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presença de inibidores específicos................................................ 
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Resumo 

 

 

 

Helicobacter pylori coloniza a mucosa gástrica de seres humanos e a infecção por 

amostras cagA-positivas aumenta o risco de doenças graves como adenocarcinoma 

gástrico. O cagA codifica uma proteína denominada CagA, que é injetada no interior 

das células epiteliais gástricas através de um sistema de secreção do tipo IV. No 

citoplasma, a proteína CagA é fosforilada por cinases do hospedeiro nos sítios 

EPIYA C e interage com a fosfatase SHP-2. O complexo CagA/SHP-2 desencadeia 

diversos eventos intracelulares, principalmente ligados às vias de sinalização SHP-

2/MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3. Desequilíbrios nessas vias de sinalização, como 

podem ocorrer na infecção pelo H. pylori, têm sido considerados relevantes na 

carcinogênese, visto que participam no controle de atividades e funções celulares 

vitais, como apoptose, proliferação, morfogênese e motilidade celular. Entretanto, 

não há estudos avaliando o efeito do número de sítios EPIYA C na produção de 

citocinas também consideradas relevantes na carcinogênese gástrica. Portanto, 

nesse estudo, foi avaliado o efeito do número de sítios de fosforilação EPIYA C da 

proteína CagA na produção de citocinas representativas da resposta Th17 (IL-1β, IL-

6, IL-17A, IL-23 e TGF-β), bem como de IL-8 e IL-11 em células mononucleares do 

sangue periférico de doadores saudáveis H. pylori-negativos (qRT-PCR e ELISA) e 

células AGS (ELISA) estimuladas por amostras isogênicas de H. pylori  com 

diferentes números de sítios de fosforilação EPIYA C. As vias de sinalização 

envolvidas foram avaliadas por “imunoblot”  e os resultados confirmados com 

inibidores específicos das vias. Os resultados foram analisados com o programa 

estatístico SPSS e valores de p ≤ 0,05 foram considerados significativos. Foi 



 
 

 

demonstrado que a proteína CagA é injetada, clivada e fosforilada no citoplasma das 

células mononucleares do sangue periférico. A proteína CagA fosforilada, 

especialmente as amostras com dois e três sítios de fosforilação EPIYA C, 

interagiram com a fosfatase SHP-2 induzindo a ativação da via MAPK/ERK1/2. Por 

outro lado, a via JAK/STAT3 foi ativada principalmente pela amostra contendo um 

sítio EPIYA C. Em decorrência da ativação dessas vias de sinalização foi observado 

aumento na secreção das citocinas IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF-β por células 

mononucleares do sangue periférico e IL-11 por células AGS estimuladas com 

amostras isogênicas de H. pylori, proporcionalmente ao número de sítios de 

fosforilação EPIYA C da amostra. Por outro lado, foi visto que a secreção de IL-1β e 

IL-8 pelas células mononucleares e de IL-1β, IL-8 e TGF-β pelas células AGS não 

depende do número de sítios de fosforilação EPIYA C das amostras usadas como 

estímulo “in vitro”. Concluindo, demonstrou-se pela primeira vez que a proteína 

CagA de H. pylori com diferentes números de sítios de fosforilação EPIYA C foi 

injetada no citoplasma de células da resposta imunológica, clivada e fosforilada 

ativando as vias de sinalização SHP-2/MAPK/ERK1/2. A via JAK/STAT3 também foi 

ativada, mas de forma inversamente proporcional ao número de sítios de 

fosforilação EPIYA C. O resultado final foi o aumento de produção de citocinas 

associadas à carcinogênese. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

Abstract 

 

 

 

Subjects infected with cagA-positive H. pylori strains are at increased risk for gastric 

carcinoma. cagA (cytotoxin associated gene A) encodes the CagA protein that is 

injected into host gastric epithelial cells via a type 4 secretion system (T4SS) where it 

undergoes tyrosine phosphrorylation by Src family protein kinases and binds SHP-2 

(Src Homology 2 Domain-Containing Tyrosine Phosphatase-2) phosphatase at 

several repeated sites in the C-terminal region containing EPIYA C motifs. The 

complex CagA/SHP-2 leads to sustained activation of several intracellular events, 

mainly linked to the signalling pathways, SHP-2/MAPK/ERK1/2 and JAK/STAT3, 

which alters host cell activities and functions including apoptosis, proliferation, 

morphogenesis and motility, considered relevant in the carcinogenesis. However, up 

to now there are no studies evaluating the effect of the number of CagA EPIYA C 

motifs on the production of cytokines, also considered relevant in carcinogenesis. 

Therefore, in the present study, we evaluated the effect of the number of CagA 

EPIYA C motifs on the production of cytokines related to Th17 cell commitment (IL-

1β, IL-6, IL-17A, IL-23 and TGF-β), as well as IL-8 and IL-11, in peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) of healthy H. pylori-negative subjects (qRT-PCR and 

ELISA) and AGS cells (ELISA) stimulated by isogenic H. pylori strains with different 

number of EPIYA C motifs. Signalling pathways involved in CagA interaction were 

evaluated by immunoblot and the results were confirmed by using specific inhibitors 

of each pathway. Statistical analyses were performed by using SPSS and the 

differences were considered significant when p values were ≤ 0.05. We 



 
 

 

demonstrated that CagA protein is injected, broken down and phosphorylated in the 

cytosol of PBMC after stimulation. CagA, most prominently the strain with two and 

three EPIYA C motifs, bound to SHP-2 leading to activation of MAPK/ERK1/2 

signalling pathway. Otherwise, JAK/STAT3 signalling pathway was mainly activated 

by cagA-positive strain with one EPIYA C motif. As consequence of the activation of 

these signalling pathways, an increased secretion of IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 and 

TGF-β by PBMC and IL-11 by AGS cell was observed. Cytokine secretion was 

proportional to the number of EPIYA C. By contrast, the IL-1β and IL-8 secretion by 

PBMC and AGS cells was independent of the number of EPIYA C motifs. In 

conclusion, we demonstrated, for the first time, that H. pylori CagA strains with 

different number of EPIYA C motifs were injected into cytosol of the immune 

response cells, where it was broken down and phosphorylated leading to activation 

of SHP-2/MAPK/ERK1/2 signalling pathway. JAK/STAT3 signalling pathway was also 

activated, but inversely proportional to the number of EPIYA C motifs. Altogether the 

alterations resulted in heightened production of cytokine related to carcinogenesis. 

 



 
 

 

1. Introdução e Justificativa 

 

 

O isolamento do Helicobacter pylori a partir de fragmentos de biópsia gástrica 

de pacientes com gastrite e úlcera duodenal por dois pesquisadores australianos, 

Barry James Marshall e John Robin Warren (Marshall & Warren, 1983), foi 

considerado um marco na Medicina. A confirmação de que a úlcera péptica é 

causada pela bactéria melhorou consideravelmente as possibilidades de tratamento 

e cura da doença. Devido à relevância da descoberta, no ano de 2005, os dois 

pesquisadores foram agraciados com o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina. 

 

1.1. Características do H. pylori e doenças associadas à infecção 
 

Helicobacter pylori é um microrganismo Gram-negativo, espiralado, não 

esporulado (Marshall & Warren, 1983) que coloniza cronicamente a mucosa gástrica 

de seres humanos. Quando cultivada em meio sólido, a bactéria assume forma 

semelhante a bastonete, sendo menos frequentes as formas espiraladas (Goodwin 

& Armstrong, 1990). Formas cocóides podem se tornar predominantes em culturas 

velhas, tanto em meio sólido como líquido (Dunn et al., 1997). É móvel, apresenta 

superfície lisa e mede aproximadamente 0,5 m de largura e 2,0 a 3,0 m de 

comprimento (Goodwin et al., 1985). Apresenta um número variável de 4 a 6 flagelos 

uni ou bipolares embainhados e com bulbos terminais nas extremidades distais 

(Taylor et al., 1995). Os flagelos e a morfologia em espiral conferem motilidade à 

bactéria, permitindo que penetre na camada viscosa de muco gástrico e se localize 



 
 

 

junto às células epiteliais do estômago (Taylor et al., 1995; Covacci et al., 1999; 

Ferrero, 2005).  

A bactéria coloniza a mucosa gástrica dos seres humanos, sendo 

considerada, atualmente, o principal agente etiológico de gastrite crônica 

(Wotherspoon et al., 1991; Cover & Blaser, 1996), um fator essencial na patogênese 

da úlcera péptica (Marshall & Warren, 1983; Graham, 1989), do carcinoma gástrico e 

do linfoma gástrico do tipo MALT (tecido linfóide associado à mucosa) (Wotherspoon 

et al., 1991; Wotherspoon & Path, 1998; Higashi et al., 2002a; Franco et al., 2008). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, a bactéria é um carcinógeno do 

tipo 1 (IARC/OMS, 1994) com base em evidências epidemiológicas e plausibilidade 

biológica (Parsonnet et al., 1991; Wotherspoon & Path, 1998; Fujioka et al., 2000; 

Suerbaum et al., 2002). A infecção por H. pylori é considerada um dos principais 

problemas mundiais de saúde, pela associação com doenças graves e letais e pelo 

fato de ser muito prevalente, especialmente nos países em desenvolvimento, onde 

60% a 90% (Cunha et al., 2003; Rodrigues et al., 2005a) da população estão 

infectados, ao contrário dos países desenvolvidos onde a infecção atinge 25% a 

50% da população (Hamilton-Miller, 2003). No Brasil, a prevalência gira em torno de 

60% nos estados do sul e sudeste atingindo quase 100% em algumas áreas, como 

no norte de Minas Gerais e regiões norte e nordeste do Brasil (Oliveira et al., 1999; 

Cunha et al., 2003; Rodrigues et al., 2005b; Braga et al., 2007; Motta et al., 2008). 

H. pylori é capaz de se estabelecer no estômago humano permanecendo para 

o resto da vida dos indivíduos, já que casos de cura espontânea são raros (Ilver et 

al., 1998). A gastrite induzida pelo microrganismo, na maioria das vezes, não leva a 

consequências adversas (Dunn et al., 1997). Entretanto, cerca de 15% a 20% dos 

indivíduos H. pylori-positivos irão desenvolver doenças graves, o que corresponde a 



 
 

 

aproximadamente 7 milhões de casos novos de úlcera péptica e carcinoma gástrico 

a cada ano ao redor do mundo (Parsonnet et al., 1991; Wotherspoon & Path, 1998; 

Ilver et al., 1998; Parkin et al., 2005). 

Houve aproximadamente um milhão de casos novos de câncer de estômago 

com 720.000 mortes no ano de 2012 (IARC, 2014). No Brasil foram registradas, no 

mesmo ano, 22.035 mortes relacionadas ao câncer gástrico. Estimam-se em 2014, 

12.870 casos novos da doença entre homens e 7.520 casos novos entre as 

mulheres, o que corresponde a um risco estimado de 13,19 casos novos para cada 

100.000 homens e 7,41 casos novos para cada 100.00 mulheres/ano (INCA, 2014). 

 

1.2. A proteína CagA como fator de virulência do H. pylori 
 

Como a presença da infecção simplesmente não é suficiente para explicar 

porque apenas uma pequena porcentagem dos indivíduos infectados irá desenvolver 

doenças mais graves, a influência de fatores genéticos do hospedeiro, ambientais e 

de virulência bacteriana tem sido investigada. Identificar que fatores determinam ou 

influenciam os eventos que irão culminar no aparecimento dessas doenças graves é 

de crucial importância para a sua prevenção.  

 Dentre os fatores de virulência que merecem destaque, o que tem sido um 

dos mais estudados, o gene cagA, codifica uma proteína denominada CagA de 120 

a 145 kDa, considerada um importante fator de risco para o desenvolvimento do 

carcinoma gástrico (Segal et al., 1999; Odenbreit et al., 2000; Higashi et al., 2002a; 

Naito et al., 2006). O gene cagA é marcador da presença da ilha de patogenicidade 

cag (PAI) que compreende um fragmento de DNA de 40 kb contendo cerca de 28 

genes (Covacci et al., 1993; Fischer et al., 2001). O conteúdo de G + C (35%) da cag 



 
 

 

PAI difere do conteúdo de G + C do restante do genoma da bactéria (39%), 

sugerindo que cag PAI foi adquirida horizontalmente e integrada ao cromossomo de 

H. pylori (Tomb et al., 1997; Covacci et al., 1999). Alguns genes da ilha codificam 

proteínas que formam um sistema de secreção do tipo IV (SST4) (Censini et al., 

1996; Backert et al., 2000; Odenbreit et al., 2000) responsável pela translocação da 

proteína CagA, para o citosol das células epiteliais gástricas. 

  Há na região carboxi-terminal da proteína CagA sítios de fosforilação 

denominados de sequências EPIYA, constituídos por cinco aminoácidos (Ácido 

Glutâmico, Prolina, Isoleucina, Tirosina e Alanina). Depois da proteína CagA ser 

translocada para o interior das células epiteliais gástricas pelo SST4, os sítios EPIYA 

são fosforilados no aminoácido tirosina por cinases da família Src ou por cinase Abl 

das células do hospedeiro (Selbach et al., 2002; Stein et al., 2002; Tammer et al., 

2007; Poppe et al., 2007; Backert et al., 2010a; Tegtmeyer et al., 2011; Mueller et al., 

2012). Uma vez fosforilada, a proteína CagA é recrutada na membrana celular onde 

interage com proteínas da família tirosina fosfatase SHP-2 (Src Homology 2 Domain-

Containing Tyrosine Phosphatase-2) que apresentam dois domínios SH2. Essa interação 

da CagA com os domínios SH2 induz mudanças na conformação da fosfatase SHP-

2, estimulando sua atividade (Higashi et al., 2002b) e desencadeando mudanças no 

citoesqueleto celular que levam à formação de pedestais que permitem maior 

aderência bacteriana, bem como alongamento das células epiteliais que adquirem o 

fenótipo denominado “hummingbird” (Beija-flor) (Segal et al., 1996; Segal et al., 1999; 

Backert et al., 2001; Saadat et al., 2007). As alterações do citoesqueleto celular são 

acompanhadas de uma série de eventos que aumentam o risco de mutações 

genéticas pré-cancerosas (Feng et al., 1993; Yu et al., 1998; Backert et al., 2010b; Tegtmeyer 

et al., 2011) contribuindo assim, para a carcinogênese (Motiwala et al., 2006; Ostman 



 
 

 

et al., 2006). SHP-2 desempenha um papel importante como a regulação de fatores 

de crescimento que influenciam a sobrevivência, proliferação e diferenciação celular 

(Tang et al., 1995; Hadari et al., 1998; You et al., 1999; Chen et al., 2000). Além da 

atividade tirosina fosfatase, SHP-2 pode atuar como uma proteína adaptadora 

quando fosforilada nas tirosinas Y546 e Y584 localizadas na sua porção carboxi-

terminal, quando há a formação de um sítio de acoplamento com outras moléculas, 

como a proteína CagA. As duas funções, molécula adaptadora e tirosina fosfatase, 

interferem igualmente nos processos celulares já citados e podem ter efeito direto 

positivo ou negativo nas cascatas de sinalização envolvidas nesses processos, 

como a MAPK-ERK1/2 (Mitogen Activated Protein Kinase-Extracellular signal-

regulated kinase 1/2) e JAK/STAT3 (Janus Kinase/Signal Transducers and 

Activators of Transcription Factor 3). A ativação de outras vias como MAPK-p38, 

JNK (c-Jun NH2-terminal Kinase) e Fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K)/Proteina cinase 

B (Akt) pela fosforilação da proteína CagA não foi ainda estudada.  

Análises da região carboxi-terminal da proteína CagA que contem as 

sequências EPIYA identificaram a existência de 3 sequências: a primeira, 

denominada EPIYA A, a segunda EPIYA B, e a terceira EPIYA C. Os sítios A e B 

seguidos de uma a três repetições do sítio C estão presentes na proteína CagA da 

maioria das amostras dos países ocidentais (Hatakeyama, 2009). Já, as amostras 

isoladas nos países asiáticos contêm o sítio D em substituição ao C (Higashi et al., 

2002a; Argent et al., 2004; Hatakeyama et al., 2005). Os diferentes sítios são 

determinados pelos aminoácidos que flanqueiam as sequências EPIYA como mostra 

a Figura 1. 

As sequências C e D são consideradas os principais sítios de fosforilação e o 

sítio D fosforilado tem maior afinidade de ligação à SHP-2. Entretanto, quando há 



 
 

 

duas a três repetições da sequência EPIYA C também ocorre maior afinidade de 

ligação à SHP-2 com consequente aumento da atividade da fosfatase (Higashi et al., 

2002b; Naito et al., 2006). 

 

Figura 1 – Região carboxi-teminal da proteína CagA de amostras ocidentais com os 

diferentes padrões de EPIYA seguidos de 1, 2 ou 3 sítios EPIYA C e de amostras 

asiáticas apresentando o sítio EPIYA D em substituição ao sítio EPIYA C. 

 

 Recentemente, nosso grupo avaliou 436 amostras de H. pylori cagA-positivas 

isoladas de pacientes adultos (188 com carcinoma gástrico, 112 com úlcera 

duodenal e 136 com gastrite) e foi observado que a infecção por amostras de H. 

pylori cagA-positivas contendo dois ou mais sítios de fosforilação EPIYA C na 

proteína CagA está associada com o carcinoma gástrico, independentemente da 



 
 

 

idade e do sexo do paciente (Batista, 2010; Batista et al., 2011). Por outro lado, 

embora pacientes com úlcera duodenal sejam frequentemente colonizados por 

amostras de H. pylori cagA-positivas, no estudo não foi observada associação entre 

o número de sequências EPIYA C e úlcera duodenal, uma vez que a maioria dos 

pacientes com úlcera duodenal era colonizada por amostras de H. pylori com 

apenas uma sequência EPIYA C (Batista, 2010; Batista et al., 2011).  

Considerando os resultados de Batista e colaboradores (2010 e 2011) e com 

base no fato de que a transmissão da infecção pelo H. pylori é predominantemente 

intrafamiliar, é esperado que parentes próximos compartilhem as mesmas cepas 

bacterianas. Portanto, é razoável supor que parentes de primeiro grau de pacientes 

com carcinoma gástrico sejam colonizados por amostras de H. pylori que secretam a 

proteína CagA com mais de um sítio EPIYA C, estando; assim, sujeitos a risco 

aumentado de carcinoma gástrico. Embora diversos estudos demonstrem 

associação positiva entre história familiar e risco para carcinoma gástrico em 

parentes de primeiro grau de pacientes com a doença (Brener et al., 2000; Chang et 

al., 2002; Motta et al., 2008; Yaghoobi et al., 2010; Mansour-Ghanaei et al., 2012), 

há poucos estudos investigando a presença de fatores de virulência nas amostras 

de H. pylori de familiares de pacientes com carcinoma gástrico. Argent e 

colaboradores (2008), ao avaliarem parentes de primeiro grau de pacientes com 

carcinoma gástrico, observaram associação entre genótipo vacA s1m1 e 

hipocloridria secundária a lesões gástricas atróficas que são pré-malignas. Os 

autores, no entanto, não encontraram associação entre o número de sítios EPIYA C 

e risco de carcinoma gástrico, o que pode ser explicado pelo pequeno número de 

indivíduos analisados. Para avaliar a hipótese formulada acima, em um estudo em 

parceria com pesquisadores da Universidade Federal do Ceará, investigamos a 



 
 

 

presença de sítios de fosforilação EPIYA em amostras de H. pylori de parentes de 

primeiro grau de pacientes com carcinoma gástrico, comparando os resultados com 

os de um grupo de pacientes com sintomas dispépticos, sem história familiar de 

carcinoma gástrico. Nesse estudo, já publicado (anexo 1), foi observado que os 

parentes de primeiro grau de pacientes com carcinoma gástrico são mais 

frequentemente colonizados por amostras de H. pylori contendo maior número de 

sítios de fosforilação EPIYA C na proteína CagA, o que indica que essas amostras 

circulam no ambiente familiar. E foi visto, também, que a infecção por amostras de 

H. pylori contendo maior número de sítios de fosforilação EPIYA C na proteína CagA 

associou-se com maior grau de inflamação, hiperplasia foveolar e atrofia do corpo 

gástrico; lesões que precedem o câncer gástrico. 

 

1.3. Citocinas e fatores de transcrição  
 

Citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, têm sido consideradas relevantes no 

curso da infecção pelo H. pylori (Yamaoka et al., 1997; Katagiri et al., 1997; 

Lindholm et al., 1998; El-Omar, 2001; Vilaichone et al., 2005). No estômago, além de 

induzir inflamação, a IL-1, atua diretamente na célula parietal, inibindo a secreção 

ácida, o que favorece a alcalinização do corpo gástrico, condição favorável para a 

migração do microrganismo e colonização do corpo gástrico, região habitualmente 

menos colonizada em decorrência da acidez. Assim, há aumento do grau de 

inflamação do corpo gástrico predispondo à atrofia (lesão pré-neoplásica), e maior 

risco de carcinogênese (El-Omar et al., 2000; Figueiredo et al., 2002; Machado et al., 

2003; Queiroz et al., 2004; Rocha et al., 2005). 



 
 

 

 Recentemente, foi descrita uma nova linhagem de células T CD4+, distinta 

das clássicas células T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2), denominada T helper 17 

(Th17). As células Th17 produzem quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias como IL-

17A, IL-17F, IL-6 e TNF-α que atuam na resposta imunológica contra bactérias 

extracelulares e fungos. Ainda, há evidências de que são importantes mediadoras 

inflamatórias nas doenças da autoimunidade e em processos envolvidos na 

carcinogênese (Wilson et al., 2007; Hashimoto et al., 2010). Nos seres humanos, a 

diferenciação de células Th17 depende dos fatores de transcrição STAT3 e RORγt 

(retinoid-related orphan nuclear) e das citocinas IL-1β, IL-6, IL-23 e TGF-β (Volpe et 

al., 2008; Korn et al., 2009; Littman & Rudensky, 2010). Embora haja divergência 

entre os trabalhos quanto à participação da IL-23 na diferenciação das células Th17 

em seres humanos, há consenso de que a citocina é importante para a 

manutenção/estabilização das células Th17 (McGeachy et al., 2007; Awasthi & 

Kuchroo, 2009). A principal citocina pró-inflamatória produzida pelas células Th17, 

IL-17A, estimula, na mucosa gástrica, a produção de IL-8 e outras quimiocinas 

facilitando a quimiotaxia de neutrófilos. A IL-17A também regula positivamente a 

produção de uma variedade de fatores pró-angiogênicos, como fator de crescimento 

do endotélio vascular (VEGF) e prostaglandinas E1 (PGE1), tanto por fibroblastos 

como por células tumorais, sendo considerada importante na carcinogênese 

gástrica.  

A IL-6 tem papel crucial na diferenciação das células Th17 por mecanismos 

que incluem a inibição da ativação do fator de transcrição Foxp3 estimulada por 

TGF-β (Korn et al., 2009), o que, consequentemente, resulta na indução e 

diferenciação das células Th17. Trabalhos destacam a importância, na infecção por 

H. pylori, da IL-6 na inibição da apoptose de células da mucosa gástrica e 



 
 

 

hiperproliferação, que predispõem ao acúmulo de mutações, contribuindo para a 

gênese do câncer gástrico (Lin et al., 2001). Ainda, a IL-6 parece estar envolvida no 

processo de angiogênese atuando na modulação do VEGF (Kawaguchi et al., 2004).  

Atualmente, a IL-11 tem sido considerada uma molécula importante no 

desenvolvimento do câncer gástrico, participando tanto no processo inflamatório, 

quanto nos processos de carcinogênese propriamente ditos e invasão (Necula et al., 

2012). A IL-11 pode influenciar a homeostasia epitelial por meio da diminuição da 

apoptose e aumento de mitose (Howlett et al., 2009). Há vários trabalhos mostrando 

a participação da citocina na gênese do câncer por mecanismos que incluem a 

ativação de STAT3 e consequente indução de sinais anti-apoptóticos (Kanda et al., 

2004; Nakayama et al., 2007; Merchant et al., 2008; Lay et al., 2012; G; Howlett et 

al., 2012). 

 As proteínas STATs constituem uma família de fatores de transcrição latentes 

que existem como monômeros no citoplasma das células (Yu & Jove, 2004; Yu et 

al., 2007). Dentre os membros dessa família, STAT3 pode ser ativado pela 

glicoproteína gp130, por diferentes citocinas, incluindo IL-6, IL-11, fator neurotrófico 

ciliar, oncostatina M e fator inibidor de leucemia. Em resposta a estímulos, como a 

presença de IL-11, ocorre a associação (dimerização) das cadeias α e β de JAK e 

sua ativação. A ativação de JAK leva à fosforilação de resíduos de tirosina na gp130 

que recrutam monômeros de STAT3, que por sua vez, são fosforilados e formam 

dímeros. Os dímeros de STAT3 são translocados para o núcleo onde regulam a 

transcrição de vários genes envolvidos no crescimento e diferenciação celular. 

 Estudos “in vitro” demonstraram que a ativação de STAT3 promove a 

proliferação, migração e invasão de células tumorais no carcinoma gástrico (Dauer 

et al., 2005; Jackson et al., 2007) e regula positivamente a expressão de potentes 



 
 

 

fatores angiogênicos (Dauer et al., 2005; Chen et al., 2012). Em condições 

fisiológicas normais, a ativação de STAT3 é temporária, com duração de alguns 

minutos a algumas horas (Bromberg, 2001). Em contraste, em muitos tipos de 

tumores humanos, STAT3 é ativada constitutivamente e contribui para a 

carcinogênese, tanto por inibição da apoptose quanto por aumento da proliferação 

celular (Lin et al., 2001; Yu & Jove, 2004; Yu et al., 2007).  

 No que diz respeito ao câncer gástrico, STAT3 é constitutivamente fosforilado 

em várias linhagens celulares do tumor (Kanda et al., 2004). Estudos “in vivo”, em 

camundongo “knock in”, com mutação induzida na subunidade do receptor gp130, 

que resulta em aumento constitutivo da transcrição de STAT3, demonstraram que os 

animais desenvolveram espontaneamente tumores no antro gástrico nas quatro 

primeiras semanas de vida (Tebbut et al., 2002; Judd et al., 2004). Os achados 

desses e de outros estudos reforçam a hipótese de que a ativação de STAT3 

desempenha papel crítico na carcinogênese (Howlett et al., 2009; Jackson & Giraud,  

2009; Chen et al., 2012). 

 

1.4. Relevância das vias de sinalização na produção de citocinas e na 
carcinogênese 
 

Por meio de vias de sinalização as células acoplam a ativação de receptores 

presentes na membrana celular a alvos críticos intracelulares, gerando respostas 

coerentes, tanto na manutenção da homeostase celular quanto na ocorrência de 

processos biológicos mais complexos, como proliferação, diferenciação celular e 

apoptose. 

A via das MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinase) é uma das principais 

vias de sinalização, altamente conservada, e envolvida no controle das mais 



 
 

 

diversas funções celulares. A via é composta por três proteínas cinases: uma MAP 

cinase cinase cinase (MAPKKK), que fosforila e ativa uma MAP cinase cinase 

(MAPKK), que, por sua vez, ativa também por fosforilação uma MAP cinase (MAPK). 

Esta configuração proporciona, não somente a amplificação do sinal, como talvez 

ainda mais relevante, a regulação de outras interfaces que permitem que a cinética 

de duração e amplitude da atividade seja precisamente ajustada. Há descritos sete 

grupos distintos de MAPKs que compartilham componentes estruturalmente 

relacionados, porém parecem mediar respostas biológicas específicas (Kolch, 2000; 

Bardwell et al., 2009). Dentro da via das MAPKs, as mais bem estudadas são 

ERK1/2, p38 e JNK, sendo a primeira via preferencialmente ativada em resposta a 

fatores de crescimento enquanto que as demais são ativadas por estímulos de 

estresse, como choque osmótico e de citocinas pró-inflamatórias. Uma vez ativada, 

MAPK é capaz de modular o funcionamento de uma série de proteínas alvo em 

todos os compartimentos celulares, incluindo núcleo, citoplasma, membranas e 

citoesqueleto (Roux e Blenis, 2004). Seus substratos vão desde fatores de 

transcrição, proteínas de membrana, outras proteínas cinases e moléculas do 

citoesqueleto. A ativação destas vias pode desencadear eventos celulares dos mais 

diversos, incluindo proliferação, interferência no ciclo celular, diferenciação, 

apoptose e produção de citocinas (Enslen e Davis, 2001; Sacks, 2006). 

Apesar da complexidade desses eventos intracelulares, a compreensão 

dessas vias vem sendo elucidada com a descoberta de ferramentas de biologia 

molecular e bioquímica. Inibidores específicos de moléculas, que são essenciais 

para a ativação dos sinais, têm sido considerados uma ferramenta de grande 

relevância para melhor compreender esse sistema complexo de comunicação que 

governa e coordena as atividades e funções celulares. 



 
 

 

Citocinas da família IL-6, principalmente IL-6 e IL-11, ao se ligarem a seus 

receptores celulares específicos, IL-6Rα e IL-11Rα, formam complexos que se 

associam com homodímeros de gp130 levando à formação de hexâmeros 

constituídos por duas moléculas do ligante, duas moléculas do receptor α (gp80) e 

duas de gp130 (Peters et al., 1998; Howlett et al., 2009). Uma vez formado o 

complexo, duas vias podem ser ativadas nos seres humanos. Uma pela fosforilação 

da tirosina localizada na posição Y759 da gp130 ativando a via SHP-

2/MAPK/ERK1/2, e a segunda pela fosforilação de uma das quatro tirosinas Y767, 

Y814, Y905 ou Y915 na posição carboxi-terminal da gp130 (Figura 2) que leva à 

ativação de JAK/STAT3 (Nishihara et al., 2007). A ativação de SHP-2 e sua ligação 

na tirosina Y759 da gp130 é um evento inicial crítico para a ativação da via SHP-

2/MAPK/ERK1/2 (Howlett et al., 2009; Eulenfeld et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 Figura 2: Vias de sinalização SHP-2/MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3. Proteínas 

SOCS3 e SHP-2 atuam como mediadoras da homeostasia. 



 
 

 

 O controle da via JAK/STAT3 é mediado por proteínas, entre elas as 

denominadas SOCS (suppressor of cytokine signalling proteins) 1 e 3. A via também 

pode ser negativamente controlada por SHP-2, que depois de ser recrutada pela 

tirosina fosforilada (Y759) da gp130 bloqueia, de forma semelhante à SOCS3, a 

ativação de STAT3 (Figura 2) (Howlett et al., 2009). 

          Assim, a ativação SHP-2/MAPK/ERK1/2 inibe a ativação de JAK/STAT3 e 

vice-versa. Como as duas vias são consideradas relevantes na carcinogênese, visto 

que participam no controle de atividades e funções celulares vitais, como apoptose, 

proliferação, morfogênese e motilidade celular (Neel et al., 2003; Meloche et al., 

2007; Lee et al., 2010), um desequilíbrio nas vias induzido pela infecção pelo H. 

pylori pode predispor à carcinogênese gástrica (Figura 3).  

 

1.5. Participação dos sítios de fosforilação EPIYA C da proteína CagA de 
H. pylori nas vias de sinalização 
 

Na infecção pelo H. pylori há a ativação de uma complexa rede de citocinas e 

quimiocinas na mucosa gástrica. Fatores de virulência bacterianos, bem como a 

genética do hospedeiro, parecem ditar o equilíbrio entre tolerância e resposta 

inflamatória no curso da infecção. A quimiocina IL-8, um potente fator quimiotático e 

ativador de leucócitos polimorfonucleares e macrófagos, contribui para uma resposta 

inflamatória mais acentuada. Nos pacientes colonizados por amostras de H. pylori 

cagA-positivas observam-se níveis aumentado de IL-8 (Crabtree et al., 1994; Fischer 

et al., 2001; Viala et al., 2004; Brandt et al., 2005). Embora a secreção da quimiocina 

seja ativada pela via MAPK/ERK/NF-kB, trabalhos recentes têm demonstrado, tanto 

“in vivo”, quanto “in vitro”, que o efeito ocorre de forma independente do número de 

sítios EPIYA C (Prates, 2012; Papadakos et al., 2013).  



 
 

 

Como já mencionado, nas infecções por amostras de H. pylori cagA-positivas 

que carreiam cag PAI, a proteína CagA é fosforilada nos sítios EPIYA C e liga-se à 

SHP-2. Ocorre, então, a ativação da via SHP-2/MAPK/ERK1/2 o que causa 

alterações no citoesqueleto celular culminando com o descontrole na regulação do 

crescimento celular, do contato célula/célula e da migração celular (Backert et al., 

2001; Saadat et al., 2007; Lee et al., 2010). Além disso, a função de controle 

negativo na via JAK/STAT3, desempenhada pela SHP-2, pode ser perdida quando 

SHP-2 se encontra ligada à proteína CagA, favorecendo o aumento da fosforilação 

de  STAT3,  como  mostra a  Figura 3.  Uma vez ativado, STAT3 pode participar na 

progressão para o carcinoma gástrico (Lee et al., 2010). STAT3 também é um fator 

de transcrição de citocinas, especialmente IL-6, IL-11 e IL-23, que têm sido 

associadas à carcinogênese por vários mecanismos e também participam na 

diferenciação de células Th17, recentemente reconhecidas como relevantes na 

carcinogênese (Chen et al., 2006). 

 

 
Figura 3: Vias de sinalização da glicoproteina gp130 na presença de infecção por 

amostras de H. pylori cagA-positivas. 



 
 

 

Para melhor compreender a importância dos sítios de fosforilação EPIYA C da 

proteína CagA no desenvolvimento das doenças graves associadas ao H. pylori, no 

que se refere à indução de citocinas cuja transcrição pode ser desencadeada pela 

ativação das vias SHP-2/MAPK/ERK1/2 ou JAK/STAT3, recentemente nosso grupo 

investigou, “in vivo”, o efeito do número de sítios EPIYA C na concentração gástrica 

de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17A, IL23 e TGF-β (Prates, 2012). Foram estudados 

101 pacientes com câncer gástrico e 105 com gastrite. Nos pacientes com gastrite, 

infectados por amostras de H. pylori com um maior número de sítios EPIYA C, a 

concentração gástrica de IL-11, IL-17A e IL-23 foi maior que naqueles infectados por 

amostras de H. pylori com até um ou nenhum sítio EPIYA C. Nos pacientes com 

câncer gástrico, a concentração gástrica de IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF-β foi 

maior nos pacientes infectados com amostras com dois ou mais sítios EPIYA C 

quando comparados com pacientes infectados com amostras com um sítio de 

fosforilação EPIYA C. 

Trabalhos recentes têm demonstrado o efeito da proteína CagA, em células 

AGS de coleção (ATCC CRL1739, células de câncer gástrico humano) na produção 

de citocinas. Embora diversos autores tenham avaliado o efeito da proteína CagA 

em células AGS na produção de IL-8 (Kim et al., 2006; Suzuki et al., 2009; Lamb et 

al., 2009; Backert & Naumann, 2010; Papadakos et al., 2013), não há estudos 

investigando outras citocinas relevantes nos processos envolvidos na 

carcinogênese.  

Odenbreit et al. e Moese et al. (2001) demonstraram que a proteína CagA de 

H. pylori é translocada para o interior, não somente de células epiteliais gástricas, 

mas também de células humanas específicas da reposta imunológica (U937 - ATCC 

CRL-1593.2, células de linfoma histiocítico, THP1 - ATCC TIB-202, células de 



 
 

 

leucemia monocítica aguda, JoskM - DSM ACC30, células de Leucemia 

mielomonocítica aguda e em Promielócitos), onde CagA é fosforilada nos sítios 

EPIYA por proteínas cinases celulares. Ao contrário do que ocorre nas células 

epiteliais, como observado nas células AGS, no interior das células da resposta 

imunológica a proteína CagA é processada em dois fragmentos, um de 

aproximadamente 100-105 kDa e o outro de 30 a 40 kDa, variação que se deve, 

principalmente, à presença dos diferentes números de sítios de fosforilação EPIYA 

C. Vale ressaltar, também, que recentemente Lin et al. (2010) demonstraram, por 

microscopia confocal, que o H. pylori também é capaz de injetar a proteína CagA em 

linfócitos B, sendo posteriormente fosforilada por cinases do hospedeiro 

desencadeando diversos eventos intracelulares que, de acordo com os autores, 

podem estar associados com o desenvolvimento do linfoma gástrico do tipo MALT. 

Entretanto, não há estudos avaliando o efeito da proteína CagA, no que se refere à 

produção de citocinas, em células específicas da resposta imunológica. Além disso, 

os trabalhos com células da resposta imunológica não avaliaram a influência do 

número de sítios de fosforilação EPIYA C da proteína CagA de H. pylori nas vias de 

sinalização, vias que são responsáveis tanto pela manutenção da homeostase 

celular quanto pela ocorrência de processos biológicos mais complexos, como 

diferenciação celular, proliferação e apoptose. Como descrito anteriormente, um 

desequilíbrio nessas vias de sinalização induzido pela infecção pelo H. pylori, 

principalmente por amostras cagA-positivas, pode predispor à carcinogênese 

gástrica. 

Com base no descrito, visando avaliar o efeito do número de sítios de 

fosforilação EPIYA C da proteína CagA de H. pylori na produção de citocinas ligadas 



 
 

 

à carcinogênese gástrica, bem como nas vias de sinalização envolvidas, são 

objetivos desse estudo: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

2. Objetivos 

 

 

1. Obter amostras isogênicas de H. pylori (exceto para o número de sítios de 

fosforilação EPIYA C). 

 

2. Determinar a concentração de citocinas representativas da resposta Th17 (IL-1β, 

IL-6, IL-17A, IL-23 e TGF-β), bem como de IL-8 e IL-11 por ensaio 

imunoenzimático em sobrenadantes de células mononucleares e AGS 

estimuladas com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou três sítios de 

fosforilação EPIYA C.  

 

3. Avaliar o efeito do número de sítios de fosforilação EPIYA C nas vias de 

sinalização MAPKs (ERK1/2 e p38), JAK/STAT3 e NF-kB ativadas nas células 

mononucleares do sangue periférico e AGS estimuladas com amostras isogênicas 

de H. pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C. 

 

4. Avaliar por meio do uso de inibidores específicos (PD98059, SB203580, 5,15-

DPP, Bay11-7082) as vias envolvidas na produção das citocinas representativas 

da resposta Th17, bem como de IL-8 e IL-11 em sobrenadantes de células 

mononucleares e AGS estimuladas com amostras isogênicas de H. pylori com 

um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C.  

 

5. Determinar no lisado celular, por quantificação relativa, os transcritos de mRNA 

das referidas citocinas por PCR em tempo real, antes e depois de estímulo com 

as amostras isogênicas na presença/ausência de inibidores específicos. 

 



 
 

 

3. Pacientes e Métodos 

 

 

Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de 

Minas Gerais (Parecer n° ETIC 0578.0.203.000-10, anexo 2), e foi conduzido no 

Laboratório de Pesquisa em Bacteriologia da Faculdade de Medicina/UFMG.  

Os voluntários assintomáticos que aceitaram participar do estudo, depois de 

terem sido informados sobre todos os procedimentos, assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (anexo 3). 

 

3.1. Doadores voluntários 

 

Como a prevalência da infecção em nosso meio é de aproximadamente 60% 

entre adultos, 12 indivíduos foram convidados a participar do estudo. Para a 

obtenção de células mononucleares do sangue periférico, foram selecionados cinco 

indivíduos assintomáticos, H. pylori-negativos, que foram recrutados dentre 

professores e alunos de pós-graduação da Faculdade de Medicina e Instituto de 

Ciências Biológicas da UFMG. Esses indivíduos foram submetidos ao teste 

respiratório com uréia marcada com 13C (de Carvalho et al., 2003) e, daqueles 

doadores com resultado negativo para H. pylori (n = 5), foram colhidos 20 mL de 

sangue periférico, sistema a vácuo em tubos contendo EDTA. Deve ser ressaltado 

que a participação foi inteiramente voluntária e que o teste respiratório com 13C, 

isótopo não radioativo, não oferece nenhum risco para os participantes.  

 

 



 
 

 

3.2. Obtenção e manutenção das amostras isogênicas de H. pylori para 

os ensaios “in vitro” 

 

Amostras isogênicas, com diferentes números de sítios EPIYA C, foram 

obtidas de colônias individuais nas placas de cultivo com meio BHM (Belo Horizonte 

medium), onde fragmentos de mucosa gástrica de um paciente com câncer gástrico 

atendido no Hospital das Clínicas para a remoção cirúrgica do estômago foram 

cultivados. Foi possível isolar colônias de bactéria com um, dois ou três sítios de 

fosforilação EPIYA C (ABC, ABCC e ABCCC). BHM é composto por ágar-infusão 

cérebro-coração (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) suplementado com sangue de 

carneiro a 10%, 6 mg/L de vancomicina e 20 mg/mL de ácido nalidíxico (Sigma 

Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) (Queiroz et al., 1987).  

A determinação do número de sítios de fosforilação EPIYA C da proteína 

CagA de H. pylori foi feita por PCR e sequenciamento de acordo com a metodologia 

descrita por Yamaoka e colaboradores (1998). Para confirmar a isogenia das 

amostras (exceto pelo número de sítios de fosforilação EPIYA C), foram adotados 

dois procedimentos. Inicialmente, cinco genes da governança (efp, yphC, atpA, ureI 

e mutY) foram sequenciados de acordo com a metodologia proposta por Achtman et 

al. (1999). Resumidamente, a amplificação por PCR dos genes da governança foi 

feita em um volume final de 30 µL, contendo 50 a 100 ng de DNA; tampão da Taq 

DNA polimerase a 1X (KCl 50 mM e Tris-HCl 20 mM, pH 8,4); 1,5 mM de MgCl2; 100  

µM de cada um dos deoxinucleotídeos (Promega, Madison, WI, EUA); 0,5 U de 

“Platinun Taq DNA polimerase” (Invitrogen, São Paulo, Brasil) e 10 picomols de cada 

um dos  iniciadores. Os iniciadores e as condições de reação estão descritos na 

Tabela 1. Para o sequenciamento, os produtos amplificados foram purificados com o 

kit de purificação Wizard SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega) de acordo 



 
 

 

com as instruções do fabricante. Os produtos purificados foram sequenciados com o 

kit de reação ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing  em um 

sequenciador automático de DNA ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

As sequências nucleotídicas dos cinco genes da governança das amostras 

isogênicas apresentaram 100% de identidade. 

 

Tabela 1 - Iniciadores e condições das reações de PCR, RAPD-PCR e 

sequenciamento para os genes da governança de H. pylori  

1 Todos os iniciadores para os genes da governança de H. pylori estão disponíveis no site 

http://pubmlst.org/helicobacter/ 

2 pb, pares de bases 

 

Gene 

Produto gênico 
ou função 

 

Condições de reação da PCR 

 

                         Iniciadores 

 

Tamanho 
(pb)2 

efp1 
Elongation factor 

EF-P 

 

94ºC-2 min.; 30 ciclos de (94ºC-30 seg.; 

56ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-5 min. 

de extensão final. 

 

F: 5´-GGCAATTTGGATGAGCGAGCTC-3´ 

R: 5´-CTTCACCTTTTCAAGATACTC-3´ 
410 

yphC1 GTPase 

 

94ºC-2 min.; 30 ciclos de (94ºC-30 seg.; 

55ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-5 min. 

de extensão final. 

 

    F: 5´-CACGCCTATTTTTTTGACTAAAAAC-3´ 

R: 5´-CATTYACCCTCCCAATGATGC-3´ 
510 

atpA1 
ATP synthase, 

F1 

 

94ºC-2 min.; 30 ciclos de (94ºC-30 seg.; 

56ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-5 min. 

de extensão final. 

 

F: 5´-GGACTAGCGTTAAACGCACG-3´ 

R: 5´-CTTGAAACCGACAAGCCCAC-3´ 
627 

ureI1 

Urease 

accessory 

protein 

 

94ºC-2 min.; 30 ciclos de (94ºC-30 seg.; 

53ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-5 min. 

de extensão final. 

 

F: 5´-AGGTTATTCGTAAGGTGCG-3´ 

R: 5´-GTTTAAATCCCTTAGATTGCC-3´ 

 

585 

mutY1 

A/G-specific 

adenine 

glycosylase 

 

94ºC-2 min.; 30 ciclos de (94ºC-30 seg.; 

56ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-5 min. 

de extensão final. 

 

F: 5´-GTGGTTGTAGYTGGAAACTTTACAC-3´ 

R: 5´-CTTAAGCGTGTGTYTTTCTAGG-3´ 
420 

cagE 
Cytotoxin-

associated gene 

 

95ºC-5 min.; 35 ciclos de (95ºC-30 seg.; 

55ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-7 min. 

de extensão final. 

 

F: 5´- TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC -3´ 

R: 5´- GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC -3´ 508 

cagL 
Cytotoxin-

associated gene 

 

95ºC-5 min.; 35 ciclos de (95ºC-30 seg.; 

55ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-7 min. 

de extensão final. 

 

F: 5´-CAC AAA ATG CCC CTA TCT TG-3´ 

R: 5´-CTA CAA GCG TCT GTG AAG-3´ 
870 

cagT 
Cytotoxin-

associated gene 

 

95ºC-5 min.; 35 ciclos de (95ºC-30 seg.; 

55ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-7 min. 

de extensão final. 

 

F: 5´-GGG AGC TTA GTG CCA TAC AA-3´ 

R: 5´-TCA TCT TTC ACG CAG AGC-3´ 
842 

cagX 
Cytotoxin-

associated gene 

 

95ºC-5 min.; 35 ciclos de (95ºC-30 seg.; 

55ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-7 min. 

de extensão final. 

 

F: 5´-CAATGGCGCCATCAGTCATGGTCAA-3´ 

R: 5´-ACTTATCGTAGATGCGCCTGACC-3´ 
980 

cagY 
Cytotoxin-

associated gene 

 

95ºC-5 min.; 35 ciclos de (95ºC-30 seg.; 

55ºC-30 seg. e 72ºC-1 min.), e 72ºC-7 min. 

de extensão final. 

 

F: 5´-CTT GCG GAT CGT TGC TAT CT-3´ 

R: 5´-GAA ACA AGC CCT GTC AAA CAG G-3´ 
1041 

RAPD-PCR 
 

04 ciclos de (94ºC-5 min.; 6ºC-5 min. e 

72ºC-5 min.), 30 ciclos de (94ºC-1 min., 

36ºC-1 min. e  72ºC-2min.), e 72ºC-10 min. 

de extensão final. 

 

Akopyanz et al., 1992 
 

1254           F: 5´- CCG CAG CCA A  - 3´ 

1281           F: 5’ - AAC GCG CAA C - 3’ 

- 

http://pubmlst.org/helicobacter/


 
 

 

A isogenia foi também averiguada por RAPD-PCR (Random Amplified 

Polymorphic DNA) com os iniciadores 1281 e 1254 descritos por Akopyanz et al. 

(1992). Resumidamente, a PCR foi feita em um volume final de 25 µL, contendo 20 

ng de DNA bacteriano; tampão da Taq DNA polimerase a 1X (KCl 50 mM e Tris-HCl 

20 mM, pH 8,4); 3 mM de MgCl2; 250  µM de cada um dos deoxinucleotídeos 

(Promega); 1 U de “Platinun Taq DNA polimerase” (Invitrogen) e 20 picomols dos 

iniciadores. Para avaliar a integridade da ilha de patogenicicdade cag (PAI) foram 

feitas reações de PCR para os genes cagE, cagL, cagT, cagX e cagY. As condições 

de reação e os iniciadores estão descritos na Tabela 1. Os produtos da reação 

foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo 

de etídio e analisados em transiluminador de luz ultravioleta. Os padrões obtidos 

com cada um dos iniciadores foram idênticos para as três amostras isoladas. Ainda, 

foi sequenciada as regiões i/d do gene vacA, consideradas atualmente como as 

mais fidedignas para avaliar a produção da citotoxina vacuolizante (VacA) funcional. 

 Depois de confirmada a isogenia, foram feitos repiques em placas de Petri 

contendo BHM. As placas foram incubadas a 37ºC, em microaerofilia (Anaerocult 

C; Merck, Darmstadt, Alemanha), por dois dias e o conteúdo de cada placa de Petri 

(100 mm de diâmetro) foi retirado com um “swab”, transferido para tubos 

contendo caldo Brucella suplementado com 30% de glicerol e estocado em freezer a 

-80ºC até o momento de uso. O tamanho do inóculo (MOI de 100 ou de 20) foi 

determinado por densidade óptica (DO) a 600 nm, Ultrospec 2100 Pro (Amersham 

Biosciences, Uppsala, Suécia) onde DO = 1 = 1,0x108 bactérias/mL (Yeh et al., 

2010). A viabilidade bacteriana, morfologia e motilidade, foram confirmadas por 

microscopia de campo escuro. 

 



 
 

 

3.3. Obtenção das células mononucleares do sangue periférico 
 

Vinte mililitros de sangue periférico foram colhidos por sistema a vácuo em 

tubos com EDTA. Imediatamente depois da colheita, as células mononucleares 

foram separadas em gradiente Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Uppsala, 

Suécia). A separação foi feita conforme recomendações do fabricante. 

Resumidamente, o sangue colhido foi distribuído em dois tubos tipo falcon de 50 mL. 

A cada 10 mL de sangue foram adicionados 10 mL de PBS (Tampão Fosfato-salina, 

pH 7,4). Em seguida, a suspensão de células foi adicionada lentamente sobre 14 mL 

de Ficoll-Paque PLUS, e centrifugada a 400 g por 40 minutos a 20ºC. Depois da 

centrifugação, a camada de células mononucleares foi retirada com o auxílio de uma 

pipeta e adicionada a um novo tubo tipo falcon contendo 10 mL de PBS. Essa nova 

suspensão de células foi centrifugada a 300 g por 20 minutos a 20ºC, e o 

sobrenadante descartado. Depois da segunda lavagem com PBS, o “pellet” foi 

diluído em 1 mL de meio RPMI-1640 (Invitrogen) e a contagem do número de 

células mononucleares foi feita em câmara de Neubauer. A viabilidade das células 

mononucleares do sangue periférico foi confirmada, por microscopia, depois de 

coloração com azul de tripan. Em seguida, as células foram diluídas em meio RPMI-

1640 para se obter uma concentração de 1,0 x 106 células mononucleares por mL de 

meio para uso nos experimentos. 

 

3.4. Estímulo das células mononucleares com amostras isogênicas de H. 
pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C 

 

Cocultivos de amostras de H. pylori com as células mononucleares foram 

feitos na proporção de 20 bactérias para uma célula (MOI de 20) em placas de 



 
 

 

poliestireno com 24 poços. Resumidamente, foi adicionado a 5  poços 1 mL de  meio 

RPMI-1640 contendo 1,0 x 106 células mononucleares. Em seguida foram 

adicionadas amostras viáveis de H. pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação 

EPIYA C a poços diferentes. Para avaliar o efeito apenas da presença do gene 

cagA, independentemente do número de sítios EPIYA C, foi usado uma amostra 

padrão cagA-negativa (Tx30A). Foram usadas, como controle negativo, células 

mononucleares mantidas em meio RPMI-1640. As placas foram então incubadas em 

câmara úmida a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 por 6 horas para quantificação 

dos transcritos de mRNA,  imunoprecipitação e por 24 e 48 horas para as dosagens 

de citocinas. Depois de cada período de incubação, o conteúdo dos poços foi 

transferido para tubos de 2 mL que foram centrifugados a 300 g por 15 minutos a 

4ºC. O sobrenadante foi mantido em freezer a -80ºC até o uso. Aos “pellets” dos 

cocultivos de 6 horas de incubação foram adicionadas solução estabilizadora e 

protetora de RNA (RNA later® solution – Ambion, Applied Biosystem) para análise 

dos transcritos e tampão de lise nos “pellets” para os ensaios de imunoprecipitação. 

Os tubos foram homogeneizados em vórtex e estocados em um freezer -80ºC até o 

uso.  

O número de sítios EPIYA C da proteína CagA das amostras de H. pylori foi 

confirmado por PCR (Yamaoka et al., 1998) depois de cada experimento. 

 

3.4.1 Estímulo das células mononucleares com amostras isogênicas de 
H. pylori para estudo de vias de sinalização 
 

Para o estudo das vias de sinalização, células mononucleares, obtidas por 

separação pelo gradiente de Ficoll-Paque PLUS (item 3.3), foram diluídas em 25 mL 

de meio RPMI-1640 suplementado com 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de 



 
 

 

estreptomicina (Sigma, São Paulo, Brasil). A suspensão de células foi mantida em 

garrafas de cultivo celular de 75 cm² (Sarstedt, Newton, EUA) em repouso 

“overnight” em câmara úmida a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2. No dia seguinte, 

antes dos estímulos, a suspensão de células foi centrifugada a 300 g por 20 minutos 

a 20ºC, e o sobrenadante descartado. Após a segunda lavagem com RPMI-1640 

sem suplementos, o “pellet” foi diluído em 1 mL de meio RPMI-1640 e a contagem 

do número de células mononucleares foi feita em câmara de Neubauer. 

Cocultivos de amostras de H. pylori com as células mononucleares foram 

feitos na proporção de 20 bactérias para uma célula (MOI de 20) em placas de 

poliestireno com 24 poços. Resumidamente, foi adicionado a 4 poços 1 mL de  meio 

RPMI-1640 contendo 1,0 x 106 células mononucleares. Em seguida foram 

adicionadas amostras viáveis de H. pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação 

EPIYA C a poços diferentes. Foram usadas, como controle negativo, células 

mononucleares mantidas em meio RPMI-1640. As placas foram então incubadas em 

câmara úmida a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 por 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas.  

Depois de cada período de incubação, as células foram transferidas para um tubo de 

1,5 mL e centrifugadas a 300 g por 15 minutos a 4ºC, quando, então, o 

sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 250 L de tampão de lise (25 mM 

Tris [2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol], pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% Nonidet P-

40; 5 mM pirofosfato de sódio; 1 mM ortovanato de sódio; 10 mM fluoreto de sódio; 

10% glicerol; 1 mM PMSF [fluoreto de fenilmetilsulfonilo]; 25 μg/mL leupeptina; 25 

μg/mL aprotinina; 2 μg/mL pepstatina) ao “pellet” formado para dosagem de 

proteínas totais. Os tubos foram homogeneizados em vórtex e estocados em um 

freezer -80ºC até o uso.  



 
 

 

As concentrações de proteínas totais foram determinadas em triplicata pelo 

método de Bradford (Bradford, 1976). Resumidamente, 180 L do reagente de 

Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) foram adicionados a 20 L das amostras. A 

leitura de absorbância foi feita em espectrofotômetro em comprimento de onda de 

595 nm (Victor X4, Perkin Elmer, CA, EUA). A concentração da proteína total foi 

determinada comparando-se o resultado com os de uma curva padrão construídos 

com valores de concentração de soroalbumina bovina (BSA) de 0,2 g/L a 1,6 

g/L. 

  

3.5. Avaliação das vias de sinalização por “Western blot”  
 

Para as reações de “Western blot” foram usados volumes contendo 30 g de 

proteína total, adicionados ao tampão de corrida (NUPAGE® LDS pH 8,4/Invitrogen) 

e submetidos à desnaturação durante 10 minutos a 70ºC. As proteínas foram 

separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (gradiente de 4-12%) 

(NuPAGE® Bis-Tris Gel/Invitrogen) e transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose (Invitrogen), que foi lavada com TBS (Tampão Tris-salina, pH 7,2) por 5 

minutos sob agitação seguida de bloqueio com 25 mL do tampão de bloqueio (TBS, 

Tween-20 a 0,05% e leite em pó a 3% p/v) por 1 hora. Depois do bloqueio, as 

membranas foram lavadas duas vezes, por 5 minutos, com 15 mL do tampão de 

diluição do anticorpo (TBS, Tween-20 a 0,05% e BSA a 4%). Em seguida foram 

mantidas em geladeira “overnight” sob agitação com os respectivos anticorpos 

primários fosforilado e não fosforilado “anti-NF-kB p65”, “anti-p38 MAPK”, “anti-

p44/42 MAPK ERK1/2” e “anti-STAT3” (Cell Signaling, Danvers, MA, EUA) na 

diluição de 1:1000. As membranas foram, então, lavadas quatro vezes por 5 minutos 



 
 

 

com 15 mL do tampão TBS-T (TBS, Tween-20 a 0,05%) e incubadas à temperatura 

ambiente por 1 hora com o anticorpo secundário (“ECL Rabbit IgG, HRP -linked” – 

GE Healthcare/Amersham Biosciences) diluído em tampão de bloqueio na proporção 

de 1:2000. Para detecção das proteínas, as membranas foram lavadas com TBS-T 

uma vez por 15 minutos, seguida de três lavagens com TBS-T por 5 minutos e 

finalmente duas lavagens por 2 minutos com TBS. A revelação foi feita com solução 

reveladora ImmobilonTM Western-Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, 

Billerica, MA, EUA) e a leitura foi feita em um sistema de foto documentação 

(ImageQuant 350, GE Healthcare). 

 

3.6. Avaliação da presença da proteína CagA fosforilada no citoplasma 
das células por imunoprecipitação 

 

Para as reações de imunoprecipitação foram usados volumes contendo 1000 

µg de proteína total. A cada um dos tubos com 1000 µg de proteína total foram 

adicionados 4 µg do anticorpo Anti-CagA (A-10, Santa Cruz Biotechnology), 

homogeinizados e incubados “overnight” sob agitação a 4ºC. No dia seguinte 30 µL 

de sefarose com a proteína G (Life Technologies) lavadas previamente por 4 vezes 

com 1 mL de PBS estéril (5 minutos a 5000 rpm) foram adicionados a cada um dos 

tubos com os imunocomplexos. Depois de homogeinizados, a suspensão de 

sefarose foi incubada, sob agitação, por 4 horas a 4ºC e lavada por centrifugação 2 

vezes com 1 mL de PBS e tampão de lise e uma vez com PBS. Foram 

acrescentados, então, 100 µL de tampão de corrida aos “pellets”, incubados a 95ºC 

por 5 minutos e submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida (NuPAGE® Bis-

Tris Gel/Invitrogen, gradiente de 4-12%). A presença dos sítios EPIYA C da proteína 

CagA fosforilados no citoplasma das células foi avaliada por “imunoblot”, nas 



 
 

 

condições descritas anteriormente, usando o anticorpo secundário p-Tyr (pY-99, 

Santa Cruz Biotechnology). 

 

3.7. Obtenção das células epiteliais gástricas (AGS) e THP-1 
 

Células AGS (ATCC CRL-1739; Rockville, MD, EUA) e THP-1 ,(monócitos de 

leucemia monocítica aguda - ATCC TIB-202; Manassas, VA, EUA) foram cultivadas 

em garrafas de poliestireno contendo 20 mL de meio de cultura RPMI-1640 

suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de 

estreptomicina (Sigma). As garrafas foram incubadas em câmara úmida a 37ºC, em 

atmosfera de 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias, até as 

células ficarem confluentes, quando as células AGS foram lavadas com PBS e 

tratadas com 3 mL de tripsina/EDTA a 0,25% (Invitrogen). Em seguida as células 

AGS e THP-1 foram transferidas para um tubo tipo falcon e lavadas duas vezes com 

PBS. Depois da segunda lavagem em PBS os “pellets” foram diluídos em 1 mL de 

meio RPMI-1640. A contagem do número de células foi feita em câmara de 

Neubauer, e obteve-se uma concentração de 2,0 x 105 células AGS por 5 mL de 

meio RPMI-1640 e 1,0 x 106 células THP-1 por 1 mL de meio RPMI-1640. 

 

3.8. Estímulo das células AGS e THP-1 com amostras isogênicas de H. 
pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C 
 

Cocultivos de amostras de H. pylori e células AGS foram feitos na proporção 

de 100 bactérias para uma célula AGS (MOI de 100), em placas de poliestireno com 

6 poços. Resumidamente, foram adicionados a cada um dos poços 5 mL de  meio 

RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 2,0 x 105 células AGS. As 



 
 

 

placas foram incubadas em câmara úmida a 37ºC, em atmosfera de 5% de CO2, até 

atingirem confluência de 80 a 90%, quando foram lavadas com PBS e reincubadas 

“overnight” em 4 mL de meio RPMI-1640 sem suplementos. No dia seguinte foram 

adicionadas as amostras viáveis de H. pylori com um, dois ou três sítios de 

fosforilação EPIYA C a poços diferentes. Cocultivos de amostras de H. pylori com as 

células THP-1 foram feitos na proporção de 20 bactérias para uma célula (MOI de 

20) em placas de poliestireno com 24 poços. Resumidamente, foi adicionado a 4 

poços 1 mL de  meio RPMI-1640 contendo 1,0 x 106 células THP-1. Em seguida 

foram adicionadas as amostras viáveis de H. pylori com um, dois ou três sítios de 

fosforilação EPIYA C a poços diferentes. Foram usadas como controle negativo 

células AGS e células THP-1 mantidas em meio RPMI-1640 sem suplementos. 

As condições e tempos de incubação foram feitas como descritos nos itens 

3.4 e 3.4.1. 

 

3.8.1. Estímulo das células AGS com amostras isogênicas de H. pylori 
para estudo de vias de sinalização, imunoprecipitação e observação do 
fenótipo “Beija-flor” 
 

Cocultivos de amostras de H. pylori e células AGS foram feitos como descrito 

no item 3.8. Foram usados também como controle negativo células AGS 

estimuladas com amostra cagA-negativa (Tx30A). 

As condições e tempos de incubação, determinação da concentração de 

proteínas totais foram feitas como descrito no item 3.4.1. As reações de “Western 

blot” foram feitas como descrito no item 3.5. e reações de imunoprecipitação como 

descrito no item 3.6. 



 
 

 

Para a observação do fenótipo “Beija-flor” as placas foram incubadas em 

câmara úmida a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas, quando então 

foram foto documentadas. 

 

3.8.2. Estímulo das células mononucleares com amostras isogênicas de 
H. pylori para imunoprecipitação e observação do fenômeno de 
agregação celular 
 

Cocultivos de amostras de H. pylori com três sítios de fosforilação EPIYA C e 

células mononucleares foram feitos como descrito nos itens 3.4. Foram usados 

também como controle negativo células THP-1 estimuladas com amostra cagA-

negativa (Tx30A). 

As condições e tempos de incubação, determinação da concentração de 

proteínas totais foram feitas como descrito no item 3.4.1. As reações de 

imunoprecipitação foram feitas como descrito no item 3.6. 

Para a observação do fenômeno de agregação celular as placas foram 

incubadas em câmara úmida a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 por até 24 horas, 

quando então foram foto documentadas nos tempos de uma, doze e 24 horas. 

 

3.9. Estímulo das células mononucleares e AGS com amostras 
isogênicas de H. pylori na presença de inibidores específicos 
 

Foram adicionadas a cada um dos poços 1,0 x 106 células mononucleares ou 

AGS, diluídas em meio de cultura RPMI-1640 e em seguida foram adicionados os 

inibidores específicos das vias de sinalização p38 MAPK, 10 M de SB203580 

(Invitrogen); MAPK/ERK1/2, 50 M de PD98059 (Invitrogen); NF-kB, 10 M de 

Bay11-7082,  (Biomol-Plymouth Meeting, PA, EUA); STAT3, 50 M de 5,15-DPP; 



 
 

 

Src, 10 M de PP2; SHP1/2, 50 M de NSC-87877 (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA) 

todos diluídos em DMSO, exceto o inibidor NSC-87877 que foi diluído em água. 

Cada uma das placas, então, foi incubada em câmara úmida a 37ºC em atmosfera 

de 5% de CO2 por uma hora (exceto no caso do STAT3, cuja placa ficou incubada 

por 24 horas) antes de receber os estímulos. 

Depois da incubação com os inibidores, foram adicionadas amostras viáveis 

de H. pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C ao respectivo poço. 

Foram usadas, como controles, células mononucleares ou AGS mantidas em meio 

RPMI-1640 e mantidas em meio RPMI-1640 com DMSO. As placas foram então 

incubadas novamente em câmara úmida a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 por 4 

e 6 horas para “Western blot”, por 6 horas para quantificação dos transcritos de 

mRNA  e por 48 horas para dosagem de citocinas. O conteúdo de cada um dos 

poços foi transferido para tubos de 2,0 mL e centrifugados a 300 g por 20 minutos a 

4ºC. Os sobrenadantes de 48 horas foram recolhidos em alíquotas e mantidos em 

freezer -80ºC para dosagem de citocinas, aos “pellets” de 4 e 6 horas foram 

adicionados 200 µL de tampão de lise para “Western blot” e aos “pellets” de 6 horas 

foi adicionado solução estabilizadora e protetora de RNA para quantificação dos 

transcritos de mRNA. Os tubos foram homogeneizados em vórtex e estocados em 

freezer a -80ºC até o uso. 

 

3.10. Determinação da concentração de citocinas nos cocultivos de H. 
pylori nas células mononucleares e AGS 
 

  As concentrações das citocinas representativas da resposta Th17 (IL-1β, IL-

6, IL-17A, IL-23 e TGF-β), bem como de IL-8 e IL-11 foram determinadas em 

triplicata nos sobrenadantes dos cocultivos dos itens 3.4, 3.7 e 3.8 por método 



 
 

 

imunoenzimático (BioSource, Camarillo, CA, EUA) que usa anticorpos específicos 

para as referidas citocinas humanas. As reações foram feitas de acordo com as 

recomendações do fabricante e as concentrações das citocinas foram expressas em 

pg/mL. Todos os valores abaixo dos limites esperados (ponto de corte) foram 

considerados como zero.  

 

3.11. Quantificação relativa dos transcritos de mRNA por PCR em tempo 
real 

 

Para a quantificação relativa dos transcritos de mRNA das citocinas em 

estudo, foram usados os “pellets” dos cocultivos de H. pylori com um e três sítios 

EPIYA C com células mononucleares do sangue periférico incubadas por 6 horas 

(itens 3.4) mantidos em solução estabilizadora e protetora de RNA em um freezer a -

80ºC.  

 O RNA total das células foi extraído com o RNeasy MiniKit – Qiagen (Qiagen 

GmbH, Hilden, Alemanha) de acordo com as especificações do fabricante. O DNA 

complementar (cDNA) foi sintetizado a partir do RNA total usando o Kit High-

Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), de acordo com as 

recomendações do fabricante. O cDNA foi produzido usando 5 a 20 ng de RNA total 

com as seguinte condições de termociclagem: 25ºC – 10 minutos para anelamento 

dos iniciadores; 37ºC – 120 minutos para extensão pela enzima transcriptase 

reversa; 85ºC – 4 minutos para inativação da enzima. 

Para amplificação dos transcritos de mRNA das citocinas foram utilizados os 

ensaios específicos (Tabela 2) e reagentes TaqMan® Master Mix (Applied 

Biosystems) conforme recomendações do fabricante. As condições de reação da 



 
 

 

PCR foram: 95ºC por 10 minutos; seguido de 50 ciclos de 15 segundos a 95ºC e 90 

segundos a 60ºC.  

A quantificação relativa dos transcritos de mRNA das citocinas foi feita por 

PCR em tempo real usando o equipamento Real Time PCR 7500 System (Applied 

Biosystem) por meio da comparação entre o número de cópias dos transcritos alvo e 

o número de cópias dos transcritos de GAPDH (gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase) cujo gene possui expressão constitutiva, sendo, deste modo, usado 

como controle endógeno da reação. Células mononucleares não estimuladas por 

amostras de H. pylori foram usadas como controle. 

 

Tabela 2 – Ensaios para a amplificação dos transcritos de mRNA das citocinas 

Citocinas Ensaios* 

IL-1β hs01555410_m1 

IL-6 hs00985639_m1 

IL-8 hs00174103_m1 

IL-11 hs00174148_m1 

IL-17A hs99999082_m1 

IL-23 hs00372324_m1 

TGF-β hs00998133_m1 

*Números de controle da Applied Biosystem.   

                                                          

 Os valores de expressão relativa dos transcritos de mRNA das citocinas 

foram calculados pelo método 2-Ct (RQ – Relative Quantification) calculado 

automaticamente pelo programa 7500 v2.0.5 do equipamento Real Time PCR 7500 

System (Applied Biosystem). 



 
 

 

3.12. Análise Estatística 
  

Os dados foram analisados com o programa estatístico SPSS “Statistical 

Package for the Social Sciences”, versão 17.0 (SPSS IN., Chicago, IL, EUA). 

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi empregado para avaliar a normalidade 

dos dados. Os valores obtidos que não apresentaram distribuição normal foram 

transformados em logaritmos. Os dados que estavam na curva de normalidade 

foram apresentados como média ± desvio padrão; caso contrário, como mediana 

com valor mínimo e máximo.  

A comparação dos níveis de citocinas, de acordo com os sítios EPIYA C, foi 

feito pelo teste “t” de Student e ANOVA quando os dados estavam na normalidade 

ou pelo teste bicaudal de Mann-whitney, quando não apresentaram distribuição 

normal. 

Diferenças entre os períodos de incubação foram também avaliados pelo 

teste bicaudal de Mann-whitney. 

Correlações entre os níveis das diferentes citocinas foram avaliadas pela 

Correlação de Pearson.  

As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p ≤ 

0,05. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

4. Resultados 

 

4.1. Obtenção das amostras isogênicas de H. pylori 
  

 

Foram usadas nesse estudo as cepas LPB-14, LPB-2 e LPB-6 com um, 

dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C, respectivamente (Figura 4).  

 

                    

 

Figura 4 - Gel de agarose dos produtos amplificados da região variável 3’ do gene cagA 

das amostras isogênicas de H. pylori: canaleta 1, colônia LPB-14 com perfil de EPIYA 

ABC (banda de 640 pb); canaleta 2, colônia LPB-2 com perfil de EPIYA ABCC (banda 

de 760 pb); canaleta 3, colônia LPB-6 com perfil de EPIYA ABCCC (banda de 850 pb); 

canaleta 4, amostra LPB original com perfil de EPIYA ABC + ABCC + ABCCC (bandas 

de 640, 760 e 850 pb) de onde foram obtidas as colônias isoladas; canaleta 5 controle 

negativo interno da reação (água destilada); canaleta P, padrão de tamanho molecular 

(100 pb, Promega, Madison WI, USA). Os perfis ABC, ABCC e ABCCC das colônias 

isoladas foram todos confirmados por sequenciamento. 



 
 

 

4.2. Identificação das amostras isogênicas por sequenciamento de 
genes da governança e por RAPD-PCR. 
 

A isogenia foi confirmada por sequenciamento de cinco genes da governança 

demonstrando 100% de identidade como mostram as Figuras 5A - 5E. 

 

 

 

 

Figura 5A - Alinhamento das sequências de ácidos nucléicos da região efp das 

amostras isogênicas de H. pylori. 



 
 

 

 

 

 

Figura 5B - Alinhamento das sequências de ácidos nucléicos da região yphC das 

amostras isogênicas de H. pylori. 



 
 

 

 

 

 

 

Figura 5C - Alinhamento das sequências de ácidos nucléicos da região atpA das 

amostras isogênicas de H. pylori. 



 
 

 

 

 

 

 

Figura 5D - Alinhamento das sequências de ácidos nucléicos da região ureI das 

amostras isogênicas de H. pylori. 



 
 

 

 

 

 

 

Figura 5E - Alinhamento das sequências de ácidos nucléicos da região mutY das 

amostras isogênicas de H. pylori. 



 
 

 

Como mostra a Figura 6, as cepas LPB-14, LPB-2 e LPB-6 com os perfis de 

EPIYA ABC, ABCC e ABCCC, respectivamente, apresentaram o mesmo padrão de 

RAPD usando os iniciadores 1281 e 1254. 

 

                

 

 

Figura 6 - Gel de agarose dos produtos amplificados por RAPD-PCR: canaletas 1,  

cepa LPB-14 com perfil de EPIYA ABC; canaletas 2, cepa LPB-2 com perfil de 

EPIYA ABCC; canaletas 3, cepa LPB-6 com perfil de EPIYA ABCCC; canaleta 4, 

controle negativo interno da reação (água destilada) e canaleta P, padrão de 

tamanho molecular (100 pb).  

 

 



 
 

 

 As sequências do gene vacA nas regiões i e d, demonstraram que as três 

cepas com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C são vacA i1/d1, 

considerado o genótipo de vacA mais virulento (Figura 7). 

      

 

 

Figura 7 - Alinhamento parcial de aminoácidos das regiões i e d da citotoxina 

vacuolizante VacA das colônias de H. pylori LPB-14, LPB-2 e LPB-6 com um, dois 

ou três sítios de fosforilação EPIYA C, respectivamente. A amostra de referência 

Tx30A apresenta o genótipo i2/d2 enquanto as demais são i1/d1. 

 

 



 
 

 

4.3. Efeito do número de sítios de fosforilação EPIYA C nas vias de 
sinalização 
 

4.3.1. Ativação das vias de sinalização nas células mononucleares do 

sangue periférico em resposta ao estímulo com amostras isogênicas de 

H. pylori com um, dois ou três sítios EPIYA C 

 

Inicialmente foi demonstrado dois fenótipos já descritos na literatura induzidos 

pelos sítios de fosforilação EPIYA C: o fenótipo “Beija-flor” nas células AGS  com 

aumento progressivo de acordo com o número de sítios EPIYA C e a agregação 

celular observada nas células mononucleares que ocorreu independentemente do 

número de sítios EPIYA C mas dependente do SST4 (Figura 8).  Nas células AGS e 

mononucleares não estimuladas e nas células estimuladas com a amostra cagA-

negativa (Tx30A) os dois fenômenos não foram observados (figura 8). 

 

 

 Figura 8: Células AGS e nononucleares estimuladas com amostras de H. pylori 

por 24 horas para avaliar os fenótipos (A) “Beija-flor” e (B) agregação celular. 



 
 

 

Em seguida, demonstrou-se que a proteína CagA das cepas de H. pylori com 

diferentes números de sítios EPIYA C foi introduzida no interior das células 

mononucleares do sangue periférico e fosforilada, bem como nas células THP1 e 

AGS como mostra a Figura 9. Nas células mononucleares e THP-1 houve quebra da 

proteína CagA em dois fragmentos; um de 100 kDa referente à porção amino-

terminal e outro correspondente à região carboxi-termial com peso molecular 

variando entre 35 a 40 kDa, de acordo com o número de sítios EPIYA C (Figura 

suplementar 1). Nas células AGS, como o CagA não foi processado, o peso 

molecular da proteína variou de 120 a 140 kDa de acordo com o número de sítios de 

fosforilação EPIYA C (Figura 9). 

 

             
 

Figura 9: “Imunoblot” demonstrando a presença da proteína CagA de H. pylori  com 

os sítios de tirosina fosforilados nas células mononucleares, células THP1 e células 

AGS depois de cocultivo por 6 horas com amostras isogênicas de H. pylori com 

diferentes números de sítios EPIYA C. Extrato total dos lisados celulares foram 

imunoprecipitados com o anticorpo Anti-CagA (A-10) e avaliados por “Imunoblot” 

com o anticorpo anti-pTyr (PY-99). Foram usados como Controle o imunoprecipitado 

dos lisados totais de células mononucleares, THP-1 e AGS sem estímulo. GAPDH 

foi usado como controle da reação que assegura o carregamento aproximadamente 

igual das amostras. 



 
 

 

A ativação semi-quantitativa das vias dependentes de MAPKs (ERK1/2 e 

p38), STAT3 e NF-kB na forma fosforilada e não fosforilada nas células 

mononucleares sob os diversos estímulos foi determinada por “Western blot”. Foram 

testados os tempos de incubação de 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas (Figura 10). A ativação 

de NF-kB com diferenças quanto ao número de sítios EPIYA C ocorreu somente na 

primeira hora (Figura 10D).  

 

 

 

Figura 10: Análise quantitativa da ativação das vias de sinalização ERK1/2 (A), p38 

(B), STAT3 (C) e NF-kB (D) nos lisados de células mononucleares do sangue 

periférico depois de 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas de estímulo com amostras de H. pylori 

com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C. Os gráficos foram construídos 

com base na intensidade das bandas observadas nos “blots”, quantificadas por 

densitometria (Molecular Imaging Software v.4.0.5, KODAK). Os resultados foram 

padronizados comparando os valores obtidos com os do controle sem estímulo. 

Média de três experimentos distintos. 



 
 

 

Cepas de H. pylori ativaram as vias ERK1/2 e p38 proporcionalmente ao 

número de sítios EPIYA C. A ativação das MAPKs permaneceu até o último período 

avaliado de 24 horas, especialmente com as cepas com dois e três sítios EPIYA C 

(Figuras 10A e B).  Um comportamento inverso foi visto quanto à ativação de 

STAT3, que foi maior no cocultivo com a amostra de H. pylori com um único sítio de 

fosforilação EPIYA C (Figura 10C). A via também permaneceu ativada até 24 horas. 

Para representar a análise quantitativa determinada por “Western blot” da 

figura 10 foram escolhidos os “blots” com os tempos de incubação de 4 e 6 horas. A 

figura 11 mostra os “blots” das vias das MAPKs (ERK1/2 e p38), STAT3 e NF-kB na 

forma fosforilada e não fosforilada dos lisados das células mononucleares 

estimuladas com as amostras de H. pylori.  

 

          
    

Figura 11: “Blots” representativos da ativação das vias ERK1/2, p38, STAT3 e NF-

kB na forma fosforilada e não fosforilada nos tempos de 4 e 6 horas dos lisados de 

células mononucleares sem estímulo (controle) e estimuladas com amostras 

isogênicas de H. pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C.  



 
 

 

4.3.2. Ativação das vias de sinalização nas células AGS em resposta ao 

estímulo com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou três 

sítios EPIYA C 

 

A expressão quantitativa das vias MAPKs (ERK1/2 e p38), STAT3 e NF-kB na 

forma fosforilada e não fosforilada depois de as células AGS terem sido estimuladas 

foi determinada por “Western blot”. Foram testados os tempos de incubação de 1, 2, 

4, 6, 12 e 24 horas (Figura 12).  

As amostras de H. pylori ativaram as vias MAPK/ERK1/2 proporcionalmente 

ao número de sítios EPIYA C (Figura 12A). Por outro lado, o padrão de ativação de 

STAT3 foi visto ser inverso, tendo a amostra de H. pylori com um único sítio de 

fosforilação EPIYA C ativado a via mais intensamente, com um pico de ativação na 

segunda hora (Figura 12C). Embora as amostras isogênicas tenham estimulado NF-

kB, não houve diferença significativa quanto ao número de sítios EPIYA C nos 

tempos de 2 a 24 horas (Figura 12D). 

A ativação da via dependente de p38 pelas amostras isogênicas de H. pylori 

só foi significativamente diferente entre as amostras a partir do tempo de incubação 

de 4 horas com um pico em 6 horas (Figura 12B). Houve também um pico de 

ativação da via ERK1/2 com 6 horas. A ativação das duas vias MAPK’s (ERK1/2 e 

p38) permaneceu até 24 horas. 

 



 
 

 

 

 

Figura 12: Análise quantitativa da ativação das vias de sinalização ERK1/2 (A), p38 

(B), STAT3 (C) e NF-kB (D) nos lisados de células AGS depois de 1, 2, 4, 6, 12 e 24 

horas de estímulo com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou três sítios 

de fosforilação EPIYA C. Os gráficos foram construídos com base na intensidade 

das bandas observadas nos “blots”, quantificadas por densitometria (Molecular 

Imaging Software v.4.0.5, KODAK). Os resultados foram padronizados comparando 

os valores obtidos com os do controle sem estímulo. Média de três experimentos 

distintos. 

  

 

 

 

 



 
 

 

Para representar a análise quantitativa determinada por “Western blot” da 

figura 12 foram escolhidos os “blots” com os tempos de incubação de 4 e 6 horas. A 

figura 13 mostra os “blots” das vias das MAPKs (ERK1/2 e p38), STAT3 e NF-kB na 

forma fosforilada e não fosforilada dos lisados das células AGS estimuladas com 

amostras isogênicas de H. pylori.  

 

                                        

 

Figura 13: Blots representativos da ativação das vias ERK1/2, p38, STAT3 e NF-kB 

na forma fosforilada e não fosforilada nos tempos de 4 e 6 horas dos lisados de 

células AGS sem estímulo (controle) e estimuladas com amostras isogênicas de H. 

pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C.  

 
 
 
 



 
 

 

Como a ativação das vias MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3 foi inversamente 

proporcional indicando controle mútuo foram feitos dois experimentos extras; um na 

presença do inibidor PP2 que impede a fosforilação da proteína CagA pela tirosina 

cinase Src, inibindo a ativação da via ERK1/2. Como pode ser observado na figura 

14 foi visto aumento de fosforilação de STAT3. O mesmo resultado foi observado 

quando o inibidor PD98059 da via ERK (Figura 14) foi usado. Vale ressaltar que 

depois do uso dos inibidores PP2 e ou PD-98059 a maior ativação de STAT3 

fosforilado ocorreu no cocultivo com a amostra de H. pylori com um sítio de 

fosforilação EPIYA C, em consonância com os resultados anteriores. 

 

 

Figura 14: “Western blot” de lisado celular dos cocultivos de células AGS com 

amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C 

depois de 6 horas de incubação na presença/ausência de inibidores. As células AGS 

foram pré-tratadas com os inibidores PP2 (10 µM) e ou PD98059 (50 µM) por uma 

hora antes de receber o estímulo. Os níveis de fosforilação de ERK1/2 e de STAT3 

foram analisados por imunoblot. Células AGS sem estímulo foram usadas como 

controle. 



 
 

 

4.4. Produção de citocinas por células mononucleares de indivíduos H. 
pylori-negativos estimuladas com amostras isogênicas de H. pylori com 
diferentes números de sítios de fosforilação EPIYA C 
 
 
 Inicialmente foi feito um estudo piloto com tempo de incubação de 24 e 

48 horas estimulando as células com amostras de H. pylori com um e três 

sítios de fosforilação EPIYA C em três experimentos distintos (Figura 15). 

Diferenças relativas ao número de sítios EPIYA C foram significativas 

somente depois de 48 horas, motivo pelo qual esse tempo de incubação foi 

adotado para os demais experimentos. 
 

 

 

 

Figura 15: Concentração das citocinas no sobrenadante dos cocultivos de células 

mononucleares de cinco indivíduos H. pylori-negativos estimuladas com amostras 

isogênicas de H. pylori com um e três sítios EPIYA C nos tempos de 24 e 48 horas 

para determinação do tempo de incubação (análise feita pelo ANOVA). 



 
 

 

Embora tenha sido observada variação na concentração das citocinas 

produzidas pelas células mononucleares dos cinco doadores H. pylori-negativos, a 

concentração de IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF-β foi progressivamente maior de 

acordo com o número de sítios de fosforilação EPIYA C da proteína CagA nos 

cocultivos de 48 horas de cada um dos doadores em três experimentos distintos, o 

que, entretanto,  não foi observado no caso da IL-1β e IL-8 (Figura 16). 

Amostras de H. pylori cagA-positivas com mais de um sítio de fosforilação 

EPIYA C induziram maior produção de todas as citocinas que a amostra padrão 

cagA-negativa (Tx30A), exceto IL-1β (Figuras 16 e 17). Ressalta-se, ainda, que não 

foram observadas diferenças na produção de IL-1β, IL-11 e TGF-β entre a amostra 

com um sítio EPIYA C e a amostra cagA-negativa (Figura 17). Não houve produção 

de IL-17 nos cocultivos com amostras cagA-negativa e amostra carreadora de um 

sítio EPIYA C (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

    

 

Figura 16: Concentração das citocinas no sobrenadante dos cocultivos de células 

mononucleares dos cinco doadores H. pylori-negativos e amostras isogênicas de H. 

pylori com um, dois ou três sítios EPIYA C da proteína CagA, amostra padrão cagA-

negativa (Tx30A) e sem estímulo. Cada doador está representado por uma cor 

diferente. Resultado de três experimentos distintos com 48 horas de incubação. 



 
 

 

       
 

Figura 17: “Box plots” representando as concentrações de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-11, IL-

23 e TGF-β (pg/mL) 48 horas depois dos estímulos das células mononucleares com 

amostra cagA-negativa (Tx30A) e cagA-positiva com um sítio de fosforilação EPIYA 

C e controle sem estímulo. Os limites superiores e inferiores do “box plot” 

representam, respectivamente, os percentis 75 e 25. As linhas horizontais dentro do 

“box plot” representam a mediana. As extremidades superiores e inferiores das 

linhas verticais representam os valores máximos e mínimos, respectivamente 

(Análise feita pelo teste de Mann-whitney). Resultados de três experimentos diferentes. 



 
 

 

4.4.1. Concentração média de citocinas nos sobrenadantes dos cocultivos de 
células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou 
três sítios EPIYA C  

 

Quando os resultados foram analisados em conjunto, foi observado aumento 

significativo na média das concentrações de IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF-β de 

acordo com o aumento do número de sítios de fosforilação EPIYA C. Por outro lado, 

não houve associação entre as concentrações de IL-1β e de IL-8 com o número de 

sítios de fosforilação EPIYA C, como mostra a Tabela 3 e a Figura 18. Vale ressaltar, 

que não houve produção de IL-17A quando as células foram estimuladas com 

amostras com um único sítio de fosforilação EPIYA C. 

Tabela 3 – Concentração média (pg/mL) das citocinas nos sobrenadantes dos 

cocultivos de células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, 

dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C  

Citocinas 

Concentração Média  ±  Desvio padrão 
 
 

p* 
1 EPIYA C 2 EPIYA C 3 EPIYA C 

 

IL-1β 1577,5 ± 647,4 1614,0 ± 711,4 1558,0 ± 582,1 0,98 

 

IL-6 1518,8 ± 610,7 2977,8  ± 900,9 3745,8  ± 1198, 7 < 0,001 

 

IL-8 6962,7 ± 916,5 6954,2 ± 945,6 6911,6 ± 928,9 0,99 

 

IL-11 3617,3 ± 698,3 5280,5 ± 1025,9 6975,4 ± 1442,0 < 0,001 

 

IL-17A 0,0 ± 0,0 1433,6 ± 822,9 1903,6 ± 824,4 < 0,001 

 

IL-23 690,0 ± 99,6 990,0 ± 237,3 1115,7 ± 286,2 0,001 

 

TGF-β 19354,0 ± 9381,9 24804,0 ± 10714,3 31566,0 ± 11389,2 0,04 

     

  * Análise feita pelo ANOVA 

 



 
 

 

 

Figura 18: “Box plots” representando as concentrações de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-11, IL-

17A, IL-23 e TGF-β (pg/mL) 48 horas depois dos estímulos das células 

mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou três sítios de 

fosforilação EPIYA C e controle sem estímulo. Os limites superiores e inferiores do 

“box plot” representam, respectivamente, os percentis 75 e 25. As linhas horizontais 

dentro do “box plot” representam a mediana. As extremidades superiores e inferiores 

das linhas verticais representam os valores máximos e mínimos, respectivamente 

Resultados de três experimentos diferentes. 



 
 

 

4.5. Concentração média de citocinas nos sobrenadantes dos cocultivos 
de células AGS com a amostra cagA-negativa (Tx30A) e a amostra cagA-
positiva com um sitio EPIYA C bem como com amostras isogênicas de 
H. pylori com um, dois ou três sítios EPIYA C 
 

As células AGS estimuladas com as amostras isogênicas de H. pylori 

secretaram IL-1β, IL-8, IL-11 e TGF-β. Por outro lado, não houve produção de IL-6, 

IL-17A e IL-23 (Figuras 19 e 20). 

   

Figura 19: “Box plots” representando as concentrações (pg/mL) de IL-1β, IL-8, IL-11 

e TGF-β 48 horas depois do estímulo das células AGS amostra cagA-negativa 

(Tx30A) e cagA-positiva com um sítio de fosforilação EPIYA C e controle sem 

estímulo. Os limites superiores e inferiores do “box plot” representam, 

respectivamente, os percentis 75 e 25. As linhas horizontais dentro do “box plot” 

representam a mediana. As extremidades superiores e inferiores das linhas verticais 

representam os valores máximos e mínimos, respectivamente (Análise feita pelo 

teste de Mann-whitney). Resultado de três experimentos distintos. 



 
 

 

Quando se avaliou a concentração das citocinas comparando os cocultivos de 

células AGS com a amostra cagA-negativa (Tx30A) com a amostra cagA-positiva 

com um sítio de fosforilação EPIYA C houve maior produção de IL-8 (p < 0,001) nos 

cocultivos com a amostra CagA positiva, mas sem diferença na produção de IL-1β, 

IL-11 e TGF-β (Figura 19). 

Foi observado aumento progressivo da concentração de IL-11 de acordo com 

o número de sítios de fosforilação EPIYA C da proteína CagA nos cocultivos de 48 

horas de cada um dos três experimentos conduzidos em dias diferentes. Entretanto, 

não foi observada diferença nas concentrações médias de IL-1β, IL-8 e TGF-β em 

razão do número de sítios EPIYA C como mostrado na Tabela 4 e Figura 20.  

 

 

Tabela 4 – Concentração média (pg/mL) das citocinas nos sobrenadantes dos 

cocultivos de células AGS com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou 

três sítios de fosforilação EPIYA C  

Citocinas 

Concentração Média  ±  Desvio padrão 
 
 

p* 

1 EPIYA C 2 EPIYA C 3 EPIYA C 

 
IL-1β 1313,0 ± 207,8 1252,0 ± 209,3 1291,0 ± 224,9 0,96 
 
IL-8 7208,0 ± 1607,9 7175,0 ± 1575,4 7197,0 ± 1574,0 0,99 
 
IL-11 208,5 ± 47,4 297,0 ± 5,6 378,0 ± 1,41 < 0,001 
 
TGF-β 8288,0 ± 554,4 8237,5 ± 569,2 7971,0 ± 1045,1 0,90 
     

  * Análise feita pelo ANOVA                             

 
 
 



 
 

 

 

     

 

Figura 20: “Box plots” representando as concentrações (pg/mL) de IL-1β, IL-8, IL-11 

e TGF-β 48 horas depois do estímulo das células AGS com amostras isogênicas de 

H. pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C e controle sem 

estímulo. Os limites superiores e inferiores do “box plot” representam, 

respectivamente, os percentis 75 e 25. As linhas horizontais dentro do “box plot” 

representam a mediana. As extremidades superiores e inferiores das linhas verticais 

representam os valores máximos e mínimos, respectivamente. Resultado de três 

experimentos distintos. 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

4.6. Concentração de citocinas no sobrenadante dos cocultivos de H. 
pylori e células mononucleares na presença/ausência de inibidores 
específicos das vias de sinalização 

 

 

A produção de IL-1β foi 100% inibida na presença do inibidor Bay11-7082 

(NF-kB) nos cocultivos de células mononucleares com as três cepas de H. pylori. 

Nesse sistema a transcrição de IL-1β é totalmente dependente de NF-kB. Por outro 

lado, na presença do inibidor PD98059 (ERK), foi observado aumento da produção 

de IL-1β, especialmente com o estímulo pela amostra com um sitio de fosforilação 

EPIYA C (Figura 21). 

 

 

 

Figura 21: Concentração média de IL-1β (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos 

de células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou 

três sítios de fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. Não 

houve produção de IL-1β nos controles (células mononucleares sem estímulo e 

células mononucleares sem estímulo, com DMSO).  

 

 



 
 

 

A produção de IL-6 foi totalmente inibida na presença dos inibidores 5,15-DPP 

(STAT3) e PD98059 (ERK) nos cocultivos de células mononucleares com amostras 

isogênicas de H. pylori. A produção de IL-6 também foi inibida em 90% e 85% com o 

inibidores Bay11-7082 (NF-kB) e SB203580 (p38), respectivamente (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Concentração média de IL-6 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos 

de células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou 

três sítios de fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. Não 

houve produção de IL-6 nos controles (células mononucleares sem estímulo e 

células mononucleares sem estímulo, com DMSO).  

 

 

 



 
 

 

A produção de IL-8 foi 100% inibida na presença do inibidor Bay11-7082 (NF-

kB) nos cocultivos de células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori 

(Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Concentração média de IL-8 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos 

de células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou 

três sítios de fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. Não 

houve produção de IL-8 nos controles (células mononucleares sem estímulo e 

células mononucleares sem estímulo, com DMSO).  

 

 

 

 



 
 

 

A produção de IL-11 foi totalmente inibida na presença dos inibidores 5,15-

DPP (STAT3) e PD98059 (ERK) e parcialmente inibida (50%) com os inibidores 

Bay11-7082 (NF-kB) e SB203580 (p38) nos cocultivos de células mononucleares 

com amostras isogênicas de H. pylori (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Concentração média de IL-11 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos 

de células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou 

três sítios de fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. Não 

houve produção de IL-11 nos controles (células mononucleares sem estímulo e 

células mononucleares sem estímulo, com DMSO).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Não foi observada produção de IL-17A nos cocultivos de células 

mononucleares com a cepa de H. pylori com apenas um sítio de fosforilação EPIYA 

C. A produção de IL-17A não foi alterada na presença de Bay11-7082 (NF-kB) e foi 

totalmente inibida na presença dos inibidores 5,15-DPP (STAT3), PD98059 (ERK) e 

SB203580 (p38) nos cocultivos de células mononucleares com amostras isogênicas 

de H. pylori (Figura 25).  

 

 

 

 

 

Figura 25: Concentração média de IL-17A (pg/mL) nos sobrenadantes  dos 

cocultivos de células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, 

dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. 

Não houve produção de IL-17A nos controles (células mononucleares sem estímulo 

e células mononucleares sem estímulo, com DMSO) bem como nos estímulos com a 

amostra com um sítio EPIYA C. 

 

 

 



 
 

 

A produção de IL-23 foi totalmente inibida na presença dos inibidores Bay11-

7082 (NF-kB) e PD98059 (ERK) nos cocultivos de células mononucleares com 

amostras isogênicas de H. pylori. A produção de IL-23 também foi inibida em 84% e 

79% com os inibidores SB203580 (p38) e 5,15-DPP (STAT3), respectivamente 

(Figura 26). 

 

 

 

 

 

Figura 26: Concentração média de IL-23 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos 

de células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou 

três sítios de fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. Não 

houve produção de IL-23 nos controles (células mononucleares sem estímulo e 

células mononucleares sem estímulo, com DMSO). 

 

 

 



 
 

 

A produção de TGF-β foi inibida em 90% na presença do inibidor Bay11-7082 

(NF-kB) nos cocultivos de células mononucleares com amostras isogênicas de H. 

pylori. Houve 59% de inibição na presença dos inibidores PD98059 (ERK) (Figura 

27). 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Concentração média de TGF-β (pg/mL) nos sobrenadantes dos 

cocultivos de células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um, 

dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. 

Não houve produção de TGF-β nos controles (células mononucleares sem estímulo 

e células mononucleares sem estímulo, com DMSO). 

 

 

 

 



 
 

 

4.7. Concentração de citocinas no sobrenadante dos cocultivos de H. 
pylori e células AGS na presença/ausência de inibidores específicos das 
vias de sinalização 

 

 

A produção de IL-1β foi totalmente inibida na presença do inibidor Bay11-

7082 (NF-kB) nos cocultivos de células AGS com amostras isogênicas de H. pylori 

(Figura 28). 

 

 

 

 

 

Figura 28: Concentração média de IL-1-β (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos 

de células AGS com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou três sítios de 

fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. Não houve diferença 

na produção de IL-1β (187 pg/mL) nos controles (células AGS sem estímulo e 

células AGS sem estímulo, com DMSO). 

 

 

 



 
 

 

A produção de IL-8 foi totalmente inibida na presença do inibidor Bay11-7082 

(NF-kB). Também, foi inibida em 25% e 34% com os inibidores SB203580 (p38) e 

PD98059 (ERK), respectivamente, nos cocultivos de células AGS com amostras 

isogênicas de H. pylori (Figura 29). 

 

 

 

 

Figura 29: Concentração média de IL-8 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos 

de células AGS com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou três sítios de 

fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. Não houve diferença 

na produção de IL-8 (167 pg/mL) nos controles (células AGS sem estímulo e células 

AGS sem estímulo, com DMSO). 

 

 

 

 

 



 
 

 

A produção de IL-11 foi totalmente inibida na presença do inibidor 5,15-DPP 

(STAT3) nos cocultivos de células AGS com amostras isogênicas de H. pylori. A 

produção de IL-11 também foi inibida em 73%, 73% e 10% com o inibidores 

SB203580 (p38), PD98059 (ERK) e Bay11-7082 (NF-kB), respectivamente (Figura 

30). 

 

 

 

 

 

Figura 30: Concentração média de IL-11 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos 

de células AGS com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou três sítios de 

fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. Não houve diferença 

na produção de IL-11 (47 pg/mL) nos controles (células AGS sem estímulo e células 

AGS sem estímulo, com DMSO). 

 

 

 

 



 
 

 

A produção de TGF-β foi inibida em 70% na presença dos inibidores 

SB203580 (p38) e PD98059 (ERK) e em 46% na presença do inibidor Bay11-7082 

(NF-kB) nos cocultivos de células AGS com amostras isogênicas de H. pylori (Figura 

31). 

 

 

 

 

 

Figura 31: Concentração média de TGF-β (pg/mL) nos sobrenadantes dos 

cocultivos de células AGS com amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou 

três sítios de fosforilação EPIYA C sem e com inibição das vias em estudo. Não 

houve diferença na produção de TGF-β (2650 pg/mL) nos controles (células AGS 

sem estímulo e células AGS sem estímulo, com DMSO). 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

4.8. Quantificação da expressão relativa dos transcritos de mRNA das 
referidas citocinas nas células mononucleares na presença/ausência de 
inibidores específicos 

 

A quantificação da expressão relativa de mRNA de IL-1β foi 83% inibida na 

presença do inibidor Bay11-7082 (NF-kB), no lisado dos cocultivos de células 

mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori. Na presença dos inibidores 

PP2 (Src), que impede a fosforilação dos sítios EPIYA C, e de NSC-87877 (SHP-2) 

foi observado o dobro de transcritos de IL-1β. Aumento discreto de transcritos de IL-

1β com a amostra com um sítio EPIYA C na presença do inibidor PD98059 (ERK) 

também foi observado (Figura 32). 

 

 

 

Figura 32: Expressão relativa de mRNA de IL-1β no lisado dos cocultivos de células 

mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um e com três sítios de 

fosforilação EPIYA C sem e com a presença de inibidores específicos. Os dados 

foram normalizados pela expressão do gene GAPDH. Média de três experimentos 

em triplicata. 

 

 



 
 

 

A quantificação da expressão relativa de mRNA de IL-6 foi praticamente 

100% inibida na presença dos inibidores Bay11-7082 (NF-kB) e PD98059 (ERK)  no 

lisado dos cocultivos de células mononucleares com amostras isogênicas de H. 

pylori. A expressão relativa de mRNA de IL-6 também foi 90% inibida na presença 

do inibidor 5,5-DPP (STAT3). Além disso, na presença dos inibidores PP2 (Src) e 

NSC-87877 (SHP-2) foi observada a diminuição em 70% da expressão de mRNA de 

IL-6 (Figura 33). 

 

 

 
 

 

Figura 33: Expressão relativa de mRNA de IL-6 no lisado dos cocultivos de células 

mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um e com três sítios de 

fosforilação EPIYA C sem e com a presença de inibidores específicos. Os dados 

foram normalizados pela expressão do gene GAPDH. Média de três experimentos 

em triplicata. 

 

 

 

 



 
 

 

A quantificação da expressão relativa de mRNA de IL-8 foi quase 100% 

inibida na presença do inibidor Bay11-7082 (NF-kB) no lisado dos cocultivos de 

células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori. Na presença do 

inibidor PP2 (Src) e NSC-87877 (SHP-2) foi observado o dobro de transcritos de IL-

8. Aumento discreto de transcritos de IL-8 na presença do inibidor PD98059 (ERK) 

também foi observado (Figura 34). 

 

          

 

 

Figura 34: Expressão relativa de mRNA de IL-8 no lisado dos cocultivos de células 

mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um e com três sítios de 

fosforilação EPIYA C sem e com a presença de inibidores específicos. Os dados 

foram normalizados pela expressão do gene GAPDH. Média de três experimentos 

em triplicata. 

 

 

 

 

 



 
 

 

A quantificação da expressão relativa de mRNA de IL-11 foi  inibida em 80%, 

75% e 40% com os inibidores 5,15-DPP (STAT3), PD98059 (ERK) e Bay11-7082 

(NF-kB), respectivamente, no lisado dos cocultivos de células mononucleares com 

amostras isogênicas de H. pylori. A expressão relativa de mRNA de IL-11 foi 

também 83% inibida na presença dos inibidores PP2 (Src) e NSC-87877 (SHP-2) 

(Figura 35). 

 

 

 

 

 

Figura 35: Expressão relativa de mRNA de IL-11 no lisado dos cocultivos de células 

mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um e com três sítios de 

fosforilação EPIYA C sem e com a presença de inibidores específicos. Os dados 

foram normalizados pela expressão do gene GAPDH. Média de três experimentos 

em triplicata. 

 

 

 



 
 

 

A quantificação da expressão relativa de mRNA de IL-23 foi  inibida em 98%, 

75% e 65% com os inibidores Bay11-7082 (NF-kB), PD98059 (ERK) e 5,15-DPP 

(STAT3), respectivamente, no lisado dos cocultivos de células mononucleares com 

amostras isogênicas de H. pylori. Além disso, a expressão relativa de mRNA de IL-

23 também foi 75% inibida na presença dos inibidores de PP2 (Src) e NSC-87877 

(SHP-2) (Figura 36). 

 

 

  

 

 

 

Figura 36: Expressão relativa de mRNA de IL-23 no lisado dos cocultivos de células 

mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um e com três sítios de 

fosforilação EPIYA C sem e com a presença de inibidores específicos. Os dados 

foram normalizados pela expressão do gene GAPDH. Média de três experimentos 

em triplicata. 

 

 



 
 

 

A quantificação da expressão relativa de mRNA de TGF-β foi 60%, 17% e 8% 

inibida na presença dos inibidores Bay11-7082 (NF-kB), PD98059 (ERK) e 5,15-DPP 

(STAT3), respectivamente no lisado dos cocultivos de células mononucleares com 

amostras isogênicas de H. pylori. Na presença do inibidor PP2 (Src), que impede a 

fosforilação dos sítios EPIYA C, foi observado diminuição em 42% da produção de 

TGF-β. Além disso, a expressão relativa de mRNA de TGF-β também foi 80% inibida 

na presença do inibidor NSC-87877 (SHP-2) (Figura 37). 

 

 

 

 

Figura 37: Expressão relativa de mRNA de TGF-β no lisado dos cocultivos de 

células mononucleares com amostras isogênicas de H. pylori com um e com três 

sítios de fosforilação EPIYA C sem e com a presença de inibidores específicos. Os 

dados foram normalizados pela expressão do gene GAPDH. Média de três 

experimentos. 

 

 

 



 
 

 

5. Discussão 

 

 

Nesse estudo demonstrou-se pela primeira vez e de forma convincente que a 

proteína CagA é translocada para o interior de células mononucleares do sangue 

periférico onde é clivada e fosforilada nos sítios EPIYA C, ativando principalmente a 

via das MAPK cinases, desencadeando o fenótipo de grumos e a transcrição e 

secreção de citocinas fortemente associadas à carcinogênese gástrica. 

O principal fator de virulência do H. pylori é o gene cagA que codifica uma 

proteína denominada CagA de 120 a 145 kDa (Ohnishi et al., 2008; Hatakeyama, 

2011), associada a risco aumentado de atrofia gástrica, metaplasia intestinal e 

câncer gástrico (Segal et al., 1999; Odenbreitet al., 2000; Higashi et al., 2002a; Naito 

et al., 2006). CagA é considerada a primeira proteína bacteriana com propriedades 

oncogênicas (Ohnishi et al., 2008; Hatakeyama, 2011). O cagA é um dos 28 genes 

que compõem a ilha de patogenicidade cag (PAI), descrita em 1996 por Censini e 

colaboradores. Além de cagA, outros genes são absolutamente essenciais para a 

formação do SST4 (Fisher et al., 2001; Backert & Selbach, 2008) que é responsável 

pela translocação da proteína CagA para o interior das células epiteliais gástricas 

onde os sítios EPIYA são fosforilados no aminoácido tirosina por cinases da família 

Src ou por cinase Abl das células do hospedeiro (Selbach et al., 2002; Stein et al., 

2002; Tammer et al., 2007; Poppe et al., 2007; Tegtmeyer et al., 2011; Mueller et al., 

2012). A proteína CagA fosforilada ao se ligar à fosfatase SHP-2 induz mudanças na 

conformação de SHP-2, desregulando sua atividade de fosfatase, potencializando 

sua atividade (Hatakeyama, 2014). Como efeitos, ocorrem alterações no 

citoesqueleto celular e uma série de eventos que aumentam o risco de mutações 



 
 

 

genéticas pré-cancerosas (Feng et al., 1993; Yu et al., 1998; Backert et al., 2010b; 

Tegtmeyer et al., 2011) decorrentes da ativação das vias de sinalização, como a 

MAPK-ERK1/2 e JAK/STAT3, que participam no controle de atividades e funções 

celulares vitais como apoptose, proliferação, morfogênese e motilidade celular (Neel 

et al., 2003; Meloche et al., 2007; Lee et al., 2010). Embora haja um grande número 

de trabalhos avaliando efeitos da proteína CagA fosforilada em células epiteliais, 

como células AGS, não há estudos relativos à infecção por amostras de H. pylori 

cagA-positivas com diferentes números de sítios de fosforilação EPIYA C em células 

especializadas na resposta imunológica. Deve-se ressaltar também que a indução 

de citocinas em função do número de sítios EPIYA C, exceto IL-8, não foi ainda 

investigada em sistemas celulares “in vitro”. 

Um resultado “in vivo” importante obtido pelo nosso grupo de pesquisa 

demonstrou que a concentração de citocinas representativas da resposta Th17 (IL-6, 

IL-17A, IL-23 e TGF-β), bem como de IL-11, está aumentada na mucosa gástrica de 

pacientes com câncer gástrico infectados com amostras de H. pylori contendo mais 

de um sítio EPIYA C quando comparados com pacientes colonizados por amostras 

com um ou nenhum sítio de fosforilação EPIYA C (Prates, 2012). Esse é um 

resultado relevante visto que se tem atribuído participação importante das células 

Th17 na carcinogênese (Chen et al., 2006). Portanto, foi objetivo desse estudo 

confirmar “in vitro”, em condições controladas, os resultados observados “in vivo”.  

Com o objetivo de mimetizar o epitélio gástrico infectado com H. pylori, onde 

além de células epiteliais há um rico infiltrado inflamatório, nesse estudo foram 

usados dois sistemas celulares; células mononucleares do sangue periférico, 

compostas principalmente por monócitos e linfócitos, e células da mucosa gástrica 

(células AGS). 



 
 

 

Inicialmente foi necessário obter amostras de H. pylori clonais (de um único 

paciente) com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C para estimularem “in 

vitro” os sistemas celulares. Cepas de H. pylori isoladas de um único indivíduo são 

usualmente clonais. Pequenas variações podem ocorrer devido à inserção, deleção 

ou recombinação homóloga, que; entretanto, não podem exceder a 6% de diferença 

para serem consideradas clonais. A isogenia das cepas obtidas foi confirmada por 

vários métodos: os padrões obtidos nas reações de RAPD-PCR foram idênticos; da 

mesma forma, as sequências de cinco genes da governança e das regiões i/d do 

gene de virulência vacA foram idênticas; a presença dos genes responsáveis pela 

função do SST4 foi detectada nos três isolados e diferentes mosaicos em outros 

genes de virulência (iceA e babA) não foram observados nas três cepas obtidas. 

Uma vez confirmado o grau elevado de identidade entre as cepas que 

diferiram no número de sítios de fosforilação EPIYA C, demonstrou-se que a 

proteína CagA das três cepas foi translocada e fosforilada tanto no citoplasma das 

células mononucleares como das células AGS, à semelhança do observado na 

literatura em células THP-1(Odenbreit et al., 2001) e em células AGS (Moese et al., 

2004). Nas células mononucleares de sangue periférico, foi observada quebra da 

proteína CagA em 2 fragmentos, como descrito em linhagens celulares fagocíticas 

THP-1, U937 e JoskM (Moese et al., 2001; Odenbreit et al., 2001), mas não em 

células epiteliais, exceto a linhagem MKN-45 (Bauer et al., 2005). Os fragmentos 

correspondentes à região carboxi-terminal variaram de tamanho, com pesos 

moleculares em torno de 35, 38 e 40 kDa e aumento da intensidade de fosforilação 

de acordo com o número de sítios EPIYA C das amostras. Pouco se conhece a 

respeito da protease envolvida na clivagem da proteína CagA; mas sabe-se que não 

está presente, ou está na forma inativa, na célula epitelial AGS (Odembreit et al., 



 
 

 

2001). Há evidencias de que se assemelha à protease V8 de Staphylococcus 

aureus, visto que essa protease foi capaz de clivar “in vitro” a proteína CagA 

exatamente entre as regiões amino e carboxi-terminais (Hayashi et al., 2012). Os 

efeitos da clivagem não são bem conhecidos; entretanto, como as células 

especializadas parecem alvos naturais para a proteína CagA, no interior das quais é 

processada e fosforilada; é de se supor que tenha função biológica nessa células. 

Vale ressaltar, que o primeiro fragmento de 200 aminoácidos da região amino-

terminal da proteína CagA inibe as respostas celulares induzidas pela fosforilação 

dos sítios EPIYA C, como o fenótipo “Beija-flor” (Pelz et al., 2011). É válido supor; 

portanto, que a clivagem possa impedir o controle negativo exercido pela porção 

amino-terminal na região carboxi-terminal da proteína CagA. Em consonância com a 

hipótese, nesse estudo, a ativação das vias de sinalização dependentes do número 

de sítios de fosforilação EPIYA C foi vista se prolongar por período de tempo maior 

nas células mononucleares (48 horas, dados não mostrados) que nas células AGS. 

Outro ponto relevante, observado nas células mononucleares, foi a formação de 

grumos celulares que teve início depois de uma hora de estímulo aumentando em 

intensidade em relação ao tempo. O fenômeno não foi visto nos cultivos de células 

sem estímulos. A formação de grumos, já descrita nas células THP-1 (Moese et al., 

2002; Bauer et al., 2005), é totalmente dependente da ilha de patogenicidade cag 

(PAI) e do SST4 funcionante, mas não dos sítios de fosforilação EPIYA C, à 

semelhança do observado com a secreção de IL-8. Depende da ativação de NF-kB 

que induz aumento, na superfície celular, da expressão e exposição da molécula de 

adesão intercelular 1 (ICAM-1). ICAM-1 interage com a integrina LFA-1 (antígeno-1 

associada à função linfocitária) das células mononucleares, resultando no fenômeno 

de agregação celular (Moese et al., 2002). 



 
 

 

Os resultados desse estudo, quanto às células AGS, estão de acordo com 

dados da literatura. O peso molecular dos fragmentos fosforilados no interior das 

células variou de acordo com o número de sítios EPIYA C entre 120–140 kDa 

(Hatakeyama, 2014). Ainda, foi observado o fenótipo “Beija-flor”, bem descrito nas 

células AGS, com intensidade variável, com base no número de sítio EPIYA C. O 

fenômeno depende da fosfatase SHP-2 ativada pela proteína CagA fosforilada que 

também defosforila a cinase FAK (Focal Adhesion Kinase) que regula a forma e a 

motilidade celular. Nas células mononucleares não ocorre essa defosforilação 

(Bauer et al., 2005), o que pode explicar o fato de não adquirirem o fenótipo 

alongado semelhante à “Beija-flor”. 

Como há diferenças individuais na resposta imunológica, e considerando que 

a infecção pelo H. pylori sabidamente modula negativamente a resposta imunológica 

(Cinque et al., 2002), foram selecionados cinco indivíduos saudáveis e H. pylori-

negativos como doadores de células mononucleares. As células mononucleares de 

todos os doadores produziram as citocinas investigadas depois do estímulo com as 

cepas bacterianas. Embora as concentrações das citocinas tenham variado de 

doador para doador, o padrão foi idêntico em todos. Assim, as células 

mononucleares do doador que responderam com menor concentração de uma 

determinada citocina também responderam com baixas concentrações das demais 

citocinas avaliadas. Ao contrário, naqueles cocultivos com maior concentração de 

uma determinada citocina, as concentrações das demais citocinas também foram 

elevadas. As diferenças decorrentes do tipo de amostra usada como estímulo foram 

observadas em todos cocultivos, independentemente do doador. 

Inicialmente foram constatadas diferenças entre as duas linhagens celulares 

em respeito à secreção das citocinas sob os estímulos usados. As células AGS sob 



 
 

 

estímulo secretaram somente IL-1β, IL-8, IL-11 e TGF-β, ao passo que as células 

mononucleares secretaram todas as citocinas estudadas. A incapacidade de as 

células AGS secretarem IL-6, IL-17A e IL-23 pode ser explicada pelo fato de que 

células epiteliais da mucosa gástrica não são células especializadas da resposta 

imunológica, não apresentando; entre outros, todos os receptores de superfície 

celular capazes de reconhecer estímulos específicos para a produção das demais 

citocinas estudadas. Vale ressaltar que IL-6 e IL-23 são importantes citocinas da 

resposta inata, secretadas por células especializadas como monócitos e macrófagos 

e que IL-17A e IL-17F, consideradas as principais citocinas pró-inflamatórias das 

células da resposta adaptativa CD4 Th17 são também produzidas por células da 

imunidade inata (Jin & Dong, 2013) e por neutrófilos (Rocha et al., 2014). 

Avaliou-se a seguir o impacto do “status” cagA na secreção das citocinas, 

pela comparação dos resultados dos estímulos com a amostra cagA-negativa 

(Tx30A) e a amostra cagA-positiva com um sítio de fosforilação EPIYA C. Houve 

aumento de produção de acordo com o “status” cagA-positivo nos cocultivos com 

células AGS somente da IL-8. Nas células AGS, a via final foi vista ser NF-kB, mas 

houve 34% de inibição de transcrição e secreção da citocina quando a via ERK1/2 

foi inibida, indicando que parte da ativação de NF-kB pode ter sido ativada via 

ERK1/2. Nas células mononucleares, a produção de IL-8 foi vista ser totalmente 

dependente de NF-kB. A participação direta da proteína CagA no estímulo de NF-kB 

e IL-8 foi questionada por muito tempo, mas Brandt e colaboradores (2005) 

demonstraram que o fenômeno ocorre via ras-raf-Mek-ERK-NF-kB, 

independentemente de SHP-2 e c-met. Já o mecanismo canônico é atribuído à 

integridade do SST4 e ao gene cagE (Backert et al., 2010b). Nesse estudo foi 

demonstrada nas três cepas a presença dos genes da ilha cag (PAI) que são 



 
 

 

relevantes na formação do SST4, e que o sistema é funcional. Também foi visto que 

a ativação da IL-8 se deu independentemente da fosforilação dos sítios EPIYA C, 

pois não foi constatado aumento progressivo da citocina com base no número de 

sítios. Esses resultados foram confirmados pela dosagem de NF-kBp65 fosforilado 

por ELISA no sobrenadante dos cocultivos. A concentração de NF-kBp65 fosforilado 

foi significativamente maior nos estímulos com as amostras isogênicas que com a 

amostra cagA-negativa (Tx30A), mas nenhuma diferença foi vista em função do 

número de sítios de fosforilação EPIYA C (Figura suplementar 2). Vale ressaltar 

ainda que os resultados desse estudo indicam que a fosforilação da proteína CagA e 

ativação de SHP-2 exercem controle negativo sobre a transcrição gênica de IL-8, 

que dobrou em quantidade na presença dos inibidores PP2 (Src) e NSC-87877 

(SHP-2). 

No que se refere à citocina IL-1β, sabe-se que a principal via de ativação é 

NF-kB (Kim et al., 2013), como visto nesse estudo, apesar de ainda não estarem 

totalmente esclarecidos quais componentes da bactéria regulam a produção da 

citocina em resposta à infecção. É possível que a ativação de IL-1β se dê por outros 

componentes bacterianos, como LPS/lipoproteínas e peptideoglicano, agonistas de 

receptores do tipo TOLL e NOD. Outro resultado digno de nota demonstra que na 

presença dos inibidores Src e/ ou SHP-2 a transcrição de IL-1β foi dobrada, 

confirmando que a produção da citocina não depende dos sítios de fosforilação 

EPIYA C, tendo sido inclusive inibida na presença dos sítios. A transcrição bem 

como a secreção de IL-1β também aumentou na presença do inibidor da via 

ERK1/2, nos dois casos mais intensamente com a cepa de H. pylori com um sítio 

EPIYA C. Essa inibição exercida pela via ERK1/2 ocorre antes da transcrição gênica 

da IL-1β. Um mecanismo possível para explicar o achado seria a regulação negativa 



 
 

 

de SHP-2 sobre PI3K (Eulenfeld et al., 2012) impedindo a ativação de AKT que é 

uma das vias alternativas para a ativação de NF-kB. Portanto, investigou-se a seguir 

o efeito da inibição de AKT sobre a produção de IL-1β. Observou-se diminuição da 

secreção (Figura suplementar 3) e da transcrição de IL-1β em 50% nos cocultivos 

com células mononucleares e 30% nos cocultivos com células AGS. Assim, parece 

que os efeitos se devem parcialmente à inibição de AKT (em nível de transcrição) e 

inibições por outras vias em nível pós-transcricional.   

O fato de não terem sido observadas diferenças na produção de IL-11 e TGF-

β, quando foram comparadas as amostras cagA-negativa e cagA-positiva com 

apenas um sítio EPIYA C, mas ter ocorrido aumento proporcional ao número de 

sítios EPIYA C, indica que a produção dessas citocinas depende do estímulo de vias 

dependentes e independentes daquelas que são ativadas pela fosforilação dos sítios 

EPIYA C, como será discutido mais a frente. 

Embora vários trabalhos demonstrem que a concentração de citocinas e 

quimiocinas está aumentada na mucosa gástrica de indivíduos infectados por 

amostras de H. pylori cagA-positivas, as vias de sinalização que levam à produção 

dessas citocinas/quimiocinas em células mononucleares não estimuladas e 

estimuladas com amostras de H. pylori com diferentes números de sítios EPIYA C 

não tinham sido avaliadas até então.  

Passou-se, então, a investigar o efeito do número de sítios EPIYA C na 

secreção das citocinas bem como as vias de sinalização envolvidas. A secreção de 

todas as citocinas pelas células mononucleares, exceto IL-1β e IL-8, aumentou 

progressivamente de acordo com o número de sítios EPIYA C. Porque a via principal 

de transcrição de IL-1β e IL-8 é o NF-kB, que não é transcrito pela ativação de 

tirosina mas de um resíduo de serina, o resultado observado era esperado. 



 
 

 

Em conjunto, os resultados desse estudo demonstraram a importância da via 

das MAP cinases na transcrição das demais citocinas, decorrente da interação do 

CagA fosforilado com a fosfatase SHP-2. Ressalta-se que o nível de fosforilação da 

proteína CagA, tanto nas células AGS quanto nas células mononucleares, aumentou 

de acordo com o número de sítios EPIYA C e foi mantido por todo período de 

avaliação (24 horas). Vale ressaltar que nos cocultivos com amostras de H. pylori 

com três sítios de fosforilação EPIYA C, a ativação foi vista ser quase o dobro da 

observada nos cocultivos estimulados com amostra com um sítio EPIYA C nos 

tempos de 4, 6, 12 e 24 horas. Como a ligação entre SHP-2 e a proteína CagA 

fosforilada com mais de um sítio EPIYA C é mais forte, o aumento progressivo 

observado tanto na transcrição como na dosagem das citocinas deve-se a essa 

maior interação, com consequente maior ativação da via das MAP cinases. 

A fosfatase SHP-2 é uma molécula adaptadora que pode ter efeito tanto 

positivo quanto negativo na regulação de diferentes vias de sinalização, como 

MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3. Recentemente, foi sugerido por Howlett e 

colaboradores (2009) que na infecção por cepa cagA-positiva de H. pylori  há um 

desequilíbrio no controle da via JAK/STAT3 pela via ERK1/2 em decorrência da 

ligação de SHP-2 à proteína CagA fosforilada. De acordo com os autores, SHP-2 

ligada à proteína CagA perderia a propriedade de inibir a ativação de STAT3, 

ocorrendo  como consequência super ativação das duas vias, hipótese que diverge 

totalmente do conceito consagrado de regulação recíproca entre as duas vias que 

são completamente integradas. 

Nesse estudo demonstrou-se que a fosfatase SHP-2, mesmo ligada à 

proteína CagA, não perde a capacidade de inibir STAT3. A ativação da via STAT3 

foi inversamente proporcional ao número de sítios de fosforilação EPIYA C, 



 
 

 

independentemente do sistema celular. A maior ativação ocorreu nos cocultivos com 

a cepa de H. pylori com um sítio EPIYA C quando comparada com a obtida com três 

sítios EPIYA C, resultado inverso ao observado quando se avaliou a via ERK1/2. 

Para confirmar esse resultado, avaliou-se a inibição da fosforilação dos sítios EPIYA 

C com o inibidor PP2 (Src). Houve completa inibição de ERK1/2 e consequente 

ativação de STAT3, sempre mantendo o mesmo padrão; maior sob estímulo da cepa 

com um sítio de fosforilação EPIYA C. Resultado idêntico foi visto quando a via 

ERK1/2 foi bloqueada pelo inibidor PD98059 (ERK). Embora confirmada a regulação 

recíproca entre as duas vias, vale salientar que a proteína CagA fosforilada, ao se 

ligar à fosfatase SHP-2, desorganiza as duas vias, que se mantêm ativadas, ainda 

que em intensidades diferentes, por período de tempo prolongado: ERK1/2 na 

dependência dos sítios de fosforilação EPIYA C e STAT3 inversamente proporcional 

ao número de sítios de fosforilação EPIYA C.  

A produção de IL-6, IL-11, IL-17A e IL-23 foi vista ser depende da fosforilação 

da proteína CagA, aumentar de acordo com o número de sítios EPIYA C da 

proteína, e também depender mutuamente das vias MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3. 

Para investigar se a ativação das vias era dependente de JAK, foram feitos 

experimentos usando o inibidor SD-1029. Foi demonstrada completa inibição das 

citocinas IL-6, IL-11, IL-17A e quase completa inibição de IL-23 (Figura suplementar 

4). É importante registrar; entretanto, que a inibição da via NF-kB foi seguida de 

80%, 50% e 100% de inibição da expressão de IL-6, IL-11 e IL-23, respectivamente. 

IL-6 e IL-11 pertencem a um grupo de moléculas que estimulam o receptor da 

glicoproteína gp130, distribuído na superfície de uma variedade de células, 

responsável pela ativação das vias SHP-2/MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3. Como as 

células sem estímulo não secretaram espontaneamente essas citocinas a ativação 



 
 

 

inicial das vias pode ter ocorrido pela produção precoce de IL-6 ou IL-11 estimulada 

pela via NF-kB. De fato com 24 horas de incubação não havia diferença na secreção 

de IL-6 e IL-11 quanto aos sítios de fosforilação EPIYA C e a concentração de IL-6 

diminuiu com 48 horas de incubação, quando comparada com os resultados de 24 

horas de incubação, indicando consumo da citocina.  

Um achado interessante do estudo refere-se à produção de IL-17A que só foi 

observada nos sobrenadantes dos cocultivos estimulados com amostras contendo 

dois ou três sítios EPIYA C. Ainda, foi visto que IL-17A é totalmente dependente da 

ativação das vias JAK/STAT3 e MAP cinases. STAT3 é um fator de transcrição 

essencial para a diferenciação das células Th17. Esta via está mais ativada nos 

estímulos com amostras com um sítio de fosforilação EPIYA C. Entretanto, a via das 

MAP cinases é também essencial para a transcrição e estabilização pós 

transcricional de citocinas envolvidas na diferenciação de Th17 como IL-6, IL-23 e 

TGF-β. Vale ressaltar que ERK1/2 e p38 estão mais ativadas nos cocultivos com 

amostras contendo dois ou três sítios de fosforilção EPIYA C, o que explicaria o fato 

de não ter havido secreção de IL-17 sob o estímulo com amostras contendo um só 

sítio de fosforilação EPIYA C.  

Nas células mononucleares a transcrição e secreção do TGF-β dependem da 

ativação de NF-kB e de ERK1/2, valendo ressaltar, com base nos resultados de 

inibição de transcrição gênica, a relevância da proteína CagA fosforilada e de SHP-2 

na ativação da via ERK1/2. Resultados semelhantes foram vistos nas células AGS; 

entretanto, com participações diferentes das MAP cinases e NF-kB bem como a falta 

de associação com o número de sítios de fosforilação EPIYA C, evidenciando as 

particularidades no comportamento dos dois sistemas celulares estimulados.  



 
 

 

Concluindo, foi demonstrado pela primeira vez que amostras de H. pylori 

secretoras da proteína CagA com diferentes números de sítios de fosforilação 

EPIYA C são injetadas no citoplasma de células da resposta imunológica onde são 

clivadas, fosforiladas e induzem a secreção de citocinas associadas à resposta Th17 

(IL-6, IL-17A, IL-23 e TGF-β) e IL-11 proporcionalmente ao número de sítios EPIYA 

C, à semelhança do observado “in vivo”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

6. Resumos/Conclusões 

 

Os resultados desse estudo demonstraram que: 

 

• A proteína CagA de amostras de H. pylori cagA-positivas é translocada para o 

interior do citoplasma de células específicas da resposta imunológica onde é 

clivada e fosforilada. 

 

• A fosforilação dos sítios EPIYA C da proteína CagA de amostras isogênicas de 

H. pylori desencadeia a ativação das vias ERK1/2 e p38 induzindo o fenótipo 

“Beija-flor” nas células AGS, bem como a transcrição e secreção de citocinas 

relevantes na carcinogênese gástrica. 

 

• A ativação de STAT3 foi vista ser inversamente proporcional ao número de sítios 

de fosforilação EPIYA C. Inicialmente a via STAT3 é ativada pelas citocinas IL-6 

ou IL-11 induzidas precocemente sob a ação de outros estímulos bacterianos 

(cagE). A via se mantém ativada por todo período avaliado, (embora sob 

constante supressão da via ERK1/2) pela produção de IL-6 ou IL-11 dependente 

da via ERK1/2 ativada pelos sítios de fosforilação EPIYA C. 

 

• A ativação de outras vias de sinalização não dependentes dos sítios de 

fosforilação desencadeia o fenótipo de grumos celulares nas células 

mononucleares. 

 

• A secreção das citocinas IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF-β por células 

mononucleares do sangue periférico e IL-11 por células AGS estimuladas “in 

vitro” com amostras isogênicas de H. pylori foi proporcional ao número de sítios 

de fosforilação EPIYA C da amostra. Por outro lado, a produção de IL-1β e IL-8 

pelas células mononucleares e IL-1β, IL-8 e TGF-β pelas células AGS foi vista 

ser independente do número de sítios de fosforilação EPIYA C das amostras 

usadas como estímulo “in vitro”. 

 



 
 

 

• Em adição aos efeitos, já conhecidos, induzidos nas células epiteliais gástricas, 

quando estimuladas com amostras de H. pylori contendo sítios de fosforilação 

EPIYA C, como proliferação, morfogênese e motilidade celular, importantes na 

transformação maligna gástrica, somam-se os achados desse estudo, 

demonstrando a participação de células da resposta imunológica quando 

estimuladas, na secreção de citocinas associadas à carcinogênese. 
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8. Figuras suplementares 

 

 
 

                          

     

 

Figura suplementar 1: Lisado total de células mononucleares, células THP-1 e 

células AGS depois de cocultivo por 6 horas com amostras isogênicas de H. pylori 

com um e três sítios de fosforilação EPIYA C avaliado por “western blot” com 

anticorpo monoclonal Anti-CagA (Santa Cruz Biotechnology). Foram observados no 

“blot” peso molecular em torno de 100-105 kDa nos lisados totais dos cocultivos com 

células mononucleares e células THP-1. No lisado total das células AGS, como não 

há processamento da proteína CagA, o peso molecular da proteína variou de 120-

140 kDa de acordo com o número de sítios de fosforilação EPIYA C.  

 

 

 
 



 
 

 

                  

 

Figura suplementar 2: Concentração de NF-kB p65 fosforilado (Invitrogen) nos 

sobrenadantes dos cocultivos de células mononucleares com amostra cagA-negativa 

(Tx30A) e nos cocultivos de células mononucleares com amostras isogênicas de H. 

pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C. Não houve diferença na 

concentração de NF-kB p65 em função do número de sítios de fosforilação EPIYA C 

(p = 0,99). Foi observada diferença significativa entre a amostra cagA-negativa e 

amostras cagA-positivas (p ≤ 0,001). As condições e tempo de incubação foram 

feitas como descrito no item 3.4.1 e a determinação da concentração NF-kB p65 foi 

feita como descrito no item 3.10. Não houve produção no controle (células 

mononucleares sem estímulo) e nos estímulos com a amostra cagA-negativa 

(Tx30A). 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

Figura suplementar 3: Concentração média de IL-1β (pg/mL) nos sobrenadantes 

dos cocultivos de células mononucleares e dos cocultivos de células AGS com 

amostras isogênicas de H. pylori com um, dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C 

sem e com o inibidor LY-294002 (AKT) demonstrando 50% de inibição de IL-1β nos 

cocultivos com células mononucleares e 30% nos cocultivos com células AGS. Os 

estímulos foram feitos como descrito no item 3.9 usando o inibidor de AKT, 10 M 

Ly-294002 (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA) diluído em DMSO. As condições e 

tempo de incubação foram feitos como descrito no item 3.4.1 e a determinação da 

concentração da citocina foi feita como descrito no item 3.10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 
 

Figura suplementar 4: Concentração média das citocinas (pg/mL) nos 

sobrenadantes dos cocultivos de células mononucleares (A) e nos sobrenadantes 

dos cocultivos de células AGS (B) com amostras isogênicas de H. pylori com um, 

dois ou três sítios de fosforilação EPIYA C sem e com o inibidor SD-1029 (JAK2) 

demonstrando completa inibição de IL-6, IL-11, IL-17A e inibição quase completa de 

IL-23. Os estímulos foram feitos como descrito no item 3.9 usando o inibidor de 

JAK2, 10 M SD-1029 (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA) diluído em DMSO. As 

condições e tempo de incubação foram feitos como descrito no item 3.4.1 e a 

determinação da concentração das citocinas foi feita como descrito no item 3.10. 
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Anexo 2: 

 

 

 



 
 

 

Anexo 3: 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

 
Título: “Efeito do número de EPIYA C da proteína CagA de Helicobacter pylori na produção 

de citocinas representativas das respostas Th1, Th2, Th17 e Treg por células mononucleadas 

do sangue periférico e células de mucosa gástrica”. 

Introdução: Antes de aceitar participar desta pesquisa, é necessário que você leia e 

compreenda as explicações que serão apresentadas esclarecendo o objetivo, 

procedimentos, benefícios, riscos e desconfortos do estudo. Nenhuma garantia ou promessa 

pode ser feita sobre os resultados do estudo. 

Objetivo: Esse trabalho tem como objetivo investigar o efeito do número de sítios EPIYA C 

da proteína CagA de  Helicobacter pylori na expressão gástrica de citocinas bem como 

identificar as fontes de produção das referidas citocinas . 

Resumo: Mais da metade da população mundial tem infecção pelo Helicobacter pylori. 

Muitos indivíduos infectados apresentam úlcera do estômago e duodeno e alguns podem 

apresentar câncer do estômago. Recentemente tem sido demonstrado em alguns estudos 

que citocinas e suas respectivas vias de sinalização podem estar relacionadas ao 

desenvolvimento do câncer de estômago associado à infecção pelo Helicobacter pylori. 

Portanto, identificar fatores ligados ao microrganismo que predispõem à carcinogênese 

contribuirá de várias maneiras para o controle da doença. Além disso, os resultados poderão 

ainda fornecer informações relevantes para a compreensão de mecanismos ligados a 

controle de vias de sinalização que participam também na carcinogênese gástrica. 

Procedimento: Se você concorda em participar deste estudo, será feito o teste do sopro. 

Nesse teste você sopra um balão, toma um suco de laranja com uréia marcada com 13C não 

radioativo e meia hora depois sopra novamente outro balão. Se o resultado for negativo para 

H. pylori, uma amostra de sangue periférico será colhida de uma veia em seu braço. Não 

haverá nenhum custo para você ser incluído no estudo, da mesma forma que você não 

receberá qualquer remuneração pela participação. 

Desconfortos: A retirada de sangue será realizada por um profissional capacitado, com 

material estéril descartável; no entanto, como todo procedimento de coleta sanguínea, 

poderá ocorrer um pequeno desconforto passageiro e às vezes vermelhidão no local.  

Benefícios: Para o doador não há nenhum benefício direto na participação no estudo, e não 

é prevista qualquer compensação financeira, porém os dados do estudo podem nos ajudar a 

melhor compreender como a produção de citocinas e suas vias de sinalização podem ser 

influenciadas por fatores do microrganismo. A recusa em participar desse estudo não 

implicará em prejuízo de relacionamento profissional ou pessoal. 



 
 

 

Confidencialidade: Os seus dados serão mantidos em sigilo ate onde é permitido pela lei. 

O comitê de Ética em Pesquisa da UFMG poderá verificá-los. Qualquer publicação dos 

dados não o identificará. Ao assinar este formulário você autoriza o pesquisador a fornecer 

seus dados para o órgão financiador, para a instituição e para o Comitê de Ética em 

Pesquisa – COEP/UFMG.  

Desligamento: Você poderá se afastar a qualquer momento da pesquisa sem nenhum 

prejuízo. 

Novas Descobertas: Todos os novos dados desta pesquisa serão fornecidos a você. 

Contato com o pesquisador: Pode ser feito pelo telefone (0xx31) 3274-2767 com a 

Professora Dulciene. Caso tenha alguma dúvida sobre os seus direitos como voluntário da 

pesquisa, você poderá ligar para o Presidente do Comitê de Ética em Pesquisa - 

COEP/UFMG no número (0xx31) 3409-4592. 

 

Consentimento:  

 Li e entendi as informações precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e 

todas as minhas dúvidas foram respondidas. Este formulário está sendo assinado 

voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento na participação do estudo, até 

que eu decida o contrário. Receberei uma cópia assinada deste consentimento. 

 

 

__________________________________________________________________ 
Nome do voluntário selecionado                                                      Idade 
 

 

__________________________________________________________________ 
Assinatura do voluntário ou responsável           Data 
 

 

__________________________________________________________________      
 Assinatura de testemunha                                                             Data                       
 

 

__________________________________________________________________      
 Assinatura de testemunha                                                             Data          
 
 
 
 

 


