital, samples were excluded if the histological exam showed less than 80% of
tumor cells or if the sample was not cancer. The histological classification was done

according Sydnei System for GL and Lauren’s classification for GC.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from frozen fragments, for GL it was obtained
from tow fragments of the antrum and body according to the gastric lesion location and
for GC it was obtained from tumor tissue, both using cetyltrimethyl ammonium bromide
(CTAB) technique, adapted from the method of Foster and Twell (1996). Tumor
extraction was done only in fragments that showed more than 80% of tumor cells. The
quality of DNA extraction was analyzed by 1% agarose gel electrophoresis the DNA
amount was determined using the NanoDropTM® 3300 fluorospectrometer
(Wilmington, DE, USA).

Detection of H. pylori infection and recognition of interleukins polymorphisms

The H. pylori infection was detected by PCR amplification of the urease C gene,

using primers describe by Lage at al. (1995), F 5-
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AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT and R 5-
AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC. Positivity for H. pylori was confirmed by the
presence of the fragment of 294 bp.

The genetic polymorphisms of IL1B -511C/T (rs16944), IL6 -174G/C
(rs1800795) and IL8 -251A/T (rs4073) were detected by PCR-RFLP, and the IL1IRN
(VNTR) polymorphism was detected by PCR (Table 1).

Tablel- PCR primers used for genotyping interleukins polymorphisms.

SNP Primer sequence Annealing Size (bp) of Restriction Reference
(°C) PCR enzyme
product

IL1B F 5 TGG CAT TGA TCT GGT TCATC 3’ 55 304 Avall Upadhyay et
(-511) R 5 GTT TAG GAA TCT TCC CACTT 3’ al., 2008.
ILIRN F 5> CTCAGCAACACTCCTAT 3° 58 240, 326, _ Upadhyay et

R 5 TCCTGGTCTGCAGGTAA 3’ 412, 484, al., 2008.

498
IL6 F 5 TGACTTCAGCTTTACTCTTTGT 3’ 55 198 SfaN | Fernandez-
(-174) R 5 CTGATTGGAAACCTTATTAAG 3° Real et al,
2000.

IL8 F 5" CCATCATGATAGCATCTGTA 3’ 57 173 Ase | Wei et al,
(-251) R 5" CCACAATTTGGTGAATTATTAA 3’ 2007.

F- Forward; R- Reverse.

Statistical analysis

The statistical analyses were conducted using the program UNPHASED - 3.1.3 version

(Dudbridge, 2008). A p-value less than 0.05 were regarded as statistically significant.
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RESULTS

Studied population

Among of the 118 GC cases 67.8% (80/118) were male and 32.2% (38/118)
female. The median of age was 65 years old, ranging from 23 to 92 years old. The most
frequent tumor site was the gastric non-cardia [77,1% (91/118)]. Intestinal and diffuse
types presented similar frequencies: 52.5% and 47.5%, respectively. Gastric lesions
(GL) group accounted with 206 patients, among these, 41.7% (85/206) were male and
58.7% (121/206) female. The median of age from the GL group was 52 years old, raring
from 8 to 88 years old. The most frequent lesion was active chronic gastritis (ACG)
53.9% (111/206), while inactive chronic gastritis (ICG) and IM accounted with only
19.42% and 18.93%, respectively. H. pylori was positive in 94.1% (111/118) of the GC
cases and in 96.1% (198/206) of the GL cases.

Polymorphisms frequency in GL and GC

The heterozygote genotype of all cytokines studied were the most frequent in
patients with GC (IL1B CT 52,5%; IL1RN L*2 56,8%; IL8 AT 61,9%; IL6 GC
41,5%). Patients with GL showed a higher frequency of homozygous wild genotype of
IL-1RN gene (IL1RN LL 48,1% vs. L*2 38,8% and *2*2 13,1%) and of homozygous
polymorphic genotype of IL6 gene (IL6 CC 56,3% vs. GG 8,7% and GC 35,0%). The
other cytokine genes demonstrated similar frequency in both groups (IL1B CT 55,8%;
IL8 AT 51,5%).

Comparison between GC and GL on the distribution of cytokines IL1B, IL1IRN, IL6 and
IL8 SNPs

When the genotypic frequency of the studied polymorphisms were compared
among all lesions (GC vs. GL), a significant association with IL8 homozygous
polymorphic genotype (TT) and homozygous wild genotype of IL-6 (GG) and IL1RN
(LL) with GC (p= 0,0065, p= 0,0012 e p=0,0052, respectively) were found. This results
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were confirmed by allelic frequencies analyze for IL8T and IL6G alleles (p = 0.0142
and p = 9.96 x 10°, respectively).

Comparisons were also done considering the presence of each allele of studied
interleukins, combined into pairs (2x2), triples (3x3) and blocks (4x4). The haplotype
analyses of 2x2 association showed that all pairs that had the more inflammatory alleles
were significant associated with GC, except IL1BxIL1IRN and IL8XIL1RN pairs (Table
2). In 3x3 analyses, all triple sets had their more inflammatory haplotypes associated
with GC (Table 3). The haplotype T-T-G-*2 (IL1BXIL8XIL6XIL1RN, respectively) was
the most associated with GC (table 4).

Table 2: Evaluation of haplotype frequencies of interleukin SNPs, 2x2, of four genes and their association with
GC.

SNPs Haplotypes GC-Freq GL-Freq Association
e TT 035 0202 | p=00027
S - R
o S T S =003
ILIRN- T2 o2 o4 | po0z:Ez
Ls A 0175 0131 7= 901
e Te o o | p=000
ILIRN- T2 025 o4 | o008l
ILIRN G-*2 0,125 0,089 p =0.0009

GC-Freq = Frequency of the patients with GC; GL-Freq = Frequency of the patients with GL.
Statistically signi ficant value is shown in bold
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Table 3: Evaluation of haplotype frequencies of interleukins SNPs, 3x3, of four genes and their association with GC.

Order SNPs Haplotypes GC GL GC-Freq GL-Freq
C-A-C 42,3 86,6 0,179 0,210
IL1B C-A-G 31,5 23,8 0,133 0,058
. C-T-C 42,1 60,3 0,178 0,146
1-2_3 IL8 C-T-G 14,1 40,4 0,060 0,098
< T-A-C 22,3 87,9 0,095 0,214
IL6 T-A-G 10,9 29,7 0,046 0,072
T-T-C 32,3 69,2 0,137 0,168
T-T-G 40,5 14,1 0,172 0,034
Association x?= 35,309 gl =7,p=978x10"
C-A-L 61,9 93,2 0,263 0,226
IL1B C-A-*2 13,6 14,7 0,057 0,036
X C-T-L 41,3 64,2 0,175 0,156
1-2_4 L8 C-T-*2 13,2 38,9 0,056 0,094
X T-A-L 16,0 60,9 0,068 0,148
ILLRN T-A-*2 15,4 59,1 0,065 0,143
T-T-L 33,8 59,7 0,143 0,145
T-T-*2 40,8 21,3 0,173 0,052
Association x?= 21,559 gl =7,p=0,003
C-C-L 58,1 106,8 0,246 0,259
IL1B C-C-*2 23,8 39,5 0,101 0,096
» C-G-L 43,9 49,9 0,186 0,121
1-3-4 IL6 C-G-*2 4,2 14,7 0,018 0,035
< T-C-L 28,0 99,6 0,119 0,242
ILIRN T-C-*2 29,1 58,1 0,123 0,141
T-G-L 23,0 21,7 0,097 0,053
T-G-*2 25,9 21,7 0,110 0,053
Association £=23122 9l=7,p=00016
A-C-L 45,8 126,2 0,194 0,306
IL8 A-C-*2 19,7 49,2 0,083 0,119
" A-G-L 31,6 27,7 0,134 0,067
2_3_4 IL6 A-G-*2 9,9 24,9 0,042 0,060
M T-C-L 39,7 80,1 0,169 0,195
ILIRN T-C-*2 33,8 48,5 0,143 0,118
T-G-L 35,8 43,9 0,152 0,107
T-G-*2 19,7 11,5 0,083 0,028
Association ¥’ = 24,313 gl =7,p=0,001

GC-Freq = Frequency of the patients with GC; GL-Freq = Frequency of the patients with GL.
Statistically signi ficant value is shown in bold.

Table 4: Evaluation of haplotype frequencies of SNPs, 4 x 4, of four genes and their association with GC.

Order SNPs Haplotypes GC GL GC-Freq GL-Freq
C-A-C-L 34,0 75,6 0,144 0,183
C-A-C-B 9,3 11,8 0,039 0,028
C-A-G-L 28,1 18,5 0,119 0,045
C-A-G-B 3,7 2,9 0,016 0,007
IL1B C-T-C-L 25,9 33,1 0,110 0,080
" C-T-C-B 14,8 27,5 0,063 0,067
L8 C-T-G-L 14,2 29,7 0,060 0,072
1234 X C-T-G-B 0,0 11,9 0,000 0,029
IL6 T-A-C-L 12,9 51;3 0,055 0,125
X T-A-C-B 8,2 36,9 0,035 0,089
IL1IRN T-A-G-L 31 9,7 0,013 0,024
T-A-G-B 7,7 21,3 0,033 0,052
T-T-C-L 13,6 46,0 0,057 0,112
T-T-C-B 20,3 21,8 0,086 0,053
T-T-G-L 21,3 14,0 0,090 0,034
T-T-G-B 18,9 0,0 0,080 0,000
Association X = 47,647 gl =15, p = 2,89x10”

GC-Freq = Frequency of the patients with GC; GL-Freq = Frequency of the patients with GL.
Statistically signi ficant value is shown in bold.
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Comparison between the different GL considering the genotype, allele and haplotype
combinations and the SNPs of IL1B, IL1RN, IL6 and IL8

When IM was compared with ICG and ACG, no significant result was found in
any analyze aforementioned. Also, ACG was compared with ICG and no significant

association was observed.

Comparison between GC and the GL considering SNPs of IL1B, IL1RN, IL6 and IL8

The genotype analyses of ICG and GC showed significant association of carriers
of IL6 homozygous wild type genotypes (GG) (p=0,0344) with GC. This result was
confirmed by allelic frequencies analyze (p=0,01233), which showed that IL6G allele
was the most associated with GC. No significant association was found in these analysis
considering the haplotypes formed by the association of the four ILs and inactive
chronic gastritis and gastric cancer (p=0,1045).

When IM and GC was compared, the genotype analyses showed that carriers of
IL8 heterozygote (AT) and IL6 homozygous wild (GG) genotypes were significant
associated with GC (p=0,0426; p=0,0475, respectively). However, allelic frequencies
indicate significant association only with wild allele of IL6 gene (p=0,0389). The

analyses of haplotype blocks showed no significant association.

The genotype analyses between ACG and GC demonstrate a significant
association of ILLRN and IL8 heterozygote genotypes and IL-6 wild genotype with GC
(Table 5). The allelic frequencies, table 6, corroborate the genotype analyses for 1L6 and
IL8 genes. The haplotype analyses, considering the genetic polymorphism of all ILs
studied, showed that the T-T-G-*2 haplotype (IL-1B, IL-8, IL-6, IL-1RN, respectively)
was statically the most associated with GC (p=5,72 x 10°).
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Table 5: Evaluation of genotype frequencies of SNPs of four genes and their association with chronic active gastritis
and GC.

SNPs Genotypes GC-Freq CActiveG-Freq Association
c/iC 0,288 0,254 X*=0,410
IL1B CIT 0,526 0,560 gl=2
___________ ..ol 018 _____ p=08l4
A/A 0,144 0,336 ¥ =12,870
IL8 AT 0,619 0,485 gl=2
___________ vr . 0z¢ 01’ __ p=00016
c/C 0,382 0,619 ¥’ = 15,653
IL6 CIG 0,415 0,291 gl=2
__________ GG ... 028 000 _ p=00004
L/L 0,364 0,487 ¥*=10,654
ILIRN L/*2 0,568 0,371 gl=2
*2/*2 0,068 0,142 p = 0,0049

GC-Freq = frequencies of patients with GC; CActiveG-Freq = frequencies of patients with chronic active gastritis.
Statistically signi ficant value is shown in bold.

Tabela 6: Evaluation of allelic frequencies of SNPs of four genes and their association with chronic active gastritis
and GC.

SNPs Alleles GC-Freq CActiveG-Freq Association
C 0,551 0,534 ¥*=0,151
IL1B gl=1
___________ s s p=oeore
A 0,453 0,578 x* = 7,869
IL8 gl=1
___________ T e e b=
C 0,589 0,765 ¥ =17,989
IL6 gl=1,
___________ ¢ oo 9B peaaan®
S S O/1.: S 0672 . x =0,304
ILIRN gl=1
*2 0,352 0,328 b= 0,5811

GC-Freq = frequencies of patients with GC; CActiveG-Freq = frequencies of patients with chronic active gastritis.
Statistically signi ficant value is shown in bold.
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DISCUSSION

In the current study, it is investigated the relationship between the IL1B -511
C/T, ILIRN (VNTR), IL6 -174 G/C and IL8 -251 A/T polymorphisms and the different
gastric lesions in a populations from northeast of Brazil. The frequency of IL1B and
ILLIRN found in this study for gastric cancer (GC) and the other gastric lesions (GL)
were similar to that found in studies from Asia (HE et al., 2011; WANG et al., 2011,
KANG et al., 2012), Portuguese (MACHADO et al, 2003) and north brazilian
populations (BARBOSA et al., 2009). Also, the IL8 frequencies were in agreement to
those found in Asian (LEE at al., 2005; TAGUCHI et al., 2005; LI et al., 2010), Spanish
(GARZA-GONZALES, 2007) and Portuguese (CRUSIUS et al., 2008) population.
Conversely, a higher frequency of the IL6 polymorphic genotype (CC IL6
polymorphism, this study find) found in this study (56%), comparing to EI-Omar et al.
(2003) and Hwang et al. (2003) studies in (11% and 3%, respectively), and till when
was considering a Brazilian study with patients from Para (25% for GC and 13% for
chronic gastritis) (GATTI et al., 2007) the frequency found in this study was higher.
However, the frequency found in this study was much lower than that found by Kang et
al. (2009) in Seoul patients (99.2%). H. pylori infection was present in most of the CG
and GL patients included in this study (94,1% for GC and 96,1% for GL). This data is
in agreement to the literature (GATTI el al., 2005; LEE et al., 2005; PELETEIRO et al.,
2010; LI et al., 2010).

When the frequencies of the IL polymorphisms studied was compared between
the GC and the GL, a significant association between the presence of the polymorphic
allele of interleukins IL8 -251T and IL6 -174G and the gastric cancer cases was foud.
These data were in agreement with Lee et al. (2005) study, which showed an increased
risk for diffuse-type and mixed-type gastric carcinomas with the presence of IL8 -251T
allele. The association of IL6 -174 C>G polymorphism with GC risk is contradictory
(YIN et al., 2012), however Gatti et al. (2007) found in a north Brazilian population that
IL6 -174GG was an important factor that is associated with poor prognosis of the
clinical outcome in adenocarcinoma genesis. No association was found between I1L1B

and IL1RN polymorphism and any gastric disease included in this study. This lest data
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was not expected seeing that several authors found that IL1B -511TT, ILIRN*2 (HE et
al., 2011; MACHADO et al., 2001; XUE et al., 2010) and -251T (LEE et al., 2005)
associated with the increased risk of GC. However, it must be taken in account the fact
that in this study the control group was formed by patients with gastric lesions and the
authors in the aforementioned had performed the analysis using as control patients with

normal gastric mucosal.

It is known that an allelic variation at a complex disease, like GC, the locus may
be extensive, with multiple susceptibility alleles of independent origin, wherefore the
hypothesis of a single susceptibility allele may be inappropriate to study prospects for
associations to identify complex disease genes. Therefore, the analyses based on
haplotypes are advantageous over an analysis based on individual SNPs (MORRIS;
KAPLAN, 2002).

The haplotype analysis taking in account ILs associated 2x2 (Table 2), showed
significant association with the most inflammatory haplotypes and GC, except for
ILIBXILRN and IL8XIL1RN haplotypes. However, the combination of 3 ILs alleles was
considerated (3x3 haplotypes, Table 3), all the inflammatory haplotypes were
significant associated with CG. Considering the association of the four studied ILs, the
T-T-G-*2 (IL1BxIL8XIL6XIL1RN) haplotype was significant associated with GC (Table
4). In fact, this haplotype was present only in GC cases, suggesting that haplotype

combination is a good marker to GC risk.

In the analyses considering each precancerous lesion, no significant association
was found for all ILs polymorphisms studied, when IM was compared with ICG and
ACG and when ACG was compared to ICG no significant statically association were
found. This result is in agreement form Kato et al (2006) findings, which showed no
association of IL1B and IL6 polymorphisms and precancerous gastric lesion.
Conversely, 1L8 -251A/T and IL1B -511 C/T polymorphisms were associated with
increasing risk to develop IM by Kang et al., 2012 and L. et al., 2010, respectively, and
ILLRN *2*2 genotype was observed to increased risk of gastric precancerous lesions by
Peleteiro et al., 2010.

When each precancerous lesion (ICG, ACG and IM) was compared with GC, it

was observed in this study that the wild allele of IL6 gene (G) was associated with GC.
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This result was similar to findings realized in a north Brazilian population by Gatti et al.
(2007), which observed an association between GG genotype of -174 polymorphism
and GC, independent of the specific histological type. It is known that H. pylori
infection is an important factor to the development of gastric lesions (GIUDICEG et al.,
2006; SUERBAUM; MICHETTI, 2002; KHALIFA, 2010) and it is known that, IL-6
level is important in the chronic phase of H. pylori-related gastric inflammation and for
gastric carcinogenesis (FISHIMA et al,1998; WONG et al., 2011; SUGIMOTO et al,
2011). Since almost of all cases included in this study were infected by H. pylori, the
presence of IL6-174G polymorphism, which increase 1L-6 level, justify the associated
finding in this study.

Comparing GC with ACG it was also observed that GC was associated with
ILIRN L*2 genotype (Table 5), IL8 -251T allele (Table 6) and T-T-G*2 haplotype.
Confirming the find that T-T-G*2 haplotype is a good marker to GC. In the haplotype
analyses made with GC vs. ICG and GC vs. IM it was not finding association with T-T-
G-*2 haplotype with GC, probably because of the lower number of samples, 40 ICG
and 39 IM. Additionally, when CG was compared with IM, IL8 -251AT genotype was
associated with GC and this result was not confirmed by allelic frequencies analyze,
however IL8 -251T allele drove IL-8 expression 2 - to 5-fold strongly than the IL8 -
251A allele (LEE et al., 2005).

CONCLUSION

In conclusion, this study showed the importance of IL6 -174G allele ILIRN *2
and IL8 -251T in GC and suggest the T-T-G-*2 haplotype as a good marker for GC.
This study also demonstrated the importance of the haplotype analysis, which can
justify the controversies on the individual analyses. This study it was not taking account
H. pylori genotypes and furthers studies have to be performed to investigate the role
played by the interaction of host genotypic constitution with different H. pylori strains

in gastric carcinogenesis.
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Parecer do Comité de ética
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEPIHGF

Foraleza, 12 de julhe 2010
lima.sra. comunicamos-lhe o parecer do CEP

Pesquisadora: Ana Paula Santos do Carmo

Projete Intitulade: Identificagdo genotipica e prevaléncia de cepas da helicobacter pylori
responsaveis pelo desenvolvimento dos adenscarcinomas gistricos: estudos em lesGes
precursoras.

Area de conhecimento: Ciéncias da Sadde / Medicina

Data da entrada no CEP: 26/06/10

Protocola do CEP: 070714110

Sumario: Objetivo principal da pesquisa - Delerminar os sublipos geneéticos das cepas de
helicobacter pylori, quanto & presenga de genes de viruléncia creulanies na regido estudada,
ém lesbes gasiricas de diferentes gravidades. Um ndmero de 200 amostras de pacientes com
suspeita de lesdes gaslricas estudadas (gastrites, dlceras e metaplasia intestinal) serd coletado
nos ambulatdnios dos hospitais. Os locais da pesquisa serdo Hospital Universitario Walter
Cantideo (HUWC), Hospital 580 José (H5J) e Hospital Geral de Fortalaza {HGF), ambos em
Fartaleza, A ccleta serd feita em condighes ideais de asgepsia, no momento da endoscopia. A
confirmagée diagnostica sers dada pelo laudo endoscdpice bem como pele exame
histopatoldgico. Os sujeilos da pesquisa serdo pessoas que se dirigem a um destes hospitais
com queixa, ou suspeita de doenga gastrica & que foi encaminhado go semvigo de endoscopa,
o mesmo serd abordado momentos anfes da reglizagdo do exame pelo pesquisador
cadastrado junto ac comité de élica e aoc mesmo sera explicado do que se trala a pesquisa e
quais 0s possiveis riscos inerentes de sua participacio

Farecer:

Informamos a V.Sa., que o Comité de Etica em pesquisa apreciou o projeto, considerando que
o masma atende as recomendagbes da Resolugdo 196/06 sobre pesquisa com seres humanos
e considerando que o mesmo jd tem aprovacic de oulro Comiteé, ObSENVOU-SE 0% aspectos
lecnicos de viabilizagio da pesquisa e o CEP/HGF considerou o projeto aprovado.

Lembramos ao pesquisador a nirega do relatorio final da pesquisa no CEP e cumprimento dosg
asneclos elico-kegais da pesguisa.

Atenciosamente,

Jmmﬁc%ﬁﬁ\ggg’_’(

soordenadora do Comité de Etica em Pesguisa — CEPIHGF
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Anexo — 11

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Instituicdo: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL — UFC
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR — LABGEM

Endereco: R. Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabucu

Investigadora Responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Titulo:. “Identificacio genotipica e prevaléncia de cepas da Helicobacter pylori responsaveis pelo
desenvolvimento dos adenocarcinomas gastricos: Estudos em lesoes precursoras”

Eu, por este meio, fui
informado (a), em detalhes sobre o estudo intitulado: “ _Identificacdo genotipica e prevaléncia de cepas
da Helicobacter pylori responséveis pelo desenvolvimento dos adenocarcinomas gastricos: Estudos em
lesées precursoras”. O estudo esta sendo realizado pelo Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Cearad. O estudo em questdo pretende associar fatores genéticos e ambientais,
que estdo relacionados as doencas, de modo a identificar os fatores de risco, tais como a presenga de uma
bactéria denominada Helicobacter pylori. Para identificar esta bactéria, serdo feitos estudos no
laboratério, analisando o material coletado no momento da endoscopia. Cerca de 200 pacientes serdo
incluidos no presente estudo. Portanto, concordando em participar serei um dos pacientes deste estudo
que envolve diversas instituicoes, permitindo coleta de material necessario para o estudo, bem como o uso
de todo material gerando a partir desta coleta, como Iaminas, blocos e etc. . Ndo havera mudanca ou
perdas em relacdo a analise pelo patologista do meu material. Paralelamente, serdo anotadas algumas
questBes referentes & minha pessoa, no que diz respeito a dados pessoais como a data de nascimento e
habitos de vida, como alimentacdo, ao consumo de bebida alcodlica e/ou cigarros e também em relacdo a
minha doenca, no que se refere aos sintomas e quando comegou. Estas informacdes serdo retiradas do
meu prontuario ou na auséncia delas, serdo perguntadas pessoalmente a mim. Minha participagdo néo
tera beneficio direto imediato, em principio, mas podera estar contribuindo para que se entendam melhor
os fatores de risco e alteracfes que ocorrem nas doencas gastricas. A identificacdo dos fatores de risco
para doencas gastricas servira para direcionar medidas preventivas. Todos os dados da minha participacdo
neste estudo serdo documentados e mantidos confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as
autoridades de satde e profissionais envolvidos neste estudo, 0s quais, quando necessario, terdo acesso ao
meu prontuéario. Como minha participagdo é voluntéaria, posso abandonar o estudo a qualquer momento,
sem que isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos onde recebo atendimento médico.
Se tiver qualquer ddvida ou perguntas relativas a esse estudo ou aos meus direitos no que diz respeito a
minha participacdo, posso contatar a Dra. Silvia Helena Rabenhorst no telefone 3288 8206 ou 9994 5689.

Assinatura do paciente:

Endereco do paciente:

Telefone: Data: / /

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha:

Assinatura do investigador:
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Anexo — 111

Questionério de coleta de dados clinico — epidemioldgicos

Data [/ [ N° Prontuario cédigo:
Local da coleta Amb:
LABGEM I - IDENTIFICACAO
Nome Sexo F[ IM[ ]
Endereco Tel
naturalidade Procedéncia Ascendéncia

Cor:[ ]Jcaucasiano [ ]Jnegro [ Jasidtico [ Jmestico [ ]mulato;

Idade Nasc / /__ABO___ Profissdo Grau de instrucao

1I-HISTORIA FAMILIAR:

Familiares com historia de gastrite

Familiares com histéria de cancer gastrico

Habitos: [ ]Sal [ ]Frutas [ ]Verduras [ ]Churrasco ou Carne seca [ ]geladeira
[ ]Tabagista Tipo Freqliéncia Fum. passivo [ ]
[ JAlcool  Tipo Freqgiiéncia

111- DOENCA ASSOCIADA:

IV- USO DE MEDICAMENTOS:

V- ENDOSCOPIA ANTERIOR: [ ]Sim [ ]Néo H. pylori[ ] Técnica

Diagnéstico:

Tratamento:

Bidpsia : N° __ data / / Laudo

VI-DADOS RELATIVOS A LESAO ATUAL. _Teste de urease [ ]

Motivo da endoscopia (sintomas)

VI-LAUDO ENDOSCOPICO- Médico

Esdfago:

Estdbmago: Tipo de lesdo Sitio anatdmico
Duodeno:

Concluséo

VII- COLETA:Regidodocorpo [ ]N°defragmentos[ ] Regidodoantro [ ]  N°defragmentos [ ]

Tempo de resseccéo da coleta: [ ]J<ih [ Jth [ J2h[ ]3h [ ] <ou=4h[ ]

Local Armazenamento: Biopsia[ ]

Responsavel pela Coleta:




