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RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA

RNA — Ribonucleic Acid

RORyT — Retinoid-Related Orphan Nuclear

SH2 — Src Homology 2 Domain

SHP-2 —Tyrosine phosphatase 2

SOCS3 — Suppressor of cytokine signaling 3

Src — Src family kinase (non-receptor tyrosine kinases)
SST4 — sistema de secrecéo do tipo IV

T4SS — Type IV secretion system

TGF-B — Transforming growth factor beta

TNF-a — Tumor necrosis factor alpha

Thl —T helper 1

Th2 — T helper 2

Th1l7 — T helper 17

vacA — vacuolating cytotoxin gene A

VacA — vacuolating cytotoxin A

VEGF — Vascular endothelial growth factor
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Resumo

Helicobacter pylori coloniza a mucosa gastrica de seres humanos e a infec¢do por
amostras cagA-positivas aumenta o risco de doencas graves como adenocarcinoma
gastrico. O cagA codifica uma proteina denominada CagA, que é injetada no interior
das células epiteliais gastricas através de um sistema de secrecdo do tipo IV. No
citoplasma, a proteina CagA é fosforilada por cinases do hospedeiro nos sitios
EPIYA C e interage com a fosfatase SHP-2. O complexo CagA/SHP-2 desencadeia
diversos eventos intracelulares, principalmente ligados as vias de sinalizacdo SHP-
2/IMAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3. Desequilibrios nessas vias de sinalizacdo, como
podem ocorrer na infeccdo pelo H. pylori, ttm sido considerados relevantes na
carcinogénese, visto que participam no controle de atividades e funcdes celulares
vitais, como apoptose, proliferacdo, morfogénese e motilidade celular. Entretanto,
ndo ha estudos avaliando o efeito do niumero de sitios EPIYA C na producao de
citocinas também consideradas relevantes na carcinogénese gastrica. Portanto,
nesse estudo, foi avaliado o efeito do nimero de sitios de fosforilacdo EPIYA C da
proteina CagA na producao de citocinas representativas da resposta Th17 (IL-1, IL-
6, IL-17A, IL-23 e TGF-B), bem como de IL-8 e IL-11 em células mononucleares do
sangue periférico de doadores saudaveis H. pylori-negativos (QRT-PCR e ELISA) e
células AGS (ELISA) estimuladas por amostras isogénicas de H. pylori com
diferentes nameros de sitios de fosforilacdo EPIYA C. As vias de sinalizacao
envolvidas foram avaliadas por “imunoblot” e os resultados confirmados com
inibidores especificos das vias. Os resultados foram analisados com o programa

estatistico SPSS e valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Foi
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demonstrado que a proteina CagA € injetada, clivada e fosforilada no citoplasma das
células mononucleares do sangue periférico. A proteina CagA fosforilada,
especialmente as amostras com dois e trés sitios de fosforilacgdo EPIYA C,
interagiram com a fosfatase SHP-2 induzindo a ativacédo da via MAPK/ERK1/2. Por
outro lado, a via JAK/STAT3 foi ativada principalmente pela amostra contendo um
sitio EPIYA C. Em decorréncia da ativacado dessas vias de sinalizacao foi observado
aumento na secrecao das citocinas IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF-B por células
mononucleares do sangue periférico e IL-11 por células AGS estimuladas com
amostras isogénicas de H. pylori, proporcionalmente ao numero de sitios de
fosforilacdo EPIYA C da amostra. Por outro lado, foi visto que a secrecdo de IL-1B e
IL-8 pelas células mononucleares e de IL-1B3, IL-8 e TGF- pelas células AGS néo
depende do numero de sitios de fosforilacdo EPIYA C das amostras usadas como
estimulo “in vitro”. Concluindo, demonstrou-se pela primeira vez que a proteina
CagA de H. pylori com diferentes nimeros de sitios de fosforilacdo EPIYA C foi
injetada no citoplasma de células da resposta imunoldgica, clivada e fosforilada
ativando as vias de sinalizacdo SHP-2/MAPK/ERK1/2. A via JAK/STAT3 também foi
ativada, mas de forma inversamente proporcional ao numero de sitios de
fosforilacdo EPIYA C. O resultado final foi o aumento de producdo de citocinas

associadas a carcinogénese.
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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/STATS,
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-
18, IL-6, IL-17A, IL-23 and TGF-B), 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
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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/STATS3 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, 1L-23 and
TGF-B by PBMC and IL-11 by AGS cell was observed. Cytokine secretion was
proportional to the number of EPIYA C. By contrast, the IL-1p 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.
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1. Introducao e Justificativa

O isolamento do Helicobacter pylori a partir de fragmentos de bidpsia gastrica
de pacientes com gastrite e Ulcera duodenal por dois pesquisadores australianos,
Barry James Marshall e John Robin Warren (Marshall & Warren, 1983), foi
considerado um marco na Medicina. A confirmacdo de que a Ulcera péptica é
causada pela bactéria melhorou consideravelmente as possibilidades de tratamento
e cura da doenca. Devido a relevancia da descoberta, no ano de 2005, os dois

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

1.1. Caracteristicas do H. pylori e doencas associadas a infeccao

Helicobacter pylori € um microrganismo Gram-negativo, espiralado, nédo
esporulado (Marshall & Warren, 1983) que coloniza cronicamente a mucosa gastrica
de seres humanos. Quando cultivada em meio sélido, a bactéria assume forma
semelhante a bastonete, sendo menos frequentes as formas espiraladas (Goodwin
& Armstrong, 1990). Formas cocdéides podem se tornar predominantes em culturas
velhas, tanto em meio sélido como liquido (Dunn et al., 1997). E mdvel, apresenta
superficie lisa e mede aproximadamente 0,5 um de largura e 2,0 a 3,0 um de
comprimento (Goodwin et al., 1985). Apresenta um numero variavel 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 a

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



junto as células epiteliais do estbmago (Taylor et al.,, 1995; Covacci et al., 1999;
Ferrero, 2005).

A bactéria coloniza a mucosa gastrica dos seres humanos, sendo
considerada, atualmente, o principal agente etiolégico de gastrite cronica
(Wotherspoon et al., 1991; Cover & Blaser, 1996), um fator essencial na patogénese
da ulcera péptica (Marshall & Warren, 1983; Graham, 1989), do carcinoma gastrico e
do linfoma gastrico do tipo MALT (tecido linféide associado a mucosa) (Wotherspoon
et al., 1991; Wotherspoon & Path, 1998; Higashi et al., 2002a; Franco et al., 2008).
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a bactéria € um carcinégeno do
tipo 1 (IARC/OMS, 1994) com base em evidéncias epidemioldgicas e plausibilidade
biologica (Parsonnet et al., 1991; Wotherspoon & Path, 1998; Fujioka et al., 2000;
Suerbaum et al., 2002). A infeccdo por H. pylori € considerada um dos principais
problemas mundiais de salde, pela associacdo com doencas graves e letais e pelo
fato de ser muito prevalente, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde
60% a 90% (Cunha et al., 2003; Rodrigues et al., 2005a) da populagdo estédo
infectados, ao contrario dos paises desenvolvidos onde a infeccdo atinge 25% a
50% da populacao (Hamilton-Miller, 2003). No Brasil, a prevaléncia gira em torno de
60% nos estados do sul e sudeste atingindo quase 100% em algumas areas, como
no norte de Minas Gerais e regides 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 estbmago humano permanecendo para
o resto da vida dos individuos, ja que casos de cura espontanea sao raros (llver et
al., 1998). A gastrite induzida pelo microrganismo, na maioria das vezes, nédo leva a
consequéncias adversas (Dunn et al., 1997). Entretanto, cerca de 15% a 20% dos

individuos H. pylori-positivos irdo desenvolver doengas graves, 0 que corresponde a
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aproximadamente 7 milhGes de casos novos de Ulcera péptica e carcinoma gastrico
a cada ano ao redor do mundo (Parsonnet et al., 1991; Wotherspoon & Path, 1998;
llver et al., 1998; Parkin et al., 2005).

Houve aproximadamente um milh&o de casos novos de cancer de estbmago
com 720.000 mortes no ano de 2012 (IARC, 2014). No Brasil foram registradas, no
mesmo ano, 22.035 mortes relacionadas ao cancer gastrico. Estimam-se em 2014,
12.870 casos novos da doenca 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 proteina CagA como fator de viruléncia do H. pylori

Como a presenca da infeccdo simplesmente ndo é suficiente para explicar
porque apenas uma pequena porcentagem dos individuos infectados ird desenvolver
doencas mais graves, a influéncia de fatores genéticos do hospedeiro, ambientais e
de viruléncia bacteriana tem sido investigada. Identificar que fatores determinam ou
influenciam os eventos que irdo culminar no aparecimento dessas doencas graves €
de crucial importancia para a sua prevengao.

Dentre os fatores de viruléncia que merecem destaque, o que tem sido um
dos mais estudados, o gene cagA, codifica uma proteina denominada CagA de 120
a 145 kDa, considerada um importante fator de risco para o desenvolvimento do
carcinoma gastrico (Segal et al., 1999; Odenbreit et al., 2000; Higashi et al., 2002a;
Naito et al., 2006). O gene cagA é marcador da presenca da ilha de patogenicidade
cag (PAIl) que compreende um fragmento de DNA de 40 kb contendo cerca de 28
genes (Covacci et al., 1993; Fischer et al., 2001). O contetdo de G + C (35%) da cag
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PAIl difere do conteido 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
proteinas que formam um sistema de secrecdo do tipo IV (SST4) (Censini et al.,
1996; Backert et al., 2000; Odenbreit et al., 2000) responsavel pela translocacdo da
proteina CagA, para o citosol das células epiteliais gastricas.

Ha na regido carboxi-terminal da proteina CagA sitios de fosforilagdo
denominados de sequéncias EPIYA, constituidos por cinco aminoacidos (Acido
Glutamico, Prolina, Isoleucina, Tirosina e Alanina). Depois da proteina CagA ser
translocada para o interior das células epiteliais gastricas pelo SST4, os sitios EPIYA
sao fosforilados no aminoacido tirosina por cinases da familia 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 proteina CagA é recrutada na membrana celular onde
interage com proteinas da familia tirosina fosfatase SHP-2 (Src Homology 2 Domain-
Containing Tyrosine Phosphatase-2) que apresentam dois dominios SH2. Essa interacdo
da CagA com os dominios SH2 induz mudanc¢as na conformacéo da fosfatase SHP-
2, estimulando sua atividade (Higashi et al., 2002b) e desencadeando mudancas no
citoesqueleto celular que levam a formacdo de pedestais que permitem maior
aderéncia bacteriana, bem como alongamento das células epiteliais que adquirem o
fendtipo denominado “hummingbird” (Beija-flor) (Segal et al., 1996; Segal et al., 1999;
Backert et al., 2001; Saadat et al., 2007). As alteracdes do citoesqueleto celular séo
acompanhadas de uma série de eventos que aumentam o risco de mutacdes
geneéticas pré-cancerosas (Fengetal., 1993; Yu et al., 1998; Backert et al., 2010b; Tegtmeyer

etal., 2011) contribuindo assim, para a carcinogénese (Motiwala et al., 2006; Ostman
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et al., 2006). SHP-2 desempenha um papel importante como a regulacédo de fatores
de crescimento que influenciam a sobrevivéncia, proliferacéo e diferenciacéo 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 proteina adaptadora
quando fosforilada nas tirosinas Y546 e Y584 localizadas na sua por¢do carboxi-
terminal, quando ha a formacéo de um sitio de acoplamento com outras moléculas,
como a proteina CagA. As duas funcdes, molécula adaptadora e tirosina fosfatase,
interferem igualmente nos processos celulares ja citados e podem ter efeito direto
positivo ou negativo nas cascatas de sinalizacdo 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 ativacdo de outras vias como MAPK-p38,
JNK (c-Jun NH»-terminal Kinase) e Fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K)/Proteina cinase
B (Akt) pela fosforilagdo da proteina CagA néo foi ainda estudada.

Andlises da regido carboxi-terminal da proteina CagA que contem as
sequéncias EPIYA identificaram a existéncia de 3 sequéncias: a primeira,
denominada EPIYA A, a segunda EPIYA B, e a terceira EPIYA C. Os sitios A e B
seguidos de uma a trés repeticdes do sitio C estdo presentes na proteina CagA da
maioria das amostras dos paises ocidentais (Hatakeyama, 2009). J4, as amostras
isoladas nos paises asiaticos contém o sitio D em substituicdo ao C (Higashi et al.,
2002a; Argent et al., 2004; Hatakeyama et al., 2005). Os diferentes sitios séo
determinados pelos aminoacidos que flanqueiam as sequéncias EPIYA como mostra
a Figura 1.

As sequéncias C e D sao consideradas os principais sitios de fosforilacdo e o

sitio D fosforilado tem maior afinidade de ligacdo a SHP-2. Entretanto, quando ha
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duas a trés repeticbes da sequéncia EPIYA C também ocorre maior afinidade de
ligacdo a SHP-2 com consequente aumento da atividade da fosfatase (Higashi et al.,

2002b; Naito et al., 2006).

CagA de amostras ocidentais EPIYA
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CagA de amostras asiaticas EPIYA

Figura 1 — Regido carboxi-teminal da proteina CagA de amostras ocidentais com 0s
diferentes padrdes de EPIYA seguidos de 1, 2 ou 3 sitios EPIYA C e de amostras

asiaticas apresentando o sitio EPIYA D em substituicdo ao sitio EPIYA C.

Recentemente, nosso grupo avaliou 436 amostras de H. pylori cagA-positivas
isoladas de pacientes adultos (188 com carcinoma gastrico, 112 com Ulcera
duodenal e 136 com gastrite) e foi observado que a infecgcdo por amostras de H.
pylori cagA-positivas contendo dois ou mais sitios de fosforilagdo EPIYA C na

proteina CagA esta associada com o carcinoma gastrico, independentemente da &)
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idade e do sexo do paciente (Batista, 2010; Batista et al., 2011). Por outro lado,
embora pacientes com Ulcera duodenal sejam frequentemente colonizados por
amostras de H. pylori cagA-positivas, no estudo nao foi observada associacéo entre
0 numero de sequéncias EPIYA C e Ulcera duodenal, uma vez que a maioria dos
pacientes com Uulcera duodenal era colonizada por amostras de H. pylori com
apenas uma sequéncia 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 transmissao da infeccao pelo H. pylori € predominantemente
intrafamiliar, é esperado que parentes préoximos compartihem as mesmas cepas
bacterianas. Portanto, é razoavel supor que parentes de primeiro grau de pacientes
com carcinoma gastrico sejam colonizados por amostras de H. pylori que secretam a
proteina CagA com mais de um sitio EPIYA C, estando; assim, sujeitos a risco
aumentado de carcinoma gastrico. Embora diversos estudos demonstrem
associacdo positiva entre historia familiar e risco para carcinoma gastrico em
parentes de primeiro grau de pacientes com a doenca (Brener et al., 2000; Chang et
al., 2002; Motta et al., 2008; Yaghoobi et al., 2010; Mansour-Ghanaei et al., 2012),
h& poucos estudos investigando a presenca de fatores de viruléncia nas amostras
de H. pylori de familiares de pacientes com carcinoma gastrico. Argent e
colaboradores (2008), ao avaliarem parentes de primeiro grau de pacientes com
carcinoma gastrico, observaram associacdo entre genétipo vacA slml e
hipocloridria secundaria a lesfes gastricas atroficas que sao pré-malignas. Os
autores, no entanto, ndo encontraram associacao entre o numero de sitios EPIYA C
e risco de carcinoma gastrico, o que pode ser explicado pelo pequeno numero de
individuos analisados. Para avaliar a hipotese formulada acima, em um estudo em

parceria com pesquisadores da Universidade Federal do Ceara, investigamos a
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presenca de sitios de fosforilacdo EPIYA em amostras de H. pylori de parentes de
primeiro grau de pacientes com carcinoma gastrico, comparando os resultados com
os de um grupo de pacientes com sintomas dispépticos, sem histdria familiar de
carcinoma gastrico. Nesse estudo, ja publicado (anexo 1), foi observado que os
parentes de primeiro grau de pacientes com carcinoma gastrico sao mais
frequentemente colonizados por amostras de H. pylori contendo maior numero de
sitios de fosforilacdo EPIYA C na proteina CagA, o que indica que essas amostras
circulam no ambiente familiar. E foi visto, também, que a infeccdo por amostras de
H. pylori contendo maior niumero de sitios de fosforilacdo EPIYA C na proteina CagA
associou-se com maior grau de inflamacao, hiperplasia foveolar e atrofia do corpo

gastrico; lesdes que precedem o cancer gastrico.

1.3. Citocinas e fatores de transcricéo

Citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1f3, tém sido consideradas relevantes no
curso da infeccdo pelo H. pylori (Yamaoka et al.,, 1997; Katagiri et al., 1997,
Lindholm et al., 1998; EI-Omar, 2001; Vilaichone et al., 2005). No estémago, além de
induzir inflamacéo, a IL-1p, atua diretamente na célula parietal, inibindo a secregéo
acida, o que favorece a alcalinizacdo do corpo gastrico, condi¢cdo favoravel para a
migracdo do microrganismo e coloniza¢do do corpo gastrico, regido habitualmente
menos colonizada em decorréncia da acidez. Assim, ha aumento do grau de
inflamacéo do corpo gastrico predispondo a atrofia (lesdo pré-neoplasica), e maior
risco de carcinogénese (EI-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 classicas células T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2), denominada T helper 17
(Th17). As células Th17 produzem quimiocinas e citocinas pro-inflamatoérias como IL-
17A, IL-17F, IL-6 e TNF-a que atuam na resposta imunoldgica contra bactérias
extracelulares e fungos. Ainda, ha evidéncias de que sdo importantes mediadoras
inflamatorias nas doencas da autoimunidade e em processos envolvidos na
carcinogénese (Wilson et al., 2007; Hashimoto et al., 2010). Nos seres humanos, a
diferenciacéo de células Th17 depende dos fatores de transcricdo STAT3 e RORyt
(retinoid-related orphan nuclear) e das citocinas IL-18, IL-6, IL-23 e TGF- (Volpe et
al., 2008; Korn et al., 2009; Littman & Rudensky, 2010). Embora haja divergéncia
entre os trabalhos quanto a participacdo da IL-23 na diferenciacdo das células Th17
em seres humanos, ha consenso de que a citocina € importante para a
manutencdo/estabilizacdo das células Thl7 (McGeachy et al., 2007; Awasthi &
Kuchroo, 2009). A principal citocina pré-inflamatéria produzida pelas células Thl7,
IL-17A, estimula, na mucosa gastrica, a producdo de IL-8 e outras quimiocinas
facilitando a quimiotaxia de neutrdfilos. A IL-17A também regula positivamente a
producdo de uma variedade de fatores pro-angiogénicos, como fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) e prostaglandinas E1 (PGEL1), tanto por fibroblastos
como por células tumorais, sendo considerada importante na carcinogénese
gastrica.

A IL-6 tem papel crucial na diferenciacdo das células Th17 por mecanismos
que incluem a inibicdo da ativacdo do fator de transcricdo Foxp3 estimulada por
TGF-B (Korn et al., 2009), o que, consequentemente, resulta na inducdo e
diferenciacdo das células Thl7. Trabalhos destacam a importancia, na infecgéo por

H. pylori, da IL-6 na inibicdo da apoptose de células da mucosa géstrica e
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hiperproliferacdo, que predispdem ao acumulo de mutacgfes, contribuindo para a
génese do cancer gastrico (Lin et al., 2001). Ainda, a IL-6 parece estar envolvida no
processo de angiogénese atuando na modulacéo do VEGF (Kawaguchi et al., 2004).

Atualmente, a IL-11 tem sido considerada uma molécula importante no
desenvolvimento do cancer gastrico, participando tanto no processo inflamatorio,
guanto nos processos de carcinogénese propriamente ditos e invasao (Necula et al.,
2012). A IL-11 pode influenciar a homeostasia epitelial por meio da diminuicdo da
apoptose e aumento de mitose (Howlett et al., 2009). H& varios trabalhos mostrando
a participacdo da citocina na génese do cancer por mecanismos que incluem a
ativacdo de STAT3 e consequente inducdo de sinais anti-apoptoéticos (Kanda et al.,
2004; Nakayama et al., 2007; Merchant et al., 2008; Lay et al., 2012; G; Howlett et
al., 2012).

As proteinas STATs constituem uma familia de fatores de transcricéao latentes
que existem como monémeros no citoplasma das células (Yu & Jove, 2004; Yu et
al., 2007). Dentre os membros dessa familia, STAT3 pode ser ativado pela
glicoproteina gp130, por diferentes citocinas, incluindo IL-6, IL-11, fator neurotréfico
ciliar, oncostatina M e fator inibidor de leucemia. Em resposta a estimulos, como a
presenca de IL-11, ocorre a associacao (dimerizacdo) das cadeias a e  de JAK e
sua ativacdo. A ativacao de JAK leva a fosforilagdo de residuos de tirosina na gp130
que recrutam mondmeros de STAT3, que por sua vez, sao fosforilados e formam
dimeros. Os dimeros de STAT3 sao translocados para o nucleo onde regulam a
transcricéo de varios genes envolvidos no crescimento e diferenciacao celular.

Estudos “in vitro” demonstraram que a ativacdo de STAT3 promove a
proliferacdo, migracdo e invasao de células tumorais no carcinoma gastrico (Dauer

et al., 2005; Jackson et al., 2007) e regula positivamente a expresséo de potentes [—
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fatores angiogénicos (Dauer et al.,, 2005; Chen et al., 2012). Em condicdes
fisiolégicas normais, a ativacdo de STAT3 é temporaria, com duracdo de alguns
minutos a algumas horas (Bromberg, 2001). Em contraste, em muitos tipos de
tumores humanos, STAT3 é ativada constitutivamente e contribui para a
carcinogénese, tanto por inibicdo da apoptose quanto por aumento da proliferacéo
celular (Lin et al., 2001; Yu & Jove, 2004; Yu et al., 2007).

No que diz respeito ao cancer gastrico, STAT3 é constitutivamente fosforilado
em varias linhagens celulares do tumor (Kanda et al., 2004). Estudos ‘in vivo”, em
camundongo “knock in”, com mutacao induzida na subunidade do receptor gp130,
gue resulta em aumento constitutivo da transcricdo de STAT3, demonstraram que 0s
animais desenvolveram espontaneamente tumores no antro gastrico nas quatro
primeiras semanas de vida (Tebbut et al., 2002; Judd et al., 2004). Os achados
desses e de outros estudos reforcam a hipétese de que a ativacdo de STAT3
desempenha papel critico na carcinogénese (Howlett et al., 2009; Jackson & Giraud,

2009; Chen et al., 2012).

1.4. Relevancia das vias de sinalizacdo na producéo de citocinas e na
carcinogénese

Por meio de vias de sinalizacdo as células acoplam a ativacdo de receptores
presentes na membrana celular a alvos criticos intracelulares, gerando respostas
coerentes, tanto na manutencdo da homeostase celular quanto na ocorréncia de
processos bioldgicos mais complexos, como proliferacdo, diferenciacdo celular e
apoptose.

A via das MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinase) € uma das principais
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vias de sinalizacdo, altamente conservada, e envolvida no controle das mais [—
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diversas funcdes celulares. A via é composta por trés proteinas cinases: uma MAP
cinase cinase cinase (MAPKKK), que fosforila e ativa uma MAP cinase cinase
(MAPKK), que, por sua vez, ativa também por fosforilacdo uma MAP cinase (MAPK).
Esta configuracdo proporciona, ndo somente a amplificacdo do sinal, como talvez
ainda mais relevante, a regulacdo de outras interfaces que permitem que a cinética
de duracdo e amplitude da atividade seja precisamente ajustada. Ha descritos sete
grupos distintos de MAPKs que compartiham componentes estruturalmente
relacionados, porém parecem mediar respostas biologicas especificas (Kolch, 2000;
Bardwell et al., 2009). Dentro da via das MAPKs, as mais bem estudadas sé&o
ERK1/2, p38 e JNK, sendo a primeira via preferencialmente ativada em resposta a
fatores de crescimento enquanto que as demais sao ativadas por estimulos de
estresse, como choque osmotico e de citocinas pro-inflamatorias. Uma vez ativada,
MAPK é capaz de modular o funcionamento de uma série de proteinas alvo em
todos os compartimentos celulares, incluindo nucleo, citoplasma, membranas e
citoesqueleto (Roux e Blenis, 2004). Seus substratos vado desde fatores de
transcricdo, proteinas de membrana, outras proteinas cinases e moléculas do
citoesqueleto. A ativacao destas vias pode desencadear eventos celulares dos mais
diversos, incluindo proliferacdo, interferéncia no ciclo celular, diferenciacéo,
apoptose e producéo de citocinas (Enslen e Davis, 2001; Sacks, 2006).

Apesar da complexidade desses eventos intracelulares, a compreensao
dessas vias vem sendo elucidada com a descoberta de ferramentas de biologia
molecular e bioquimica. Inibidores especificos de moléculas, que sdo essenciais
para a ativacdo dos sinais, tém sido considerados uma ferramenta de grande
relevancia para melhor compreender esse sistema complexo de comunicacao que

governa e coordena as atividades e funcdes celulares.
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Citocinas da familia IL-6, principalmente IL-6 e IL-11, ao se ligarem a seus
receptores celulares especificos, IL-6Ra e IL-11Ra, formam complexos que se
associam com homodimeros de gpl30 levando a formacdo de hexameros
constituidos por duas moléculas do ligante, duas moléculas do receptor a (gp80) e
duas de gpl30 (Peters et al., 1998; Howlett et al., 2009). Uma vez formado o
complexo, duas vias podem ser ativadas nos seres humanos. Uma pela fosforilacéo
da tirosina localizada na posicdo Y759 da gpl30 ativando a via SHP-
2/IMAPK/ERK1/2, e a segunda pela fosforilacdo de uma das quatro tirosinas Y767,
Y814, Y905 ou Y915 na posicdo carboxi-terminal da gp130 (Figura 2) que leva a
ativacdo de JAK/STAT3 (Nishihara et al., 2007). A ativacdo de SHP-2 e sua ligacéo
na tirosina Y759 da gp130 € um evento inicial critico para a ativacdo da via SHP-

2/IMAPK/ERK1/2 (Howlett et al., 2009; Eulenfeld et al., 2012).
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O controle da via JAK/STAT3 € mediado por proteinas, 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 gpl130 bloqueia, de forma semelhante a SOCS3, a
ativacdo de STATS3 (Figura 2) (Howlett et al., 2009).

Assim, a ativacdo SHP-2/MAPK/ERK1/2 inibe a ativacdo de JAK/STAT3 e
vice-versa. Como as duas vias séo consideradas relevantes na carcinogénese, visto
gue participam no controle de atividades e funcfes celulares vitais, como apoptose,
proliferacdo, morfogénese e motilidade celular (Neel et al.,, 2003; Meloche et al.,
2007; Lee et al.,, 2010), um desequilibrio nas vias induzido pela infeccdo pelo H.

pylori pode predispor a carcinogénese gastrica (Figura 3).

1.5. Participacao dos sitios de fosforilagdo EPIYA C da proteina CagA de
H. pylori nas vias de sinalizacao

Na infeccéo pelo H. pylori h4 a ativagdo de uma complexa rede de citocinas e
quimiocinas na mucosa gastrica. Fatores de viruléncia bacterianos, bem como a
genética do hospedeiro, parecem ditar o equilibrio entre tolerancia e resposta
inflamatéria no curso da infeccdo. A quimiocina IL-8, um potente fator quimiotatico e
ativador de leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos, contribui para uma resposta
inflamatoria mais acentuada. Nos pacientes colonizados por amostras de H. pylori
cagA-positivas observam-se niveis aumentado de IL-8 (Crabtree et al., 1994; Fischer
et al., 2001; Viala et al., 2004; Brandt et al., 2005). Embora a secrec¢ao da quimiocina
seja ativada pela via MAPK/ERK/NF-kB, trabalhos recentes tém demonstrado, tanto
“‘in vivo”, quanto “in vitro”, que o efeito ocorre de forma independente do niumero de

=
sitios EPIYA C (Prates, 2012; Papadakos et al., 2013). =)
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Como ja mencionado, nas infeccfes por amostras de H. pylori cagA-positivas
gue carreiam cag PAI, a proteina CagA é fosforilada nos sitios EPIYA C e liga-se a
SHP-2. Ocorre, entdo, a ativacdo da via SHP-2/MAPK/ERK1/2 o que causa
alteracdes no citoesqueleto celular culminando com o descontrole na regulacédo do
crescimento celular, do contato célula/célula e da migracdo celular (Backert et al.,
2001; Saadat et al., 2007; Lee et al., 2010). Além disso, a funcdo de controle
negativo na via JAK/STAT3, desempenhada pela SHP-2, pode ser perdida quando
SHP-2 se encontra ligada a proteina CagA, favorecendo o aumento da fosforilacédo
de STAT3, como mostra a Figura 3. Uma vez ativado, STAT3 pode patrticipar na
progressao para o carcinoma gastrico (Lee et al., 2010). STAT3 também é um fator
de transcricdo de citocinas, especialmente IL-6, IL-11 e IL-23, que tém sido
associadas a carcinogénese por varios mecanismos e também participam na
diferenciacdo de células Thl7, recentemente reconhecidas como relevantes na

carcinogénese (Chen et al., 2006).
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Para melhor compreender a importancia dos sitios de fosforilacdo EPIYA C da
proteina CagA no desenvolvimento das doencas graves associadas ao H. pylori, no
que se refere a inducdo de citocinas cuja transcricdo pode ser desencadeada pela
ativacdo das vias SHP-2/MAPK/ERK1/2 ou JAK/STAT3, recentemente nosSso grupo
investigou, “in vivo”, o efeito do numero de sitios EPIYA C na concentracao gastrica
de IL-1B, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17A, IL23 e TGF-B (Prates, 2012). Foram estudados
101 pacientes com céancer gastrico e 105 com gastrite. Nos pacientes com gastrite,
infectados por amostras de H. pylori com um maior numero de sitios EPIYA C, a
concentracdo gastrica de IL-11, IL-17A e IL-23 foi maior que naqueles infectados por
amostras de H. pylori com até um ou nenhum sitio EPIYA C. Nos pacientes com
cancer gastrico, a concentracdo gastrica de IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF-B foi
maior nos pacientes infectados com amostras com dois ou mais sitios EPIYA C
guando comparados com pacientes infectados com amostras com um sitio de
fosforilacdo EPIYA C.

Trabalhos recentes tém demonstrado o efeito da proteina CagA, em células
AGS de colecdo (ATCC CRL-1739, células de cancer gastrico humano) na producéo
de citocinas. Embora diversos autores tenham avaliado o efeito da proteina CagA
em células AGS na producéo de IL-8 (Kim et al., 2006; Suzuki et al., 2009; Lamb et
al., 2009; Backert & Naumann, 2010; Papadakos et al., 2013), ndo h& estudos
investigando outras citocinas relevantes nos processos envolvidos na
carcinogénese.

Odenbreit et al. e Moese et al. (2001) demonstraram que a proteina CagA de
H. pylori é translocada para o interior, ndo somente de células epiteliais gastricas,
mas também de células humanas especificas da reposta imunolégica (U937 - ATCC

CRL-1593.2, células de linfoma histiocitico, THP1 - ATCC TIB-202, células de 5
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leucemia monocitica aguda, JoskM - DSM ACC30, células de Leucemia
mielomonocitica aguda e em Promielécitos), onde CagA € fosforilada nos sitios
EPIYA por proteinas cinases celulares. Ao contrario do que ocorre nas ceélulas
epiteliais, como observado nas células AGS, no interior das células da resposta
imunologica a proteina CagA é processada em dois fragmentos, um de
aproximadamente 100-105 kDa e o outro de 30 a 40 kDa, variacdo que se deve,
principalmente, a presenca dos diferentes nimeros de sitios de fosforilagdo 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 proteina CagA em
linfécitos 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 gastrico do tipo MALT.
Entretanto, ndo h& estudos avaliando o efeito da proteina CagA, no que se refere a
producédo de citocinas, em células especificas da resposta imunolégica. Além disso,
os trabalhos com células da resposta imunolégica ndo avaliaram a influéncia do
namero de sitios de fosforilagcdo EPIYA C da proteina CagA de H. pylori nas vias de
sinalizacdo, vias que sao responsaveis tanto pela manutencdo da homeostase
celular quanto pela ocorréncia de processos biolégicos mais complexos, como
diferenciacdo celular, proliferacdo e apoptose. Como descrito anteriormente, um
desequilibrio nessas vias de sinalizacdo induzido pela infeccdo pelo H. pylori,
principalmente por amostras cagA-positivas, pode predispor a carcinogénese
gastrica.

Com base no descrito, visando avaliar o efeito do numero de sitios de

fosforilacdo EPIYA C da proteina CagA de H. pylori na producao de citocinas ligadas
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a carcinogénese gastrica, bem como nas vias de sinalizacdo envolvidas, sao

objetivos desse estudo:

rgﬁ



2. Objetivos

Obter amostras isogénicas de H. pylori (exceto para o numero de sitios de

fosforilacdo EPIYA C).

Determinar a concentracdo de citocinas representativas da resposta Th17 (IL-1p,
IL-6, IL-17A, IL-23 e TGF-B), bem como de IL-8 e IL-11 por ensaio
imunoenzimatico em sobrenadantes de células mononucleares e AGS
estimuladas com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés sitios de

fosforilacdo EPIYA C.

Avaliar o efeito do numero de sitios de fosforilacdo EPIYA C nas vias de
sinalizagcdo MAPKs (ERK1/2 e p38), JAK/STAT3 e NF-kB ativadas nas células
mononucleares do sangue periférico e AGS estimuladas com amostras isogénicas

de H. pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C.

Avaliar por meio do uso de inibidores especificos (PD98059, SB203580, 5,15-
DPP, Bayl11-7082) as vias envolvidas na producdo das citocinas representativas
da resposta Th1l7, bem como de IL-8 e IL-11 em sobrenadantes de células
mononucleares e AGS estimuladas com amostras isogénicas de H. pylori com

um, dois ou trés sitios de fosforilagcdo EPIYA C.

Determinar no lisado celular, por quantificacdo relativa, os transcritos de mRNA
das referidas citocinas por PCR em tempo real, antes e depois de estimulo com

as amostras isogénicas na presenca/auséncia de inibidores especificos.
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3. Pacientes e Métodos

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Minas Gerais (Parecer n° ETIC 0578.0.203.000-10, anexo 2), e foi conduzido no
Laboratério de Pesquisa em Bacteriologia da Faculdade de Medicina/UFMG.

Os voluntarios assintomaticos 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 voluntarios

Como a prevaléncia da infeccdo em nosso meio € de aproximadamente 60%
entre adultos, 12 individuos foram convidados a participar do estudo. Para a
obtencdo de células mononucleares do sangue periférico, foram selecionados cinco
individuos assintomaticos, H. pylori-negativos, que foram recrutados dentre
professores e alunos de pdés-graduacdo da Faculdade de Medicina e Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG. Esses individuos foram submetidos ao teste
respiratério com uréia marcada com 3C (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 vacuo em tubos contendo EDTA. Deve ser ressaltado
que a participacdo foi inteiramente voluntaria e que o teste respiratério com 3C,

isotopo néo radioativo, ndo oferece nenhum risco para os participantes.

D)
&



3.2. Obtenc&o e manutencdo das amostras isogénicas de H. pylori para
0s ensaios “in vitro”

Amostras isogénicas, com diferentes numeros de sitios EPIYA C, foram
obtidas de col6nias individuais nas placas de cultivo com meio BHM (Belo Horizonte
medium), onde fragmentos de mucosa gastrica de um paciente com cancer gastrico
atendido no Hospital das Clinicas para a remocao cirdrgica do estdbmago foram
cultivados. Foi possivel isolar colénias de bactéria com um, dois ou trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C (ABC, ABCC e ABCCC). BHM é composto por agar-infusdo
cérebro-coracédo (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) suplementado com sangue de
carneiro a 10%, 6 mg/L de vancomicina e 20 mg/mL de &acido nalidixico (Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) (Queiroz et al., 1987).

A determinacdo do numero de sitios de fosforilacdo EPIYA C da proteina
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 niumero de sitios de fosforilacdo EPIYA C), foram adotados
dois procedimentos. Inicialmente, cinco genes da governanca (efp, yphC, atpA, urel
e mutY) foram sequenciados de acordo com a metodologia proposta por Achtman et
al. (1999). Resumidamente, a amplificacdo por PCR dos genes da governanca foi
feita em um volume final de 30 pL, contendo 50 a 100 ng de DNA; tampéo da Taq
DNA polimerase a 1X (KCI 50 mM e Tris-HCI 20 mM, pH 8,4); 1,5 mM de MgClz; 100
UM de cada um dos deoxinucleotideos (Promega, Madison, WI, EUA); 0,5 U de
“Platinun Taq DNA polimerase” (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) e 10 picomols de cada
um dos iniciadores. Os iniciadores e as condi¢cdes de reacao estdo descritos na
Tabela 1. Para o sequenciamento, os produtos amplificados foram purificados com o

kit de purificacdo Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega) de acordo g
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com as instruc¢des do fabricante. Os produtos purificados foram sequenciados com o

kit de reacdo ABI PRISM BigDye® Terminator Cycle Sequencing

em um

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

As sequéncias nucleotidicas dos cinco genes da governanca das amostras

iIsogénicas apresentaram 100% de identidade.

Tabela 1 - Iniciadores e condicbes das

reacoes de PCR, RAPD-PCR e
sequenciamento para os genes da governanca de H. pylori

Produto génico

Gene ou fungéo Condig@es de reacédo da PCR Iniciadores Ta&:ﬁ;‘zho
fo! Elongation factor 94°C-2 min.; 30 ciclos de (94°C-30 seg.;  F:5-GGCAATTTGGATGAGCGAGCTC-3’ 410
elp EF-P 56°C-30 seg. e 72°C-1 min.), e 72°C-5 min.  R:5-CTTCACCTTTTCAAGATACTC-3’
de extenséo final.
94°C-2 min.; 30 ciclos de (94°C-30 seg.;  F:5-CACGCCTATTTTTTTGACTAAAAAC-3’
1 :
yphC GTPase 55°C-30 seg. e 72°C-1 min.), e 72°C-5 min.  R: 5'-CATTYACCCTCCCAATGATGC-3 510
de extensdo final.
DAL ATP synthase,  94°C-2 min.; 30 ciclos de (94°C-30 seg;  F:5-GGACTAGCGTTAAACGCACG-3’ 627
atp Fla 56°C-30 seg. e 72°C-1 min.), e 72°C-5 min.  R: 5-CTTGAAACCGACAAGCCCAC-3'
de extensdo final.
urelt atL:Jcrs:;: 94°C-2 min.; 30 ciclos de (94°C-30 seg.;  F:5-AGGTTATTCGTAAGGTGCG-3’
’ i 53°C-30 seg. e 72°C-1 min.), e 72°C-5 min.  R: 5-GTTTAAATCCCTTAGATTGCC-3’ 585
protein de extenso final.
AlG-specific . .
vt d p‘ 94°C-2 min.; 30 ciclos de (94°C-30 seg.;  F:5-GTGGTTGTAGYTGGAAACTTTACAC-3’ 420
mu adenine 56°C-30 seg. e 72°C-1 min.), e 72°C-5 min.  R: 5-CTTAAGCGTGTGTYTTTCTAGG-3"
glycosylase de extenso final.
Cytotoxin- 95°C-5 min.; 35 ciclos de (95°C-30 seg.;  F:5- TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC -3° 08
CagE  cociated gene 55°C-30 seg. e 72°C-1 min), e 72°C-7 min.  R:5- GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC -3 S
de extensdo final.
cadl. Cytotoxin- 95°C-5 min.; 35 ciclos de (95°C-30 seg.;  F:5-CAC AAA ATG CCC CTA TCT TG-3 870
g associated gene 55°C-30 seg. e 72°C-1 min.), e 72°C-7 min. R: 5-CTA CAA GCG TCT GTG AAG-3°
de extenséo final.
caqT Cytotoxin- 95°C-5 min.; 35 ciclos de (95°C-30 seg.;  F:5-GGG AGC TTA GTG CCA TAC AA-3’ 842
g associated gene  55°C-30 seg. e 72°C-1 min.), e 72°C-7 min.  R:5-TCA TCT TTC ACG CAG AGC-3
de extensdo final.
canX Cytotoxin- 95°C-5 min.; 35 ciclos de (95°C-30 seg.;  F:5-CAATGGCGCCATCAGTCATGGTCAA-3’ 980
g associated gene  55°C-30 seg. e 72°C-1 min.), e 72°C-7 min.  R: 5"-ACTTATCGTAGATGCGCCTGACC-3’
de extensdo final.
cagY Cytotoxin- 95°C-5 min.; 35 ciclos de (95°C-30 seg.; F: 5-CTT GCG GAT CGT TGC TAT CT-3 1041
g associated gene 55°C-30 seg. e 72°C-1 min.), e 72°C-7 min.  R: 5-GAA ACA AGC CCT GTC AAA CAG G-3’
de extensao final.
04 ciclos de (94°C-5 min.; 6°C-5 min. e
. 729C-5 min.), 30 ciclos de (94°C-1 min,  ~Kopyanzetal.,, 1992
RAPD-PCR .
36°C-1 min. e 72°C-2min.), e 72°C-10 min. ; ,
de extensao final 1254 F:5- CCG CAG CCAA -3
: 1281 F:5 - AAC GCG CAAC -3
! Todos os iniciadores para os genes da governanca de H. pylori estdo disponiveis no site

http://pubmlst.org/helicobacter/

2 pb, pares de bases
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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 uL, contendo 20
ng de DNA bacteriano; tampéo da Taq DNA polimerase a 1X (KCI 50 mM e Tris-HCI
20 mM, pH 8,4); 3 mM de MgClz; 250 pM de cada um dos deoxinucleotideos
(Promega); 1 U de “Platinun Taq DNA polimerase” (Invitrogen) e 20 picomols dos
iniciadores. Para avaliar a integridade da ilha de patogenicicdade cag (PAIl) foram
feitas reacdes de PCR para os genes cagE, cagL, cagT, cagX e cagY. As condicdes
de reacdo e os iniciadores estdo descritos na Tabela 1. Os produtos da reacédo
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo
de etidio e analisados em transiluminador de luz ultravioleta. Os padrdes obtidos
com cada um dos iniciadores foram idénticos para as trés amostras isoladas. Ainda,
foi sequenciada as regifes i/d do gene vacA, consideradas atualmente como as
mais fidedignas para avaliar a producado da citotoxina vacuolizante (VacA) funcional.

Depois de confirmada a isogenia, foram feitos repiques em placas de Petri
contendo BHM. As placas foram incubadas a 37°C, em microaerofilia (Anaerocult
C®; Merck, Darmstadt, Alemanha), por dois dias e o conteido de cada placa de Petri
(100 mm de diametro) foi retirado com um “swab”, transferido para tubos
contendo caldo Brucella suplementado com 30% de glicerol e estocado em freezer a
-80°C até o momento de uso. O tamanho do inéculo (MOI de 100 ou de 20) foi
determinado por densidade 6ptica (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.
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3.3. Obtencéo das células mononucleares do sangue periférico

Vinte mililitros de sangue periférico foram colhidos por sistema a vacuo em
tubos com EDTA. Imediatamente depois da colheita, as células mononucleares
foram separadas em gradiente Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia). A separacao foi feita conforme recomendacbes do fabricante.
Resumidamente, o sangue colhido foi distribuido em dois tubos tipo falcon de 50 mL.
A cada 10 mL de sangue foram adicionados 10 mL de PBS (Tampéao Fosfato-salina,
pH 7,4). Em seguida, a suspenséao de células foi adicionada lentamente sobre 14 mL
de Ficoll-Paque PLUS, e centrifugada a 400 g por 40 minutos a 20°C. Depois da
centrifugacéo, a camada de células mononucleares foi retirada com o auxilio de uma
pipeta e adicionada a um novo tubo tipo falcon contendo 10 mL de PBS. Essa nova
suspensdao de células foi centrifugada a 300 g por 20 minutos a 20°C, e o
sobrenadante descartado. Depois da segunda lavagem com PBS, o “pellet’ foi
diluido em 1 mL de meio RPMI-1640 (Invitrogen) e a contagem do numero de
células mononucleares foi feita em camara de Neubauer. A viabilidade das células
mononucleares do sangue periférico foi confirmada, por microscopia, depois de
coloracdo com azul de tripan. Em seguida, as células foram diluidas em meio RPMI-
1640 para se obter uma concentracdo de 1,0 x 10° células mononucleares por mL de

meio para uso nos experimentos.

3.4. Estimulo das células mononucleares com amostras isogénicas de H.
pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilagcdo EPIYA C
Cocultivos de amostras de H. pylori com as células mononucleares foram

feitos na proporcdo de 20 bactérias para uma célula (MOl de 20) em placas de [
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poliestireno com 24 pocos. Resumidamente, foi adicionado a 5 poc¢os 1 mL de meio
RPMI-1640 contendo 1,0 x 10° células mononucleares. Em seguida foram
adicionadas amostras viaveis de H. pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilacao
EPIYA C a pocos diferentes. Para avaliar o efeito apenas da presenca do gene
cagA, independentemente do numero de sitios EPIYA C, foi usado uma amostra
padrdo cagA-negativa (Tx30A). Foram usadas, como controle negativo, células
mononucleares mantidas em meio RPMI-1640. As placas foram entédo incubadas em
camara umida a 37°C em atmosfera de 5% de CO:2 por 6 horas para quantificacdo
dos transcritos de mRNA, imunoprecipitacdo e por 24 e 48 horas para as dosagens
de citocinas. Depois de cada periodo de incubacdo, o conteudo dos pocos foi
transferido para tubos de 2 mL que foram centrifugados a 300 g por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi mantido em freezer a -80°C até o uso. Aos “pellets” dos
cocultivos de 6 horas de incubacdo foram adicionadas solucdo estabilizadora e
protetora de RNA (RNA later® solution — Ambion, Applied Biosystem) para andlise
dos transcritos e tampéao de lise nos “pellets” para os ensaios de imunoprecipitacao.
Os tubos foram homogeneizados em vortex e estocados em um freezer -80°C até o
uso.

O numero de sitios EPIYA C da proteina CagA das amostras de H. pylori foi

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

3.4.1 Estimulo das células mononucleares com amostras isogénicas de

H. pylori para estudo de vias de sinalizagéo

Para o estudo das vias de sinalizacdo, células mononucleares, obtidas por
separacéo pelo gradiente de Ficoll-Paque PLUS (item 3.3), foram diluidas em 25 mL

D
de meio RPMI-1640 suplementado com 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de (U]
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estreptomicina (Sigma, S&o Paulo, Brasil). A suspensao de células foi mantida em
garrafas de cultivo celular de 75 cm? (Sarstedt, Newton, EUA) em repouso
“overnight” em camara umida a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. No dia seguinte,
antes dos estimulos, a suspenséao de células foi centrifugada a 300 g por 20 minutos
a 20°C, e o sobrenadante descartado. Apés a segunda lavagem com RPMI-1640
sem suplementos, o “pellet”’ foi diluido em 1 mL de meio RPMI-1640 e a contagem
do numero de células mononucleares foi feita em camara de Neubauer.

Cocultivos de amostras de H. pylori com as células mononucleares foram
feitos na proporcdo de 20 bactérias para uma célula (MOl de 20) em placas de
poliestireno com 24 poc¢os. Resumidamente, foi adicionado a 4 pocos 1 mL de meio
RPMI-1640 contendo 1,0 x 10° células mononucleares. Em seguida foram
adicionadas amostras viaveis de H. pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilacao
EPIYA C a pocos diferentes. Foram usadas, como controle negativo, células
mononucleares mantidas em meio RPMI-1640. As placas foram entédo incubadas em
camara Umida a 37°C em atmosfera de 5% de CO: por 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas.
Depois de cada periodo de incubacéo, as células foram transferidas para um tubo de
1,5 mL e centrifugadas a 300 g por 15 minutos a 4°C, quando, entdo, o
sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 250 pL de tampéo 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 sédio; 1 mM ortovanato de sodio; 10 mM fluoreto de sodio;
10% glicerol; 1 mM PMSF [fluoreto de fenilmetilsulfonilo]; 25 ug/mL leupeptina; 25
Mg/mL aprotinina; 2 pg/mL pepstatina) ao “pellet” formado para dosagem de
proteinas totais. Os tubos foram homogeneizados em vértex e estocados em um

freezer -80°C até o uso.
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As concentracdes de proteinas totais foram determinadas em triplicata pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). Resumidamente, 180 uL do reagente de
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) foram adicionados a 20 uL das amostras. A
leitura de absorbancia foi feita em espectrofotbmetro em comprimento de onda de
595 nm (Victor X4, Perkin Elmer, CA, EUA). A concentracdo da proteina total foi
determinada comparando-se o resultado com os de uma curva padrdao construidos

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

ng/ul.

3.5. Avaliacao das vias de sinalizacéo por “Western blot”

Para as reacdes de “Western blot” foram usados volumes contendo 30 ug de
proteina total, adicionados ao tampé&o de corrida (NUPAGE® LDS pH 8,4/Invitrogen)
e submetidos a desnaturacdo durante 10 minutos a 70°C. As proteinas foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (gradiente de 4-12%)
(NUPAGE® Bis-Tris Gel/lnvitrogen) e transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Invitrogen), que foi lavada com TBS (Tampé&o Tris-salina, pH 7,2) por 5
minutos sob agitacdo seguida de bloqueio com 25 mL do tampéao de bloqueio (TBS,
Tween-20 a 0,05% e leite em pd a 3% p/v) por 1 hora. Depois do bloqueio, as
membranas foram lavadas duas vezes, por 5 minutos, com 15 mL do tampéo de
diluicdo do anticorpo (TBS, Tween-20 a 0,05% e BSA a 4%). Em seguida foram
mantidas em geladeira “overnight” sob agitagdo com os respectivos anticorpos
primarios fosforilado e nao fosforilado “anti-NF-kB p65”, “anti-p38 MAPK”, “anti-
p44/42 MAPK ERK1/2” e “anti-STAT3” (Cell Signaling, Danvers, MA, EUA) na

diluicao de 1:1000. As membranas foram, entao, lavadas quatro vezes por 5 minutos |
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com 15 mL do tampé&o TBS-T (TBS, Tween-20 a 0,05%) e incubadas a temperatura
ambiente por 1 hora com o anticorpo secundario (“‘ECL Rabbit IgG, HRP -linked” —
GE Healthcare/Amersham Biosciences) diluido em tampéao de bloqueio na propor¢cao
de 1:2000. Para deteccéo das proteinas, as membranas foram lavadas com TBS-T
uma vez por 15 minutos, seguida de trés lavagens com TBS-T por 5 minutos e
finalmente duas lavagens por 2 minutos com TBS. A revelacéo foi feita com solucéo
reveladora Immobilon™ Western-Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore,
Billerica, MA, EUA) e a leitura foi feita em um sistema de foto documentacéo

(ImageQuant 350, GE Healthcare).

3.6. Avaliacdo da presenca da proteina CagA fosforilada no citoplasma
das células por imunoprecipitacéo

Para as reacdes de imunoprecipitacdo foram usados volumes contendo 1000
ug de proteina total. A cada um dos tubos com 1000 pg de proteina total foram
adicionados 4 pg do anticorpo Anti-CagA (A-10, Santa Cruz Biotechnology),
homogeinizados e incubados “overnight” sob agitacdo a 4°C. No dia seguinte 30 pL
de sefarose com a proteina 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 suspensao de
sefarose foi incubada, sob agitacdo, por 4 horas a 4°C e lavada por centrifugagéao 2
vezes com 1 mL de PBS e tampdo de lise e uma vez com PBS. Foram
acrescentados, entdo, 100 yuL de tampao de corrida aos “pellets”, incubados a 95°C
por 5 minutos e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (NUPAGE® Bis-
Tris Gel/lnvitrogen, gradiente de 4-12%). A presenca dos sitios EPIYA C da proteina

D)
CagA fosforilados no citoplasma das células foi avaliada por “imunoblot’, nas
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condicbes descritas anteriormente, usando o anticorpo secundario p-Tyr (pY-99,

Santa Cruz Biotechnology).

3.7. Obtencéo das células epiteliais gastricas (AGS) e THP-1

Células AGS (ATCC CRL-1739; Rockville, MD, EUA) e THP-1 ,(mondcitos de
leucemia monocitica 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 pg/mL de
estreptomicina (Sigma). As garrafas foram incubadas em cadmara Umida a 37°C, 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 diluidos em 1 mL de
meio RPMI-1640. A contagem do numero de células foi feita em cémara de
Neubauer, e obteve-se uma concentragdo de 2,0 x 10° células AGS por 5 mL de

meio RPMI-1640 e 1,0 x 108 células THP-1 por 1 mL de meio RPMI-1640.

3.8. Estimulo das células AGS e THP-1 com amostras isogénicas de H.
pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilagcdo EPIYA C

Cocultivos de amostras de H. pylori e células AGS foram feitos na proporcéo
de 100 bactérias para uma célula AGS (MOI de 100), em placas de poliestireno com
6 pocos. Resumidamente, foram adicionados a cada um dos po¢os 5 mL de meio

D
RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 2,0 x 10° células AGS. As o)
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placas foram incubadas em camara umida a 37°C, em atmosfera de 5% de COg, até
atingirem confluéncia 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 viaveis de H. pylori com um, dois ou trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C a pocos diferentes. Cocultivos de amostras de H. pylori com as
células THP-1 foram feitos na proporcéo de 20 bactérias para uma célula (MOI de
20) em placas de poliestireno com 24 pocos. Resumidamente, foi adicionado a 4
pocos 1 mL de meio RPMI-1640 contendo 1,0 x 108 células THP-1. Em seguida
foram adicionadas as amostras viaveis de H. pylori com um, dois ou trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C a pocos diferentes. Foram usadas como controle negativo
células AGS e células THP-1 mantidas em meio RPMI-1640 sem suplementos.

As condicfes e tempos de incubacdo foram feitas como descritos nos itens

3.4e34.1.

3.8.1. Estimulo das células AGS com amostras isogénicas de H. pylori
para estudo de vias de sinalizagdo, imunoprecipitacdo e observacao do
fenétipo “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 condicdes e tempos de incubacédo, determinacdo da concentracdo de
proteinas totais foram feitas como descrito no item 3.4.1. As reacgdes de “Western

blot” foram feitas como descrito no item 3.5. e reacdes de imunoprecipitacdo como

descrito no item 3.6.
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Para a observacdo do fendtipo “Beija-flor” as placas foram incubadas em
camara umida a 37°C em atmosfera de 5% de CO:2 por 24 horas, quando entao

foram foto documentadas.

3.8.2. Estimulo das células mononucleares com amostras isogénicas de

H. pylori para imunoprecipitacdo e observacdo do fenOmeno de

agregacao celular

Cocultivos de amostras de H. pylori com trés sitios de fosforilagdo 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 condicdes e tempos de incubacdo, determinacdo da concentracdo de
proteinas totais foram feitas como descrito no item 3.4.1. As reacdes de
imunoprecipitagao foram feitas como descrito no item 3.6.

Para a observacdo do fendbmeno de agregacao celular as placas foram
incubadas em camara umida a 37°C em atmosfera de 5% de CO:2 por até 24 horas,

guando entédo foram foto documentadas nos tempos de uma, doze e 24 horas.

3.9. Estimulo das células mononucleares e AGS com amostras
isogénicas de H. pylori na presenca de inibidores especificos

Foram adicionadas a cada um dos pocos 1,0 x 108 células mononucleares ou
AGS, diluidas em meio de cultura RPMI-1640 e em seguida foram adicionados os

inibidores especificos das vias de sinalizagdo p38 MAPK, 10 uM de SB203580

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

CS)
Bayl11-7082, (Biomol-Plymouth Meeting, PA, EUA); STAT3, 50 uM de 5,15-DPP; [—
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Src, 10 uM de PP2; SHP1/2, 50 uM de NSC-87877 (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA)
todos diluidos em DMSO, exceto o inibidor NSC-87877 que foi diluido em agua.
Cada uma das placas, entdo, foi incubada em camara umida a 37°C em atmosfera
de 5% de CO:2 por uma hora (exceto no caso do STATS3, cuja placa ficou incubada
por 24 horas) antes de receber os estimulos.

Depois da incubacdo com os inibidores, foram adicionadas amostras viaveis
de H. pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilagdo EPIYA C ao respectivo pogo.
Foram usadas, como controles, células mononucleares ou AGS mantidas em meio
RPMI-1640 e mantidas em meio RPMI-1640 com DMSO. As placas foram entéao
incubadas novamente em camara Umida a 37°C em atmosfera de 5% de CO:2 por 4
e 6 horas para “Western blot”, por 6 horas para quantificacdo dos transcritos de
MRNA e por 48 horas para dosagem de citocinas. O conteudo de cada um dos
pocos foi transferido para tubos de 2,0 mL e centrifugados a 300 g por 20 minutos a
4°C. Os sobrenadantes de 48 horas foram recolhidos em aliquotas e mantidos em
freezer -80°C para dosagem de citocinas, aos “pellets” de 4 e 6 horas foram
adicionados 200 puL de tampéo de lise para “Western blot” e aos “pellets” de 6 horas
foi adicionado solucdo estabilizadora e protetora de RNA para quantificacdo dos
transcritos de mRNA. Os tubos foram homogeneizados em vértex e estocados em

freezer a -80°C até o uso.

3.10. Determinacao da concentragdo de citocinas nos cocultivos de H.
pylori nas células mononucleares e AGS

As concentracdes das citocinas representativas da resposta Th17 (IL-18, IL-
6, IL-17A, IL-23 e TGF-B), 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 N
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imunoenzimatico (BioSource, Camarillo, CA, EUA) que usa anticorpos especificos
para as referidas citocinas humanas. As reacdes foram feitas de acordo com as
recomendacdes do fabricante e as concentracdes das citocinas foram expressas em
pg/mL. Todos os valores abaixo dos limites esperados (ponto de corte) foram

considerados como zero.

3.11. Quantificagcé&o relativa dos transcritos de mRNA por PCR em tempo
real

Para a quantificacdo relativa dos transcritos de mRNA das citocinas em
estudo, foram usados os “pellets” dos cocultivos de H. pylori com um e trés sitios
EPIYA C com células mononucleares do sangue periférico incubadas por 6 horas
(itens 3.4) mantidos em solucéo estabilizadora e protetora de RNA em um freezer a -
80°C.

O RNA total das células foi extraido com o RNeasy MiniKit — Qiagen (Qiagen
GmbH, Hilden, Alemanha) de acordo com as especificagbes 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
recomendacdes do fabricante. O cDNA foi produzido usando 5 a 20 ng de RNA total
com as seguinte condi¢cdes de termociclagem: 25°C — 10 minutos para anelamento
dos iniciadores; 37°C — 120 minutos para extensdo pela enzima transcriptase
reversa; 85°C — 4 minutos para inativagcado da enzima.

Para amplificacdo dos transcritos de mRNA das citocinas foram utilizados os
ensaios especificos (Tabela 2) e reagentes TagMan® Master Mix (Applied
Biosystems) conforme recomendacdes do fabricante. As condicbes de reacao da

O
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PCR foram: 95°C por 10 minutos; seguido de 50 ciclos de 15 segundos a 95°C e 90
segundos a 60°C.

A quantificacdo 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 comparacéo entre o numero de copias dos transcritos alvo e
0 numero de coépias dos transcritos de GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase) cujo gene possui expressao constitutiva, sendo, deste modo, usado
como controle endogeno da reacdo. Células mononucleares ndo estimuladas por

amostras de H. pylori foram usadas como controle.

Tabela 2 — Ensaios para a amplificacdo dos transcritos de mRNA das citocinas

Citocinas Ensaios*
IL-1B hs01555410_m1
IL-6 hs00985639_m1
IL-8 hs00174103_m1
IL-11 hs00174148_m1
IL-17A hs99999082_m1
IL-23 hs00372324_m1
TGF-B hs00998133_m1

*Numeros de controle da Applied Biosystem.

Os valores de expressao relativa dos transcritos de mRNA das citocinas
foram calculados pelo método 222¢t (RQ - Relative Quantification) calculado
automaticamente pelo programa 7500 v2.0.5 do equipamento Real Time PCR 7500

System (Applied Biosystem).
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3.12. Analise Estatistica

Os dados foram analisados com o programa estatistico SPSS “Statistical
Package for the Social Sciences”, versdo 17.0 (SPSS IN., Chicago, IL, EUA).

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi empregado para avaliar a normalidade
dos dados. Os valores obtidos que ndo apresentaram distribuicdo normal foram
transformados em logaritmos. Os dados que estavam na curva de normalidade
foram apresentados como média + desvio padrdo; caso contrario, como mediana
com valor minimo e maximo.

A comparacao dos niveis de citocinas, de acordo com os sitios 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 nao apresentaram distribuicdo
normal.

Diferencas entre os periodos de incubacdo foram também avaliados pelo
teste bicaudal de Mann-whitney.

Correlacdes entre os niveis das diferentes citocinas foram avaliadas pela
Correlacdo de Pearson.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p <

0,05.
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4. Resultados

4.1. Obtencédo das amostras isogénicas de H. pylori

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

dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C, respectivamente (Figura 4).

1500 pb

1000 pb

500 pb

200 pb

Figura 4 - Gel de agarose dos produtos amplificados da regido variavel 3° do gene cagA
das amostras isogénicas de H. pylori: canaleta 1, colénia LPB-14 com perfil de EPIYA
ABC (banda de 640 pb); canaleta 2, colonia LPB-2 com perfil de EPIYA ABCC (banda
de 760 pb); canaleta 3, colénia 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 coldnias isoladas; canaleta 5 controle
negativo interno da reacdo (agua destilada); canaleta P, padrdo de tamanho molecular
(100 pb, Promega, Madison WI, USA). Os perfis ABC, ABCC e ABCCC das colbnias

isoladas foram todos confirmados por sequenciamento. ©n
|



4.2. ldentificacdo das amostras isogénicas por sequenciamento de
genes da governanca e por RAPD-PCR.

A isogenia foi confirmada por sequenciamento de cinco genes da governanga

demonstrando 100% de identidade como mostram as Figuras 5A - 5E.
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LEFEB-14 CTTCTTCACCTTTTCAAGATACTCTTCTGTTTCCGTATTGACTTTAATCACTTCACCTTCTARAACATGGARAGGCACTT
LEPE-2 TCTTCACCTTTTCAAGATACTCTTCTGTTTCCGTATTGACTTTAARTCACTTCACCTTCTAARACATGGARAGGCACTT
LPFE-b TCTTCACCTTTTCAAGATACTCTTCTGTTTCCGTATTGACTTTAATCACTTCACCTTCTAARACATGGARAGGCACTT
Conzensus . TCTTCACCTTTTCARGATACTCTTCTGTTTCCGTATTGACTTTAARTCACTTCACCTTCTAARACATGGARAGGCACTT
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LPE-14 GCACAACTGCACCGGTTTCTAARAGTCGCTGGAARAATTGCTCGCGCTTGAAGTATCGCCCTTARAATTAGGAGCCGTTTCT
LPB-2 GCACAACTGCACCGGTTTCTAAAGTCGCTGGAAARTTGCTCGCGCTTGAAGTATCGCCCTTARAATTAGGAGCCGTTTCT
LPE-6 GCACAACTGCACCGGTTTCTAAAGTCGCTGGARAATTGCTCGCGCTTGAAGTATCGCCCTTARAATTAGGAGCCGTTTCT
Consensus GCACAARCTGCACCGGTTTCTARAGTCGCTGGAAAATTGCTCGCGCTTGARGTATCGCCCTTAARATTAGGAGCCGTTTLT
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LPB-14 RACARTCTTTARAGCCACAACTTGCGGCACATCCACTGAARTCGCCTTGTCATTATGCARCAAAACCTGCACTTGCATGLEL
LPB-2 RACAATCTTTARAGCCACAACTTGCGGCACATCCACTGAARTCGCCTTGTCATTATGCARCAAAACCTGCACTTGCATGLL
LFB-6 ACAATCTTTARAGCCACAACTTGCGGCACATCCACTGAARTCGCCTTGTCATTATGCARCARAACCTGCACTTGCATGLL
Conzensus ACAATCTTTARAGCCACAACTTGCGGCACATCCACTGAARARTCGCCTTGTCATTATGCAARCAARARCCTGCACTTGCATGCC

241 250 260 220 280 290 300 310 320

| + + t + + $ + I

LPB-14 GTCTAGCATCCATTTAGAAGCCTCGCCCACT TGAGAGTCGTTCAAAGCGATTTGCTCATAGCTCTCTATATCCATGARTT
LPB-2 GTCTAGCATCCATTTAGAAGCCTCGCCCACTTGAGAGTCGTTCAARGCGATTTGCTCATAGCTCTCTATATCCATGAATT
LPE-6 GTCTAGCATCCATTTAGAAGCCTCGCCCACTTGAGAGTCGTTCAARGCGATTTGCTCATAGCTCTCTATATCCATGAARTT
Consensus GTCTAGCATCCATTTAGAAGCCTCGCCCACT TGAGAGTCGTTCAAAGCGATTTGCTCATAGCTCTCTATATCCATGARTT

321 330 340 350 360 370 380 390 400

I M M M M M L M I

LPB-14 GGTATGTATCGCCATCGTGATAARAGGTACTGCATCGTTTTTTCARCCAGATTAGGCTCTTCGCACTTATCCCCCGCATGE
LPB-2 GGTATGTATCGCCATCGTGATARAGGTACTGCATCGTTTTTTCARCCAGATTAGGCTCTTCGCACTTATCCCCCGCATGE
LPB-6 GGTATGTATCGCCATCGTGATARAGGTACTGCATCGTTTTTTCARCCAGATTAGGCTCTTCGCACTTATCCCCCGCATGE
Consensus GGTATGTATCGCCATCGTGATARAGGTACTGCATCGTTTTTTCAACCAGATTAGGCTCTTCGCACTTATCCCCCGCATGG

q01 410 420 430 440 450 q60 70 480

| 4 4 4 4 4 + 4 |

LPB-14 RAAAGTCTTCTCARTCACCTTGCCGTCCARARACGATTTGATTTTCGCGCGCACARARGCCGCACCCTTGCCGGGCTTGAC
LPE-2 AAAGTCTTCTCAATCACCTTGCCGTCCARARACGATTTGATTTTCGCGCGCACARAAGCCGCACCCTTGCCGGGCTTGAC
LPB-6 AAAGTCTTCTCAATCACCTTGCCGTCCARARACGATTTGATTTTCGCGCGCACARAAGCCGCACCCTTGCCGGGCTTGAC
Consensus  ARAGTCTTCTCAATCACCTTGCCGTCCARARAACGATTTGATTTTCGCGCGCACARARGCCGCACCCTTGCCGGGCTTGAC

481 430 500 510 520 530 540 550 560

I M M M M M L M I

LPB-14 ATGCTGGTATTCTACGATCCTATAAGGCACACCGCCCAATTCAATTTTCARGCCCTTTTTGAGCTCGCTCATCCARAATT
LPB-2 ATGCTGGTATTCTACGATCCTATAAGGCACACCGCCCARTTCAATTTTCAAGCCCTTTTTGAGCTCGCTCATCCARAATT
LPB-6 ATGCTGGTATTCTACGATCCTATAAGGCACACCGCCCAATTCAATTTTCAARGCCCTTTTTGAGCTCGCTCATCCAARATT
Conzensus ATGCTGGTATTCTACGATCCTATAAGGCACACCGCCCAARTTCAATTTTCARGCCCTTTTTGAGCTCGCTCATCCAARARTT

H6E4

1-=1

LFB-14 GCCA
LFB-2 GCCA
LPB-6 GCCA
Consensus GCCA

Figura 5A - Alinhamento das sequéncias de acidos nucléicos da regido efp das

amostras isogénicas de H. pylori.
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1 10 20 30 40 50 60 0 80
| t t t t 4 t + |
ATGATGCCTACTTGAATGATTTCTTCTTCTTTAGTTTCTTCTARAGCGTTATTAGGGGTTTCTAARGCTTTCTAAAATATC
ATGATGCCTACTTGAATGATTTCTTCTTCTTTAGTTTCTTCTARAGCGTTATTAGGGGTTTCTAARGCTTTCTAAAATATC
ATGATGCCTACTTGAATGATTTCTTCTTCTTTAGTTTCTTCTARAGCGTTATTAGGGGTTTCTARGCTTTCTAAAATATC
ATGATGCCTACTTGAATGATTTCTTCTTCTTTAGTTTCTTCTARAGCGTTATTAGGGGTTTCTAARGCTTTCTAAAATATC

g1 90 101 110 120 130 140 150 160
| + + + + + + + |
CGCATCCARATCTTGCTCTATGATTTGGTTTAARTTCARTGCGTTCARTACCGCATCAARTTAATGCACTAARTGCCCCTAT
CGCATCCARATCTTGCTCTATGATTTGGTTTAARTTCARTGCGTTCARTACCGCATCAARTTAATGCACTAARTGCCCCTAT
CGCATCCARATCTTGCTCTATGATTTGGTTTAARTTCAARTGCGTTCAARTACCGCATCAATTAARTGCACTAATGCCCCTAT
CGCATCCARATCTTGCTCTATGATTTGGTTTAARTTCAARTGCGTTCARTACCGCATCAARTTAATGCACTAATGCCCCTAT

161 170 180 190 200 210 220 230 240
| + + + + + + + |
TGTGCGARACGGAARATATTARAACTCTTAGGAATGCCARAAGAAGARAACGCATAAGCTCGCTCTTTTTCTTTGTCGTTA
TGTGCGARACGGAAATATTARAACTCTTAGGAATGCCAARAARGAAGARARACGCATAAGCTCGCTCTTTTTCTTTGTCGTTA
TGTGCGARACGGAARATATTARAACTCTTAGGAATGCCARARGAAGARAACGCATAAGCTCGCTCTTTTTICTTTGTCGTTA
TGTGCGARACGGAARATATTAARAACTCT TAGGAATGCCAARAAGARGAARARACGCATAAGCTCGCTCTTTTTCTTTGTCGTTA

241 250 260 220 280 290 300 310 320
1 t t t t 4 t + |
TCAARTCTTATTGATCACTAARAAGCAGT TAGGGT TGATCTTAARAATCTCTCTARAARAGCTTGATGTCTTCATCGCTAGG
TCARTCTTATTGATCACTARAAAGCAGT TAGGGT TGATCT TARARAATCTCTCTARAARGCTTGATGTCTTCATCGCTAGG
TCARTCTTATTGATCACTARAAAGCAGT TAGGGT TGATCTTARAAATCTCTCTARAARGCTTGATGTCTTCATCGCTAGG
TCAARTCTTATTGATCACTAARAAGCAGT TAGGGT TGATCTTAARAATCTCTCTARAARAGCTTGATGTCTTCATCGCTAGG

321 330 340 350 360 370 380 390 400
| + + + + + + + |
GATAGACTTGCCATCCACAACGTATAARATCAARTCGCTCATTTGAGCGGCTTTTARATTARGGGCTTTGATTTCTTTAG
GATAGACTTGCCATCCACAACGTATAARATCAARTCGCTCATTTGAGCGGCTTTTARATTARGGGCTTTGATTTCTTTAG
GATAGACTTGCCATCCACARCGTATAARATCAAATCGCTCATTTGAGCGGCTTTTARATTAAGGGCTTTGATTTCTTTAG
GATAGACTTGCCATCCACARCGTATAARATCAAATCGCTCATTTGAGCGGCTTTTARATTAAGGGCTTTGATTTCTTTAG

dq01 q11) 420 430 44 4510 4610 q470) 480
| + + + + + + + |
ACARAAGAGCGTCTTTAGCCATGCCCCCTGTATCTARTAGCTCCACTTCATGGCCGTTCARTGCGATTTTTCGTTTGTTA
ACARAAGAGCGTCTTTAGCCATGCCCCCTGTATCTARTAGCTCCACTTCATGGCCGTTCARTGCGATTTTTCGTTTGTTA
ACARARAGAGCGTCTTTAGCCATGCCCCCTGTATCTARTAGCTCCACTTCATGGCCGTTCARTGCGATTTTTCGTTTGTTA
ACARAAGAGCGTCTTTAGCCATGCCCCCTGTATCTAARTAGCTCCACTTCATGGCCGTTCARTGCGATTTTTCGTTTGTTA

481 490 L h10 h20 530 hd) B0 Ll
| + + + + + + + |
ATATCTCGTGTGGTGCCTGCARAATCTGARGTGATAGCGATCCTTTCTCTAGCCAGGCGGTTAARATAGTGAGCTTTTCCC
ATATCTCGTGTGGTGCCTGCARAATCTGAAGTGATAGCGATCCTTTCTCTAGCCAGGCGGTTARATAGTGAGCTTTTCCC
ATATCTCGTGTGGTGCCTGCARAATCTGAAGTGATAGCGATCCTTTCTCTAGCCAGGCGGTTARATAGTGAGCTTTTCCC
ATATCTCGTGTGGTGCCTGCARAATCTGARGTGATAGCGATCCTTTCTCTAGCCAGGCGGTTAARATAGTGAGCTTTTCCC

hb1 h70 hio 590 GO0 b10 620 630 [ LI
| + + + + + + + |
CACATTAGGCTGGCCTAARATCGCARTGGTTTTTARAGTTTTATGGCTTGTATTCATCTTTTTTATCGCTTCAATTTAAT
CACATTAGGCTGGCCTARAATCGCAATGGTTTTTARAGTTTTATGGCTTGTATTCATCTTTTTTATCGCTTCAATTTAAT
CACATTAGGCTGGCCTARAATCGCAATGGTTTTTARAGTTTTATGGCTTGTATTCATCTTTTTTATCGCTTCAATTTAAT
CACATTAGGCTGGCCTARAATCGCARTGGTTTTTARAGTTTTATGGCTTGTATTCATCTTTTTTATCGCTTCAATTTAAT

641 650 G660 670 680 630 100 710 F2o
| 4 4 4 4 4 4 4 |
CAAARATTAGATTACAARTATTATAGTTATTTAARAGCTTAARATARGGGTCTAGCATTGTTTTTAGTCARARAAAAARGGGGG
CAAARATTAGATTACAARTATTATAGTTATTTAARAGCTTARATARGGGTCTAGCATTGTTTTTAGTCARAARAARAAARGGGGG
CAAAATTAGATTACAARTATTATAGTTATTTAARAGC T TARATARGGGTCTAGCATTGTTTTTAGTCARAARAAAARGGGGG
CAAAATTAGATTACAARTATTATAGTTATTTAARAGC T TARATARGGGTCTAGCATTGTTTTTAGTCARAARAAAARGGGGG

7224
1--1
GGGG
GGGG
GGGEG
GGGG

Figura 5B - Alinhamento das sequéncias de acidos nucléicos da regido yphC das

amostras isogénicas de H. pylori.
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I L L L L L L L L I
TTCTTGGAARACCCCGCAGCCCACATTARTAGCTGGGCGGATCCTGARTAARRACARATCCGTTTCTARGARARTTTGCCCGTCTGTAATA
TTCTTGGAARACCCCGCAGCCCACATTARTAGCTGGGCGGATCCTGARTAARRACARATCCGTTTCTAARGARARTTTGCCCGTCTGTAATA
TTCTTGGARRACCCCGCAGCCCACATTARTAGCTGGGCGGATCCTGAATAARRACARATCCGT TTCTARGAARARATTTGCCCGTCTGTAATA
TTCTTGGARARACCCCGCAGCCCACATTARTAGCTGGGCGGATCCTGAATARRACARATCCGT TTCTAAGARARATTTGCCCGTCTGTAATA

9 100 110 120 130 140 150 160 170 180
I L L L L L L L L I
GARATGATATTTGTAGGGATATAGGCAGAARCATCACCCGCTTGAGT TTCCACAATAGGGAGTGCAGTCAAAGAGCCGGCACCCTTTTCA
GARATGATATTTGTAGGGATATAGGCAGAARCATCACCCGCTTGAGT TTCCACARTAGGGAGTGCAGTCARAGAGCCGGCACCCTTTTCA
GARATGATATTTGTAGGGATATAGGCAGAARCATCACCCGCTTGAGT TTCCACARTAGGGAGTGCAGTCARAGAGCCGGCACCCTTTTCA
GAAATGATATTTGTAGGGATATAGGCAGAARCATCACCCGCTTGAGT TTCCACAATAGGGAGTGCAGTCAARAGAGCCGGCACCCTTTTCA

181 190 200 210 220 230 240 250 260 270
| |
TCGCARARGT TTAGCCGCTCTTTCTARARGCCGTGAGTGGATATARARCACATCTCCAGGARRAGCCTCCCTACCTGGGGGTCTTCTCARA
TCGCARARGT TTAGCCGCTCTTTCTARARGCCGTGAGTGGATATARARCACATCTCCAGGARRAGCCTCCCTACCTGGGGGTCTTCTCARA
TCGCAAARGT TTAGCCGCTCTTTCTARARGCCGTGAGTGGATATARARCACATCTCCAGGAARAGCCTCCCTACCTGGGGGTCTTCTCARA
TCGCAARGTTTAGCCGCTCTTTCTARARGCCGTGAGTGGATATARARCACATCTCCAGGAARAGCCTCCCTACCTGGGGGTCTTCTCARA

271 280 290 300 EXLL 320 330 340 350 360
| t t t t t t t + |
ATCARAGAARTCTCTCTGTARGCGACAGCATGCT TACTCARATCATCATAARCGATTAARGGCATGGCGGGCATGATCTCTAARGTATTCC
ATCARAGAARTCTCTCTGTARGCGACAGCATGCT TRACTCARATCATCATAAARCGATTARGGCATGGCGGGCATGATCTCTAARGTATTCC
ATCARAGAARTCTCTCTGTARGCGACAGCATGCT TACTCARATCATCATAAACGATTARGGCATGGCGGGCATGATCTCTAARGTATTCC
ATCARAGAARTCTCTCTGTARGCGACAGCATGCTTACTCARATCATCATAARCGATTARGGCATGGCGGGCATGATCTCTAARGTATTCC

361 EFL] 380 390 4 410 4240 430 440 450
| t t t t t t t + |
CCCATAGCCACACCTGARTARGGGGCTARATATTGCATCGCAACTGAATCTGARGCCGARGCGTTGATCACGACGCTGTATTCCATCGCC
CCCATAGCCACACCTGAATAAGGGGCTARATATTGCATCGCAACTGAATCTGARGCCGARGCGTTGATCACGACGCTGTATTCCATCGCC
CCCATAGCCACACCTGAATARGGGGCTARATATTGCATCGCAACTGAATCTGARGCCGARGCGTTGATCACGACGCTGTATTCCATCGCC
CCCATAGCCACACCTGARTARGGEGGCTARATATTGCATCGCAACTGAATCTGARGCCGARGCGTTGATCACGACGCTGTATTCCATCGCC

451 4610 a7 480 490 B0 510 520 530 540
| |
CCATATTCTTCTAATTTGCGGACCACTTGCGCGACAGTGGATTCTTTTTGCCCARTAGCCACATAGATACAGATCACATTTTGCCCTTTT
CCATATTCTTCTAATTTGCGGACCACTTGCGCGACAGTGGATTCTTTTTGCCCARTAGCCACATAGATACAGATCACATTTTGCCCTTTT
CCATATTCTTCTAATTTGCGGACCACTTGCGCGACAGTGGATTCTTTTTGCCCARTAGCCACATAGATACAGATCACATTTTGCCCTTTT
CCATATTCTTCTAATTTGCGGACCACT TGCGCGACAGTGGATTCTTTTTGCCCARTAGCCACATAGATACAGATCACATTTTGCCCTTTT

541 550 560 570 580 590 600 610 620 630
I L L L L L L L L I
TGGTTARTGATCGCATCGATCGCTACGGTGGTTTTACCGGTTTGTTTATCCCCARTGATCARTTCCCTTTGCCCGCGCCCAATAGGCACC
TGGTTARTGATCGCATCGATCGCTACGGTGGTTTTACCGGTTTGTTTATCCCCARTGATCARTTCCCTTTGCCCGCGCCCAATAGGCACC
TGGTTARTGATCGCATCGATCGCTACGGTGGTTTTACCGGTTTGTTTATCCCCARTGATCARTTCCCTTTGCCCGCGCCCAATAGGCACC
TGGTTARTGATCGCATCGATCGCTACGGTGGTTTTACCGGTTTGTTTATCCCCARTGATCARTTCCCTTTGCCCGCGCCCAATAGGCACE

631 640 650 660 670 680 690 00 10 720
| |
ARCGCATCARTGGCTTTAATGCCAGTTTGTARAGGCTCATGCACCGATTTTCTGTCCATARTGCCTGGGGCTTTTTGCTCTATTAGGCTA
ARCGCATCARTGGCTTTARTGCCAGT TTGTARAGGCTCATGCACCGATTTTCTGTCCATARTGCCTGGGGCTTTTTGCTCTATTAGGCTA
ARCGCATCARTGGCTTTARTGCCAGT TTGTARAGGCTCATGCACCGATTTTCTGTCCATARTGCCTGGGGCTTTTTGCTCTATTAGGCTA
ARCGCATCARTGGCTTTAATGCCAGTTTGTAAARGGCTCATGCACCGATTTTCTGTCCATAATGCCTGGGGCTTTTTGCTCTATTAGGCTA

721 730 240 7590 760 FH 780 790 800 810
| |
ARCTCATTCGTTTCTATCTCACCCTTGCCATCATAGGCTCACCCARRGCGTTTAGCACACGCCCTACARCCGCATCGCCACAGGAACTTT
ARCTCATTCGTTTCTATCTCACCCTTGCCATCATAGGCTCACCCARRGCGTTTAGCACACGCCCTACARCCGCATCGCCACAGGAACTTT
ARCTCATTCGTTTCTATCTCACCCTTGCCATCATAGGCTCACCCARAGCGTTTAGCACACGCCCTACARCCGCATCGCCACAGGAACTTT
ARCTCATTCGTTTCTATCTCACCCTTGCCATCATAGGCTCACCCARAGCGTTTAGCACACGCCCTACARCCGCATCGCCACAGGAACTTT

811 820 829
| + 1
CATCARACTCTTCGTGCGT
CATCAARCTCTTCGTGCGT
CATCAARCTCTTCGTGCGT
CATCAAACTCTTCGTGCGT

Figura 5C - Alinhamento das sequéncias de acidos nucléicos da regido atpA das

amostras isogénicas de H. pylori.
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| + + + + 4 + + |
AGGTGCGTTTGTTGTARAAATTTTGTTTTGGAAGGATAAGGCARTGCTAGGACTTGTATTGTTATATGTTGGGAT
AGGTGCGTTTGTTGTARRAARTTTTGTTTTGGAAGGATAAGGCAARTGCTAGGACTTGTATTGTTATATGTTGGGAT
AGGTGCGTTTGTTGTARAAATTTTGTTTTGGAAGGATAAGGCARTGCTAGGACTTGTATTGTTATATGTTGGGAT
AGGTGCGTTTGTTGTARAAARTTTTGTTTTGGAAGGATAAGGCARTGCTAGGACTTGTATTGTTATATGTTGGGAT

76 85 35 105 115 125 135 145 150
| 4 |
TETTTTHHTEHEEHHTEEEHTTTEEEEHTTHHEEHHHETEEHTEETHHHHEEHETEEEETEHTEHHETTTTTTET
TGTTTTAATCAGCAATGGGATTTGCGGAT TAACCARAGTCGATCCTARRAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGT
TGTTTTAATCAGCAATGGGATTTGCGGAT TAACCARAGTCGATCCTARAAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGT
TGTTTTARTCAGCAATGGGATTTGCGGAT TAACCARAGTCGATCCTARARAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGT

151 160 1?0 130 190 200 210 220 225
I +
EEETEEEETETEEHTTHTTTETHHTHTHETTETHHTEHETTHETEEEEEETEEHEEETHEHEEEEETETHEHHEE
GGGTGGGCTCTCCATTATTTGTAATATAGTTGTAATCACTTACTCCGCGCTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGG
GGGTGGGCTCTCCATTATTTGTAATATAGTTGTAATCACTTACTCCGCGCTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGG
GGGTGGGCTCTCCATTATTTGTAATATAGTTGTAATCACTTACTCCGCGCTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGG

226 235 245 255 255 2?5 235 255 300
| 4 |
TEEHEHHEHTHTTETTEHHETHTEHEHEEHTTTEHETHETTTETHTEEEEEHEEEHETEEETTHTTETTTEETTT
TGCAGAAGATATTGTTCAAGTATCACACCATTTGACTAGTTTCTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTT
TGCAGARGATATTGTTCAAGTATCACACCATTTGACTAGTTTCTATGGGCCAGCGACTRGGTTATTGTTTGGTTT
TGCAGAAGATATTGTTCAAGTATCACACCATTTGACTAGTTTCTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTT

Jn 310 320 330 340 350 350 3?0 375
| |
THEETHETTETHTEEEEETHTEHHEEHEHETTTTEETTTEEHTTEEHEEEETTHTTETTEETHTHEETTHTTEET
TACCTACTTGTATGCGGCTATCARCCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCTTATTCTTGGTATAGCTTATTCGT
TACCTACTTGTATGCGGCTATCARCCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCTTATTCTTGGTATAGCTTATTCGT
TACCTACTTGTATGCGGCTATCARCCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCTTATTCTTGGTATAGCTTATTCGT

376 385 335 405 415 425 435 445 450
| 4 |
HEEEHTEHHEHETETTEETEETEEEHTTTTHTEEEHETHTHEEEHTHTEETTEHTEHEEHEHHHETETTHEEEHT
AGCGATCARCACTGTTCCTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCT TGATGACCACARAGTGTTAGGCAT
AGCGATCARCACTGTTCCTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCT TGATGACCACARAGTGTTAGGCAT
AGCGATCARCACTGTTCCTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCT TGATGACCACARAGTGTTAGGCAT

451 460 4?0 430 490 500 510 520 525
I +
EHETEHHEEEEHTTEETEEEEEHTEHTHTEETTEEETTEEEETETTTTETEEETTHEEEETTTEHTTEHHHHEHT
CACTGARGGCGATTGGTGGGCGATCATATGGT TGGCTTGGGGTGTTTTGTGGCT TACCGCTTTCATTGAAARACAT
CACTGAAGGCGATTGGTGGGCGATCATATGGT TGRCTTGGGGTGTTTTGTGGCT TACCGCTTTCATTGAARAACAT
CACTGARGGCGATTGGTGGGCGATCATATGGT TGGCTTGGGGTGTTTTGTGGCTTACCGCTTTCATTGAARACAT

526 535 545 555 555 5?5 535 555 GO0
| |
ETTEHHHHTEEETTTHEEEHHHTTEHETEEHTEEETTEETHTEHTTEHEEETHTTTTHHEEEETTEEHTEEETEE
CTTGAAAATCCCTTTAGGGARAT TCACTCCATGCCTTGCTATCATTGAGGGTATTTTARCCGCTTGGATCCCTGE
CTTGARAATCCCTTTAGGGARATTCACTCCATGCCTTGCTATCATTGAGGGTATTTTAACCGCTTGGATCCCTGE
CTTGARAATCCCTTTAGGGARATTCACTCCATGCCTTGCTATCATTGAGGGTATTTTAACCGCTTGGATCCCTGE

b0l 610 b20 630 b40 650 [ 670
| + + + + ¥ + |
TTGGTTACTCTTTATCCARCACTGLGGTGTGAGATGATCATAGAGCGTTTAGTTGGCAATCTAAGGAAATT
TTGGTTACTCTTTATCCARCACTGGGTGTGAGATGATCATAGAGCGTTTAGTTGGCAATC TAAGGAAATT
TTGGTTACTCTTTATCCARCACTGGGTGTGAGATGATCATAGAGCGTTTAGTTGGCAATCTAAGGAARATT
TTGGTTACTCTTTATCCARCACTGGGTGTGAGATGATCATAGAGCGTTTAGTTGGCARTCTAAGGAARATT

Figura 5D - Alinhamento das sequéncias de acidos nucléicos da regido urel das

amostras isogénicas de H. pylori.
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| 4 + + + + + 4 |
ARGGGGGGGTTTTTCTAGGTGGTTTTTACCTAARACAARTARGGAT TGAAAGGGCARATCGCGCATTTGGGTTTAGG
ARGGGGGGGTTTTTCTAGGTGGTTTTTACCTAARACAARTARGGAT TGAAAGGGCARATCGCGCATTTGGGTTTAGG
ARGLGGGGGGTTTTTCTAGGTGGTTTTTACCTAARACAARTARGGAT TGAAAGGGCARATCGCGCATTTGGGTTTAGG
ARGGGGGGGTTTTTCTAGGTGGTTTTTACCTAARACAATARGGAT TGAAAGGGCARATCGCGCATTTGGGTTTAGG

76 85 55 105 115 125 135 145 150
| + |
EEHEEHEHTTHHHEEEEETHEHTEHHTTHEEEETTEETTHTEHTTHHHEETTTEHTTHHEHTTEHEHHHETEHTT
GGAGCAGATTARAGCCCCTAGATCAATTAGGGCTTGGTTATGATTARAGCTTTCATTARGAT TGAGAAAGTCATT
GGAGCAGATTAARAGCCCCTAGATCAATTAGGGCTTGGTTATGATTARAGCTTTCATTARGAT TGAGAAAGTCATT
GGAGCAGATTAARAGCCCCTAGATCAATTAGGGCTTGGTTATGATTARAGCTTTCATTARGAT TGAGAAAGTCATT

151 160 1?0 130 150 200 210 220 225
I + I
EEETTTHHTTTETHHETETTTHEETTEHHTHTTHEEHTETHHHEEHHHHHEEETTHHHHEEHEEEEETTEHTHTT
CGCTTTAARTTTGTARGTCTTTAGCTTGAATATTAGGATCTAARACCARAAAGCCTTAARAGCACGCGCTTGATATT
CGCTTTARTTTGTARGTCTTTAGCTTGAATATTAGGATCTARACCARARAGCCTTAARAGCACGCGCTTGATATT
CGCTTTARTTTGTAARGTCTTTAGCTTGAATATTAGGATCTARACCARAAAGCCTTAARAGCACGCGCTTGATATT

226 235 245 255 EEE 2?5 285 255 300
I 3
HEEETEEHEEEHTEEEETETTTTETETHHHEEEHHHHEHEHHEHTEEEHTTHEEEETETHTEEEEEHHTEEETEE
AGCGTCCACGCATGCGCTCTTTTCTCTAAAGCCARAACACAAGATCGCAT TAGCCGTGTATGCGCCAATCCCTGG
AGCGTCCACGCATGCGCTCTTTTCTCTAAAGCCARAACACAAGATCGCAT TAGCCGTGTATGCGCCARTCCCTGG
AGCGTCCACGCATGCGCTCTTTTCTCTARAGCCARAACACAAGATCGCAT TAGCCGTGTATGCGCCARTCCCTGG

301 310 320 330 340 350 350 3?0 3?5
I
EHETTTEHHTHEEETTTEHTHETEHTTHEETHHTTETEHETTHTETTETTTHHEEEHHHTTTEHEEEETTTTTTT
GAGTTTCAATAGGCTTTGATAGTCATTAGGTAATTGTGAGTTATGTTCTT TARCGCARATTTCAGCGCTTTTTTT
GAGTTTCAATAGGCTTTGATAGTCATTAGGTAATTGTGAGTTATGTTCTT TARCGCARATTTCAGCGCTTTTTTT
GAGTTTCAATAGGCTTTGATAGTCATTAGGTAATTGTGAGTTATGTTCTTTARCGCARATTTCAGCGCTTTTTTT

376 385 395 405 415 425 435 445 450
| |
THHHTTTTTHEEEETTEHHTHHTHHEEHHEEEETETEEHEHEEHHTHHHHEETEETETHHTTEHEEETTEEETHH
TAAARTTTTTAGCCCTTGARTARTARCCARGCCCTCTCCAGAGCAATAARAACCTCCTCTARTTGAGCGTTCGCTAA
TAAATTTTTAGCCCTTGAATARTARCCARGCCCTCTCCAGAGCAATARAARCCTCCTCTAATTGAGCGTTCGCTAA
TAAARTTTTTAGCCCTTGARTARTARCCARGCCCTCTCCAGAGCAATARARCCTCCTCTAATTGAGCGTTCGCTAA

451 450 4?0 dBO 450 500 510 520 525
| |
ETETTTTHHHETEEEEHHHEETTETHHHHHHEEEEHHTHHHHHEEETEHHEEHEEETETTEHTTTEEETTTETTE
GTCTTTTAARGTGGGGAARGCTTCTARAAAAGGGGAATAARAAACGCTCARCCACCGTGTTGATTTGGGTTTGTTG
GTCTTTTAAAGTGGGGAAAGCTTCTARAAAARGGGGAATAARAACGCTCARCCACCGTGTTGATTTGGGTTTGTTG
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CCCARATTCTTCATACCATTTTARAAGGGCGTTGTGTARAGTTTCCACTT
CCCARATTCTTCATACCATTTTARRAGGGCGTTGTGTARAGTTTCCACTT
CCCARATTCTTCATACCATTTTARAAGGGCGTTGTGTARAGTTTCCACTT
CCCARATTCTTCATACCATTTTARAAGGGCGTTGTGTARAGTTTCCACTT

Figura 5E - Alinhamento das sequéncias de acidos nucléicos da regido mutY das

amostras isogénicas de H. pylori.
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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 padrao de

RAPD usando os iniciadores 1281 e 1254.

Amostra LPB
Cepas

14 2 6 14 2 6

Canaletas— p 1 2 3 . 4 . 2 3

{ ¥
Iniciadores —» 1281 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 reacdo (agua destilada) e canaleta P, padrdo de

tamanho molecular (100 pb).
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As sequéncias do gene vacA nas regides i e d, demonstraram que as trés

cepas com um, dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C sdo vacA il/d1,

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

Tx30A
LPB-14
LPB-2
LPB-6

Tx30A
LPB-14
LPB-2
LPB-6

Tx30A
LPB-14
LPB-2
LPB-6

Tx30A
LPB-14
LPB-2
LPB-6

Regido i

Grupo A

DAKNILIDNFYEINNRYGSGAGRKASSTYLTL
NAKNISIDNFYEINNRYGSGAGRKASSTYLTL
NAKNISIDNFYEINNRYGSGAGRKASSTYLTL
NAKHISIDHFYEINNRYGSGAGRKASSTYLTL

AYGTYNLSGLINF TGGDLDYNHOKATLRLGOFHGNSFTS
AYGTYKLSGLRNF TGGDLDYNHOKATLRLGOFHGNSF TS
AYGTYKLSGLRNF TGGDLDYNHOKATLRLGOFHGNSF TS
AYGTYKLSGLRNF TGGDLDYNHOKATLRLGOFHGNSF TS

Regido i Regido i

HHGRLOYYGAYLAPSYSTIDTSKYOQGEMNFRHLAYGDONAARQAGII
HHGRLOYYGAYLAPSYSTINTSKYQGEYDFNHLTYGDONARQAGII
HHGRLOYYGAYLAPSYSTINTSKYOQGEYDFNHLTYGDONARQAGII
HHGRLOYYGAYLAPSYSTINTSKYOQGEYDFNHLTYGDONARQAGII

Regido d

ANKKTHIGTLDLHOSAGLSIITPPEGGYESK========= TKDNPOQN============ HPKNDAQKTEIOPTAYIDGPFAGGK
ASHKTHIGTLDLHOSAGLNITIAPPEGGYKDKPHSTTSOSGTKHDKOEISONHNSHTEYINPPHRTOKTETEPTAYIDGPFAGGK
ASHKTHIGTLDLHOSAGLNIIAPPEGGYKDKPHSTTSOSGTKHDKOEISONHNSHTEYINPPHRTOKTETEPTQYIDGPFAGGK
ASHKTHIGTLDLHOSAGLNIIAPPEGGYKDKPHSTTSOSGTKHDKOEISONHHSHTEYIHPPNRTOKTETEPTQYIDGPFAGGK

DTYYNIFHLNTKADGTLRAGGFKASLSTHAAI
DTYVYNIDRINTKADGTIKVGGFKASLTTHAR
DTYYNIDRINTKADGTIKYGGFKASLTTHAR
DTYYNIDRINTKADGTIKYGGFKASLTTHAR

Figura 7 - Alinhamento parcial de aminoacidos das regifes i e d da citotoxina

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

ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C, respectivamente. A amostra de referéncia

Tx30A apresenta o genétipo i2/d2 enquanto as demais séo il/d1.
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4.3. Efeito do numero de sitios de fosforilacdo EPIYA C nas vias de
sinalizacao

4.3.1. Ativacdo das vias de sinalizacdo nas células mononucleares do
sangue periférico em resposta ao estimulo com amostras isogénicas de
H. pylori com um, dois ou trés sitios EPIYA C

Inicialmente foi demonstrado dois fendtipos ja descritos na literatura induzidos
pelos sitios de fosforilagdo EPIYA C: o fendtipo “Beija-flor” nas células AGS com
aumento progressivo de acordo com o numero de sitios EPIYA C e a agregacao
celular observada nas células mononucleares que ocorreu independentemente do
namero de sitios EPIYA C mas dependente do SST4 (Figura 8). Nas células AGS e
mononucleares ndo estimuladas e nas células estimuladas com a amostra cagA-

negativa (Tx30A) os dois fendmenos nao foram observados (figura 8).

r 4h
/" CELULAS AGS 24 omms A

. Sem estimulo cagh ABC ABCC ABCCC
'//CELULAS MONONUCLEARES coon B
| L .

Sem estimulo cagh 1 hora 12 horas 24 horas

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

por 24 horas para avaliar os fenotipos (A) “Beija-flor” e (B) agregacéo celular. —



Em seguida, demonstrou-se que a proteina CagA das cepas de H. pylori com
diferentes numeros de sitios 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
proteina CagA em dois fragmentos; um de 100 kDa referente a por¢cdo amino-
terminal e outro correspondente a regido carboxi-termial com peso molecular
variando entre 35 a 40 kDa, de acordo com o numero de sitios EPIYA C (Figura
suplementar 1). Nas células AGS, como o CagA ndo foi processado, o peso
molecular da proteina variou de 120 a 140 kDa de acordo com o namero de sitios de

fosforilacdo EPIYA C (Figura 9).

@ (@ . (&) @ C C @ G C C
é&o QQ\V 6\:& é\w Q\SO Q@ éz\\‘? éf\‘? ((éo Qq\v 6\1& (3\\V
SN A W SN A WA SN A W
Cél. Mononucleares Células THP-1 Células AGS
" 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Da
-
120 - pY-CagA
40— - ~ - pY-CagA

37— S ST ST S T S S S TR SRR e | GAPDH

Figura 9: “Imunoblot” demonstrando a presenca da proteina CagA de H. pylori com
os sitios de tirosina fosforilados nas células mononucleares, células THP1 e células
AGS depois de cocultivo por 6 horas com amostras isogénicas de H. pylori com
diferentes nimeros de sitios 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 estimulo. GAPDH
foi usado como controle da reagdo que assegura o0 carregamento aproximadamente

igual das amostras.
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A ativacdo semi-quantitativa das vias dependentes de MAPKs (ERK1/2 e
p38), STAT3 e NF-kB na forma fosforilada e néo fosforilada nas células
mononucleares sob os diversos estimulos foi determinada por “Western blot”. Foram
testados os tempos de incubacéo de 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas (Figura 10). A ativacao
de NF-kB com diferencas quanto ao numero de sitios EPIYA C ocorreu somente na

primeira hora (Figura 10D).
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Figura 10: Analise quantitativa da ativacdo das vias de sinalizacdo 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 estimulo com amostras de H. pylori
com um, dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C. Os graficos foram construidos
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 estimulo.

Média de trés experimentos distintos.
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Cepas de H. pylori ativaram as vias ERK1/2 e p38 proporcionalmente ao
namero de sitios EPIYA C. A ativacdo das MAPKs permaneceu até o ultimo periodo
avaliado de 24 horas, especialmente com as cepas com dois e trés sitios EPIYA C
(Figuras 10A e B). Um comportamento inverso foi visto quanto a ativacdo de
STATS3, que foi maior no cocultivo com a amostra de H. pylori com um Unico sitio de
fosforilacdo EPIYA C (Figura 10C). A via também permaneceu ativada até 24 horas.

Para representar a andlise quantitativa determinada por “Western blot” da
figura 10 foram escolhidos os “blots” com os tempos de incubacao 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 n&o fosforilada dos lisados das células mononucleares

estimuladas com as amostras de H. pylori.

Estimulo 4 horas Estimulo 6 horas
O O O O
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70‘ e — NF-kB - Fosforilado
70 i..-—-.—-— S ——— B Total

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

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

células mononucleares sem estimulo (controle) e estimuladas com amostras IS
]

isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C.
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4.3.2. Ativacao das vias de sinalizacdo nas células AGS em resposta ao
estimulo com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés
sitios EPIYA C

A expressao quantitativa das vias MAPKs (ERK1/2 e p38), STAT3 e NF-kB na
forma fosforilada e nao fosforilada depois de as células AGS terem sido estimuladas
foi determinada por “Western blot”. Foram testados os tempos de incubacgao de 1, 2,
4, 6,12 e 24 horas (Figura 12).

As amostras de H. pylori ativaram as vias MAPK/ERK1/2 proporcionalmente
ao numero de sitios EPIYA C (Figura 12A). Por outro lado, o padréo de ativacdo de
STATS3 foi visto ser inverso, tendo a amostra de H. pylori com um Unico sitio de
fosforilacdo EPIYA C ativado a via mais intensamente, com um pico de ativacdo na
segunda hora (Figura 12C). Embora as amostras isogénicas tenham estimulado NF-
kB, ndo houve diferenca significativa quanto ao namero de sitios EPIYA C nos
tempos de 2 a 24 horas (Figura 12D).

A ativacdo da via dependente de p38 pelas amostras isogénicas de H. pylori
s6 foi significativamente diferente entre as amostras a partir do tempo de incubacédo
de 4 horas com um pico em 6 horas (Figura 12B). Houve também um pico de
ativacao da via ERK1/2 com 6 horas. A ativacao das duas vias MAPK’s (ERK1/2 e

p38) permaneceu até 24 horas.
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Figura 12: Analise quantitativa da ativacéo das vias de sinalizacdo ERK1/2 (A), p38
(B), STAT3 (C) e NF-kB (D) nos lisados de células AGS depoisde 1, 2, 4,6, 12 e 24
horas de estimulo com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés sitios
de fosforilagdo EPIYA C. Os gréficos foram construidos 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 estimulo. Média de trés experimentos

distintos.
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Para representar a andlise quantitativa determinada por “Western blot” da
figura 12 foram escolhidos os “blots” com os tempos de incubacéo 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 nédo fosforilada dos lisados das células AGS estimuladas com

amostras isogénicas de H. pylori.

Estimulo 4 horas Estimulo 6 horas
O O O O

& Q
kDa Oo '\@ (LQ/ "_)Q/ 00 ,\Q/ {LQ/ ‘,bQ/
42 s b © ““ | ERK1/2 - Fosforilado
22 | e e S S S S| ERK1/2 - Total
40 .o © W | p38- Fosforilado
40 |l Bt e e S e | 33- Total
85 ' ¢ W B v STATS - Fosforilado
85 e S S we ~e| STAT3-Total
70 “ | NF-kB - Fosforilado
70t e e W B S W NF-KB - Total

Figura 13: Blots representativos da ativacdo das vias ERK1/2, p38, STAT3 e NF-kB
na forma fosforilada e nao fosforilada nos tempos de 4 e 6 horas dos lisados de
células AGS sem estimulo (controle) e estimuladas com amostras isogénicas de H.

pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C.
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Como a ativacdo das vias MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3 foi inversamente
proporcional indicando controle mutuo foram feitos dois experimentos extras; um na
presenca do inibidor PP2 que impede a fosforilagdo da proteina CagA pela tirosina
cinase Src, inibindo a ativacdo da via ERK1/2. Como pode ser observado na figura
14 foi visto aumento de fosforilacdo 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 ativacdo de STAT3
fosforilado ocorreu no cocultivo com a amostra de H. pylori com um sitio de

fosforilacdo EPIYA C, em consonancia com os resultados anteriores.

) o @) O O O
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Inibidores PP2 PD98059
+ + ERK1/2
- e — — 5 T S — ERK1/2
= - STAT3

Figura 14: “Western blot” de lisado celular dos cocultivos de células AGS com
amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C
depois de 6 horas de incubacdo na presenca/auséncia de inibidores. As células AGS
foram pré-tratadas com os inibidores PP2 (10 uM) e ou PD98059 (50 pM) por uma
hora antes de receber o estimulo. Os niveis de fosforilagdo de ERK1/2 e de STAT3
foram analisados por imunoblot. Células AGS sem estimulo foram usadas como

controle.
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4.4. Producéo de citocinas por células mononucleares de individuos H.
pylori-negativos estimuladas com amostras isogénicas de H. pylori com
diferentes numeros de sitios de fosforilagdo EPIYA C

Inicialmente foi feito um estudo piloto com tempo de incubacgao de 24 e
48 horas estimulando as células com amostras de H. pylori com um e trés
sitios de fosforilacdo EPIYA C em trés experimentos distintos (Figura 15).
Diferencas relativas ao numero de sitios EPIYA C foram significativas
somente depois de 48 horas, motivo pelo qual esse tempo de incubacao foi

adotado para os demais experimentos.
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Figura 15: Concentracdo das citocinas no sobrenadante dos cocultivos de células
mononucleares de cinco individuos H. pylori-negativos estimuladas com amostras
isogénicas de H. pylori com um e trés sitios EPIYA C nos tempos de 24 e 48 horas [

|

para determinacéo do tempo de incubacao (analise feita pelo ANOVA).



Embora tenha sido observada variagdo na concentracdo das citocinas
produzidas pelas células mononucleares dos cinco doadores H. pylori-negativos, a
concentracdo de IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF-B foi progressivamente maior de
acordo com o numero de sitios de fosforilacdo EPIYA C da proteina CagA nos
cocultivos de 48 horas de cada um dos doadores em trés experimentos distintos, o
gue, entretanto, nao foi observado no caso da IL-1B e IL-8 (Figura 16).

Amostras de H. pylori cagA-positivas com mais de um sitio de fosforilacédo
EPIYA C induziram maior producdo de todas as citocinas que a amostra padrao
cagA-negativa (Tx30A), exceto IL-1p (Figuras 16 e 17). Ressalta-se, ainda, que ndo
foram observadas diferencas na producao de IL-1B, IL-11 e TGF- entre a amostra
com um sitio EPIYA C e a amostra cagA-negativa (Figura 17). Nao houve producéo
de IL-17 nos cocultivos com amostras cagA-negativa e amostra carreadora de um

sitio EPIYA C (Figura 16).
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Figura 16: Concentracdo das citocinas no sobrenadante dos cocultivos de células
mononucleares dos cinco doadores H. pylori-negativos e amostras isogénicas de H.
pylori com um, dois ou trés sitios EPIYA C da proteina CagA, amostra padrao cagA-
negativa (Tx30A) e sem estimulo. Cada doador esta representado por uma cor Uny

diferente. Resultado de trés experimentos distintos com 48 horas de incubacéo. —
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Figura 17: “Box plots” representando as concentracdes de IL-13, IL-6, IL-8, IL-11, IL-
23 e TGF-B (pg/mL) 48 horas depois dos estimulos das células mononucleares com
amostra cagA-negativa (Tx30A) e cagA-positiva com um sitio de fosforilagdo EPIYA
C e controle sem estimulo. 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 o0s valores maximos e minimos, respectivamente UA

(Analise feita pelo teste de Mann-whitney). Resultados de trés experimentos diferentes. Un
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4.4.1. Concentracdo media de citocinas nos sobrenadantes dos cocultivos de
células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou
trés sitios EPIYA C

Quando os resultados foram analisados em conjunto, foi observado aumento
significativo na média das concentracfes de IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF- de
acordo com o aumento do numero de sitios de fosforilagdo EPIYA C. Por outro lado,
ndo houve associacao entre as concentracdes de IL-1B e de IL-8 com o nimero de
sitios de fosforilagdo EPIYA C, como mostra a Tabela 3 e a Figura 18. Vale ressaltar,

que nao houve producdo de IL-17A quando as células foram estimuladas com

amostras com um unico sitio de fosforilagdo EPIYA C.

Tabela 3 — Concentracdo média (pg/mL) das citocinas nos sobrenadantes dos
cocultivos de células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um,

dois ou trés sitios de fosforilagdo EPIYA C

Concentracdo Média + Desvio padrédo

Citocinas *
1 EPIYAC 2EPIYAC 3EPIYAC P
IL-18 15775 + 6474 16140 = 7114 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 + 9456 6911,6 + 928,9 0,99
IL-11 3617,3 + 698,3 5280,5 = 1025,9 69754 + 14420 < 0,001
IL-17A 0,0 £ 0,0 1433,6 *= 8229 1903,6 = 824,4 < 0,001
IL-23 690,0 £ 99,6 990,0 = 237,3 1115,7 *= 286,2 0,001
TGF-B 19354,0 = 93819 24804,0 + 10714,3 31566,0 + 11389,2 0,04

* Andlise feita pelo ANOVA

Unl
©n



30001 6000-
2600 5000
] e R
E E
El B
8 15001 2 3000
s 2
- @
- -l
= 1000 = 2000
500 1000
[
Controle  1EPIYAC  2EPIYAC  3EPIYAC Controle  1EPIYAC  2EPIVAC  3EPIYAC
10000- 10000-
8000- 8000-
- E O @3 5
E 6000] E so00]
B =)
2 -]
-
3 oo 5
2000 2000-
= L =
0 0
Controle  1EPIYAC  2EPIYAC  3EPIAC Controle  1EPIYAC  2EPIYAC  3EPIYAC
4000 2000-
3000 1500
: :
E
E-) =)
& 20001 £ 1000
~ =
- o~
5 = g %
1000 500
==l
Controle  1EPIYAC ~ 2EPIYAC  3EPIYAC Controle  1EPIYAC  2EPIYAC  3EPIVAC
500007
40000
_
E
30000-
=)
&
@
1 20000
o
-
10000-
e
Controle  1EPIYAC  2EPIYAC  3EPIYAC

Figura 18: “Box plots” representando as concentracdes de IL-13, IL-6, IL-8, IL-11, IL-
17A, IL-23 e TGF-B (pg/mL) 48 horas depois dos estimulos das células
mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C e controle sem estimulo. 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 maximos e minimos, respectivamente

Resultados de trés experimentos diferentes.
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4.5. Concentracdo meédia 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 isogénicas de
H. pylori com um, dois ou trés sitios EPIYA C

As células AGS estimuladas com as amostras isogénicas de H. pylori

secretaram IL-1(3, IL-8, IL-11 e TGF-B. Por outro lado, ndo houve produgao de IL-6,

IL-17A e IL-23 (Figuras 19 e 20).
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Figura 19: “Box plots” representando as concentragfes (pg/mL) de IL-13, IL-8, IL-11
e TGF-B 48 horas depois do estimulo das células AGS amostra cagA-negativa
(Tx30A) e cagA-positiva com um sitio de fosforilagdo EPIYA C e controle sem
estimulo. 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 maximos e minimos, respectivamente (Analise feita pelo

teste de Mann-whitney). Resultado de trés experimentos distintos.
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Quando se avaliou a concentracao das citocinas comparando os cocultivos de
células AGS com a amostra cagA-negativa (Tx30A) com a amostra cagA-positiva
com um sitio de fosforilacdo EPIYA C houve maior producéo de IL-8 (p < 0,001) nos
cocultivos com a amostra CagA positiva, mas sem diferenca na producédo de IL-1f,
IL-11 e TGF-B (Figura 19).

Foi observado aumento progressivo da concentracdo de IL-11 de acordo com
o numero de sitios de fosforilagdo EPIYA C da proteina CagA nos cocultivos de 48
horas de cada um dos trés experimentos conduzidos em dias diferentes. Entretanto,
nao foi observada diferenca nas concentracbes médias de IL-18, IL-8 e TGF-f em

razdo do numero de sitios EPIYA C como mostrado na Tabela 4 e Figura 20.

Tabela 4 — Concentracdo média (pg/mL) das citocinas nos sobrenadantes dos
cocultivos de células AGS com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou
trés sitios de fosforilacdo EPIYA C

Concentracdo Média + Desvio padréo

Citocinas p*
1 EPIYAC 2 EPIYAC 3EPIYAC

IL-1B 1313,0 £+ 207,8 1252,0 = 209,3 1291,0 = 2249 0,96

IL-8 7208,0 = 1607,9 7175,0 = 15754 7197,0 = 1574,0 0,99

IL-11 2085 = 474 2970 £ 56 378,0 = 141 < 0,001

TGF-B 8288,0 + 5544 8237,5 = 569,2 7971,0 = 10451 0,90

* Andlise feita pelo ANOVA
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Figura 20: “Box plots” representando as concentragdes (pg/mL) de IL-183, IL-8, IL-11
e TGF- 48 horas depois do estimulo das células AGS com amostras isogénicas de
H. pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilagdo EPIYA C e controle sem
estimulo. 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 maximos e minimos, respectivamente. Resultado de trés

experimentos distintos.
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4.6. Concentracédo de citocinas no sobrenadante dos cocultivos de H.
pylori e células mononucleares na presenca/auséncia de inibidores
especificos das vias de sinalizagcéo

A producéo de IL-1B foi 100% inibida na presenca do inibidor Bay11-7082
(NF-kB) nos cocultivos de células mononucleares com as trés cepas de H. pylori.
Nesse sistema a transcricao de IL-1B é totalmente dependente de NF-kB. Por outro
lado, na presenca do inibidor PD98059 (ERK), foi observado aumento da producao
de IL-1B, especialmente com o estimulo pela amostra com um sitio de fosforilagédo

EPIYA C (Figura 21).
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Figura 21: Concentracdo média de IL-1B (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos
de células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou
trés sitios de fosforilacdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo. Nao
houve producdo de IL-18 nos controles (células mononucleares sem estimulo e

células mononucleares sem estimulo, com DMSO).
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A producéo de IL-6 foi totalmente inibida na presenca dos inibidores 5,15-DPP
(STAT3) e PD98059 (ERK) nos cocultivos de células mononucleares com amostras
isogénicas de H. pylori. A producao de IL-6 também foi inibida em 90% e 85% com o

inibidores Bay11-7082 (NF-kB) e SB203580 (p38), respectivamente (Figura 22).
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Figura 22: Concentragdo média de IL-6 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos
de células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou
trés sitios de fosforilagdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo. N&o
houve producdo de IL-6 nos controles (células mononucleares sem estimulo e

células mononucleares sem estimulo, com DMSO).
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A producéo de IL-8 foi 100% inibida na presenca do inibidor Bay11-7082 (NF-

kB) nos cocultivos de células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori

(Figura 23).
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Figura 23: Concentracdo média de IL-8 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos
de células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou
trés sitios de fosforilagdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo. N&o
houve producdo de IL-8 nos controles (células mononucleares sem estimulo e

células mononucleares sem estimulo, com DMSO).
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A producéo de IL-11 foi totalmente inibida na presenca 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 isogénicas de H. pylori (Figura 24).
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Figura 24: Concentracdo média de IL-11 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos

de células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou

trés sitios de fosforilagdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo. N&o

houve producdo de IL-11 nos controles (células mononucleares sem estimulo e

células mononucleares sem estimulo, com DMSO).
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Nado foi observada producdo de IL-17A nos cocultivos de células
mononucleares com a cepa de H. pylori com apenas um sitio de fosforilacdo EPIYA
C. A producao de IL-17A néo foi alterada na presenca de Bayl11-7082 (NF-kB) e foi
totalmente inibida na presenca dos inibidores 5,15-DPP (STAT3), PD98059 (ERK) e
SB203580 (p38) nos cocultivos de células mononucleares com amostras isogénicas

de H. pylori (Figura 25).
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Figura 25: Concentracdo média de IL-17A (pg/mL) nos sobrenadantes dos
cocultivos de células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um,
dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo.
N&o houve producédo de IL-17A nos controles (células mononucleares sem estimulo
e células mononucleares sem estimulo, com DMSO) bem como nos estimulos com a

amostra com um sitio EPIYA C.

©
Unl



A producao de IL-23 foi totalmente inibida na presenca dos inibidores Bay11-
7082 (NF-kB) e PD98059 (ERK) nos cocultivos de células mononucleares com
amostras isogénicas de H. pylori. A producao de IL-23 também foi inibida em 84% e

79% com os inibidores SB203580 (p38) e 5,15-DPP (STAT3), respectivamente

(Figura 26).
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Figura 26: Concentragdo média de IL-23 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos
de células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou
trés sitios de fosforilagdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo. N&o
houve producgédo de IL-23 nos controles (células mononucleares sem estimulo e

células mononucleares sem estimulo, com DMSO).
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A producéo de TGF- foi inibida em 90% na presenca do inibidor Bay11-7082
(NF-kB) nos cocultivos de células mononucleares com amostras isogénicas de H.

pylori. Houve 59% de inibicdo na presenca dos inibidores PD98059 (ERK) (Figura

27).
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Figura 27: Concentracdo média de TGF-B (pg/mL) nos sobrenadantes dos
cocultivos de células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um,
dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo.
N&o houve producédo de TGF-B nos controles (células mononucleares sem estimulo

e células mononucleares sem estimulo, com DMSO).
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4.7. Concentragdo de citocinas no sobrenadante dos cocultivos de H.
pylori e células AGS na presenca/auséncia de inibidores especificos das
vias de sinalizacéo

A producéo de IL-1B foi totalmente inibida na presenca do inibidor Bayl1-
7082 (NF-kB) nos cocultivos de células AGS com amostras isogénicas de H. pylori

(Figura 28).
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Figura 28: Concentracdo média de IL-1-B (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos
de células AGS com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo. N&o houve diferenca
na producdo de IL-18 (187 pg/mL) nos controles (células AGS sem estimulo e

células AGS sem estimulo, com DMSO).
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A producdo de IL-8 foi totalmente inibida na presenca 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

isogénicas de H. pylori (Figura 29).
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Figura 29: Concentracdo média de IL-8 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos
de células AGS com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo. N&o houve diferenca
na producdo de IL-8 (167 pg/mL) nos controles (células AGS sem estimulo e células

AGS sem estimulo, com DMSO).
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A producéo de IL-11 foi totalmente inibida na presenca do inibidor 5,15-DPP
(STAT3) nos cocultivos de células AGS com amostras isogénicas de H. pylori. A
producdo de IL-11 também foi inibida em 73%, 73% e 10% com o inibidores

SB203580 (p38), PD98059 (ERK) e Bayl1-7082 (NF-kB), respectivamente (Figura

30).
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Figura 30: Concentracdo média de IL-11 (pg/mL) nos sobrenadantes dos cocultivos
de células AGS com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo. Nao houve diferenca
na producéao de IL-11 (47 pg/mL) nos controles (células AGS sem estimulo e células

AGS sem estimulo, com DMSO).
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A producdo de TGF-B foi inibida em 70% na presenca dos inibidores
SB203580 (p38) e PD98059 (ERK) e em 46% na presenca do inibidor Bay11-7082
(NF-kB) nos cocultivos de células AGS com amostras isogénicas de H. pylori (Figura

31).
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Figura 31: Concentracdo média de TGF-f (pg/mL) nos sobrenadantes dos
cocultivos de células AGS com amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou
trés sitios de fosforilagdo EPIYA C sem e com inibicdo das vias em estudo. N&o
houve diferenca na producédo de TGF-B (2650 pg/mL) nos controles (células AGS

sem estimulo e células AGS sem estimulo, com DMSO).
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4.8. Quantificacdo da expressao relativa dos transcritos de mRNA das
referidas citocinas nas células mononucleares na presenca/auséncia de
inibidores especificos

A quantificacdo da expresséo relativa de mRNA de IL-1f foi 83% inibida na
presenca do inibidor Bayl11-7082 (NF-kB), no lisado dos cocultivos de células
mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori. Na presenca dos inibidores
PP2 (Src), que impede a fosforilacdo dos sitios EPIYA C, e de NSC-87877 (SHP-2)
foi observado o dobro de transcritos de IL-13. Aumento discreto de transcritos de IL-

18 com a amostra com um sitio EPIYA C na presenca do inibidor PD98059 (ERK)

também foi observado (Figura 32).
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Figura 32: Expressao relativa de mRNA de IL-1B no lisado dos cocultivos de células
mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um e com trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C sem e com a presenca de inibidores especificos. Os dados

foram normalizados pela expressdo do gene GAPDH. Média de trés experimentos

em triplicata.
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A quantificacdo da expressao relativa de mRNA de IL-6 foi praticamente
100% inibida na presenca dos inibidores Bay11-7082 (NF-kB) e PD98059 (ERK) no
lisado dos cocultivos de células mononucleares com amostras isogénicas de H.
pylori. A expresséao relativa de mRNA de IL-6 também foi 90% inibida na presenca
do inibidor 5,5-DPP (STATS3). Além disso, na presenca dos inibidores PP2 (Src) e

NSC-87877 (SHP-2) foi observada a diminuicdo em 70% da expressdo de mRNA de

IL-6 (Figura 33).
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Figura 33: Expressao relativa de mRNA de IL-6 no lisado dos cocultivos de células

mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um e com trés sitios de

fosforilacdo EPIYA C sem e com a presenca de inibidores especificos. Os dados

foram normalizados pela expressdo do gene GAPDH. Média de trés experimentos

em triplicata.
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A quantificacdo da expressdo relativa de mRNA de IL-8 foi quase 100%
inibida na presenca do inibidor Bayl1-7082 (NF-kB) no lisado dos cocultivos de
células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori. Na presenca 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 presenca do inibidor PD98059 (ERK)

também foi observado (Figura 34).
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Figura 34: Expressao relativa de mRNA de IL-8 no lisado dos cocultivos de células
mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um e com trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C sem e com a presenca de inibidores especificos. Os dados
foram normalizados pela expressdo do gene GAPDH. Média de trés experimentos

em triplicata.
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A quantificacdo da expressao relativa de mRNA de IL-11 foi inibida em 80%,
75% e 40% com os inibidores 5,15-DPP (STATS3), PD98059 (ERK) e Bayl11-7082
(NF-kB), respectivamente, no lisado dos cocultivos de células mononucleares com
amostras isogénicas de H. pylori. A expressao relativa de mRNA de IL-11 foi
também 83% inibida na presenca dos inibidores PP2 (Src) e NSC-87877 (SHP-2)

(Figura 35).
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Figura 35: Expresséo relativa de mRNA de IL-11 no lisado dos cocultivos de células
mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um e com trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C sem e com a presenca de inibidores especificos. Os dados
foram normalizados pela expressdo do gene GAPDH. Média de trés experimentos
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A quantificacdo da expressao relativa de mRNA de IL-23 foi inibida em 98%,
75% e 65% com os inibidores Bayl11-7082 (NF-kB), PD98059 (ERK) e 5,15-DPP
(STAT3), respectivamente, no lisado dos cocultivos de células mononucleares com
amostras isogénicas de H. pylori. Além disso, a expressao relativa de mRNA de IL-

23 também foi 75% inibida na presenca dos inibidores de PP2 (Src) e NSC-87877

(SHP-2) (Figura 36).
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Figura 36: Expressao relativa de mRNA de IL-23 no lisado dos cocultivos de células
mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um e com trés sitios de
fosforilacdo EPIYA C sem e com a presenca de inibidores especificos. Os dados

foram normalizados pela expressdo do gene GAPDH. Média de trés experimentos
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A guantificacdo da expressao relativa de mRNA de TGF-B foi 60%, 17% e 8%
inibida na presenca dos inibidores Bay11-7082 (NF-kB), PD98059 (ERK) e 5,15-DPP
(STAT3), respectivamente no lisado dos cocultivos de células mononucleares com
amostras isogénicas de H. pylori. Na presenca do inibidor PP2 (Src), que impede a
fosforilacdo dos sitios EPIYA C, foi observado diminuicdo em 42% da producéo de

TGF-B. Além disso, a expressao relativa de mRNA de TGF- também foi 80% inibida

na presenca do inibidor NSC-87877 (SHP-2) (Figura 37).
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Figura 37: Expressao relativa de mRNA de TGF-B no lisado dos cocultivos de
células mononucleares com amostras isogénicas de H. pylori com um e com trés
sitios de fosforilagdo EPIYA C sem e com a presenca de inibidores especificos. Os

dados foram normalizados pela expressdo do gene GAPDH. Média de trés
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5. Discussao

Nesse estudo demonstrou-se pela primeira vez e de forma convincente que a
proteina CagA é translocada para o interior de células mononucleares do sangue
periférico onde é clivada e fosforilada nos sitios EPIYA C, ativando principalmente a
via das MAPK cinases, desencadeando o fendétipo de grumos e a transcricdo e
secrecédo de citocinas fortemente associadas a carcinogénese gastrica.

O principal fator de viruléncia do H. pylori € o gene cagA que codifica uma
proteina denominada CagA de 120 a 145 kDa (Ohnishi et al., 2008; Hatakeyama,
2011), associada a risco aumentado de atrofia gastrica, metaplasia intestinal e
cancer gastrico (Segal et al., 1999; Odenbreitet al., 2000; Higashi et al., 2002a; Naito
et al., 2006). CagA é considerada a primeira proteina bacteriana com propriedades
oncogénicas (Ohnishi et al., 2008; Hatakeyama, 2011). O cagA € um dos 28 genes
gue compdem a ilha de patogenicidade cag (PAI), descrita em 1996 por Censini e
colaboradores. Além de cagA, outros genes sao absolutamente essenciais para a
formacdo do SST4 (Fisher et al., 2001; Backert & Selbach, 2008) que € responsavel
pela translocacdo da proteina CagA para o interior das células epiteliais gastricas
onde os sitios EPIYA séo fosforilados no amino&cido tirosina por cinases da familia
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 proteina CagA fosforilada ao se ligar a fosfatase SHP-2 induz mudancgas na
conformacdo de SHP-2, desregulando sua atividade de fosfatase, potencializando
sua atividade (Hatakeyama, 2014). Como efeitos, ocorrem alteracées no
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citoesqueleto celular e uma série de eventos que aumentam o risco de mutacdes
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genéticas pré-cancerosas (Feng et al., 1993; Yu et al., 1998; Backert et al., 2010b;
Tegtmeyer et al.,, 2011) decorrentes da ativacdo das vias de sinalizacdo, como a
MAPK-ERK1/2 e JAK/STAT3, que participam no controle de atividades e funcdes
celulares vitais como apoptose, proliferacdo, morfogénese e motilidade celular (Neel
et al., 2003; Meloche et al., 2007; Lee et al., 2010). Embora haja um grande nimero
de trabalhos avaliando efeitos da proteina CagA fosforilada em células epiteliais,
como células AGS, néo ha estudos relativos a infeccdo por amostras de H. pylori
cagA-positivas com diferentes nimeros de sitios de fosforilagdo EPIYA C em células
especializadas na resposta imunolégica. Deve-se ressaltar também que a inducao
de citocinas em funcdo do numero de sitios EPIYA C, exceto IL-8, ndo foi ainda
investigada em sistemas celulares “in vitro”.

Um resultado “in vivo” importante obtido pelo nosso grupo de pesquisa
demonstrou que a concentracao de citocinas representativas da resposta Th17 (IL-6,
IL-17A, IL-23 e TGF-B), bem como de IL-11, esta aumentada na mucosa gastrica de
pacientes com cancer gastrico infectados com amostras de H. pylori contendo mais
de um sitio EPIYA C quando comparados com pacientes colonizados por amostras
com um ou nenhum sitio de fosforilagdo EPIYA C (Prates, 2012). Esse é um
resultado relevante visto que se tem atribuido participacdo importante das células
Th1l7 na carcinogénese (Chen et al., 2006). Portanto, foi objetivo desse estudo
confirmar “in vitro”, em condicdes controladas, os resultados observados “in vivo”.

Com o objetivo de mimetizar o epitélio gastrico infectado com H. pylori, onde
além de células epiteliais ha um rico infiltrado inflamatorio, nesse estudo foram
usados dois sistemas celulares; células mononucleares do sangue periférico,
compostas principalmente por mondocitos e linfécitos, e células da mucosa gastrica

(células AGS). ]
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Inicialmente foi necessario obter amostras de H. pylori clonais (de um Unico
paciente) com um, dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C para estimularem “in
vitro” os sistemas celulares. Cepas de H. pylori isoladas de um unico individuo séo
usualmente clonais. Pequenas variagcdes podem ocorrer devido a insercéo, delecéo
ou recombinacdo homoéloga, que; entretanto, ndo podem exceder a 6% de diferenca
para serem consideradas clonais. A isogenia das cepas obtidas foi confirmada por
varios meétodos: os padrdes obtidos nas reacées de RAPD-PCR foram idénticos; da
mesma forma, as sequéncias de cinco genes da governanca e das regides i/d do
gene de viruléncia vacA foram idénticas; a presenca dos genes responsaveis pela
funcdo do SST4 foi detectada nos trés isolados e diferentes mosaicos em outros
genes de viruléncia (iceA e babA) ndo foram observados nas trés cepas obtidas.

Uma vez confirmado o grau elevado de identidade entre as cepas que
diferiram no numero de sitios de fosforilagdo EPIYA C, demonstrou-se que a
proteina CagA das trés cepas foi translocada e fosforilada tanto no citoplasma das
células mononucleares como das células AGS, a semelhanca 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
proteina CagA em 2 fragmentos, como descrito em linhagens celulares fagociticas
THP-1, U937 e JoskM (Moese et al., 2001; Odenbreit et al.,, 2001), mas ndo em
células epiteliais, exceto a linhagem MKN-45 (Bauer et al., 2005). Os fragmentos
correspondentes a regido carboxi-terminal variaram de tamanho, com pesos
moleculares em torno de 35, 38 e 40 kDa e aumento da intensidade de fosforilagéo
de acordo com o numero de sitios EPIYA C das amostras. Pouco se conhece a
respeito da protease envolvida na clivagem da proteina CagA; mas sabe-se que nao

esta presente, ou esta na forma inativa, na célula epitelial AGS (Odembreit et al.,

|



2001). Ha evidencias de que se assemelha a protease V8 de Staphylococcus
aureus, visto que essa protease foi capaz de clivar “in vitro” a proteina CagA
exatamente entre as regides amino e carboxi-terminais (Hayashi et al., 2012). Os
efeitos da clivagem ndo sdo bem conhecidos; entretanto, como as células
especializadas parecem alvos naturais para a proteina CagA, no interior das quais é
processada e fosforilada; é de se supor que tenha funcéo biolégica nessa células.
Vale ressaltar, que o primeiro fragmento de 200 aminoacidos da regido amino-
terminal da proteina CagA inibe as respostas celulares induzidas pela fosforilacédo
dos sitios EPIYA C, como o fendtipo “Beija-flor” (Pelz et al., 2011). E valido supor;
portanto, que a clivagem possa impedir o controle negativo exercido pela porcéo
amino-terminal na regido carboxi-terminal da proteina CagA. Em consonancia com a
hipétese, nesse estudo, a ativacdo das vias de sinalizacdo dependentes do niumero
de sitios de fosforilagdo EPIYA C foi vista se prolongar por periodo de tempo maior
nas células mononucleares (48 horas, dados ndo mostrados) que nas células AGS.
Outro ponto relevante, observado nas células mononucleares, foi a formacédo de
grumos celulares que teve inicio depois de uma hora de estimulo aumentando em
intensidade em relagédo ao tempo. O fendmeno ndo foi visto nos cultivos de células
sem estimulos. A formacao de grumos, ja descrita nas células THP-1 (Moese et al.,
2002; Bauer et al., 2005), é totalmente dependente da ilha de patogenicidade cag
(PAl) e do SST4 funcionante, mas ndo dos sitios de fosforilagdo EPIYA C, a
semelhanca do observado com a secrecao de IL-8. Depende da ativacédo de NF-kB
qgue induz aumento, na superficie celular, da expresséo e exposi¢cdo da molécula de
adeséo intercelular 1 (ICAM-1). ICAM-1 interage com a integrina LFA-1 (antigeno-1
associada a funcéao linfocitaria) das células mononucleares, resultando no fenémeno

de agregacéao celular (Moese et al., 2002).
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Os resultados desse estudo, quanto as células AGS, estdo de acordo com
dados da literatura. O peso molecular dos fragmentos fosforilados no interior das
células variou de acordo com o numero de sitios EPIYA C entre 120-140 kDa
(Hatakeyama, 2014). Ainda, foi observado o fendtipo “Beija-flor”, bem descrito nas
células AGS, com intensidade variavel, com base no numero de sitio EPIYA C. O
fendbmeno depende da fosfatase SHP-2 ativada pela proteina CagA fosforilada que
também defosforila a cinase FAK (Focal Adhesion Kinase) que regula a forma e a
motilidade celular. Nas células mononucleares ndo ocorre essa defosforilacdo
(Bauer et al.,, 2005), o que pode explicar o fato de ndo adquirirem o fendtipo
alongado semelhante a “Beija-flor”.

Como hé diferencas individuais na resposta imunoldgica, e considerando que
a infeccao pelo H. pylori sabidamente modula negativamente a resposta imunoldgica
(Cinque et al., 2002), foram selecionados cinco individuos saudaveis e H. pylori-
negativos como doadores de células mononucleares. As células mononucleares de
todos os doadores produziram as citocinas investigadas depois do estimulo com as
cepas bacterianas. Embora as concentracbes das citocinas tenham variado de
doador para doador, o padrdo foi idéntico em todos. Assim, as células
mononucleares do doador que responderam com menor concentragcdo de uma
determinada citocina também responderam com baixas concentracdes das demais
citocinas avaliadas. Ao contrario, naqueles cocultivos com maior concentracdo de
uma determinada citocina, as concentracfes das demais citocinas também foram
elevadas. As diferencas decorrentes do tipo de amostra usada como estimulo foram
observadas em todos cocultivos, independentemente do doador.

Inicialmente foram constatadas diferencas entre as duas linhagens celulares

em respeito a secrecao das citocinas sob os estimulos usados. As células AGS sob
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estimulo secretaram somente IL-183, IL-8, IL-11 e TGF-B, 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 gastrica ndo sédo células especializadas da resposta
imunologica, ndo apresentando; entre outros, todos os receptores de superficie
celular capazes de reconhecer estimulos especificos para a producdo das demais
citocinas estudadas. Vale ressaltar que IL-6 e IL-23 sdo importantes citocinas da
resposta inata, secretadas por células especializadas como mondcitos e macrofagos
e que IL-17A e IL-17F, consideradas as principais citocinas pro-inflamatoérias das
células da resposta adaptativa CD4 Thl7 sdo também produzidas por células da
imunidade inata (Jin & Dong, 2013) e por neutréfilos (Rocha et al., 2014).

Avaliou-se a seguir o impacto do “status” cagA na secrecdo das citocinas,
pela comparacdo dos resultados dos estimulos com a amostra cagA-negativa
(Tx30A) e a amostra cagA-positiva com um sitio de fosforilacdo EPIYA C. Houve
aumento de produgédo 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 inibicdo de transcricdo e secrecdo da citocina quando a via ERK1/2
foi inibida, indicando que parte da ativacdo de NF-kB pode ter sido ativada via
ERK1/2. Nas células mononucleares, a producdo de IL-8 foi vista ser totalmente
dependente de NF-kB. A participacao direta da proteina CagA no estimulo de NF-kB
e IL-8 foi questionada por muito tempo, mas Brandt e colaboradores (2005)
demonstraram que o fenbmeno ocorre via ras-raf-Mek-ERK-NF-kB,
independentemente de SHP-2 e c-met. J& 0 mecanismo candnico é atribuido a
integridade do SST4 e ao gene cagE (Backert et al., 2010b). Nesse estudo foi

demonstrada nas trés cepas a presenca dos genes da ilha cag (PAl) que sé&o
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relevantes na formacao do SST4, e que o sistema € funcional. Também foi visto que
a ativacdo da IL-8 se deu independentemente da fosforilacdo dos sitios EPIYA C,
pois ndo foi constatado aumento progressivo da citocina com base no numero de
sitios. Esses resultados foram confirmados pela dosagem de NF-kBp65 fosforilado
por ELISA no sobrenadante dos cocultivos. A concentracdo de NF-kBp65 fosforilado
foi significativamente maior nos estimulos com as amostras isogénicas que com a
amostra cagA-negativa (Tx30A), mas nenhuma diferenca foi vista em funcdo do
namero de sitios de fosforilacdo EPIYA C (Figura suplementar 2). Vale ressaltar
ainda que os resultados desse estudo indicam que a fosforilagdo da proteina CagA e
ativacdo de SHP-2 exercem controle negativo sobre a transcricdo génica de IL-8,
gue dobrou em quantidade na presenca dos inibidores PP2 (Src) e NSC-87877
(SHP-2).

No que se refere a citocina IL-1B, sabe-se que a principal via de ativacéo é
NF-kB (Kim et al., 2013), como visto nesse estudo, apesar de ainda ndo estarem
totalmente esclarecidos quais componentes da bactéria regulam a producdo da
citocina em resposta a infeccdo. E possivel que a ativacio de IL-1B se dé por outros
componentes bacterianos, como LPS/lipoproteinas e peptideoglicano, agonistas de
receptores do tipo TOLL e NOD. Outro resultado digno de nota demonstra que na
presenca dos inibidores Src e/ ou SHP-2 a transcricdo de IL-1B foi dobrada,
confirmando que a producdo da citocina ndo depende dos sitios de fosforilacdo
EPIYA C, tendo sido inclusive inibida na presenca dos sitios. A transcricdo bem
como a secrecdo de IL-1B também aumentou na presenga do inibidor da via
ERK1/2, nos dois casos mais intensamente com a cepa de H. pylori com um sitio
EPIYA C. Essa inibicdo exercida pela via ERK1/2 ocorre antes da transcricdo génica

da IL-1B8. Um mecanismo possivel para explicar o achado seria a regulagdo negativa
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de SHP-2 sobre PI3K (Eulenfeld et al., 2012) impedindo a ativacdo de AKT que &
uma das vias alternativas para a ativacao de NF-kB. Portanto, investigou-se a seguir
o efeito da inibicdo de AKT sobre a producdo de IL-1B3. Observou-se diminuicao da
secrecao (Figura suplementar 3) e da transcricdo de IL-18 em 50% nos cocultivos
com células mononucleares e 30% nos cocultivos com células AGS. Assim, parece
gue os efeitos se devem parcialmente a inibicdo de AKT (em nivel de transcricdo) e
inibicBes por outras vias em nivel pos-transcricional.

O fato de néo terem sido observadas diferencas na producédo de IL-11 e TGF-
B, quando foram comparadas as amostras cagA-negativa e cagA-positiva com
apenas um sitio EPIYA C, mas ter ocorrido aumento proporcional ao namero de
sitios EPIYA C, indica que a producao dessas citocinas depende do estimulo de vias
dependentes e independentes daquelas que sao ativadas pela fosforilacdo dos sitios
EPIYA C, como sera discutido mais a frente.

Embora vérios trabalhos demonstrem que a concentracdo de citocinas e
quimiocinas estd aumentada na mucosa gastrica de individuos infectados por
amostras de H. pylori cagA-positivas, as vias de sinalizacdo que levam a producao
dessas citocinas/quimiocinas em células mononucleares ndo estimuladas e
estimuladas com amostras de H. pylori com diferentes nimeros de sitios EPIYA C
ndo tinham sido avaliadas até entdo.

Passou-se, entdo, a investigar o efeito do nimero de sitios EPIYA C na
secrecdo das citocinas bem como as vias de sinalizacdo envolvidas. A secrecdo de
todas as citocinas pelas células mononucleares, exceto IL-1B e IL-8, aumentou
progressivamente de acordo com o numero de sitios EPIYA C. Porque a via principal
de transcricdo de IL-1B e IL-8 é o NF-kB, que nado € transcrito pela ativacdo de

tirosina mas de um residuo de serina, o resultado observado era esperado.
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Em conjunto, os resultados desse estudo demonstraram a importancia da via
das MAP cinases na transcricdo das demais citocinas, decorrente da interacdo do
CagA fosforilado com a fosfatase SHP-2. Ressalta-se que o nivel de fosforilacdo da
proteina CagA, tanto nas células AGS quanto nas células mononucleares, aumentou
de acordo com o numero de sitios EPIYA C e foi mantido por todo periodo de
avaliacdo (24 horas). Vale ressaltar que nos cocultivos com amostras de H. pylori
com trés sitios de fosforilacdo EPIYA C, a ativacéo foi vista ser quase o dobro da
observada nos cocultivos estimulados com amostra com um sitio EPIYA C nos
tempos de 4, 6, 12 e 24 horas. Como a ligacdo entre SHP-2 e a proteina CagA
fosforilada com mais de um sitio EPIYA C é mais forte, 0 aumento progressivo
observado tanto na transcricAo como na dosagem das citocinas deve-se a essa
maior interacdo, com consequente maior ativacdo da via das MAP cinases.

A fosfatase SHP-2 é uma molécula adaptadora que pode ter efeito tanto
positivo quanto negativo na regulacdo de diferentes vias de sinalizacdo, como
MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3. Recentemente, foi sugerido por Howlett e
colaboradores (2009) que na infeccdo por cepa cagA-positiva de H. pylori h& um
desequilibrio no controle da via JAK/STAT3 pela via ERK1/2 em decorréncia da
ligacdo de SHP-2 a proteina CagA fosforilada. De acordo com os autores, SHP-2
ligada a proteina CagA perderia a propriedade de inibir a ativacdo de STATS3,
ocorrendo como consequéncia super ativacao das duas vias, hipétese que diverge
totalmente do conceito consagrado de regulacao reciproca entre as duas vias que
sdo completamente integradas.

Nesse estudo demonstrou-se que a fosfatase SHP-2, mesmo ligada a
proteina CagA, ndo perde a capacidade de inibir STAT3. A ativacdo da via STAT3

foi inversamente proporcional ao numero de sitios de fosforilagdo EPIYA C,
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independentemente do sistema celular. A maior ativacdo ocorreu nos cocultivos com
a cepa de H. pylori com um sitio EPIYA C quando comparada com a obtida com trés
sitios EPIYA C, resultado inverso ao observado quando se avaliou a via ERK1/2.
Para confirmar esse resultado, avaliou-se a inibicdo da fosforilacdo dos sitios EPIYA
C com o inibidor PP2 (Src). Houve completa inibicdo de ERK1/2 e consequente
ativacdo de STATS3, sempre mantendo o mesmo padrao; maior sob estimulo da cepa
com um sitio de fosforilacdo EPIYA C. Resultado idéntico foi visto quando a via
ERK1/2 foi bloqueada pelo inibidor PD98059 (ERK). Embora confirmada a regulacéo
reciproca entre as duas vias, vale salientar que a proteina CagA fosforilada, ao se
ligar a fosfatase SHP-2, desorganiza as duas vias, que se mantém ativadas, ainda
gue em intensidades diferentes, por periodo de tempo prolongado: ERK1/2 na
dependéncia dos sitios de fosforilacdo EPIYA C e STAT3 inversamente proporcional
ao numero de sitios de fosforilagcdo EPIYA C.

A produgéo de IL-6, IL-11, IL-17A e IL-23 foi vista ser depende da fosforilagéo
da proteina CagA, aumentar de acordo com o numero de sitios EPIYA C da
proteina, e também depender mutuamente das vias MAPK/ERK1/2 e JAK/STATS.
Para investigar se a ativacdo das vias era dependente de JAK, foram feitos
experimentos usando o inibidor SD-1029. Foi demonstrada completa inibicdo das
citocinas IL-6, IL-11, IL-17A e quase completa inibicdo de IL-23 (Figura suplementar
4). E importante registrar; entretanto, que a inibicio da via NF-kB foi seguida de
80%, 50% e 100% de inibicdo da expressao 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
glicoproteina gp130, distribuido na superficie de uma variedade de células,
responsavel pela ativacdo das vias SHP-2/MAPK/ERK1/2 e JAK/STAT3. Como as

células sem estimulo ndo secretaram espontaneamente essas citocinas a ativagao
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inicial das vias pode ter ocorrido pela producédo precoce de IL-6 ou IL-11 estimulada
pela via NF-kB. De fato com 24 horas de incubac&o ndo havia diferenca na secrecao
de IL-6 e IL-11 quanto aos sitios de fosforilagdo EPIYA C e a concentracdo de IL-6
diminuiu com 48 horas de incubacédo, quando comparada com os resultados de 24
horas de incubacéao, indicando consumo da citocina.

Um achado interessante do estudo refere-se a producéo de IL-17A que so foi
observada nos sobrenadantes dos cocultivos estimulados com amostras contendo
dois ou trés sitios EPIYA C. Ainda, foi visto que IL-17A é totalmente dependente da
ativacdo das vias JAK/STAT3 e MAP cinases. STAT3 é um fator de transcri¢do
essencial para a diferenciacdo das células Thl7. Esta via esta mais ativada nos
estimulos com amostras com um sitio de fosforilacdo EPIYA C. Entretanto, a via das
MAP cinases é também essencial para a transcricAo e estabilizacdo pos
transcricional de citocinas envolvidas na diferenciacdo de Th17 como IL-6, IL-23 e
TGF-B. Vale ressaltar que ERK1/2 e p38 estdo mais ativadas nos cocultivos com
amostras contendo dois ou trés sitios de fosforilcdo EPIYA C, o que explicaria o fato
de ndo ter havido secrecdo de IL-17 sob o estimulo com amostras contendo um s6
sitio de fosforilagdo EPIYA C.

Nas células mononucleares a transcricdo e secre¢do do TGF-B dependem da
ativacdo de NF-kB e de ERK1/2, valendo ressaltar, com base nos resultados de
inibicdo de transcri¢cdo génica, a relevancia da proteina CagA fosforilada e de SHP-2
na ativagédo da via ERK1/2. Resultados semelhantes foram vistos nas células AGS;
entretanto, com participagdes diferentes das MAP cinases e NF-kB bem como a falta
de associacdo com o numero de sitios de fosforilagdo EPIYA C, evidenciando as

particularidades no comportamento dos dois sistemas celulares estimulados.
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Concluindo, foi demonstrado pela primeira vez que amostras de H. pylori
secretoras da proteina CagA com diferentes nimeros de sitios de fosforilacado
EPIYA C séo injetadas no citoplasma de células da resposta imunologica onde séo
clivadas, fosforiladas e induzem a secrec¢éo de citocinas associadas a resposta Th17
(IL-6, IL-17A, IL-23 e TGF-B) e IL-11 proporcionalmente ao niumero de sitios EPIYA

C, a semelhanca do observado “in vivo”.
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6. Resumos/Conclusoes

Os resultados desse estudo demonstraram que:

e A proteina CagA de amostras de H. pylori cagA-positivas é translocada para o
interior do citoplasma de células especificas da resposta imunolégica onde é
clivada e fosforilada.

e A fosforilagcdo dos sitios EPIYA C da proteina CagA de amostras isogénicas de
H. pylori desencadeia a ativacdo das vias ERK1/2 e p38 induzindo o fendtipo
“Beija-flor” nas células AGS, bem como a transcricdo e secrecado de citocinas

relevantes na carcinogénese gastrica.

e A ativacdo de STATS foi vista ser inversamente proporcional ao numero de sitios
de fosforilacdo EPIYA C. Inicialmente a via STAT3 é ativada pelas citocinas IL-6
ou IL-11 induzidas precocemente sob a acdo de outros estimulos bacterianos
(cagE). A via se mantém ativada por todo periodo avaliado, (embora sob
constante supressao da via ERK1/2) pela producéo de IL-6 ou IL-11 dependente
da via ERK1/2 ativada pelos sitios de fosforilagdo EPIYA C.

e A ativacdo de outras vias de sinalizacdo ndo dependentes dos sitios de
fosforilacdo desencadeia o fendtipo de grumos celulares nas células

mononucleares.

e A secregcdo das citocinas IL-6, IL-11, IL-17A, IL-23 e TGF-B por células
mononucleares do sangue periférico e IL-11 por células AGS estimuladas “in
vitro” com amostras isogénicas de H. pylori foi proporcional ao nimero de sitios
de fosforilacdo EPIYA C da amostra. Por outro lado, a producao de IL-1B3 e IL-8
pelas células mononucleares e IL-1B3, IL-8 e TGF-B pelas células AGS foi vista
ser independente do numero de sitios de fosforilacdo EPIYA C das amostras

usadas como estimulo “in vitro”.
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Em adicao aos efeitos, ja conhecidos, induzidos nas células epiteliais gastricas,
quando estimuladas com amostras de H. pylori contendo sitios de fosforilagao
EPIYA C, como proliferagdo, morfogénese e motilidade celular, importantes na
transformacdo maligna gastrica, somam-se o0s achados desse estudo,
demonstrando a participacdo de células da resposta imunolégica quando

estimuladas, na secrec¢éo de citocinas associadas a carcinogénese.
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8. Figuras suplementares
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Figura suplementar 1: Lisado total de células mononucleares, células THP-1 e
células AGS depois de cocultivo por 6 horas com amostras isogénicas de H. pylori
com um e trés sitios de fosforilagdo 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 néo
h& processamento da proteina CagA, o peso molecular da proteina variou de 120-

140 kDa de acordo com o numero de sitios de fosforilacdo EPIYA C.
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Figura suplementar 2: Concentragcdo 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 isogénicas de H.
pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C. Nao houve diferenca na
concentracdo de NF-kB p65 em funcdo do numero de sitios de fosforilacdo EPIYA C
(p = 0,99). Foi observada diferenca significativa entre a amostra cagA-negativa e
amostras cagA-positivas (p < 0,001). As condi¢cdes e tempo de incubagao foram
feitas como descrito no item 3.4.1 e a determinacdo da concentracdo NF-kB p65 foi
feita como descrito no item 3.10. Ndo houve producdo no controle (células
mononucleares sem estimulo) e nos estimulos com a amostra cagA-negativa

(TX30A).

r SOT



1400 -

1200 -

1000 -

IL-1B (pg/mL)

400 -

200 A

800 A

600

B ABC sem inibidor
B ABC com inibidor

B ABCC sem inibidor
B ABCC com inibidor

B ABCCC seminibidor
B ABCCC cominibidor

Células Mononucleares Células AGS
Inibidor LY-294002 (AKT)

Figura suplementar 3: Concentracdo média de IL-1B (pg/mL) nos sobrenadantes

dos cocultivos de células mononucleares e dos cocultivos de células AGS com

amostras isogénicas de H. pylori com um, dois ou trés sitios de fosforilagcdo EPIYA C

sem e com o inibidor LY-294002 (AKT) demonstrando 50% de inibicdo de IL-1B nos

cocultivos com células mononucleares e 30% nos cocultivos com células AGS. Os

estimulos foram feitos como descrito no item 3.9 usando o inibidor de AKT, 10 uM

Ly-294002 (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA) diluido em DMSO. As condicbes e

tempo de incubacédo foram feitos como descrito no item 3.4.1 e a determinacdo da

concentracéo da citocina foi feita como descrito no item 3.10.
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Figura suplementar 4: Concentracdo média das citocinas (pg/mL) nos
sobrenadantes dos cocultivos de células mononucleares (A) e nos sobrenadantes
dos cocultivos de células AGS (B) com amostras isogénicas de H. pylori com um,
dois ou trés sitios de fosforilacdo EPIYA C sem e com o inibidor SD-1029 (JAK2)
demonstrando completa inibicdo de IL-6, IL-11, IL-17A e inibicdo quase completa de
IL-23. Os estimulos foram feitos como descrito no item 3.9 usando o inibidor de
JAK2, 10 uM SD-1029 (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA) diluido em DMSO. As
condicdes e tempo de incubacdo foram feitos como descrito no item 3.4.1 e a

determinacdo da concentracdo das citocinas foi feita como descrito no item 3.10.
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Abstract

and in patients withaut family histories of gastric cancer.

associated with increased antral and corpus gastritis,

Background: To evaluate the prevalence of mare virulent H pylor!l genotypes in relatives of gastric cancer patients

Methods: We evaluated prospectively the prevalence of the infection by mare virulent M pvlor strains in &0
relatives of gastnc cancer patients camparing the results with those abtained frarm 49 patients withouot famiby
histories of gastric cancer. H. pyfor status was determined by the urease test, histology and presence of H oo
wred, The oytotaxin associated gene (cogh), the cagA-EPIYA and vacuclating cytotoxin gene (vacA) wers typed by
PCR and the cagh EPIYA typing was confirmed by sequencing.

Results: The gastric cancer relatives were significant and independantly more frequently colonized by H pyplon
strains with higher numbers of CagA-EPIYA-C segments (OR =423, 95%(C1 =1.53-11.69) and with the maost virulent
sim1 wach genotype (OR =280, 95%0C0 = 1.04-751). Higher numbers of EPIYA-C segments were associated with
increased gastric corpus inflarmmation, foveolar hyperplasia and atrophy. Infection by s1m1 vach genctype was

Conclusions: We demonstrated that relatives of gastric cancer patients are more frequently colonized by the most
virulent H. pylan cagh and vach genotypes, which may contribure to increase the risk of gastric cancer.

Keywords: Helicobacter pylor, Gastric cancer, M, gylon CagA-EPIYA, H. ovloridach

Background

Helicobacter pylori, a Gram-negative bacterium  that
infects the stomach of approximately hall the world's
population, is associated with the development of gastro-
duodenal diseases including gastric and duodenal peptic
ulcer, distal gastric adenocarcinoma  and  mucosa-
associated lymphoid tissue lymphoma [1]. It is estimated
that individuals infected with H. pylori have more than
two-fold increased risk of developing gastric cancer
compared with non-infected ones [2] although Japanese
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studies might suggest that nearly all gastric cancer is
related to Helicobacter [3]. Why only 1 to 5% of H pylori-
infected persons develop gastric cancer remains unknown
and it seems to depend on the relationship between envir-
onmental, host genetics and bacterial virulence factors,
Several studies have shown an increased risk of devel-
oping gastric cancer in relatives of patients with the dis-
ease  [24]. Similarly, an increased prevalence of
precancerous gastric lesions has been observed in rela-
tives of gastric cancer patients [5]. However, molecular
mechanisms by which H pylori triggers the process
leading to gastric carcinoma remain largely unknown,
The most investigated H. pylori virulence determinant,
the cag-PAL {cyvtotoxin associated gene pathogenicity
island), encodes a type IV secretion system (T455) that
is responsible for the entrance of an effector protein,
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Cagd, into host gastric epithelial cells [6,7]. Once trans-
located, CagA localizes to the inner surface of the
plasma membrane where it is phosphorvlated on the
tryrosine residues within phosphorylation motifs in
carboxy-terminal variable region of the protein by mul-
tiple members of the sre-family tyrosine kinases. Onece
phosphorylated, Cagh forms a physical complex with
SHP-2 phosphatase and triggers abnormal cellular sig-
nals, which enhance the risk of damaged cells acquiring
precancerous genetic changes [8,9].

The phosphorylation motils, defined as a sequence of
five amino acids (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala), are classified as
EPTYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C and EPIYA-D, according
to aming acid sequences flanking the motifs. Cagd pro-
teins nearly always possess EPIYA-A and -B segments,
that are followed by none, one, two or three C segments
in strains circulating in the Western countries, or a D
segment, in East Asia strains [10,11]. It has also been
shown that infection with CagA strains having high
number of EPIYA-C segments imparts a greater risk of
precancerous gastric lesions and cancer [12-15].

Another virulence factor of H pylori is a proteln
known as vacuolaling cytoloxin A [VacA), which causes
eyvtoplasmatic vacuolization in gastric epithelial cells, in-
creasing the plasma cell and mitochondrial membrane
permeability leading to apoptosis. The production of the
cytotoxin is associated with the cag-PAI but depends on
the vacA genotype [16-18]. The vacA is a polymorphic
gene with two main signal region genotypes s1 and s2,
and two different alleles in the mid region of the gene
named ml and m2. Infection with strains possessing the
slml genotype has been associated with precancerous
gastric hypochlorhydria [17] and gastric carcinoma [19].

In a recent study conducted in Fortaleza, Northeastern,
Brazil, in an area of high prevalence of gastric cancer
and H. pylori infection, our group has shown a high
prevalence of either pangastritis or precancerous lesions
in relatives of gastric cancer patients infected with /i
pylari [20),

Furthermore, Argent et al., (2008) observed an associ-
ation between wvacA slml genotype of H. pylori strains
and low gastric acid secretion in first-degree relatives of
gastric cancer patients from Scotland [21]. Otherwise,
the authors did not find associations between CagA
positive status and or number of tyrosine phosphory-
lated motifs and gastric lesions in that population.

Since geographical differences  have been observed
among studies that evaluated association between H.
pylori virulence factors and diseases, the aim of this cross-
sectional prospective study was to evaluate the Cagh
EPTYA motifs of H. pylori strains in first-degree relatives
of gastric cancer patients comparing the results with those
obtained from a control group composed of subjects with
no family history of gastric cancer. Because the slml
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genotype of the vacA F. pylori was seen to be more fre-
quently observed in the strains of gastric cancer patients,
we also evaluated the vacA mosaicism in the strains,

Methods

The study was approved by the Ethical Committee of
Research of the University of Ceard, and informed con-
sent was abtained from each subject.

Patients

Sixty H. pylori-positive first-degree relatives [42 female;
mean age 4042 = 1180 (4 brothers and 13 sisters; mean
age 56.24 + 11.80 years, 14 sons and 29 daughters; mean
age 34.51 + 7.66)] of gastric cancer patients from out-
patient follow-up at Walter Cantidio Hospital were
invited to participate. The control group was composed
of 49 (32 female; mean age 43.20 £ 12,59) H pylori-positive
patients who concurrently underwent upper gastrointes-
tinal endoscopy for investigation of dyspepsia at the
same Hospital. They did not have family history of gas-
tric cancer, and were soclal class matched with the study
group. Patients with history of pastric surgery, active
gastrointestinal bleeding, use of steroids, immunosup-
pressive drugs, NSAIDs, proton pump inhibitors or who
were treated for M. pylori eradication were excluded
from the study, Relatives and controls were not included
if they were under 18 or above 81 years old.

Biopsy fragment collection

Gastric fragments were obtained during endoscopy from
five different sites as recommended by the Updated Sydney
System for classification of gastritis [22]. Additionally,
two [ragments were collected from the antral mucosa
for the rapid urease test and for DNA to investigate the
presence of H. pylori genes. H. pylori infection was con-
firmed by positive results in at least two tests including
a rapid urease test, histological analysis and presence of
ured gene of H. pylori,

Histology

Endoscopic biopsy samples of the gastric mucosa were
fixed in 10% formalin and embedded in paraffin wax,
and 4-pm-sections were stained with hematoxylin-eosin
for routine histology. Gastritis was classified according
to the Updated Sydney system. The samples of the gas-
tric mucosa were also stained with Giemsa for detection
of . pylort

DMA extraction

The antral gastric DNA was extracted using the
QlAmp (QIAGEN, Hilden, Germany) kit according to
the manufacturer's recommendations with minor modifi-
cations [23]. The DNA concentration was determined by

A
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spectrophotometry using ManoDrop 2000 (Thermo
Scientific, Wilmington, NC) and stored at —20°C until use.

The presence of H, pylori specific wreA gene was eval-
vated according to methodology reported by Clayton
et al., [24]. The standard Tx30a H. pylori strain was used
as a positive control, and an Escherichia coli strain and
distilled water were both used as negative controls.

The thermocycler GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) was used for all reactions.
The amplified products were electrophoresed in 2%
agarose gel, stained with ethidium bromide, and analyzed
in an ultraviolet light transilluminator,

vach and cagh detection

PCR amplification of the vacA signal sequence and mid
region was performed by using the oligonucleotide pri-
mers described by Atherton ef al., [15]. The strains were
initially classified as type s1 or s2 and type ml or m2
All H. pylori strains with sl were further characterized
into sla, s1b or slc [25,26].

The cagh gene was amplified by means of two previ-
ously described sel of primer pairs [27,28]. A H pylori
strain from our collection (1010-95), known to be vacA
slml and caph-positive, was used as a positive contral,
and the s2m2 vacA genotype, cagh-negative standard
Tx30a H. pylori strain and distilled water were both used
as negative controls, The M. pylori strains were consid-
ered to be cagA-positive when at least one of the two
reactions was positive,

Amplification of the 3" variable region of cagh

For the PCR amplification of the 3" variable region of the
cagh gene (that contains the EPIYA sequences), 20 to 100
ng of DMNA were added to 1% Tag DNA polymerase buffer
solution (KC1 50 mM and Tris—HC 10 mM, pH, 8.0), 1.5
mM MgCly, 100 pM of each deocynucleotide, 1.0 U7 Plat-
inum Tag DNA polymerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil),
and 10 pmol of each primer, for a total solution volume of
20 pl. The primers used were previously described by
Yamaoka et al. [29]. The reaction conditions were: 95°C
for 5 minutes, followed by 35 cycles of 95°C for 1 minute,
50°C for 1 minute, and 72°C for 1 minute, ending with
72°C for 7 minutes. The reaction yielded products of 500
to 850 bp as follows: EPIYA-AB: 500 bp; EPIYA-ABC:
640 bp; EPIYA-ABCC: 740 bp and EPIYA-ABCCC: 830 bp
(Figure 1).

We also used the method described by Argent et al
[30] for the PCR amplification of the 3' variable region
of the cagh gene that contains the EPIYA sequences in
order to improve the accuracy of our results,

sequencing of the 3’ variable region of cagh
A subset of samples was randomly selected for sequenc-
ing in order to confirm the PCR results. PCR products
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were purified with the Wizard 5V Gel and PCR Clean-
up System (Promega, Madison, MI} according to the
manufacturer’s recommendations. Purified products
were sequenced using a BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit in an ABI 3130 Genetic Analyzer
{Applied Biosystems, Foster City, CA) The sequences
obtained were aligned using the CAP3 Sequence Assem-
bly Program (available from: http://pbiluniv-lvon1.fi/cap3.
phph. After alignment, nucleotide sequences were trans-
formed into amino acid sequences using the Blastx
program (available from: hitp://blast.nebi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) and compared to sequences deposited into the
GenBank (httpe/fwww.nebionlmonib.gov/Genbank/).

Statistical amalysis

Data were analyzed with SP55 (Inc. Chicago, IL), version
17.0. The risk of relatives of gastric carcinoma to be
infected by more virulent strains, with increased number
of EPIYA-C motifs and slml vacA genotype, was initially
evaluated in univariate analysis. For that, cagA strains
were stratified in those possessing at least one EPIYA-C
segment and those with more than one EPIYA-C segment
and the most virulent vacA slml genotype was compared
with slm2 plus s2m2. Variables with a p-value less-than
or equal to 0.25 were included in the final model of logis-
tic regression, controlling for the influences of age and
sex, Odds Ratio (OR) and 95% confidence intervals {CI)
were calculated. The logistic model fitness was evaluated
with the Hosmer-Lemeshow test [31]. Association of the
number of EPIYA-C segments and the presence of vacA
virulent genotypes with the degree of gastric inflamma-
tion, atrophy and intestinal metaplasia was done by the
two-tailed Mann="Whitney Test. The level of significance
was set at a p value 0005

Results
The presence of H. pweri specific wreA gene was
detected in the gastric mucosa of all 109 studied
subjects.

cagh status of the patients

cagh positivity was observed in the gastric fragments from
51 (85.00%) of 60 gastric cancer relatives and in those from
43 (B7.76%) of 49 controls, without difference between the
groups (p = 0.68; OR = 1.26, 95%Cl = 037 — 4.40).

The number of EPIYA-C segments

The EPTYA pattern of all cagA-positive strains from both
relatives of gastric cancer patients and controls were
successfully typed. The Yamaoka methodology allowed
the detection of mixed strain infection, The concordance
between the methods used was almost 100%, The results
were confirmed by sequencing of the 3° variable region
of cagA in 30 randomly selected PCR products.
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Figure 1 Electrophoresis of representative samples with different CagA EPIYA patterns seen in relatives of gastric cancer patients and
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Four patterns of EPIYA motifs were found: AB, ABC,
ABCC, and ABCCC. No Asian EPIYA-D motif was
observed. The distribution of the EPTYA genotypes is
shown in the Table 1.

vacA mosaicism distribution
The distribution of vacA genotypes is shown in the
Table 2. In 59 cases (54.13%) the wacA genotype was

Table 1 Distribution of EPIYA genotypes in the gastric
cancer relatives (n=51) and controls (n=43) colonized by
a caghA-positive strains

EFIYA Genotype Control Gastric cancer relatives
9':’;': n Siblings affspring
n (%) n (%}
FPIYA-AR 03 700 ¥ 0
EPIYA-ABC 32 (T4 O 1G000) 0 [55.5)
EPIYA-ABCC 07 (163} 04 426.7) 121333
EPIYA-ABCCC a1 §23) 01 &7 02 (56
EPIY A= ABC + ABCC ] 01 (&7 02 (58
Teital 43 (10000 15 (1000 3G (00

23 e 5 EPIVA-ABRCT (740 boy colurme 4- EPIYA-ABCCC 850 bpl; codumn 6: EFYA-ABRC (540 bp) and Column 7 EFTYA-ABR (500

nal Cagh strains and a reference strain (H, pylon 26605

slml, in 35 (32.11%) it was slm?2 and 6 (5.50%) s2m2.
In three (2.75%) cases two vacA  genolypes were
observed and in six (5.50%) only the signal sequence (1)
was detected. DNA was not enough to genotype m allele
in four among these cases and in bwo, m was not byp-
able. In all cases with 51 strains they were genotvped as
slb, except in one case who was colonized by sla and
a1b strains.

Table 2 Distribution of vacA alleles of H. pylori strains of
relatives of gastric cancer patients (n=55) and control
group (n =48]

WA, Comntrol Gastric cancer relatives
Genotypes' 5”[;? . siblings Offspring

n (%) m (%)
sliml 23 (4793 10 [86457) 6 (5500
slm2 M 4375 04 (2657 10 (25000
sZm2 03 {6.25) 01 567 02 (500
Mixed® m {208 il 02 (500
Total A8 (100 15 (100 A0 (100

'Onky wock 51 genotype was identified in & cases (1 control, 2 siblings and 3
affsprings of gastric cancer relatives); *Mixed infection by sim1 and s2m2 ar
shrl and s1m2 [Twa cases).
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Infection by the most toxigenic vacA genotype (s1ml)
was more frequently observed in the gastric cancer rela-
tives (65.45%) than in the controls (47.92%), When s and
m alleles were individually evaluated, no difference in
the frequency of s1 allele was observed between the
groups, but ml allele was more frequently observed in
the gastric cancer relatives.

Association among the number of EPIYA-C motifs and the
vach s1m1 genotype and family history of gastric cancer
The relatives of gastric cancer patients were significantly
and independently more frequently colonized by H. pylord
strains with increased number CagA-EPIYA-C segments
and with the most virulent s1ml vacA genotype even after
adjustment for age and gender (Table 3).

No difference was observed between siblings and off-
spring in respect to infection by strains containing an
increased number of EPIYA-C motifs (p=098 OR=
1.20, 95%C] = 0.30 - 4.86) and the vacA genotypes slml
ve. slm2 and s2m2 (p=084 OR=0.92, 95%C1 =022 -
3.97) as shown in the Tables 1 and 2.

Associations among the number of EPIYA-C segments
and vach genotypes and gastric histological alterations
The degrees of corpus gastritis (p=004), antrum activity
[ =001} and corpus activity were significantly higher in the
relative of gastric cancer patients than in the control group.

A higher number of EPIYA-C segments was associated
with gastric corpus inflammation (p = 0.04), gastric corpus
foveolar hyperplasia (p=0.05) and gastric corpus atrophy
[ =0.05) in the relatives of gastric cancer patients.

Infection by the most virulent vacA slml genotype
was assoclated with more marked antral (g =0.03) and
carpus (p=005) gastritis, when both groups were evalu-
ated together.

Discussion

H. pylori infection is recognized as the most important
risk factor for distal gastric cancer. Furthermore, the
increased rates of the disease in relatives of gastric

Table 3 Covariables associated with gastric cancer in the
first-degree relatives of gastric cancer patients in
comparison with subjects without family history of
gastric cancer

Variables Univariate analysis Multivariate analysis

B OR a5u5 Cl I

Gender 027 - - -

Age 0,30 - - -
> 1 EPIY&-C ratif 0 423 153 - 1169 0006
S1m T vech allede 017 2ED 104 - 751 004

The Hosmer-Lemeshow test was fit (B degress of freedam, p > 020, with 10
steps).
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cancer points to host genetics and/or share of the most
Fi, pylori virulence strains as risk factors,

In this study, we demonstrated that relatives of gastric
cancer patients are more frequently colonized by H. pylori
strains with the most virulent vacA genotype, slml, and
by CagA-positive strains possessing a higher number of
EPIYA-C segments than the H. pylori strains of the
patients without a family history of the disease.

Although no previous study has demonstrated that gas-
tric cancer relatives are more lrequently colonized by more
virulent H. pylor strains, infection by vacA slml was asso-
clated with low gastric acid secretion, a precancerous con-
dition, in first-degree relatives of Scottish gastric cancer
patients [21]. Otherwise, no association between the gastric
acid secretion and the number of CagA EPIYA-C segments
was observed by the authors [21).

Cagh is the first bacterial oncoprotein to be identified
[32]. The protein is delivered into the gastric epithelial
cell through a bacterial T455 and localizes to the inside
of the cell membrane, where it is phosphorylated by host
cell kinases. Upon phosphorylation, the EPIYA-C seg-
ment interacts with SHP-2 phosphatase, a bona [ide
oncoprotein that is associated with a series of human
cancers, The higher the number of EPIYA-C segments,
the higher the affinity for SHP-2 which is required for a
full activation of ERK/MAPK pathway,

Infection with CagA strains possessing higher number
of EPIYA-C segments has been associated with precan-
cerous gastric lesions and gastric cancer in Caucasian
[11-13,30] and Brazilian populations [15].

It is well established that H. pylori infection is pre-
dominantly acquired in childhood and that the infection
often persists for life unless treated. Epidemiological data
and genetic analysis of H pylorf straing have demon-
strated that the strains are usually acquired within the
family, In fact, infected mother and infected siblings are
the main risk factors for the acquisition of the infection
[33.34] and genetic fingerprint methods have demon-
strated genetic homogeneity in the H pylori strains
within the families. Based on these findings and the
results of the present study, we may hypothesize that
first degree relatives of gastric cancer patients may share
maore virulent H. pylori strains that may increase the risk
of gastric cancer.

As noted above, first-degree relatives of gastric cancer
patients also share the same or similar genetic back-
ground that may increase the risk of gastric cancer. Poly-
morphisms in genes coding pru-inﬂarnmatnr}' ovtokines,
such as interleukin 1 beta {IL-1[), interleukin-1 receptor
antagonist (IL1Ra) and tumor necrosis factor-alpha
{TINF-r) are accepted as risk factors of gastric cancer,
depending on the geographic region [35-39]. It has also
been demonstrated that having increasing number of
pro-inflammatory  genotvpes  [36,37], as well as a
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concomitant infection by more virulent FL pylori strains
progressively increases the risk of gastric precancerous
lesions and cancer [349].

Conclusions

In conclusion, we demonstrated that relatives of gastric
cancer patients are more frequently colonized by the
most virulent M, pylori cagh and vach genotypes, which
may, in addition to human genetic predispositions, fur-
ther increase their risk of gastric cancer, thus providing
additional reasons to better understand these infections
and perhaps their targeted eradicative treatment.
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Anexo 3:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo: “Efeito do numero de EPIYA C da proteina CagA de Helicobacter pylori na producéo
de citocinas representativas das respostas Thl, Th2, Th17 e T.g por células mononucleadas
do sangue periférico e células de mucosa gastrica”.

Introducdo: Antes de aceitar participar desta pesquisa, é necessario que vocé leia e
compreenda as explicagbes que serdo apresentadas esclarecendo o0 objetivo,
procedimentos, beneficios, 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 niumero de sitios EPIYA C
da proteina CagA de Helicobacter pylori na expressédo gastrica de citocinas bem como
identificar as fontes de produc¢éo das referidas citocinas .

Resumo: Mais da metade da populacdo mundial tem infeccdo pelo Helicobacter pylori.
Muitos individuos infectados apresentam Ulcera do estbmago e duodeno e alguns podem
apresentar cancer do estbmago. Recentemente tem sido demonstrado em alguns estudos
gue citocinas e suas respectivas vias de sinalizagdo podem estar relacionadas ao
desenvolvimento do cancer de estdbmago associado a infeccdo pelo Helicobacter pylori.
Portanto, identificar fatores ligados ao microrganismo que predispem a carcinogénese
contribuird de varias maneiras para o controle da doenca. Além disso, os resultados poderéo
ainda fornecer informacdes relevantes para a compreensdo de mecanismos ligados a
controle de vias de sinalizagcdo que participam também na carcinogénese gastrica.

Procedimento: Se vocé concorda em participar deste estudo, sera feito o teste do sopro.

Nesse teste vocé sopra um baldo, toma um suco de laranja com uréia marcada com *3C néo
radioativo e meia hora depois sopra novamente outro baléo. Se o resultado for negativo para
H. pylori, uma amostra de sangue periférico sera colhida de uma veia em seu braco. Nao
havera nenhum custo para vocé ser incluido no estudo, da mesma forma que vocé nao
recebera qualquer remuneragéo pela participacao.

Desconfortos: A retirada de sangue sera realizada por um profissional capacitado, com
material estéril descartavel; no entanto, como todo procedimento de coleta sanguinea,
podera ocorrer um pequeno desconforto passageiro e as vezes vermelhidao no local.
Beneficios: Para o doador nao ha nenhum beneficio direto na participacao no estudo, e ndo
é prevista qualquer compensacao financeira, porém os dados do estudo podem nos ajudar a
melhor compreender como a producéo de citocinas e suas vias de sinalizagdo podem ser
influenciadas por fatores do microrganismo. A recusa em participar desse estudo ndo

implicara em prejuizo de relacionamento profissional ou pessoal.
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Confidencialidade: Os seus dados serdo mantidos em sigilo ate onde é permitido pela lei.

O comité de Etica em Pesquisa da UFMG podera verifica-los. Qualquer publicacdo dos
dados néo o identificara. Ao assinar este formulario vocé autoriza o pesquisador a fornecer
seus dados para o Orgdo financiador, para a instituicdo e para o Comité de Etica em
Pesquisa — COEP/UFMG.

Desligamento: Vocé podera se afastar a qualguer momento da pesquisa sem nenhum

prejuizo.

Novas Descobertas: Todos os novos dados desta pesquisa serdao fornecidos a vocé.

Contato com o pesquisador: Pode ser feito pelo telefone (0xx31) 3274-2767 com a

Professora Dulciene. Caso tenha alguma duvida sobre os seus direitos como voluntério da
pesquisa, vocé podera ligar para o Presidente do Comité de Etica em Pesquisa -
COEP/UFMG no numero (0xx31) 3409-4592.

Consentimento:

Li e entendi as informacdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas duavidas foram respondidas. Este formulario esta sendo assinado
voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento na participagdo do estudo, até

gque eu decida o contrario. Receberei uma cépia assinada deste consentimento.

Nome do voluntario selecionado Idade
Assinatura do voluntario ou responsavel Data
Assinatura de testemunha Data
Assinatura de testemunha Data
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