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RESUMO

No presente estudo determinaram-se as concerdgrdedi-13, IL-1a, IL-8 e TNF«a
na mucosa gastrica de criangas (n = 143) e adutesl43)H. pylori-negativos e -positivos,
com o0 objetivo de comparar os resultados dos difesesubgrupos. Nos grupbls pylori-
positivos, 0s niveis das citocinas foram ainda amagios com base no gendtipagA e
mosaicismo dovacA da bactéria. Avaliou-se, também, a influéncia pddimorfismos em
regides promotoras dos genédB, IL1IRN e TNFA na expressédo das citocinas na mucosa
géstrica. O diagnostico da infeccao plapylori foi feito por cultura, exame histopatolégico
e teste da urease pré-formada em fragmentos desmmdocantro e corpo gastricos. O “status”
cagA e mosaicismo dwacA foram investigados por PCR. Polimorfismos noseg¢hlB nas
posicdes -31 e -511L 1RN (diferentes repeticbes de 87 pb no intron ZNEA na posicao -
307 foram avaliados por PCR-CTPP, PCR-RFLP, PCRC®&-RFLP, respectivamente.
Procedeu-se ao sequenciamento para a confirmagiiaedaltados. A concentracdo das
citocinas foi determinada em um fragmento de muocdsaantro gastrico por ensaio
imunoenzimatico. Os resultados das dosagens denatoforam apresentados como mégdia
desvio padrao. Como os dados ndo apresentavanbuisiio normal de acordo com teste de
Kolmogorov-Smirnov, procedeu-se a transformacédoaritgpica, quando os parametros
ficaram normalmente distribuidos. Para comparag@ondveis de citocinas entre os diveros

grupos empregou-se o teste “t” de Student. Asealiigais foram consideradas estatisticamente
significativas quando0,05. Dentre as criancas estudadas, 76 dtapylori-negativas e 67

H. pylori-positivas. Quarenta e dois adultos erainpylori-negativos e 10IH. pylori-
positivos. Os niveis médios de II3;1L-1a, IL-8 e TNFa foram significativamente maiores
na mucosa gastrica de criangas e adultos infectaglodH. pylori que daquelesl. pylori-
negativos. No grupo de pacientes infectados pedgéia, os niveis de ILele TNFa foram

maiores nas criangas que nos adultos. Os nivels H&foram mais elevados nos adultos que
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nas criancas independentemente do “statugiylori. Infeccdo por amostramgA-positivas

foi associada a niveis gastricos mais elevadod.@:tanto em adultos quanto em criancas.
Niveis gastricos mais elevados de IL-8 associaminisialmente com infeccdo por amostras
de H .pylori vacA s1lml, mas quando os dados foram corrigidos pslatus” cagA, a
associacdo desapareceu. Nas criancas e adlulfmgori negativos, ndo foi vista associacéo
entre niveis gastricos de citocinas e polimorfismos gene$l 1B, ILIRN e TNFA. De forma
inédita, foi demonstrada associacdo entre a prasdocalelo polimorfico do gene que
codifica o antagonista do receptor da IL-1 e ninesés elevados de ILB] mas néo de ILd,

na mucosa gastrica dos adultos infectados pelarmeact
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ABSTRACT

We evaluated the concentrations of IB-1L-1a, IL-8, and TNFe in the gastric
mucosa oHelicobacter pylori-negative and -positive children (n = 143) and &l = 143).
The groups as well as subgroupscagA/vacA positive subjects were compared. The levels
of cytokines inH. pylori positive groups were also compared based on theerhao cagA
gene andvacA mosaicism status. The influence of tHelB, IL1IRN, and TNFA
polymorphismson the expression of gastric mucosa cytokines Wss evaluatedH. pylori
infection was diagnosed by culture, histology and preformezhse testcagA and vacA
status were investigated by PCR. Polymorphism efgénedL1B at -31 and -511 positions,
ILIRN (variable number tandem repeats) diNFA at -307 position were evaluated by PCR-
CTPP, PCR-RFLP, PCR, and PCR-RFLP, respectivelye f@sults were confirmed by
sequencing. Cytokine concentrations were determmedfragment of gastric antral mucosa
by immunoenzymatic assay. The results were preseagenearx standard deviation. Since
the data did not show a normal distribution acauydo the Kolmogorov-Smirnov test, they
were converted in logarithm, after which they shdwermal distribution. The cytokine
levels between the groups were compared by Stugletdst. The differences were considered

statistically significant when $0.05. Among the children, 76 weild. pylori-negative and 67

were H. pylori-positive. Forty two adults werl. pylori negative and 101 werd. pylori
positive The mean levels of ILfl, IL-1a, IL-8, and TNFe in theH. pylori infected children
and adults were significantly higher than in théseylori negative. The levels of ILeland
TNF-a in the group of bacterium-infected patients weighér in the children than in the
adults. The levels of IL{fiwere higher in the adults than in the childregardless of théd.
pylori status. The mean concentration of IL-8 was sigaifity higher in the groups @hgA-
positive patients than in those of -negative ois@silar results were observed in respect to

slmlvacA genotype. This association; however, disappeareehn the data were corrected
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for the cagA status. No association between cytokine gaséwels andlL1B, ILIRN and
TNFA polymorphisms was observed in thie pylori-negative children and adults. On the
other hand, we demonstrated, for the first timat the concentration of ILL but not IL-1a,

was higher in the gastric mucosa of patients hargdhe polymorphic alleles of ILLRN than

in those with the wild allele.



1. INTRODUCAO

O isolamento dbielicobacter pylori a partir de fragmentos de biopsia gastrica de
pacientes com gastrite e Ulcera duodenal, por pessjuisadores australianos Berry J.
Marshall e J. Warren Robin, foi considerado um mara Medicina. A confirmacéo de
gue Ulcera péptica é causada pela bactéria, mellvammsideravelmente as possibilidades
de tratamento e cura da doenca. Devido a relevaacidescoberta, no ano de 2005, os

dois pesquisadores foram agraciados com o PréntelNe Fisiologia ou Medicina.

A INFECCAO PELOH. pylori

OH. pylori é, atualmente, aceito como o principal agente algrite em seres
humanos e um fator essencial na patogénese de (léptica, desempenhando, também
papel fundamental na cadeia de eventos que culmicam o desenvolvimento de
carcinoma gastrico e linfoma gastrico do tipo MA(té&cido linféide associado a mucosa)
(Formanet al., 1991; Parsonett al., 1991; Marshall, 1994; Cover & Blaser, 1995;
Wotherspoon & Path, 1998). Em 1994, a Agéncia haeonal para Pesquisa de Cancer
da Organizacdo Mundial de Saude considerou a iéepeloH. pylori carcinogénica do
tipo | (IARC, 1994) com base em evidéncias epidédgicas e plausibilidade biologica
(Correa, 1991; Parsonnettal., 1994; Blaser, 1995; Correa, 1995; Tsupl., 1997).

A infeccdo é muito frequiente, acometeretoa de 60% da populagcdo mundial. Nos
paises em desenvolvimento 80 a 90% da populacé&ntam-se infectados (Blaser,
1993; Blaser & Parsonnet, 1994; Hamilton-Miller03). A aquisi¢ao da infecgao ocorre
predominantemente na infancia, na idade pré-esqmaria oral-oral ou fecal-oral (Lee,

1994; Rocheet al., 2003) e esta associada a fatores como baixd sdeeecondmico,



maior aglomeracao familiar, condicdes de higierecgmias e auséncia ou deficiéncia de
saneamento basico (Malaty & Graham, 1994; Goodshaln, 1996; Sarkeet al., 1997).

A infeccao peldl. pylori esta sempre associada a presenca de gastritoladies
(Blaser, 1990); entretanto, apenas em parte daoaednfectadas (15% a 20%) ocorrem
as complicagcbes como Ulcera péptica ou carcinam@iia gastricos (Formast al.,
1991; Parsonnet al., 1991; Wotherspoon & Path, 1998). Os mecanisnet@spuais a
bactéria causa doenca ndo estdo completamentaeesids. Provavelmente, fatores
ligados ao ambiente, ao hospedeiro e ao microng@nideterminam o surgimento das

diversas afeccdes.

FATORES DE VIRULENCIA DOH. pylori

Vérios fatores de patogenicidade sao cenautodas as amostrastdepylori como
a motilidade e a morfologia em espiral, a produdd@nzima urease e a habilidade para
aderir ao tecido do hospedeiro (Haztlal., 1986; Bodeet al., 1989). Outros sao
identificados somente em algumas amostraHdeylori e parecem relacionadas ao
surgimento das doengas graves associadas a infédedwe os fatores de viruléncia que
nao estao presentes em todas as amostras deveess#tadas a citotoxina vacuolizante
(VacA) e a ilha de patogenicidadag (cag PAI).

O geneagA é um marcador deag PAI, um fragmento de DNA de 40Kb e que
contém cerca de 31 genes. O contetdo de G + C (8&eay PAI difere do contetdo de
G + C do resto do genoma da bactéria (39%), sutequecag PAI tenha sido adquirida
horizontalmente e integrada ao cromossoméidgylori (Tombet al., 1997; Covaccet
al., 1999). Alguns genes da ilha codificam proteiqaes formam um sistema de secrecao
do tipo IV (Censiniet al., 1996; Backertt al., 2000; Odenbreitt al., 2000) responsavel

pela translocacdo da proteina CagA, de 120 Kda, gantro do citoplasma das células



epiteliais gastricas, onde é fosforilada pelas ages c-Src e Lyn das células do
hospedeiro. Depois de fosforilada, se liga e ataafosfatase celular SHP-2,
desencadeando mudancas no citoesqueleto, levanflrneacdo de pedestais que
permitem maior aderéncia bacteriana. Varios gemaeshd estdo, ainda, envolvidos na
estimulacdo da producéo de interleucina 8 (IL-8apeélulas epiteliais gastricas. A IL-8
€ um potente fator quimiotatico e ativador de leito§ polimorfonucleares e macrofagos
contribuindo para uma resposta inflamatoria maenta@da nos pacientes colonizados
por amostrasag PAI positivas. Outras atividades associadaagdPAl incluem ativacao
da transcricdo do fator AP-1 e ativacdo da expoeds& proto-oncogenesfos e c-jun,
gue desempenham papel crucial na proliferacaonsftianacéo celular predispondo a
oncogénese (Crabtre al., 1994; Rauteliret al., 1994; Faret al., 1995; Hussomt al.,
1995; Torreset al., 2000; Gerhardet al., 2002; Suerbam & Michete, 2002; Basso &
Plebani, 2004; Kinet al., 2006). A infeccdo por amostreagA-positivas esta associada a
Ulcera péptica (Crabtrez al., 1991; Covaccét al., 1993, Queirozt al., 2000, Nomurat

al., 2002; Erzinet al., 2006; Gattiet al., 2006), gastrite atréfica (Kupiers, 1995) e
adenocarcinoma gastrico (Blastral., 1995; Queirozt al., 1995; Queirozt al., 1998;
Miehlke et al., 2000; Helcet al., 2004; Coret al., 2006; Sicinschi et al., 2006).

O geneacA, presente em todas amostras Hlepylori, codifica uma citotoxina
vacuolizante capaz de induzir diretamente a formalghvacuolos intracitoplasmaticos, a
destruicdo de mitocondrias, a liberacdo de citoorore a morte de células epiteliais por
apoptose, eventos que lesam a mucosa gastrica. Alésp, a toxina aumenta a
permeabilidade epitelial, o que pode facilitar taatpassagem de substancia tdxicas para
dentro do epitélio como a difusdo de nutrientesa parcamada mucosa favorecendo a
sobrevivéncia ddH. pylori (Covacciet al., 1997; Kuck et al., 2001; Gebegttal, 2003;

Basso & Plebani, 2004; Nakayaneh al., 2004). VacA ainda estimula a resposta



inflamatoria da mucosa gastrica por diferentes meo#s, como por exemplo, pelo
aumento da expressado da enzima ciclooxigenase X-@@Mao somente em células T,
mas também em neutréfilos e macréfagos (Montecdeddernard, 2003). Suret al.
(2006) demonstraram que a citotoxina € capaz dezind expressao de citocinas pro-
inflamatorias como IL-ff, IL-8 e TNFa em cultura de células epiteliais gastricas.
Também, ha fortes evidéncias de que VacA tenh@datle imunossupressora. Testes
realizadogn vitro demonstram que a toxina inibe a proliferacdo déditos T induzidos
por ativadores policlonais (Boncristiaebal., 2003; Geberét al., 2003). No gengacA
ha duas familias sinalizadoras, denominadas s] eog2 variacdes sla, slb e slc; bem
como, duas regides médias, m1 e m2. Padrbfes dstasdo associados com amostras
produtoras ou ndo da toxina e diferencas quantigtie producao (Athertabhal., 1995).
As amostras dél. pylori tipo s1 sédo consideradas mais virulentas que & s mais
frequentemente isoladas de pacientes com ulceracpéfithertonet al., 1995; van
Doornet al., 1999, Gusmaet al., 2000; Erziret al., 2006) e carcinoma gastrico (Evas
al., 1998; Kiddet al., 1999; van Doormt al., 1999; Miehlkeet al., 2000; Nogueirat al.,
2001; Kamali-Sarvestamt al., 2006) que daqueles com gastrite.

A presenca de marcadores de virulénciaemto, ndo é suficiente para predizer se
um paciente ird desenvolver doenca grave ou nato®ftatores, como o ambiente e a

genética do hospedeiro influenciam na evolucamige¢ao.

FATORES RELACIONADOS AO HOSPEDEIRO

Quanto ao papel do hospedeiro pouco shewen Fatores como genética, idade e
sexo podem determinar o tipo de resposta imunadgimflamatoria a infeccdo, que por

sua vez pode definir o desfecho em doenca ou nBentre os fatores genéticos,



polimorfismos em regides promotoras de genes quificam citocinas sado bons
candidatos.

Denomina-se polimorfismo a ocorréncia $iémea, em uma populagcéo, de um ou
mais genotipos alternativos ao genotipo selvagemman freqiéncia superior aquela
esperada de variacbes do genoma decorrentes dedesiespontaneas (Thompsbal.,
1993). VariacgOes alélicas nas regides promotoragedes que codificam citocinas podem
alterar a transcricdo génica aumentando ou dimilouan producdo das citocinas e dessa
forma a resposta imunoldgica do hospedeiro.

Citocinas séo polipeptideos produzidos pélulas especializadas da resposta
imunologica como monacitos e linfécitos bem como g@&ulas ndo especializadas como
células endoteliais e algumas células epiteliaisresposta a microrganismos e outros
antigenos, que medeiam e regulam reacdes imunafdgcinflamatorias (Abbas &
Lichtman, 2005). Dentre as diversas funcbes biobsyidas citocinas nas doencas
associadas a infeccdo pehlb. pylori, destaca-se a pro-inflamatoria. Citocinas pro-
inflamatdrias como IL-f e TNFa tém sido consideradas relevantes no curso dagénec
pelo microrganismo, devido a varios fatores, comfato de que as células epiteliais
gastricas produzem ILBl(Yamaokaet al., 1997; Katagiriet al., 1997; Lindholmet al.,
1998; Vilaichoneet al., 2005). Ainda, no estdbmago, além de induzir m#gdo, a IL-f
atua diretamente na célula parietal, inibindo aesgo acida. Acbes semelhantes, embora
em menor intensidade, tém sido atribuidas ao @NRssim, individuosH. pylori-
positivos carreadores dos alelos associados cowor mraiducéo das duas citocinas teriam
uma ampliacédo das lesbes na mucosa, em decorténaianento da inflamacéo e da acéo
anti-secretoria das citocinas. A alcalinizacdo digpeo gastrico criaria condicao favoravel
para a colonizacédo dd. pylori nessa regido que, habitualmente, € menos col@zad

decorréncia da acidez que exerce controle negatibce a densidade bacteriana. O grau



de inflamacdo do corpo gastrico tenderia a aumel@aando a atrofia, com destruicdo
das células parietais, perpetuando a situacdo erdando o risco da carcinogénese (El
Omaret al., 2000; Machadet al., 2001; Figueiredet al., 2002). De fato, polimorfismos
no gene que codifica a IL81na posicdo -31 (- C) e -511 (C- T) e no gene que
codifica o antagonista de receptor da IL-1 (alelota) foram associados a risco
aumentado de atrofia gastrica e cancer gastricpapulacées caucasianas da Polbénia e
Escdcia (EI Omaet al., 2000), bem como de Portugal (Machatal., 2001). Entretanto,
esses resultados ndo foram observados em paidésoass{Katoet al., 2001; Leeet al.,
2003) e foram reproduzidos apenas parcialmenterasilBem um trabalho conduzido no
LPB (Rochaet al., 2005). Os autores demonstraram que o gendtifimdrfico do
ILIRN, mas ndo ddL1B, esta independentemente associado ao risco denaraec
gastrico na nossa populacdo (Roehal., 2005). No que se refere ao polimorfismo no
TNFA na posicao -307 (G- A), também foi visto estar associado a carcino&strigo
em pacientes portugueses e americanos (Macttaalg 2003; EI Omaet al., 2003), o
gue nao foi observado na nossa populacéo (Reiciia 2005), sugerindo a existéncia de

diferencas regionais e ou/ étnicas.

1.5. INFECCAO POR. pylori E NIVEIS GASTRICOS DE CITOCINAS

O perfil de citocinas na infeccdo pélopylori tem sido estudado, sobretudo em
adultos. Noachet al. (1994), usando ensaio imunoemzimatico, observanramis de IL-
1B e TNFu significativamente maiores na mucosa gastricaadéeptes holandeses com a
infeccdo peloH. pylori quando comparados com aqueles sem a infeccaosthNdoede
Fanet al. (1995), além do aumento na concentracdo de d,N#& autores observaram

aumento de IL-8 na vigéncia da infeccdo em pacarndeses.



Resultados semelhantes foram relatado$peket al. (1995)b quando estudaram
uma populacdo americana, avaliando, por ensaiodemnmimatico, os niveis de IL-8 na
mucosa gastrica de pacientés pylori-positivos e negativos. Ainda, 0s autores
observaram que os niveis de IL-8 eram significatieate maiores nos pacientes
colonizados por amostrasagA-positivas. No mesmo estudo, embora tenha sido
demonstrado aumento de expressao de mRNA de k-IL-13 na mucosa gastrica dos
individuos infectados peld. pylori, ndo houve diferenca significativa na concentratgio
IL-1a, determinada por ensaio imunoenzimatico, entreupayinfectado e nao infectado.
Resta ressaltar que a determinacao foi feita enmiwmero muito pequeno de individuos
(7 H. pylori-negativos e 1#. pylori-positivos).

Na populacdo asiatica ha dois estudos,oandvaliando pacientes japoneses
(Yamaokaet al., 1997; Katagiriet al., 1997). No primeiro, os autores (Yamaakal.,
1997) demonstraram concentracfes def.7NF-u e IL-8 significativamente maiores na
mucosa gastrica dos pacientes infectados que @sgsein a infecgdo. A semelhanca do
estudo de Peekt al. (1995)b, os niveis de ILBle IL-8 eram maiores nos pacientes
colonizados por amostras #k pylori cagA-positivas. No segundo trabalho, Katagri
al. (1997) observaram que os niveis de TdNEram significativamente maiores nos
pacientes infectados quando comparados com acgestesfeccao.

Ha poucos trabalhos avaliando a partiéipade citocinas na infecgéo ger pylori
em criancas. Kutukguleet al. (1997) observaram niveis elevados de TINRo
sobrenadante de cultura de mucosa géastrica decasiggolonesald. pylori-positivas. Em
um estudo realizado no Chile, Guirald#sl. (2001) demonstraram que 0s niveis de IL-
1B, IL-8 e TNFa eram significativamente maiores na mucosa gastlieacriancas
infectadas pela bactéria. Expressdo de IL-8 na saugastrica de criancas italianas,

detectada por RT-PCR (Luzeaal., 2001), bem como de criancas japonesas, detectada



por ensaio imunoenzimatico (Shimieal. 2004), foi vista estar associada a infeccéo pela

bactéria.

1.6. EFEITOS DE POLIMORFISMOS DOS GENHSIB, ILIRN E TNFA NOS NiVEIS

DE CITOCINAS NA MUCOSA GASTRICA DE PACIENTES COM RECCAO PELO

H. pylori

Em 1998, Santtilat al. demonstraram, em cultura de mononucleares de sangue
periférico, que gendtipos polimérficos do gdhdB na posicdo -511 nédo diferiram do
genotipo selvagem quanto a producédo def(dLPor outro lado, mondcitos de individuos
com gendtipo polimérfico do IL1IRN produziram nivemais elevados de ILB1
comparados com monacitos de individuos com o gem&elvagem, embora os autores
nao soubessem explicar o achado.

Na mucosa gastrica, o primeiro estudo que tig@s o efeito de polimorfismos dos
genesIL1B e IL1IRN nos niveis de IL{1 foi realizado por Hwangt al. (2002) em
pacientes japonesds. pylori-positivos. Os autores demonstraram que a cong@uotra
gastrica da citocina era maior ngacientes com o genétipo polimorfico T/T AAB na
posicdo -511, bem como no gendtipo polimorficolldbRN que naqueles com genoétipos
selvagens. Resultados semelhantes foram obtidosVpaichone et al. (2005) em
pacientes da Tailandia. Contrariando esses autenesjm outro estudo com japoneses,
Xuan et al. (2005) observaram niveis de IB-Eignificativamente maiores na mucosa
gastrica de pacientes com o gendétipdB -511 C/C, considerado selvagem. Essas
divergéncias podem ser explicadas de vérias mandfi@e salientar; entretanto, que o
namero de individuos incluidos em todos os estumescionados foi pequeno e que 0

grupo composto pelos pacientels pylori-positivos era muito heterogéneo incluindo



varios diagnésticos como carcinoma gastrico, Ulgedptica gastrica, Ulcera péptica
duodenal e linfoma MALT gastrico. Ainda, os tratlwahavaliaram populacfes asiaticas,
cujos dados ndo podem ser extrapolados para péeslagcidentais, uma vez que 0s
asiaticos possuem muitas caracteristicas distintectiindo algumas relacionadas a
fisiologia gastrica, como um pH gastrico naturalteenais alcalino.

Resta relatar que ha um anico trabalhadiaavdo populacdo ocidental. Redal.
(2004) estudaram 70 europeus caucasianos e naovatase diferencas nos niveis de
MRNA de IL-1B entre os genotipos selvagem e polimorfico nasgpesido -511 e -31 do
IL1B. A semelhanca do observado na populagdo asi@cgenotipos polimorficos do
ILLRN associaram-se significativamente com nive@snelevados de mRNA de 1131
Nesse estudo foi também avaliado o efeito do pafismno do gendNFA nos niveis de
MRNA de TNFe. na mucosa gastrica de pacientes infectados hbefiylori, ndo tendo
sido observada diferenca entre os diferentes alelos

Finalmente, merece destaque o fato dendoeexistem trabalhos na literatura até o
presente momento avaliando associacdo entre pdsmos em genes que codificam
citocinas e niveis de citocinas na mucosa gastiecariancas infectadas ou nao pelo
pylori. Uma vez que a infeccéo pétb pylori € predominantemente adquirida na infancia
(Blaser, 1993; Mégraud, 1993; Fa#t al., 1997; Redlingeret al., 1999), € muito
importante compreender a participacdo da respofitanatoria nessa faixa etaria. Vale
ressaltar que resultados observados em pacienikssaddo podem ser extrapolados para
a populacéo infantil visto que trabalhos publicadtgsso momento mostram que existem
diferencas na resposta imunolégica humoral (Okveiral., 1999; Kindermanret al.,
2001), grau de inflamacdo da mucosa gastrica (Quest al., 1991) e resposta

imunologica celular (Soares al., 2005) entre criangas e adultos na vigéncia @&g¢ao.
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Em criancas, Queirogt al. (2005) demonstraram que o genoétipo polimorficd RN
associou-se a ulcera duodenal na nossa populacéo.

Com base no descrito acima e considerapo® ndo ha estudos avaliando se
polimorfismos nos gend&.1B, IL1IRN e TNFA séo funcionais na nossa populacéo, visto
gue a expresséo de citocinas pode ser influengaddiferencas étnicas e regionais e a
populacao brasileira € formada por uma mistura lygmea de caucasianos (portugueses
colonizadores), africanos (escravos) e amerindi@ivps); e que ndo ha estudos
avaliando niveis gastricos de ll-Ina dependéncia de polimorfismos HARN bem
como investigando possiveis influéncias do fatorvioteléncia vacA do H. pylori na

expressao de citocinas na mucosa gastrica, ebsé¢hinaem como objetivos:

2. OBJETIVOS

1)- Determinar as concentracdes de f,-IL-1a, IL-8 e TNFa na mucosa gastrica de
criangcas e adulto#d. pylori-negativos e -positivos, comparando os resultados d

diferentes subgrupos.

2)- Comparar as concentracfes gastricas das @sd@ acordo com o genotipagA e

mosaicismo doacA da bactéria.

3)- Avaliar a influéncia de polimorfismos nos gendslB, ILIRN e TNFA nas
concentracdes de ILBL IL-1a, IL-8 e TNFa na mucosa géstrica de criangas e adultos,

levando, também, em consideracédo o “statugylori.
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3. PACIENTES E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica esgiitsa da Universidade Federal
de Minas Gerais (Parecer n° ETIC 005/99) e foi aeskido no Laboratério de Pesquisa em
Bacteriologia da Faculdade de Medicina/lUFMG.

O termo de consentimento informado (anexo 1) partcipar do estudo foi assinado

pelos adultos, criancas (sempre que possivel)spsas ou responsaveis.

3.1. PACIENTES

Foram estudadas 143 criancas (62 meninos e 8 hasgemhédia de idade de 9,1 + 3,4
anos; faixa etaria de 1 a 18 anos) e 143 adultbdfens e 83 mulheres; média de idade de
49,9 = 16,6 anos; faixa etaria de 19 a 87 anosh odnsecutivos, submetidos a
esofagogastroduodenoscopia para esclarecimentimtdenas relacionados ao trato digestivo
superior.

N&do foram incluidos pacientes com histéria de rgpsao portal, disturbios
hematolégicos com tendéncia a sangramento ou aralgondicdo que dificultasse a
passagem do endoscopio. Pacientes com ulcera dupdéncer gastrico, bem como aqueles
com doenca maligna, auto-imune ou doenca gravedbs previamente para erradicacdo do
H. pylori ou aqueles que fizeram uso de antimicrobianosintiegonistas dos receptores H
inibidores de bomba de prétons ou antiinflamatond® esterdides no més anterior a

realizacdo do exame também nao foram incluidos.
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3.2. COLHEITA DE FRAGMENTOS DE MUCOSA GASTRICA E ADSTRAS DE
SANGUE

Fragmentos de mucosa gastrica foram obtidos dueaasefagogastroduodenoscopia,
com o paciente em jejum de no minimo 8 horas, degeiter recebido diazepam (5mg por
via oral) e anestesia topica da orofaringe comi@ato de Lidocaina (Xilocaina spray a
10%). As criancas, quando necessario, foram subdaset anestesia geral para a realizacéo
do exame. Fragmentos da mucosa gastrica forandosllgia pequena curvatura do antro e da
grande curvatura do corpo gastrico para o diagtwsta infeccdo, estudo histopatologico
para a pesquisa do microrganismo e dosagem deénaisoc

Para a avaliacdo da presenca de polimorfismos anssgque codificam citocinas
foram colhidos, por puncdo venosa, 3 ml de sangueadla paciente. As amostras foram

centrifugadas e os leucocitos separados e conseraa®0° até o uso.

3.3. ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO E MANUTENCAO DAS AMGTRAS DE H.

pylori

Os fragmentos de mucosa gastrica paratara deH. pylori foram mantidos, logo
depois da colheita, em meio de transporte (Caldanfissdo de cérebro-coragdo, Difco,
Detroit, MI, EUA) a temperatura de 4°C (banho ddéogee processados dentro de, no
méximo, duas horas. Os fragmentos foram homogetwszam um triturador de tecido e
semeados em meio Belo Horizonte (Queiebzl., 1987), composto por agar-infusdo de
cérebro-coracdo (Difco Laboratories, Detroit, MIUA) suplementado com sangue de
carneiro a 10%, 6 mg/L de vancomicina (Sigma Chah@o, St. Louis, MO, EUA), 20
mg/mL de acido nalidixico (Sigma Chemical Co, Stuis, MO, EUA) e 40mg/mL de cloreto

de trifeniltetrazélio (Reagen, Rio de Janeiro, Bya®#As placas incubadas a 37°C sob
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atmosfera de microaerofilia obtida com o empregoadaerocult ® (Merck, Darmstadt,

Alemanha) foram avaliadas no 3°, 7° e 11° dias.

A identificacdo do microrganismo foi feitmm base na morfologia macroscépica
(colénias puntiformes, circulares, convexas e n&owndiiticas, de coloracdo dourada
brilhante), na morfologia microscopica a colorapa@ta carbolfucsina (bastonetes espiralados
corados em vermelho) (Rocleh al., 1989), no teste da urease pré-formada e reat@®es
oxidase e da catalase positivos (Mac Faddin, 18802 PCR para detec¢gdo do geneA

(Claytonet al., 1992) e ddODNAr 16S (Foxet al., 1998).

Foram feitos repiques das amostras isoladas e suigrento correspondente a uma
placa de Petri de 60 mm foi removido com zaragasiaril e transferido para um tubo de
microcentrifuga contendo 5Q@L de agua quimicamente pura esterilizada para gidrae
DNA. A suspenséo foi centrifugada a 12.000 g poridutos; o sobrenadante foi desprezado

e 0 sedimento mantido a -80°C até o momento do uso.
3.4. EXTRACAO DO DNA DAS AMOSTRAS DH. pylori

O DNA das amostras foi extraido usando ito MAamp® (QIAGEN®, Hilden,
Alemanha) de acordo com as especificacdes do &altecPara controle da extracao foi usada
agua destilada. Os sedimentos foram colocados lems tie microcentrifuga contendo 380
do tampé&o ATL e 2QlL de proteinase K, homogeneizados em vortex, ebembos a 56°C por
18 horas. A cada amostra foram acrescentadospuR0f0e tampao AL e os tubos foram
incubados a 70°C por 10 minutos. A seguir, @gD@e etanol (96-100%) foram adicionados a
cada tubo e essa mistura foi transferida parawnadispin” do “kit” que foi centrifugada a
6.000 g por 1 minuto. Cada coluna foi colocadacntntro de um tubo coletor de 2 mL. O
material da coluna foi lavado duas vezes (2b@ada) com o primeiro tampao (Buffer AW1)

e duas vezes com o segundo tampao de lavagem (BW#@) do “kit”. Depois da ultima
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lavagem, cada coluna foi inserida no interior detubo de microcentrifuga e o tubo coletor
contendo o filtrado foi descartado. O DNA foi elniem 100uL de agua deionizada estéril.
Determinou-se a concentracdo do DNA por espectwfetria. O DNA extraido foi estocado

a -20°C até o uso.

3.4.1. AMPLIFICACAO DOS GENE®NAr 16SeureA ESPECIFICOS DH. pylori

A amplificacdo do gene que codificaDiNAr 16S e doureA foi feita por PCR de
acordo com as metodologias descritas por &oal. (1998) e por Claytort al. (1992),

respectivamente. Os iniciadores usados e as casldgreacao estdo descritos na tabela 1.

Os produtos amplificados foram identificados pletreforeses em gel de agarose a

2,0% corado com brometo de etideo e examinado zuoithavioleta.

3.4.2. PESQUISA DOS FATORES DE VIRULENCIA D pylori

Para aumentar a sensibilidade de detedgioagA, foram usados dois pares de
iniciadores: os descritos por Kelt al. (1994) e os propostos por Pegkal. (1995)a.
Iniciou-se a pesquisa com os iniciadores de ReteM. (1995)a. Quando o resultado foi
negativo, foram usados os iniciadores descritosKmily et al. (1994). As condi¢cdes da
reacdo estdo descritas na tabela 1. Foram cordéderagA-positivas as amostras que
apresentaram resultado positivo em pelo menos @naedcdes eagA-negativas, quando o

resultado das duas reacdes foi negativo.

Para a determinacdo do mosaicismeatéd foram usados os iniciadores e condicdes

descritas previamente por Atherteiral. (1995) (tabela 1).
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3.5. TESTE DA UREASE PRE-FORMADA

Um fragmento de mucosa do antro e um dpocgastrico foram introduzidos em
frascos contendo Hp Uréia TeBt¢Resendet al., 1993) e incubados a 37°C por até 24 horas.
A leitura da reacdo foi feita ao final da primegada vigésima quarta horas. O teste foi
considerado positivo quando se observou, dentrsedpsazo, mudanca da cor do meio de

ambar para résea.

3.6. CRITERIOS DE POSITIVIDADE PARA. pylori
Os pacientes foram consideraddéspylori-positivos quando a cultura foi positiva ou
pelo menos dois dentre os demais testes foramiyossie H. pylori-negativos quando os

resultados de todos os testes foram negativos.

3.7. EXTRACAO DO DNA DE LEUCOCITOS E AVALIACAO DA RESENCA DE

POLIMORFISMOS NOS GENES QUE CODIFICAM CITOCINAS

3.7.1 EXTRACAO DO DNA

O DNA de leucécitos foi extraido com o t"kiQlAamp® (QIAGEN®, Hilden,
Alemanha) de acordo com as especificacdes do &altecPara controle da extracao foi usada
agua destilada. Foram colocados Aa0QQde leucdcitos em tubos de microcentrifuga coraend
200 uL do tampéo ATL e 2QL de proteinase K, homogeneizados em vortex, ebambos a
56°C por 10 minutos. A seguir, 2@ de etanol (96-100%) foram adicionados a cada &bo
essa mistura foi transferida para a coluna “spm*ldt” que foi centrifugada a 6.000 g por 1
minuto. Cada coluna foi colocada dentro de um wdiletor de 2 mL. O material da coluna

foi lavado duas vezes (250 cada) com o primeiro tampao (Buffer AW1) e duages com
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0 segundo tampéo de lavagem (Buffer AW2) do “Kit&pois da ultima lavagem, cada coluna
foi inserida no interior de um tubo de microceniyé e o tubo coletor contendo o filtrado foi
descartado. O DNA foi eluido em 1QQ. de agua deionizada estéril. Determinou-se a

concentracdo do DNA por espectrofotometria. O DN#&atdo foi estocado a -20°C até o

uso.



17

3.7.2. PESQUISA DA PRESENCA DE POLIMORFISMO NOS GENQUE CODIFICAM
CITOCINAS
-IL1B elL1IRN

A pesquisa de polimorfismos na regidarmtmra do gene que codifica a 13;Ina
posicdo -511, onde ocorre substituicdo de um paiades (G, T), foi feita de acordo com a
metodologia descrita por Mansfiedtal. (1994) pela técnica de PCR-RFLP. Os iniciadores

usados e as condi¢cdes da reacao estdo descritizeta?2.

A amplificacdo seguida por digestdo daslptos da PCR pela enzirAgal permite que
os alelos sejam identificados em gel de agaro$é eatado com brometo de etidio. O
tamanho dos fragmentos obtidos de acordo com aiger& C/C, 190 e 114 pb; C/T, 304,

190 e 114 pb e T/T, 304 pb (figura 1).

CIT T T Cic

Figura 1- Gel de agarose dos produtos amplificattogenelL1B na posicao -511(PCR-
RFLP). Na canaleta 2 e 4, amostras com o perférbeigoto; canaleta 3, amostra com o
perfil homozigoto polimorfico; canaleta 5, amostram o perfil homozigoto selvagem,;

canaleta 1, padrdo de peso molecular (100 pbrdoah).
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A pesquisa de polimorfismo do gehelB na posicao -31, onde ocorre a substituicdo
de um unico par de bases{T), foi feita por PCR-CTPP de acordo com metodalogi
descrita por Hamajimat al. (2001). Os dois pares de iniciadores usados mrmrdicoes da
reacao estao descritos na tabela 2. Os produtBEBeforam vistos em gel de agarose a 2%
corados com brometo de etidio. A identificacdo @mdgipo foi feita de acordo com o
tamanho dos fragmentos obtidos: C/C, 574 e 349 ih; 574, 345 e 266 pb e TT-574 e 266

pb (figura 2).
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Figura 2. Gel de agarose dos produtos amplificatbbgienelL1B na posi¢do -31 (PCR-
CTPP). Na canaleta 2, amostra com o perfil homaaigelvagem (T/T); canaleta 3, amostra
com o perfil homozigoto polimorfico (C/C); canalétamostra com perfil heterozigoto(T/C);

canaleta 1, padrdo de peso molecular (100 pb, Ry@me



19

O polimorfismo pentalélico do gemelRN que corresponde a diferentes repeticdes de
uma sequéncia de 87 pares de bases no intron 2raofgi pesquisado por PCR de acordo
com a metodologia proposta por Mansfigdal. (1994). Os iniciadores usados e as
condicOes de reacao estao descritos na tabelaf@o@stos de PCR foram analisados em gel
de agarose a 2% e corados com brometo de etidlo:1at410 pb (4 repeticdes), alelo 2 -240
pb (2 repeticdes), alelo 3 -500 pb (5 repetictae)p 4 -325 pb (3 repeticdes) e alelo 5 -595

pb (6 repeticdes) (figura 3).

400

200

Figura 3. Gel de agarose dos produtos amplificddogend L1IRN (PCR). Na canaleta 2 e 4,
amostras com o perfiL1IRN1/1; canaleta 3 e 5, amostra com o petfilRN1/2; canaleta 6,

amostra com o perflL1IRN2/2; canaleta 1, padrdao de peso molecular (108@mega).
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- TNFA

O polimorfismo de um unico par de bases na posig8@o (substituicdo de GA) foi
pesquisado pela técnica de PCR-RFLP de acordo coetalologia descrita por Mansfiedtl
al. (1994). Os iniciadores e as condi¢cOes da reasi@o eescritos na tabela 2. O produto do
gene amplificado foi digerido com a enzima de rgltrNcol: a presenca de duas bandas de
87 e 20 pb corresponde ao alelo G e a presencaadanda de 107 pb ao alelo A (figura 4).
O produto de PCR-RFLP foi analisado em gel de poleéanida a 12% e corado com brometo

de etidio.

AR GG GIG GIA GIG  GIG

Figura 4. Gel de acrilamida dos produtos ampliftsadlo geneTNFA (PCR-RFLP). Na
canaleta 1, amostra com o perfil homozigoto polfiady canaleta 2, 3, 5 e 6, amostra com o
homozigoto selvagem; canaleta 4, amostra com dl peterozigoto; canaleta 1, padrao de

peso molecular (10 pb, Promega).
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3.7.3. SEQUENCIAMENTO PARA CONFIRMACAO DOS RESULTATS

A presenca dos polimorfismos foi confirmada pekruenciamento direto dos
produtos amplificados. Depois de terem sido pwifas, os produtos foram sequenciados
com o “kit” de reacdo ABI PRISM BigDye Terminatoy&e Sequencing Ready (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) de acordo comesapecificacbes do fabricante e os
iniciadores descritos anteriormente (tabela 2) em sequenciador automatico de DNA
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

As sequéncias foram alinhadas usando o programg @a Infobiogen

(www.infobiogen.frj e comparadas com as sequéncias depositadas o bendados

GenBank www.nchi.nlm.nih.gov/blast

3.8. EXTRACAO DE PROTEINAS DOS FRAGMENTOS DE MUCOSASTRICA

Para a dosagem de citocinas, um fragnetmucosa do antro gastrico foi congelado
em nitrogénio liquido e estocado a —80°C, imediatamdepois da colheita. Para a extracao
de proteina, o fragmento foi homogeneizado em 1,%5enPBS (pH = 7,4) contendo inibidor
de protease (aprotinina | ®y/mL) em um triturador de tecido. A solugao foi téngada a
10.000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi Hisio em aliquotas e mantido a -80°C até o

uso.

3.9. DOSAGEM DE PROTEINA TOTAL

A dosagem de proteina total foi feita de acordo cmmetodologia descrita por
Bradford. (1976). Resumidamente, 300 do reagente de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA) foram adicionados a 1QL do sobrenadante. A absorbéancia foi lida em
espectrofotdmetro com filtro de 595 nm. As conaggties de proteina foram determinadas a

partir da comparacéao dos valores de densidadeadogtis amostras testadas com aqueles de
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uma curva padréo construida a partir de concergsagiferentes (de lg/mL a 35ug/mL) de
albumina bovina. Todas as amostras foram testadaduplicata. S6 foram avaliadas

amostras contendo no minimo A@'mL de proteina.

3.10. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CITOCINAS NAMUCOSA

GASTRICA

IL-1

A concentracdo de ILBLfoi determinada por método imunoenzimético comki
human IL-PB” (BioSource, Camarillo, EUA), que usa anticorpagpexificos para IL{1
humana. A reacao foi feita de acordo com as recdagéies do fabricante. Resumidamente,
50 uL das amostras, dos padrfes e dos controles fatmwm@ados aos orificios de uma placa
de microtitulacdo e a seguir 1p0 do conjugado (anti-IL-f marcado com biotina) foram
acrescentados a cada orificio da placa. A placanftmibada por duas horas a temperatura
ambiente e lavada quatro vezes com o tampéao dgdaveEntdo, foram acrescentados a cada
orificio 100 L de uma solucdo de estreptoavidina-peroxidaselaca foi incubada por 30
minutos a temperatura ambiente. Depois de uma m@vi@ de quatro lavagens foram
acrescentados 1QQ. da solucédo do substrato contendo tetrametilb@rezia cada orificio da
placa que foi incubada novamente por 25 minutosngératura ambiente. Decorrido esse
periodo, a reacdo foi interrompida pela adicdo @@ L da solucdo “stop”. A leitura da
densidade Optica foi feita em espectrofotdmetraiSa, Salzburg, Austria) com filtro de 450
nm, imediatamente depois do término da reacdo. &scentracoes de ILBL foram
determinadas pela comparacdo dos valores de ddasigdica das amostras testadas com

aqueles de uma curva padrdo construida a partbodeentracdes diferentes das amostras
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padrdo. Todas as amostras foram avaliadas em di#li©s niveis de ILflforam expressos

como pg/mg de proteina total.

-IL-1a

A concentracdo de Ilalfoi feita por método imunoenzimatico com o “kitrhan IL-
la” (BioSource, Camarillo, EUA), que usa anticorpapexificos para IL-4 humana. A
reagdo foi feita de acordo com as recomendagOemltacante. Em resumo, 50L das
amostras, dos padrées e dos controles foram adoidsnaos orificios de uma placa de
microtitulacdo. Em seguida, foram adicionados aaatficio da placa 5@iL de tampéao de
incubacdo e 10QlL do conjugado (anti-IL-& marcado com biotina). A placa foi incubada
por duas horas a temperatura ambiente, lavadaoguetes com o tampao e a seguir foram
acrescentados a cada orificio J@0de uma solucédo de estreptoavidina-peroxidasdagap
foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiddépois de uma nova etapa de lavagem,
100 pL da solugéo do substrato contendo tetrametilbemzitbram acrescentados a cada
orificio da placa que foi incubada por 30 minutoteperatura ambiente. Decorrido esse
periodo, a reacao foi interrompida pela adicdo @@ L da solucdo “stop”. A leitura da
densidade 6ptica foi feita em leitor de ELISA (Ss@y Salzburg, Austria) com filtro de 450
nm, imediatamente depois do término da reacdo. éwscentracbes de ILed foram
determinadas pela comparacdo dos valores de ddasgjdica das amostras testadas com
aqueles de uma curva padréo construida a partocodeentracdes diferentes das amostras
padrdo. Todas as amostras foram avaliadas em di#li©s niveis de ILelforam expressos

como pg/mg de proteina total.
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- TNF-a

A concentragdo de TNF{foi avaliada por método imunoenzimatico com o tkiman
TNF-a” (BioSource, Camarillo, Estados Unidos), que usigcarpos especificos para o TNF-
a humano. A reagdo foi feita de acordo com as rendagbes do fabricante.
Resumidamente, 50L de tampéao de incubacédo e J@l0dos controles e das amostras foram
adicionados a cada orificio de uma placa de mtatatido que foi incubada por duas horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, a placaaf@dia quatro vezes com o tampao de
lavagem e 10QlL do conjugado (anti-TNE marcado com biotina) foram adicionados a cada
orificio da placa que foi incubada por uma horarageratura ambiente. A seguir a placa foi
lavada quatro vezes com o tampéao de lavagem @l10@ estreptoavidina-peroxidase foram
acrescentados a cada orificio da placa. DepoisOdmiButos de incubacdo a temperatura
ambiente e um novo ciclo de lavagem, 100 da solucdo do substrato contendo
tetrametilbenzidina foram acrescentados a cadé&iorifla placa que foi incubada por 30
minutos a temperatura ambiente. A reacao foi iotepida pela adicdo de 1QQ da solucao
“stop”. A leitura da densidade 6tica foi feita esitdr de ELISA (Sunrise, Salzburg, Austria)
com filtro de 450 nm, imediatamente depois do taoma reacdo. As concentragées de TNF-
a foram determinadas pela comparacao dos valordsrmdade dptica das amostras testadas
com aqueles de uma curva padrao construida a gartioncentracdes diferentes das amostras
padrdo. Todas as amostras foram avaliadas em di#li©s niveis de TN&- foram

expressos como pg/mg de proteina total.
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- IL-8

A concentracdo de IL-8 foi investigada por métodanoenzimatico com o “kit human
IL-8/NAP-1" (BioSource, Camarillo, EUA), que usa tiaorpos especificos para IL-8
humana. A reacéo foi feita de acordo com as recdag@es do fabricante. Resumidamente,
50 pL das amostras, dos padrdes e dos controlesuledd®Oconjugado (anti-ILf8 marcado
com biotina) foram adicionados a cada orificio ageauplaca de microtitulacdo, que foi
incubada por duas horas a temperatura ambientegirs a placa foi lavada quatro vezes
com o tampdo de lavagem e, foram acrescentadosridizsos 100uL de uma solugédo de
Estreptoavidina-peroxidase. Depois de 30 minutosiclgbacédo e novo ciclo de lavagem,100
uL da solucéo do substrato contendo tetrametilb@meidram acrescentados a cada orificio e
a placa foi incubada por 25 minutos a temperatombiente. A reacao foi interrompida pela
adicdo de 10QuL da solucdo “stop”. A leitura da densidade Opficafeita em leitor de
ELISA (Sunrise, Salzburg, Austria) com filtro ded4bm, imediatamente depois do término
da reacdo. As concentracdes de IL-8 foram detedas@ela comparacdo dos valores de
densidade Optica das amostras testadas com agieeleva curva padrao construida a partir
de concentracfes diferentes das amostras padré@ilas Tas amostras foram testadas em

duplicata. Os niveis de IL-8 foram expressos cogimpg de proteina total.
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3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o programa estatiSRSS, versao 10.0 (SPSS IN.,
Chicago, lllinois, EUA)

Diferencas entre criancas e adultos, bem como eatented. pylori-positivos eH.
pylori-negativos, quanto as frequéncias dos polimorfisfowam avaliadas pelos testes
bicaudais do Qui-quadrado ou exato de Fisher. &atgar a intensidade da associacéo foram
calculados “odds ratio” (OR) e intervalos de comf@ de 95%.

Os resultados das dosagens de citocimanf@presentados como meédia = desvio
padrao.

Os dados foram transformados logaritimeai®, pois de acordo com o teste de

Kolmogorov-Smirnov ndo apresentaram distribuiciomad. Depois da transformacao, os
parametros apresentaram-se normalmente distribfflas0,20 no teste de Kolmogorov-

Smirnov).

Para comparacédo dos niveis de citocinie es grupos de criangas e aduktbgylori-
negativos eH. pylori-positivos, grupos de pacientes colonizados porséna® com e sem 0S
fatores de viruléncia bem como os grupos de adeltasancas com os diferentes gendtipos
delIL1B, IL1IRN e TNFA empregou-se o teste “t” de Student. De acordo @gralimorfismo
do IL1 RN, os pacientes foram estratificados em dois gruypers analise, visto que a
freqUéncia do alelo 2/2 foi muito baixa. Assim, gmpo foi constituido de individuos com
gendtipo homozigoto selvagem (1/1) e o outro pareses apresentando perfil heterozigoto
polimérfico (1/2) e homozigoto polimorfico (2/2).nErelacdo ao polimorfismo do gene
TNFA, foram incluidos na analise apenas pacientes @sfil [pomozigoto selvagem (G/G) e
heterozigoto polimérfico (G/A), uma vez que apenas individuo tinha o gendtipo

homozigoto polimorfico.Correlacdo entre os nive&s ctitocinas na mucosa gastrica de
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criancas e adultos, com e sem a infeccéo elaylori foi avaliada pelo teste de Correlacéo
de Pearson. As diferencas foram consideradasstsi@tnente significativas quand&,05.
Equilibrio de Hardy-Weimberg dos alelosdwaliado pelo teste do qui-quadrado com 1

grau de liberdade. Desequilibrio de ligacdo ensrédooos foi estimado através do programa

Genepop disponivel no endereco eletrénico: wbioumnincedu.au/chi-bin/genepop.cgi.
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Tabela 1- Iniciadores e condi¢cdes das reacdes & fta deteccdo dereA, DNAr 16S

cagA e mosaicismo deacA

Gene Iniciadores Temperatura, tempo e ciclos para Produto
Amplificado PCR PCR (pb)
ureA Clayton et al., 1992 o o ) o )
F: 5- GCC AAT GGT AAA TTAGTT - 3 959C-5 min.; 34 ciclos (94°C-1 min., 411
R:5"- CTC CTT AAT TGT TTT TAC - 3 a9°C-Lmin. e 72°C-1 min.) e 72°C-5
DNAr 16S Fox et al., 1998 400
F: 5’- CGT ATG ACG GGTATCC -3 ’ 95°C-5 min.; 34 ciclos (94°C-1 min.,
R:5-GAT TTT ACCCCTACACCA-3 55°C-2 min. e 72°C-3 min.) e 72°C-5
min.
349

Peek et al., 1995a
F: 5- GAT AAC AGG CAAGCTTTTGAG G- 3’

cagA R: 5- CTG CAA AAG ATT GTT TGC GAG A - 3 95°C-5 min., 38 ciclos (94°C-1 min.,
55°C-1 min. e 72°C-2min.) e 72°C-7
min.
Kelly et al., 1994
F:5- CTG CAA AAG ATT GTT TGC GAG A - 3 400
R:5- AGA CGG TTT GTT AGA AAACGT C- 3" 95°C-5 min., 34 ciclos (95°C-1 min.,
50°C-1 min. e 72°C-1min.) e 72°C-15
min.
Atherton et al., 1995
sl 259
52 286
F: 5 - ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC - 3’
L5 Y 95°C-5 min., 34 ciclos (95°C-1 min.,
vacA R:5 - CTG CTT GAA TGC GCC AAA C - 3 52001 min. & 72901 min.) € 729015
min.
ml
F:5 -GTAATG GTG GTT TCAACACC - 3' 630
R: 5 - TAA TGA GAT CTT GAG CGC T - 3'
m2 95°C- 90 seg., 35 ciclos (95°C-30 325
F: 5 - GGA GCC CCA GGAAACATTG-3' seg., 56°C-1 min. e 72°C-90 seg.) e

R:5'- CAT AAC TAG CGC CTTGCAC - 3 729G-5 min.
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Tabela 2- Iniciadores e condi¢cOes das reacoeSeepara deteccédo de polimorfismos de

IL1B na posicao -31 e -510L,1RN-VNTR e TNFA na posicao -307

Polimorfismo

Iniciadores

Temperatura, tempo e
ciclos de PCR

IL-1B

C para T na posicao
511

F5-TGG CAT TGATCT GGT TCATC-3’

R5-GTT TAG GAATCT TCC CAC TT-3

2 min a 95°C, 35 ciclos de
1 min a 95°C, 53°C, 74°C e
4 min a 74°C

IL-1B

T para C na posicao -
31

F1 5-AAT GTG GAC ATC AAC TGC A-3

R1 5-CTC CCT CGC TGT TTT TAT A-3

F2 5-ACT TCT GCT TTT GAA AGC C-3

R2 5-TCA GCT GTT AGA TAA GCA G-3’

5 min a 94°C, 30 ciclos de
1 min a 94°C, 54°C, 72°C e
5 mina 72°C

IL-1RN

86 pb VNTR intron2

F 5-CTC AGC AAC ACT CCT AT-3'

R 5-TCC TGG TCT GCA GGT AA-3

1 min a 96°C, 30 ciclos de
1 min a 94°C, 60°C, 70°C e
4 mina 72°C

TNFa

G para A na posicao
308

F5-AGG CAATAG GTT TTG AGG GCC
AT-3

R5-TCCTCCCTG CTC CGATTC CG-3’

3 min a 94°C, 35 ciclos de
1 min a 94°C, 60°C, 72°C e
4 mina72°C
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4. RESULTADOS

4.1. POPULACAO

Cento e quarenta e trés criancas e 143 adultamforcluidos no estudo. Dentre as
criancas, 76 eranielicobacter pylori-negativas e 6MHelicobacter pylori-positivas (sem
Ulcera duodenal e com gastrite confirmada a higt@)o Quarenta e dois adultos eram
Helicobacter pylori-negativos e 10IHelicobacter pylori-positivos (sem uUlcera péptica e

cancer gastrico e com gastrite comprovada a hgitlgtabela 3).

Tabela 3 — Caracteristicas da populacédo estudada

Idade (anos)

Pacientes N I\Ijg:(izﬂil?r?é . _ —
Média + DP  Faixa etaria

Criancas

H. pylori-positivas* 67 38/29 9,9+3,3 2-18

H. pylori-negativas 76 43/33 8,4+34 1-18
Adultos

H. pylori-positivos* 101 39/62 52,7 £16,3 19-74

H. pylori-negativos 42 21/21 43,4 + 15,7 19 - 87

N, numero; DP, desvio padrdo; * com gastrite aologfia, sem Ulcera péptica ou cancer
gastrico
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4.2. DETECCAO DOS GENES DE VIRULENCIA DB. pylori cagA e vacA

4.2.1cagA
cagA estava presente em 47,8% (32/67) das amostiaslasode criancas e em 53,3%

(54/101) das amostras isoladas de adultos.

4.2.2.vacA

A deteccéo dos gendtipos dacA foi possivel em 64 (95,5%) amostras isoladas das
criancas. Infeccdo mista, determinada pela presgngdtanea dos genaotipos sl e s2 e/ou ml
e m2, ocorreu em 10,9% (7/64), nao tendo sido idakina analise estatistica as criancas
infectadas por mais de uma amostra. Assim, gergdtipuacA sl e s2 estavam presentes em
29 (50,9%) e 28 (49,1%) amostras respectivamenté e m2 em 20 (35,1%) e 37 (64,9%)
amostras respectivamente (tabela 4).

Nos adultos, a deteccéo dos gendtipos foi posemed0 (89,1%) amostras. Presenca
simultanea de gendtipos ocorreu em 23 casos (25¢p#)nado foram incluidos na analise
estatistica. Nas 67 amostras consideradas nagrelifoi detectado em 35 (52,2%) e s2 em
32 (47,8 %) bem como m1 em 23 (34,3 %) e m2 en®68& ¢o) amostras (tabela 4).

Infeccéo mista foi mais frequentemente observaaadultos que nas criangas (p =

0,04; OR =2,80; IC =95% 1,04 - 7,78).
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Tabela 4 - Genotipos d@cA nas amostras de. pylori isoladas de criancas e adultos

Genétipos deacA Criancas Adultos
N (%) N (%)
siml 20 (29,9) 24 (23,7)
sim2 9 (13,4) 13 (12,9)
s2m2 28 (41,8) 30 (29,7)
mistos 7 (10,4) 23 (22,8)
nao tipavel 3 (4,5) 11 (10,9)
Total 67 (100) 101 (100)
N, nimero

4.3. POLIMORFISMOS NOS GENES QUE CODIFICAM CITOCISA

A frequéncia dos gendtipos telB na posicao -31 e -511L1RN VNTR e TNFA na
posi¢do -307 nas criancas e adultos com e seneecad peldd. pylori esta listada na tabela
5. Os alelos encontravam-se em equilibrio de Heveynberg na populacdo estudada. Como
os alelodL1B-511 elL1B-31 estavam em quase completo e inverso deseduitibrligacdo

em todos os grupos analisados, s6 foram avaliagloa posicéo -31.
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Tabela 5 - Frequéncia dos genotipos|déB-31 e -511,ILIRN VNTR e TNFA-307 em

criancas e adultdd. pylori-negativos éH. pylori-positivos

Gendtipo

Criangas

Adultos

HP-

(N = 76)

HP+

(N = 67)

HP-

(N = 42)

HP+

(N = 101)

IL1B-31

T/T

T/C

C/C

IL1B-511

C/C

CIT

T/T

ILIRN

1/1

1/2

2/2

TNFA

GIG

G/A

AlA

26 (34,2%)
36 (47,4%)

14 (18,4%)

27 (35,5%)
35 (46,1%)

14 (18,4%)

47 (61,8%)
25 (32,9%)

4 (5,3%)

59 (77,6%)
17 (22,4%)

0 (0%)

21 (31,3%)
33 (49,3%)

13 (19,4%)

22 (32,8%)
34 (50,7%)

11 (16,4%)

48 (71,6%)
15 (22,4%)

4 (6%)

49 (73,1%)
18 (26,9%)

0 (0%)

17 (40,5%)
20 (47,6%)

5 (11,9%)

18 (42,9%)
21 (50%)

3 (7,1%)

31 (73,8%)
10 (23,8%)

1 (2,4%)

33 (78,6%)
8 (19,0%)

1 (2,4%)

39 (38,6%)
42 (41,6%)

20 (19,8%)

41 (40,6%)
40 (39,6%)

20 (19,8%)

61 (60,4%)
34 (33,7%)

6 (5,9%)

81 (80,2%)
20 (19,20%)

0 (0%)

N, namero; HP-H. pylori-negativo; HP+H. pylori-positivo
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N&o foram vistas diferencas significativas, quanfoeqtiéncia dos gendtipos iddB
na posicao -31 e -511.1RN VNTR e TNFA na posicéo -307, quando criancas ou aduttos
pylori-negativos foram comparados com os respectivos gitdppylori-positivos bem como

quando criancas foram comparadas com adultoQ(f8).

4.4. NIVEIS DE CITOCINAS NA MUCOSA GASTRICA DE CRINCAS E ADULTOSH.

pylori-NEGATIVOS E -POSITIVOS

Os niveis médios de ILBLIL-1a, IL8 e TNFo foram significativamente maiores €p
0,001) na mucosa gastrica de criantlagpylori-positivas que daqueldsd. pylori-negativas
(tabela 6, figura 5). No grupo de criancas naociaigas, observou-se forte correlagéo positiva
entres as concentracfes gastricas deallelTNFo (r = 0,90; p = 0,006). Nas demais
comparacdes entre as concentracdes gastricasodena#t nas criancdd. pylori-negativas,
nao foram observadas correlacdes significativasllix IL-8, p = 0,34; IL-B x IL-1a, p =
0,90; IL-1B x TNF-a, p = 0,69; IL-In x IL-8, p = 0,90), embora tenha ocorrido tendémiga
correlacdo entre IL-8 e TN&-(p = 0,06). Nas criancas infectadas, observouraeaf
correlacdo positiva entre os niveis dedlle IL-8 (r = 0,28; p = 0,02), bem como entre os
niveis de IL-tr e TNFa (r = 0,21; p = 0,05). Nos outros cruzamentos epseniveis
géstricos de citocinas nas criancas infectadasfardm observadas correlagdes significativas
(IL-1B x IL-8, p = 0,30; IL-B x IL-1a, p = 0,63; IL-B x TNF-a, p =0,32; IL-8 x TNFa, p

= 0,59).
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Tabela 6 — Niveis médios de IIB;1IL-al, IL-8 e TNFea na mucosa gastrica de crian¢hs

pylori-negativas e -positivas

Criancas
Concentracao HP-negativas HP-positivas p Aumento
média + DP de (N = 76) (N = 67) em nuamero
citocinas (pg/mg) de vezes
IL-1B 17,58 + 38,85 147,90 + 108,70 < 0,001 8,4
IL-1a 50,58 + 38,85 266,94 + 158,81 < 0,001 53
IL-8 19,99 + 28,05 1072,00 + 1508,96 < 0,001 53,9
TNF-a 6,88 + 17,92 929,40 + 230,89 < 0,001 134,7

N, nimero; DP, desvio padrao; H®,pylori
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Figura 5 - Concentracéo de I3;1lL-1a, IL-8 e TNFe na mucosa gastrica de criancas HP-

(H. pylori-negativas) (N = 76) e HP H(pylori-positivas) (N = 67).

Nos adultos, os niveis médios de Ig-1L-1a, IL8 e TNFa foram significativamente
maiores na mucosa gastrica dos pacientes infecta@od. pylori que dos néo infectados
(tabela 7, figura 6). No grupo de adultos néo itaféas, observou-se fraca correlacéo positiva
entre os niveis de ILfle IL-1a (r = 0,29; p = 0,05). Nas demais comparacdes estréveis
das diferentes citocinas no gruplo pylori-negativo, ndo foram vistas correlagdes (XL
IL-8, p = 0,58; IL-B x TNFa, p = 0,41; IL-x x IL-8, p = 0,97; IL-Ix x TNF-a, p = 0,50;

IL-8 x TNF-a, p = 0,57). No grupo infectado, observou-se fodeelacdo positiva entre os
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niveis de IL-r e IL-13 (r = 0,55, p< 0,001) (figura 7), bem como fraca correlacéo pasit
entre os niveis de ILele TNFa (r = 0,32 e p = 0,003) e os niveis de b4 TNFa (r =
0,22 e p = 0,05). Nas demais comparacdes entrévess igastricos de citocinas dos adultos
infectados, ndo houve correlacéo significativaiplx IL-8, p = 0,70; IL-Ix x IL-8, p = 0,22;

IL-8 x TNF-a, p = 0,43).

Tabela 7 — Niveis médios de I13;,1IL-al1, IL-8 e TNFe na mucosa gastrica de adultds

pylori-negativos e -positivos

Adultos
Concentragao HP-negativos HP-positivos p Aumento
média = DP de (N = 42) (N = 101) em numero
citocinas (pg/mg) de vezes
IL-1B 226,98 + 109,76 295,14 + 166,81 0,009 1,3
IL-1a 70,31 +42,55 122,91 62,73 < 0,001 1,8
IL-8 40,12 + 42,75 1395,65 + 2040,16 < 0,001 34,8
TNF-o 45,29 £+ 50,99 235,2 +186,04 <0,001 52

N, numero; DP, desvio padrao; H®,pylori
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Figura 6 - Niveis de IL{}, IL-1a, IL-8 e TNFa na mucosa géstrica de adultos HA: (

pylori-negativos) (N = 42) e HP H( pylori-positivos) (N = 101).
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Figura 7 — Correlacédo entre os niveis gastricol.de e IL-1a em adultos infectados pelo

H. pylori

4.4.1. COMPARACAO ENTRE OS NIVEIS DE CITOCINAS NA WCOSA GASTRICA

DE CRIANCAS E ADULTOS

Entre os paciented. pylori-negativos, os niveis médios de Ig-fia mucosa gastrica
foram significativamente maiores <{p0,001) nos adultos que nas criancas (figura 8);
entretanto, ndo houve diferenca significativa enggrupos quanto aos niveis de t{p =

0,25), IL-8 (p = 0,85) e TNR-(p = 0,32).
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Figura 8 — Comparacao entre os niveis defLA), IL-1a (B), IL-8 (C) e TNFe (D) na

mucosa gastrica de adultos (N = 42) e criancas [R)#. pylori-negativos

Quando os grupos de pacientds pylori-positivos foram comparados entre si, 0s
niveis gastricos de ILele TNF-a foram significativamente maiores (p < 0,001) ndancas
que nos adultos, mas os niveis de IB-foram significativamente maiores §0,001) na
mucosa gastrica dos adultos que das criancas. Bnalsoconcentracdes de IL-8 na mucosa
gastrica tenham sido maiores nos adultos que nasces, as diferencas ndo foram

significativas (p = 0,09) (figura 9). Quando os ipates infectados foram estratificados de
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acordo com o statusagA, no grupocagA-positivo ndo houve diferenca (p = 0,54) entre os

niveis gastricos de IL-8 de adultos (2272,00 + 289pg/mg) e criancas (1993,00 £ 1764,11

pg/mg).
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Figura 9 — Comparacao entre os niveis defiLA), IL-1a (B), IL-8 (C) e TNFe (D) na

mucosa gastrica de adultos (N = 101) e criancas §N) infectados pelbl. pylori

4.5. NIVEIS DE CITOCINAS NA MUCOSA GASTRICA DE CRINCAS E ADULTOS

COLONIZADOS POR AMOSTRASagA-POSITIVAS OU -NEGATIVAS

Os niveis médios de IL-8 na mucosa gastrica dasgas infectadas por amostras de
H. pylori cagA-positivas (1993,00 £ 1764,11 pg/mg) foram sigrafivamente maiores

0,001) que os observados na mucosa gastrica decasianfectadas por amostreagA-
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negativas (236,78 £ 40,02 pg/mg) (figura 10). Qeiside IL-1p (cagA+ = 165,22 + 114,96
pg/mg;cagA- = 132,06 £ 101,77 pg/mg; p = 0,21), ll-{cagA+ = 266,31 + 167,57 pg/mg;
cagA- = 267,51, £ 152,82 pg/mg; p = 0,71) e TMKeagA+ = 885,53 + 274,74 pg/mgagA-
=969,51 + 176,61 pg/mg; p = 0,15) ndo diferirartr&ens grupos.

Os niveis médios de IL-8 foram significativamentaiones na mucosa gastrica de
adultos infectados por amostrasgA-positivas (2272,00 + 2397,69 pg/mg) que dos
infectados por amostrasagA-negativas (388,79 = 698,01 pg/mg) (figura 10).oN@ram
vistas diferencas nos niveis de Ig-fcagA+ = 311,07 = 205,87 pg/mgagA- = 276,83 +
104,96 pg/mg; p = 0,92), ILel(cagA+ = 129,07 + 72,21 pg/mg;agA- = 115,83 + 49,52
pag/mg; p = 0,75) e TNl- (cagA+ = 215,76 + 185,37 pg/mgagA- = 257,57 = 186,27

pg/mg; p = 0,83) entre 0s grupos.
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Figura 10- Niveis de IL-8 na mucosa gastrica dangas (A) e adultos (B) infectados por

amostras dél. pylori cagA-negativas e -positivas
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4.6. NIVEIS DE CITOCINAS NA MUCOSA GASTRICA DE CRINCAS E ADULTOS

COLONIZADOS POR AMOSTRAS COM DIFERENTES GENOTIPOE RacA

Os niveis médios de IL-8 foram significativamentaiaones (p = 0,001) na mucosa
gastrica de criancas infectadas por amostras €4(Q@ + 1658,31 pg/mg) que nas infectadas
por amostras s2 (576,11 £ 963,47 pg/mg) (figura Mb) que se refere as concentracdes das
demais citocinas na mucosa gastrica, ndo foranrvdas diferencas entre os genotipos s de
vacA (IL-1p: s1 =160,14 + 102,20 pg/mg, s2 = 142,64 + 12p@éng, p = 0,21; IL-&: s1 =
287,48 £ 158,70 pg/mg, s2 = 226,43 + 125,82 pgfmg,0,11; TNFe: s1 = 933,38 + 274,56

pg/mg, s2 = 906,68 + 219,07 pg/mg, p = 0,59).

Os niveis médios de IL-8 foram significativamentaiaones (p = 0,006) na mucosa
gastrica de criancas infectadas por amostras m83(Q0 + 9132,41 pg/mg) que nas
infectadas por amostras m2 (989,95 + 1636,48 pg(figgira 11). Nao houve diferencas entre
0s niveis médios de ILB1(m1 = 162,00 + 115,03 pg/mg; m2 = 145,89 + 10984ng; p =
0,48), IL-1o. (m1 = 286,05 £ 172,03 pg/mg; m2 = 242,05 + 12§8Ang; p = 0,39) e TNk-
(ml1 = 932,05 + 233,18 pg/mg; m2 = 898,45 = 181,07/ng; p = 0,69) quando criancas

colonizadas por amostras ml1 foram comparadas caglaagcolonizadas por amostras m2.
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Figura 11- Niveis de IL-8 na mucosa géastrica dencias infectadas por amostras de H. pylori

s2(N=28)esl(N=29)(A)em2(N=37)e ml«¥0) (B) devacA

Os niveis médios de IL-8 foram significativamentaianes (p< 0,001) na mucosa
gastrica de criancas infectadas por amostras s683(45 + 932,41 pg/mg) que nas
infectadas por amostras s2m2 (576,11 + 963,47 pgMNN&p houve diferencas entre os niveis
meédios de IL- (s1lm1 = 162,00 + 115,03 pg/mg; s2m2 = 142,64 £@8&20pg/mg; p = 0,32),
IL-1a (s1ml = 286,05 £ 172,03 pg/mg; s2m2 = 226,43 £82pg/mg; p = 0,22) e TNE&-
(s1lml1 =898,45 + 181,07 pg/mg; s2m2 = 906,68 +@1pg/mg; p = 0,98) entre os gendtipos

slml e s2m2 deacA.

N&o houve diferencas significativas nos niveisrgast de IL-B, IL-1a, IL-8 e TNF-
a quando criangas com infeccdo por uma amostra faamparadas com criangcas com

infeccdo mista (p = 0,34; p = 0,41; p = 0,88 e@#8, respectivamente).

Os niveis médios de IL-8 foram significativamentaianes (p< 0,001) na mucosa

gastrica de adultos infectados por amostras s13(&@5- 1914,28 pg/mg) que nos infectados
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por amostras s2 (871,31 = 1634,96 pg/mg) (figura ©2 grupos nao diferiram quanto aos
niveis médios de ILf1(s1 = 285,60 = 207,60 pg/mg; s2 = 292,91 + 104@@ng; p = 0,23),
IL-1a (s1 = 124,54 + 61,33 pg/mg; s2 = 113,50 + 50,4/mgg p = 0,56) e TNFe (s1 =

180,77 + 148,37 pg/mg; s2 = 237,97 + 186,00 pgiorg0,28).

Os niveis médios de IL-8 foram significativamentaianes (p = 0,02) na mucosa
gastrica de adultos infectados por amostras m17(Z@6t 1955,29 pg/mg) que nos infectados
por amostras m2 (1104,57 + 1736,87 pg/mg) (fig@aNido houve diferencas entre os niveis
meédios de IL-f (m1 = 279,48 £ 188,16 pg/mg; m2 = 294,11 + 1544ing; p = 0,49), IL-
1o (M1 = 126,04 + 62,42 pg/mg; m2 = 115,73 + 53,17y p = 0,53) e TNR: (M1 =

217,00 = 151,92 pg/mg; m2 = 203,43 £ 178,18 pg/mg;0,84) entre 0s grupos.
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Figura 12- Niveis de IL-8 na mucosa gastrica ddtaeslinfectados por amostras s2 (N = 28) e

s1 (N =29) (A) e m2 (N = 37) e m1 (N = 20) (B)\ckeA

As concentracdes gastricas de IL-8 foram signifteatente maiores (p = 0,003) nos

adultos infectados por amostras s1ml (1694,04 6,084pg/mg) quando comparados com
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aqueles colonizados por amostras s2m2 (881,00 2,157%g/mg). Nao houve diferencas
entre as concentracdes médias defiL(sllml1 = 278,25 + 184,12 pg/mg; s2m2 = 294,90 £
107,46 pg/mg; p = 0,28), ILel(s1lml = 124,21 + 61,71 pg/mg; s2m2 = 114,53 +41,8
pg/mg; p = 0,59) e TNle-(s1m1 = 213,88 + 149,36 pg/mg; s2m2 = 249,10 £94BHg/mg; p

= 0,44) quando os dois grupos foram comparados.

N&o houve diferencas significativas nos niveis wedie IL-B, IL-1a, IL-8 e TNFa
na mucosa gastrica de adultos com infeccdo poramusstra da bactéria quando comparados

com pacientes com infeccédo mista (p = 0,25; p 6;(6= 0,53 e p = 0,39, respectivamente).

Como é comum o fato de que amost&gA-positivas sejam também s1, para avaliar
se a associacdo observada entre niveis de IL-B&igesvacA ndo se deviam ao genagA,
0s pacientes foram estratificados com base nausteagA. No subgrupaagA-positivo ndo
foram observadas diferencas significativas entreiwsis médios de IL-8 na mucosa gastrica
tanto de criangas (s1, p = 0,48; m1, p = 0,25; $Jn¥0,95), quanto de adultos (s1, p = 0,28;
m1, p = 0,84; slml, p = 0,31) colonizados pelosréiftes genotipos dacA. No subgrupo
cagA-negativo nao foram observadas diferencas sigtifias entre os niveis médios de IL-8
na mucosa gastrica tanto de criangas (s1, p = m31p = 0,35; slml, p = 0,36), quanto de
adultos (s1, p = 0,56; m1, p = 0,21; s1m1, p =)0¢@Bnizados pelos diferentes gendtipos de

vacA.
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4.7. POLIMORFISMOS NOS GENES QUE CODIFICAM CITOCISA E

CONCENTRACAO GASTRICA DE CITOCINAS

4.7.1. PACIENTESH. pylori-NEGATIVOS

4.7.1.1IL1B-31

N&o foram observadas diferencas significativas ()63) entre os niveis de IlF-ha
mucosa gastrica de criancas com o genoétipo homwozigelvagem T/T (140,4 + 113,11
pg/mg) e homozigoto polimérfico C/C (160,00 +112,88/mg) dolL1B na posicédo -31.
Também n&o houve diferencas significativas (p =1)0,ios niveis de ILf1 quando
comparadas criangas com 0 genoétipo homozigoto gatvae heterozigoto T/C (147,68 +

107,4 pg/mg).

Os niveis de ILf4 na mucosa gastrica dos adultos com genétipo TZ8,22 +
108,62 pg/mg) néo diferiram significativamente (p,89) dos observados na mucosa gastrica
daqueles com o gendtipo C/C (215,06 + 93,49 pg/@gando comparados individuos com o
gendtipo T/T e T/C (232,15 + 118,97 pg/mg), també&o foram observadas diferencas

significativas (p = 0,80) entre os niveis de k-1

4.7.1.21L1RN

N&o foram observadas diferencgas significativas (965) entre os niveis médios de
IL-1B na mucosa géstrica de criangas com o genotip21/19 + 45,44 pg/mg) e a soma de
gendtipos polimorficos 1/2 e 2/2 (13,60 + 25,81npg) do ILIRN. Também, ndo houve
diferencas significativas (p = 0,22) entre os rdveiédios de IL-d entre os diferentes
genotipos (1/1, 53,49 + 87,31 pg/mg; 1/2 + 2/248&; 63,4 pg/mg).

Na populacédo adulta, os niveis médios defL{i = 0,55) e IL-& (p = 0,51) foram

semelhantes entre pacientes com genotipo selvag@ae( + 118,56 pg/mg, 72,26 + 43,34
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pg/mg, respectivamente) e polimorfico (237,80 £088pg/mg, 62,70 + 43,36 pg/mg,

respectivamente).

4.7.1.3. TNFA

Tanto nas criancas (G/G = 6,19 + 16,29 pg/mg; GA29 + 23,15 pg/mg; p = 0,44)
quanto nos adultos (G/G = 45,13 + 50,74 pg/mg; €/33,50 + 19,62 pg/mg; p = 0,19), os
niveis gastricos de TNé&-nado diferiram entre os grupos com genotipo selvagei

polimarfico.

4.7.2. PACIENTESH. pylori-POSITIVOS

3.7.2.1IL1B-31

N&o foram observadas diferencas significativasmusis gastricos de ILglentre as
criancas com o genotipo homozigoto selvagem T/R,@5+ 123,16 pg/mg) e polimorfico
C/C (160,00 +£112,98 pg/mg; p = 0,67), bem como eogendtipo homozigoto selvagem e

heterozigoto T/C (140,27 £ 99,91 pg/mg; p = 0,97).

Na populacéo adulta, os niveis gastricos deflindo diferiram entre os pacientes com
genotipo T/T (296,02 + 170,30 pg/mg) e C/C (3321200,54 pg/mg; p = 0,47), bem como

T/T e T/C (276,20 = 145,37 pg/mg; p = 0,65).
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3.7.2.2IL1RN

N&o foram observadas diferencas significativas (§15) entre os niveis medios de
IL-1B na mucosa gastrica de criangcas com o genoétip@l33,04 + 102,49 pg/mg) e soma
dos gendtipos polimorficos 1/2 e 2/2 (188,13 + TAGg/mg) ddL1RN. Também ndo houve
diferencas significativas (p = 0,41) entre os rgveiédios de IL-d entre os diferentes
genotipos (1/1 = 260,06 + 168,13 pg/mg; 1/2 e 2285,80 + 150,34 pg/mg).

Na populacdo adulta, as concentracfes gastricds-tg foram significativamente
maiores (p = 0,02) nos pacientes com genétiposngoficos (349,24 + 198,15 pg/mg) que
naqueles com genotipo selvagem (270,26 + 145,5hg)gffigura 13). Nao houve diferencas
significativas (p= 0,35) nos niveis de l-Entre os genadtipos selvagem (122,10 £ 65,52

pg/mg) e polimorficos (127,09 £ 59,10 pg/mg).
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Figura 13 — Comparacao entre os niveis defilrd mucosa gastrica de adultdspylori-

positivos com os gendtipos selvagem (1/1) e pofiicds (1/2 e 2/2) ddLRN
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3.7.2.3. TNFA

Quando se compararam criangcas com genotipo honozgtvagem G/G (912,86 +
231,33 pg/mg) e heterozigoto G/A (972,44 + 230,§0ny), ndo foram observadas diferencas

significativas (p = 0,24) nos niveis gastricos ddTo.

As concentragcfes gastricas de T&lferam semelhantes (p = 0,85) entre os adultos
com gendtipo homozigoto selvagem (231,97 + 180,88ng) e heterozigoto (248,55 +

212,49 pg/mg).
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5. DISCUSSAO

Estudos objetivando compreender o perfil de exfmeste citocinas na mucosa
géastrica durante a vigéncia da infecgcdo pelpylori, bem como avaliando se polimorfismos
em regides promotoras dos genes que codificamima®cestdo associados a diferencas
guantitativas de expressdo das citocinas, muitassyeapresentam resultados conflitantes.
Essas divergéncias podem ser explicadas de vaaagiras, tais como por diferencas de
origem étnica e regional entre as populagbes edaisgddamanho dos grupos avaliados e
presenca de pacientes com diferentes doencas o digestivo superior no grupo dos
infectados pela bactéria. Deve-se salientar, tamiogie em alguns trabalhos, o diagnéstico
da infeccdo nédo foi feito da forma mais adequadase&ja, usando varios métodos para
aumentar a acuracia, visto que o microrganismoseadistribui uniformemente na mucosa
géastrica. O presente estudo avaliou um numero graedpacientes, tanto criangas quanto
adultos,H. pylori-negativos e -positivos. Ainda, o diagnéstico dadgao peld. pylori, foi
obtido pelo uso de varios testes, evitando assimoaréncia de resultados “falso-negativos”
ou “falso-positivos”. Vale destacar, o fato de tergido estabelecidos critérios de inclusdo e
exclusdo de pacientes com rigor, visando excléses.

No presente estudo, o0s niveis médios de BL-1L-8 e TNFa foram
significativamente maiores na mucosa gastrica @dagas e adultos infectados pélopylori
que naquelesl. pylori-negativos, confirmando resultados observados @mapopulacdes
(Noach et al., 1994; Peeket al., 1995b; Yamaokeet al., 1997; Katagiriet al., 1997,
Kutukculeret al.; 1997; Guiraldest al., 2001; Shimiziet al., 2004).

Vale ressaltar que além desse ter sido o prinesittado que avaliou a expressao de IL-
la na mucosa gastrica de criancas infectadas ouelédippylori, como ja mencionado, foi
grande o numero de criangas incluidas, o que efargmportancia dos dados. Os niveis

géastricos da citocina foram vistos ser significatiente maiores nas criancis pylori-
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positivas semelhantemente ao observado para assattocinas avaliadas. Nos adultos, os
resultados desse estudo diferiram dos resultadd®edket al. (1995)b que néo observaram
diferenca significativa quanto aos niveis gastridedL-1la entre adultos infectados ou néo.
Vale ressaltar; entretanto, que o numero pequenpadeéentes avaliado por Peek al.
(1995)b, foi o que comprometeu o resultado, vist® grovavelmente ocorreu um erro do tipo
II. A IL-1a é uma citocina citosolica da familia da IL-1 comividade pro-inflamatéria
potente, assim como a Il31(Dinarello, 1996). Os nossos achados forneceméacids de
que essa citocina tem importancia na respostamafidria que ocorre na mucosa gastrica
durante a infeccdo peld. pylori, 0 que tem sido pouco explorado, especialmentgueose
refere aos fatores do hospedeiro que interferenesfecho da infeccdo em doenca.

E importante salientar que em condicdes normaisnueosa gastrica produz
naturalmente citocinas, como Il3-INoachet al., 1994; Peelet al., 1995b; Lindholmet al.,
1998; Shimizuet al., 2004; Vilaichoneet al., 2005). Nesse estudo, I3-Xoi detectada na
mucosa gastrica de algumas criancas e adultosni@éctados. Foram observados também
niveis detectaveis de lie-na mucosa gastrica de individugspylori-negativos. Embora nao
se possa afastar a possibilidade de que outrose$atmmo o uso de antiinflamatérios néo
esterdides, como esse foi um critério de excluséestudo, é provavel que a mucosa gastrica,
a semelhanca do observado com apl.tAmbém produza espontaneamentedLfe fato,
tem sido relatado que o precursor da tLé&encontrado em queratinécitos e células epieliai
de individuos saudaveis (Wermainal., 2004). Os mecanismos ndo sao conhecidos, mas o
fato da IL-PB ser produzida em condicbes normais pela mucodacgapoderia explicar a
expressdo de ILel visto que, dentre as propriedades da fl.dalienta-se a de induzir a
producao de outras citocinas inflamatorias.

Nas criancas infectadas, os niveis de dLedbrrelacionaram-se positivamente com o0s

niveis de IL-8 e TNFe. Nos adultosH. pylori-positivos, também foram vistas correlacdes
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positivas entre os niveis de Il3-1le IL-o, IL-a € TNFa e IL-13 e TNFa. Como ja
mencionado, dentre as acdes da fl.+essalta-se a habilidade de induzir a producamutias
citocinas pro-inflamatorias. Semelhantemente, téo stribuida ao TNk a funcdo de
induzir a producéo da IL-1 (Le & Vilcek, 1987). Arcelacdo positiva observada entre os
niveis de IL-k e IL-8 na mucosa gastrica de criancas infectaggers que, a exemplo da IL-
1B e TNF+, que sabidamente podem induzir a producédo de“lin&itro” (Matsushima &
Oppenheim, 1989) e na mucosa gastrica infectaadetpgdylori (Noachet al., 1994), a IL-&
poderia induzir a producdo de IL-8. Entretanto,afide considerar que correlagdes entre
niveis de citocinas podem muitas vezes remeten@ode que estariam respondendo a um
estimulo comum, e ndo, necessariamente sinalizaar@doa producao de outras citocinas.

Quando foram comparados criancas e adultos nactaadlies peldd. pylori, os niveis
gastricos de ILf& foram significativamente maiores nos adultos. Nemd diferenca foi
observada nos niveis das outras citocinas entgrupms. Esse aumento pode significar um
evento fisioldgico, natural que ocorre na mucosstriga dos adultos, sugerindo um papel
importante da citocina na prote¢cdo da mucosa gastdntra a acidez, ou, ainda, na protecao
da mucosa a colonizacdo pelbl. pylori, que, como ja demonstrado, ocorre
predominantemente na infancia.

Quando criancas e adultbis pylori-positivos foram comparados, o0s niveis de dLel
TNF-o foram vistos ser significativamente maiores na esacgastrica de criancas que de
adultos; o inverso tendo sido observado quanto ricesdracdo de ILfL Na infancia
pressupdem-se uma infeccdo de curta duracéo, quistocomo ja mencionado, a infeccdo €
adquirida predominantemente na idade pré-esco&, (1994; Rochet al., 2003). Assim, 0s
titulos elevados de ILél e TNFe observados nesse estudo sdo similares aos viags n
infeccdes por bactérias Gram-negativas. Por oatto, lvale ressaltar, que tem sido relatado

que o grau de inflamacdo na mucosa gastrica dogdnds infectados € menos intenso nas
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criancas que nos adultos (Queisbal., 1991; Gottrandt al., 1997; Whitneyet al., 2000) o
que tem sido atribuido ao fato que a infeccédo & megjulada nas criangas. Assim, citocinas
antiinflamatérias como IL-4 e imunoreguladoras comhel0 e TGFB, por exemplo,
poderiam estar participando dessa resposta imuglatéria a infeccdo peldl. pylori.
Entretanto, Luzzat al. (2001), embora tenham observado maior expressaliey, IL-8,
IL-18 e IL-17 na mucosa gastrica de crianeaspylori-positivas quando comparadas com
criancadH. pylori-negativas, ndo observaram diferencas de expreestiod e IL-10 entre os
grupos. Portanto, esses resultados apontam paeeasidade de estudos avaliando moléculas
Th3, como por exemplo, TGE-

Nesse estudo, tanto nas crian¢cas como nos adafasiveis gastricos de IL-8, mas
nao de ILB, IL-a e TNF«, foram vistos ser significativamente maiores nésgieolonizados
por amostrasagA-positivas. Esses resultados reproduzem achadasleaitos de Peedt al.
(1995)b e Yamaokat al. (1997), como de Crabtre al. (1994; 1995) e Kinet al., (2006)
em estudosih vitro” em células epiteliais gastricas estimuladas poosirascagA-positivas
e -negativas. Vale ressaltar que nenhum estudo ptésente momento havia determinado as
concentracdes de citocinas na mucosa gastrica idecas infectadas, de acordo com o
“status”cagA do microrganismo. Como esperado, 0s niveis d@ ibram significativamente
maiores na mucosa gastrica de criancas colonizsasmostrasagA-positivas.

Embora haja trabalhos mostrando associacdo engeaw da gastrite e o padrdo
genotipico devacA da amostra (Athertod al., 1995), ndo havia estudos avaliando diferencas
nas concentragdes de citocinas e mosaicismeadd. Numa primeira analise, 0os genaotipos
sl e ml associaram-se com concentracdes mais atevsd IL-8. Entretanto, quando os
pacientes foram estratificados com base no “statagA, ndo se observaram mais as
associagoes, tanto no grupo das criangcas quangoupo dos adultos. Embora os genes que

codificam cagA e vacA nao sejam relacionados (Cavetcal., 1997; Tombet al., 1997),
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amostrascagA geralmente sdo sl (van Doorn et al., 1998; AlnTr&s, 1999), o que pode
explicar os resultados observados. Da mesma foumeaoq“status’cagA , e portanto, o
genotipo s1m1l deacA ndo se associou com niveis aumentados das deit@sias pro-
inflamatorias avaliadas nesse estudo. Esses mdsslten vivo® diferem de um estudoiri
vitro” (Sun et al., 2006), no qual os niveis de II3;1L-8 e TNF« foram vistos ser maiores
em culturas de células epiteliais gastricas quasdimnuladas com citotoxina vacuolizante.
Vale ressaltar; entretanto, que a citotoxina vazaote usada no estudo foi apenas purificada
parcialmente. Assim, outros componentes microbigoaeriam ter estimulado a liberacéo
dessas citocinas.

Nesse estudo, néo foi observada diferenca sigtificantre criancas ou adultbb
pylori-negativos eH. pylori-positivos quanto a freqiéncia dos genétipos de ¢gebB na
posicdo -31 e -511L1IRN VNTR e TNFA na posicdo —307. Diferencas entre criancas e
adultos também né&o foram observadas, resultadoalls@mes aos observados por Queétoz
al. (2005) e Rochat al. (2005) na nossa populagéao e de El Oebat. (2000); Machadet
al. (2001); Figueiredeet al. (2002), Furuteet al. (2002) e Tsengt al. (2006) em outras
populagdes. Entretanto, Hamajiretaal. (2001), ao estudarem adultos japoneses, observara
que o alelo T ddL1B foi associado com risco de infeccao peElopylori e Zambonet al.
(2005) demonstraram que a infecgdo pela bactériavi$ta estar associada ao genotipo
heterozigoto (G/A) do geneENFA.

No estudo realizado no Brasil (RocHaal., 2005), diferentemente do observado em
populacdes caucasianas (El Oraaal., 2000; Machadet al., 2001; Figueiredet al., 2002),
nao foram vistas associacdes entre polimorfismosgee IL1B e risco aumentado de
carcinoma gastrico. Por outro lado, polimorfismas gene ILLRN se associaram com

carcinoma gastrico na nossa populacéo (Retchla, 2005).
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Um dos resultados mais importantes do presentda$viio achado de que, na nossa
populacao, polimorfismos dé.1RN, mas ndo deéL1B, estdo associados com aumento nas
concentracdes de ILB1lna mucosa gastrica de adultos infectados pelgylori. Esses
resultados reforcam os achados de Roethal. (2005). Além disso, o polimorfismo na
posicdo -307 d@NFA, em consonancia com os achados de Rethh (2005) nao foi visto
estar associado a niveis aumentados de d.NF-

A semelhanca do observado com a fi,-4 concentracdo de Ilethos tecidos poderia
ser influenciada pelo antagonista do receptor dél.IlAssim, poder-se-ia supor que
polimorfismos no gene que codifica o antagonistaedeptor da IL-1 estariam associados a
aumento das concentracdes de dfla mucosa gastrica. Entretanto, nesse estudoonédo f
observada associacao entre polimorfismo no getieN e niveis mais elevados de lk-ha
mucosa gastrica de criancas e adulogylori-positivos. Assim, polimorfismos do IL1RN,

por mecanismos nao compreendidos, interferem nessdo de IL{3, mas ndo de ILd.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

1)- A infecc@o peldH. pylori esta associada a um aumento significativo dogsngéestricos
das citocinas IL-f#, IL-1q, IL-8 e TNF4, tantos nas criangas quanto nos adultos na nossa

populacao, resultados semelhantes aos da liteiateraacional.

2)- Nos individuos néo infectados pélopylori, os niveis de IL-f na mucosa gastrica foram
vistos ser significativamente maiores nos adultesmmps criangas; no grupo de individtibs
pylori-positivos, os niveis gastricos de Ibk-& TNFe foram maiores nas criangas que nos
adultos, mas os niveis de IIB-1 foram significativamente maiores nos adultos gas
criancas, indicando nitidamente diferencas da tagmunoldgica a infeccéo petb pylori,

dependente da idade dos individuos.

3)- A infeccdo por amostras &k pylori cagA-positivas esta associada a niveis gastricos mais
elevados de IL-8 nos adultos, & semelhanca doitteger literatura. De forma inédita, esse

estudo demonstrou, também, essa associa¢éo emastian

4)- Embora niveis gastricos elevados de IL-8 tenlmcmlmente se associado com infecgéo
por amostras del .pylori vacA s1ml, quando os dados foram corrigidos pelo UstatagA,

a associacao desapareceu.

5)- No grupoH. pylori-negativo, tanto nas crian¢cas quanto nos adulspplbmorfismos nos
geneslL1B, ILIRN e TNFA ndo se associaram a variacfes nas concentracsieisagadas

citocinas.
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6)- O alelo polimorfico do gene que codifica o goiaista do receptor da IL-1 associou-se a
niveis aumentados de I3l mas ndo de ILd, na mucosa gastrica de adultds pylori-

positivos.
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