UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

ARINEY COSTA DE MIRANDA

ESTUDO DO PERFIL DE PACIENTES SUBMETIDOS A PESQUISA DE
HELICOBACTER PYLORI: ANALISE ENDOSCOPICA E DOS FATORES
DETERMINANTES DA ATIVIDADE LINFOCITARIA NA RESPOSTA
IMUNOLOGICA GASTRICA (ROR-Y, FOXP3 E GATA3).

BELEM
2015



ARINEY COSTA DE MIRANDA

ESTUDO DO PERFIL DE PACIENTES SUBMETIDOS A PESQUISA DE
HELICOBACTER PYLORI: ANALISE ENDOSCOPICA E DOS FATORES
DETERMINANTES DA ATIVIDADE LINFOCITARIA NA RESPOSTA
IMUNOLOGICA GASTRICA (ROR-Y, FOXP3 E GATA3).

Tese apresentada a banca examinadora do
Programa de Pods-graduagcdao em Doengas
Tropicais do Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para.

Orientador: Prof. Dr. Juarez Antbnio Simbes
Quaresma

BELEM
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

ARINEY COSTA DE MIRANDA

ESTUDO DO PERFIL DE PACIENTES SUBMETIDOS A PESQUISA DE
HELICOBACTER PYLORI: ANALISE ENDOSCOPICA E DOS FATORES
DETERMINANTES DA ATIVIDADE LINFOCITARIA NA RESPOSTA
IMUNOLOGICA GASTRICA (ROR-Y, FOXP3 E GATA3).

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em Doengas Tropicais do Nucleo de
Medicina Tropical/lUFPA

Aprovada em:
Conceito:

Banca Examinadora

Prof. Dr. Juarez Antonio Simdes Quaresma, NMT - UFPA
(Orientador)

Prof. Dr. Jodo Paulo Mendes Filho, ICS - UFPA

Prof. Dr. Paulo Roberto Alves de Amorim, ICS - UFPA

Prof. Dr. Claudio E. C. Teixeira, NMT- UFPA

Prof. Dr. Ismaelino Mauro Nunes Magno, - CESUPA



DEDICATORIA

A minha querida e doce esposa Nadia Costa, companheira dedicada e amiga,

sempre disponivel em todos os momentos de minha jornada.
Ao meu amado filho Gabriel Costa, minha inesgotavel fonte de energia e estimulo.

Aos meus pais Raimundo Ari e Maria Celeste, eterna gratiddo e exemplos para

conducgao de minha familia.

Aos meus irmaos e irmas, sobrinhos e sobrinhas, pela convivéncia diaria e alegrias

constantes.



AGRADECIMENTOS

Ao Pai maior que nos alimenta e fortalece em todos os momentos, fazendo-nos

entender o sentido da vida.

Ao Prof. Dr. Juarez A. S. Quaresma, meu orientador e amigo, o qual langou esse

desafio mostrando um novo caminho no universo da pesquisa.

Ao Laboratério de Imunopatologia do NMT-UFPA, pela colaboragao e apoio na

realizacao dessa pesquisa.

Ao meu amigo Dr. Cassio Caldato, em sua imensuravel contribuicdo com a
realizacdo das endoscopias e coleta das amostras, meus sinceros

agradecimentos.

A secretaria da Pds-graduagdo do NMT-UFPA, em especial & Sra. Socorro

Cardoso, pelo carinho e apoio durante esse periodo.

As alunas de iniciacdo cientifica do CESUPA Camila, Corina e Suzanne, pela

substancial ajuda na coleta de material para a tese.

A Sra. Vaneza Araujo Vale Monteiro, pelo seu valioso auxilio no trabalho final de

formatacgao, carinho e atencao dispensados, meus sinceros agradecimentos.
Aos meus colegas de docéncia, pelo incentivo e apoio constantes.

Aos pacientes que aceitaram participar da pesquisa, assim como todos aqueles
nao citados que direta ou indiretamente merecem meus sinceros

agradecimentos.



RESUMO

INTRODUCAO: O Helicobacter pylori é conhecido pela sua capacidade de
adaptacdo ao hospedeiro podendo evoluir para infeccdo crénica usando
mecanismos diversos e eficazes de patogenicidade. Apresenta elevada incidéncia
mundial e sua relagdo direta com Uulcera péptica, gastrite, carcinoma e linfoma
gastrico ocorre em uma minoria de individuos infectados. O melhor entendimento da
regulacdo génica da resposta imunoldgica gastrica, motivou essa pesquisa.
OBJETIVOS: Descrever os fatores de transcricdo dos Linfocitos T positivos para
ROR-y, FOXP3 e GATA3, correlacionando-os com a intensidade, tipo e grau de
atividade das gastrites, causadas pela infeccdo do H. pylori. METODOLOGIA:
Participaram do estudo 50 pacientes de ambos os sexos, submetidos a endoscopia
digestiva alta com bidpsia. Teste da urease e estudo histologico foram feitos para
identificacao e confirmacgao da infecgao pela bactéria. Trinta e cinco amostras foram
encaminhadas para o laboratorio de Imunopatologia do NMT-UFPA para estudo de
expressdo génica dos fatores de transcricao dos linfécitos T (ROR- y, FOXP3 e
GATA3) pelo método RT-PCR. RESULTADOS: Obtivemos 48,5% de pacientes H.
pylori positivos no teste da urease e 25,7% de H. pylori positivos no estudo
histolégico. A concordancia de positividade para o H. pylori realizada pelos dois
testes ocorreu em 11,7%. Relato de infecgéo prévia pelo Helicobacter pylori foi feito
por 22% dos individuos da amostra. A idade e género dos individuos da amostra néo
influenciaram na expressao génica dos fatores estudados. Houve maior expressao
do gene GATAS nos individuos H. pylori positivos, com relato de infec¢ao prévia e
que apresentaram gastrite leve erosiva de corpo classificada pelo Sistema Sydney
via endoscopia digestiva alta. O gene ROR- y apresentou-se com expressao
aumentada somente ao compararmos amostras com ou sem positividade pelo H.
pylori (estudo histolégico), com a topografia do processo inflamatério evidenciado
pela endoscopia. As expressdes dos fatores em estudo apresentaram-se com maior
significancia, quando foi usado o gene constitutivo B-actina como padrdo quando
comparado com o gene GAPDH. CONCLUSOES: 1- A faixa etaria adulta analisada
em nossa amostra, nao influenciou na expressao génica dos fatores de transcrigao
estudados. 2- Nao houve diferengas encontradas nas expressdes dos genes em
estudo com relagdo ao género dos individuos participantes da amostra. 3- Houve
expressdo génica significante tanto nos pacientes H. pylori positivos (analise
histolégica), como nos pacientes que relataram infecgdo prévia em nosso estudo. 4-
Ao compararmos os achados endoscopicos da amostra, utilizando o Sistema
Sydney, com a expressao génica dos fatores de transcricdo em estudo, obtivemos
maior concordancia somente em relagdo ao grau de atividade das gastrites. 5- O
fator de transcricdo GATAS3 (perfil de resposta TH2) foi 0 gene de maior expressao
nas amostras com gastrites endoscopicas e com positividade para o H. pylori. 6- O
fator de transcricdo ROR-y (perfil de resposta TH17) apresentou-se com expressao
aumentada ao compararmos as amostras com a topografia do processo inflamatério
evidenciado pela endoscopia, independente da positividade pelo H. pylori (estudo
histolégico). 7- O gene da [B-actina como gene-padréo constitutivo utilizado em
nosso estudo foi 0 que mais apresentou resultados significativos nas expressoes
quantificadas, quando comparado com o gene GAPDH.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Helicobacter pylori is known for its adaptability to the host may
progress to chronic infection using diverse and effective mechanisms of
pathogenicity. It has high worldwide incidence and its direct relationship with peptic
ulcer, gastritis, gastric carcinoma and lymphoma occurs in a minority of infected
individuals. A better understanding of the genetic regulation of gastric immune
response, motivated this investigation. OBJECTIVES: Describe the transcription factors
of T lymphocytes positive for ROR-y, FOXP3 and GATAS, correlating them with the
intensity, type and degree of activity of gastritis, caused by H. pylori infection
METHODS: The study included 50 patients of both sexes who underwent upper
gastrointestinal endoscopy with biopsy. Urease test and histology were made for
identification and confirmation of infection by the bacteria. Thirty-five samples were
sent to the immunopathology laboratory NMT-UFPA to study gene expression of
transcription factors of T lymphocytes (ROR- y, FOXP3 and GATA3) by RT-PCR
method. RESULTS: We obtained 48.5% positive H. pylori urease test in patients and
25.7% positive of H. pylori in the histological study. The confirmation of H. pylori held
by these two exams was 11.7%. In this sample, 22% of individuals reported having a
previous Helicobacter pylori infection. The age and gender of the individuals did not
influence the gene expression of the studied factors. The H. pylori positive individuals
showed a higher expression of the GATA3 gene with prior infection report, and mild
erosive gastritis body classified by the Sydney system via endoscopy. The ROR-y
gene presented with increased expression only when comparing samples with or
without positive for H. pylori (histology), by the topography of the inflammatory
process evidenced by endoscopy. The terms of the factors in the study were more
significant when we used the B-actin gene as standard when compared to the
GAPDH gene. CONCLUSIONS: The adult age group analyzed in our sample did not
influence the gene expression of the studied transcription factors. 2- There were not
found differences in the genes expressions that were studied, related to gender of
the sample. 3- There was a significant gene expression not only in the patients that
were H. pylori positive (histology), but also in the ones who reported previous
infection in our study. 4-To compare the endoscopic findings of the sample using the
Sydney system with the gene expression of transcription factors under study, we
obtained better agreement only in the degree of activity of gastritis. 5- The
transcription factor GATA3 (TH2 response profile) was the highest gene expression
in samples with endoscopic gastritis and tested positive for H. pylori. 6- The
transcription factor ROR-y (TH17 response profile) presented with increased
expression when comparing samples with the topography of the inflammatory
process evidenced by endoscopy, regardless of positive H. pylori (histology). 7- The
gene B-actin gene as a constituent standard used in our study was that showed
significant results in quantified terms, when compared to the GAPDH gene.
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1 INTRODUGAO

A descoberta do Helicobacter pylori (H.pylori) nos anos oitenta, sua
elevada taxa mundial de infecgédo, exigindo medidas simples, porém de dificil
implantagdo nos diversos paises com diferentes graus de desenvolvimento, sua
relacdo direta com varias enfermidades do trato digestério e principalmente sua
classificagdo como carcindgeno do Tipo |, tem estimulado diversos estudos sobre
0 assunto nas ultimas décadas. Os meios utilizados pelo patégeno para manter-
se adaptado ao seu hospedeiro no nicho gastrico, assim como os mecanismos de
respostas imunoldgicas consequentes, tem exigido constante busca entre os
pesquisadores para a melhor compreensao e controle desta infeccdo, que
atualmente compromete, em média, metade da populagdo mundial.

Apresentaremos a seguir em nossa proposta de trabalho os pontos que
consideramos relevantes, com escopo no estudo da resposta imune adaptativa do
hospedeiro em resposta ao patégeno H. pylori, buscando melhor entendimento
dos fatores de transcricdo dos linfécitos T presentes na resposta inflamatéria
induzida por este agente identificados por biologia molecular, com material
coletado por bidpsia gastrica de individuos infectados com ou sem lesbes

teciduais instaladas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Helicobacter Pylori: histérico, patogénese e aspectos clinicos

A partir da década de 80, os resultados apresentados pelos médicos
australianos Marshall e Warren (1984) modificaram a linha de entendimento dos
pesquisadores em relagdo a presenca de bactérias na luz gastrica. Revisando a
literatura da época esses dois médicos encontraram relatos sobre o assunto em
varias décadas anteriores, contudo sem dados consistentes. A parceria entre eles,
persisténcia e seriedade de suas pesquisas, os levaram a explorar o significado das
bactérias espiraladas reunindo material clinico e cultivando o microrganismo de
mucosa gastrica obtido através de exames endoscépicos (WEYDEN; ARMSTRONG;
GREGORY,2005; DUNN; COHEN; BLASER, 1997).

Inicialmente, partindo de 100 pacientes no ano de 1981, Warren e Marshall
iniciaram um estudo com o qual puderam demonstrar a presenca de bactérias
espiraladas ou curvas, com papel importante na patogenia da gastrite e da Ulcera
péptica (Marshall, 1983). A partir desta década, o H. pylori passou a ser o foco de
varios e extensos estudos (COELHO; ZATERKA, 2005). Marshall e Warren (1984)
romperam barreiras preestabelecidas na comunidade médica e, com persisténcia
unida ao recurso técnico do endoscopio de fibra é6tica, isolaram o microrganismo da
mucosa de estbmagos humanos e cultivaram esta bactéria com sucesso, levando a
afirmar que os casos de gastrites e Ulceras gastricas eram causados por colonizagao
da mucosa gastrica pelo agente H.pylori e nado por estresse, como proposto
anteriormente por outros pesquisadores.

Em reconhecimento ao trabalho de Marshall e Warren, foi atribuido a eles no
ano de 2005, o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia (GUZMAN, 2006; WEYDEN;
ARMSTRONG; GREGORY, 2005).

O H. pylori € uma bactéria gram-negativa que coloniza a mucosa gastrica e
passou a ser conhecida, com ja citado, ap6s o advento da endoscopia. Este
microrganismo pode causar ulcera péptica, gastrite, carcinoma e linfoma gastrico em
uma minoria de individuos infectados. Trata-se de uma bactéria, ligeiramente
espiralada ou encurvada, de superficie lisa e extremidades arredondadas, mede
aproximadamente entre 0,5,m e 0,1,m de largura, € 5,0,m de comprimento, contém

de quatro a seis flagelos unipolares embainhados, em forma de hélices e bulbos
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terminais nas extremidades lisas, essenciais para a motilidade bacteriana. Cada
flagelo possui aproximadamente 30 nm de comprimento e 2,5 nm de espessura
(MARSHALL, 1994; WALKER; LOGAN, 2001).

A prevaléncia da bactéria estimada em todo o mundo € de aproximadamente
50%, atingindo valores superiores a 80% em paises subdesenvolvidos (SOUTO et
al, 1998; GOODWIN et al, 1989). O risco de infeccao esta aumentado em grupos
socioeconémicos mais baixos, nas idades mais jovens, conforme estudos com soro
positividade. Por esse motivo, ndo é possivel assegurar clinicamente quando a
infeccao ocorreu, a maioria das informagdes geograficas e demograficas séo taxas e
estudos de soro-prevaléncia. Encontra-se o H. pylori nos cinco continentes sendo
portanto considerado importante problema de saude publica (BROWN, 2000).

Os quadros de infeccdo pelo H. pylori com presenca de lesdo celular,
processo regenerativo e infiltrado inflamatério da mucosa gastrica, acrescida da
presenca de foliculos linféides, caracterizam as gastrites (CARPENTER; TALLEY,
2000). A designacao de Gastropatia deve ser dada as outras causas de dano celular
na mucosa gastrica, principalmente isquémico, tendo o alcool, drogas anti-
inflamatdrias e refluxo biliar como agentes, porém, sem a presenga de um agente
infeccioso que estimule a resposta inflamatéria (ROCHA et al, 1998).

O grande desafio na atualidade é identificar quais seriam as cepas do H.
pylori com alta patogenicidade. Na verdade, o desenvolvimento da doenga parece
depender dos fatores agressivos da bactéria aliados aos mecanismos de defesa do
hospedeiro. Alguns fatores de viruléncia sdo comuns a todas as cepas de H. Pylori
como colonizagao e persisténcia da bactéria, com associacdo direta a variados
graus de dano celular. Porém, certos fatores de viruléncia sdo variaveis entre as
cepas, 0 que pode justificar as diferengas de manifestagdes clinicas. Os dois mais
importantes reconhecidos, at¢é o momento, sdo as presengcas do gene CagA
(citotoxina associada ao gene A) e VacA (citotoxina vacuolizante A). Na verdade o
gene CagA é um importante marcador da presenga da "ilha de patogenicidade" que
contém uma série de cddigos (genes) que induzem a sintese de IL-8 na mucosa
gastrica, uma citocina importante no recrutamento de células inflamatérias que
levariam a agressao da mucosa e dano celular (CENSINI et al, 1996).

O outro fator de viruléncia, o gene VacA, expressa uma proteina capaz de
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induzir vacuolizagdo em células eucariotas in vitro. Apesar de todas as cepas
possuirem a sequéncia génica VacA, nem todos as cepas apresentam atividade
vacuolizante. O estudo da sequéncia do DNA demonstrou diferengas entre as cepas.
Identificaram-se umas produtoras de toxinas, chamadas de s1, e outras cepas nao
produtoras de toxinas, denominadas de s2. Ainda entre as cepas s1, as que
produziam toxina em altos niveis apresentavam diferengcas na sequéncia de
aminoacidos e foram chamadas de s1a e as produtoras de toxina em baixos niveis,
de s1b (ATHERTON et al, 1995).

As gastrites agudas associadas ao H. pylori sdo de dificil deteccdo ao
exame endoscopico, uma vez que o diagndstico clinico € infrequente e a correlagao
sintomatoldgica pobre. A gastrite cronica, que durante décadas pode permanecer
em siléncio, devido ao equilibrio dinAmico entre a bactéria e seu hospedeiro, ou
evoluir para doengas mais graves, tais como gastrite atrofica, ulcera péptica, linfoma
associado a mucosa gastrica ou adenocarcinoma, € mais detectada (ZARRILLI;
RICCI; ROMANO, 1999). O aspecto histoldgico relevante é o infiltrado inflamatério,
que € primariamente cronico, isto €, composto por linfécitos e plasmacitos.
Entretanto, tal infiltrado pode ter um componente agudo variavel, constituido por
neutréfilos, que determinam o grau de atividade do processo inflamatério, e sua
intensidade é normalmente proporcional a densidade do H. pylori. A presenga de
foliculos linfoides, ocupando a porcdo mais profunda da lamina prépria, exibindo
evidentes centros germinativos ou limitados a adensamentos linféides, esta
frequentemente presente nas gastrites por H. pylori (DINOX et al, 1996; GENTA,;
HAMNER; GRAHAM, 1993; WHITERHEAD, 1995). O resultado da infeccéo pelo H.
pylori ndo é influenciado apenas pela sua intensidade, mas principalmente pela
resposta inflamatéria da mucosa gastrica do individuo (CORREA; PIAZUELO;
CAMARGO, 2004; PEEK; BLASER, 2002; RICCI; ROMANO; BOQUET, 2011).

A gastrite induzida por esta bactéria depende da severidade da infecgéo e
da distribuicdo anatémica do patégeno. Individuos com gastrite predominantemente
no corpo (fendtipo do cancer gastrico) sdo mais propensos a desenvolver
hipercloridria, atrofia gastrica e, eventualmente, cancer gastrico. Aqueles com
predominancia da gastrite antral (fen6tipo da ulcera duodenal) tém secrecéo acida

excessiva e maior propensdo a desenvolver uUlcera duodenal. Por fim, os com
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gastrite mista branda de antro e corpo (fenétipo de gastrite benigna) tém secregao
acida quase normal. Estes fenotipos sao quase totalmente excludentes e altamente
influenciados por uma resposta inflamatéria da mucosa gastrica geneticamente
regulada pelo hospedeiro (RICCI; ROMANO; BOQUET, 2011).

2.2 Resposta imunolégica especifica ao H. Pylori, Linfécitos T e seus fatores
de transcricao

As células gastricas epiteliais sdo o primeiro alvo da infecgao por H. pylori e
contribuem ativamente para o sistema imune inato por sinalizacdo mediada por
receptores Toll-like. LPS € o ligante bacteriano classico de TLR4, mas os LPS
derivados de H. pylori demonstram sinalizagao pelo TLR2 e baixa afinidade pelo
TLR4, sendo este um mecanismo de evasao bacteriana. Como citado, o LPS do H.
pylori induz uma resposta imune mais fraca que seus homénimos de outras
bactérias. Outro mecanismo de evasao sugerido € a inibicdo da producédo de 6xido
nitrico por macréfagos (SZABO et al, 2000).

Mecanismos imunes inatos encontrados em células eucariéticas modernas
sdo altamente complexos, a despeito de serem formados por estratégias
moleculares comuns. A evolugdo selecionou um conjunto de peptideos
antimicrobiais e receptores reconhecedores de patdégenos (PRRs) que iniciam
sinalizagdes celulares como primeira linha de defesa contra patdgenos invasores.
Similarmente, patégenos microbiais empregam suas proprias estratégias para
evadir, inibir ou manipular esta resposta imune inata. (REDDICK; ALTO, 2000).

Em resposta especifica ao patdégeno encontrado, as células apresentadoras
de antigeno produzem sinais que orientam a diferenciagdo de uma célula Th em
uma linhagem especifica. Nesta conjuntura, os fatores de transcricdo determinantes
para a diferenciacdo em linhagens Th1, Th2 e Th17 sao, respectivamente, T-box
expresso em células T (T-bet), GATA- 3 e retinoid-related orphan receptor y (RORyt)
(IVANOV et al, 2006).

Embora o mecanismo exato para a polarizacdo de um perfil Th1 ou Th2
ainda nao tenha sido esclarecido, a produgao precoce de IFN-y, IFN-a, ou IL-12 pelo

sistema imune inato conduz a uma diferenciagcdo Th1. Em contrapartida, na
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auséncia de IL-12, a producgao inicial de IL-4 impulsiona a linhagem Th2 (EATON;
MEFFORD; THEVENOT, 2001).

A predominancia de uma resposta Th1 também ¢é indicada pela expressao
aumentada do fator T-bet (T-box expresso em células T) e pela supressao dos niveis
de GATA-3 (EATON; MEFFORD; THEVENOT, 2001). O primeiro direciona a uma
resposta Th1, marcada pelo INF-y e apresenta correlagdo direta com a sua
expressao (SZABO et al, 2000). Diferentemente, GATA3 é considerado o principal
condutor ao perfil Th2 e agente crucial para anular diferenciagdo Th1 e producgéo de
INF-y (EATON; MEFFORD; THEVENOT, 2001; ZHENG; FLAVELL, 1997; YAGI,
ZHU; PAUL, 2011).

O Fator Nuclear de Transcricdo FoxP3 é um elemento chave ao
desenvolvimento e funcéo das células T reguladoras (células Treg) CD4" [36]. Trata-
se do marcador mais especifico da atividade Treg, tendo sua expressao
correlacionada a capacidade de supressdo. Em humanos, é intensamente expresso
em células T CD4 + CD25 high e em baixos niveis em células T CD4 + ativadas,
embora sua expressdo tenha sido observada em uma pequena fracdo do CD25-,
CD25 intermediate, e subconjuntos de células T CD8 + (LORENZI; BARBOSA-
LARENZI; ZANETTE, 2012).

Neste ponto, destaca-se a interacdo entre células Treg e Th17, mais
especificamente, entre FOXP3 e RORYy (retinoid-related orphan receptor y). Trata-
se, na verdade, de um equilibrio entre FOXP3 e RORy (mais especificamente
RORYyt) e a sua regulagao por citocinas, conduzindo a diferenciagao celular em Treg
ou Th17 de acordo com fatores negativos e positivos que favorecem determinada
linhagem (BORLACE et al, 2012). Uma questdo que igualmente destaca a
importancia do RORy na atividade imune do hospedeiro é a sua participagao vital na
organogénese de linfonodos e no desenvolvimento da placa de Peyer, visto que em
sua auséncia ambas as estruturas ndo se desenvolvem (GENTA; HAMNER;
GRAHAM, 1993).

E amplamente aceito que a infeccédo por H. pylori conduz a uma resposta
predominantemente Th1 e que a inflamacgao gastrica depende grandemente de uma
resposta Th1 com elevada producgao de IL-13, TNF- a e IL-8, a qual nao obtém éxito

em eliminar o agente e pode ocasionar patologias severas (ZHANG et al.,1997). Um
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novo subtipo secretor de IL-17 foi identificado como Th17, que é distinto das Th1 e
Th2 em suas fungbes e diferenciacdo. Recentemente, foi sugerido que a infecgao
por H. pylori leva a uma resposta TH17/Th1 e que isto promove a inflamagao
mucosa e contribui para colonizagao bacteriana, sendo corroborado pela reducao
destes processos quando do bloqueio da atividade Th17 em ratos (RICCI;
ROMANO; BOQUET, 2011).

E provavel que a via Th17 module a resposta celular Th1 e que ambas
trabalhem sinergicamente para induzir a gastrite durante uma infec¢ao por H. pylori
ao recrutar células inflamatérias (RICCI; ROMANO; BOQUET, 2011). Outro
progresso no entendimento da resposta Th17 é a mobilidade bacteriana ligada a
resposta Th17. A deficiéncia em recrutar células T CD4+ e auséncia de resposta
Th17 foi demonstrada em experimentos com ratos onde o H. pylori, entao,
apresentava reduzida mobilidade, mas ainda com capacidade de colonizacao
(D’ELIOS; CZINN, 2014).

Em estudo realizado por Lundgren e colaboradores (2005), no qual dois
grupos foram comparados apds analise de bidépsias do antro gastrico e do duodeno
de pacientes assintomaticos com diagnostico de infeccao por H. pylori com gastrite
crbnica moderada e de pacientes nao infectados pela bactéria e sem sinais de
gastrite que serviram como grupo controle, foi identificado em individuos positivos
para infecgdo por H. Pylori que 60% das células T CD3+ eram CD4+, enquanto que
apenas 30% dessas células foram T CD4+ em individuos nao infectados pelo H.
pylori. Foi demonstrado também, que as frequéncias de células CD25high entre as
células CD4+, tanto do antro quanto no duodeno foram aumentadas de trés a quatro
vezes, em individuos infectados com H. pylori em relagdo a individuos nao
infectados, enquanto que a proporcao de células CD4+ CD25high foi semelhante no
sangue para os dois grupos de estudo. Além disso, os autores concluiram também,
em continuidade ao estudo desses subtipos celulares, que o fator de transcricédo
FOXP3 é um marcador especifico desses linfécitos T reguladores (LORENZI;
BARBOSA-LARENZI; ZANETTE, 2012).

Podemos citar outro estudo experimental, seguindo essa linha de
imunopatogénese, publicado em 2001, em que foi infectado determinado grupo de

camundongos por H. pylori e estudada a resposta de hipersensibilidade tardia apés
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a injecao de linfocitos CD4+ de varios subtipos retirados do bago de outra linhagem
de camundongos. A principal conclusdo desses autores, apds analise de seus
resultados quanto os subtipos celulares presentes, quanto ao efeito dessa resposta
sobre a gastrite induzida nesses animais, assim como das citocinas secretadas,
apods quatro a oito semanas de conducido do estudo, foi que a resposta imune
mediada pela infec¢ao causada pelo H. Pylori, € do tipo Th1 (EATON; MEFFORD;
THEVENOT, 2001).

Estudos ja haviam relatado a acdo das células CD4'CD25" e,
consequentemente, do FOXP3 em suprimir a resposta imune do hospedeiro ao H.
pylori (DIXON et al,1996; WHITEDEAD, 1995; BRITO, 1999). Segundo trabalho
publicado por Jang (2010), gastrites associadas ao H. pylori expressam niveis
elevados de FOXP3, apresentando correlagao direta ao grau de inflamagao cronica
e ao numero de foliculos linféides (BRITO, 1999) Recentemente, em outro estudo foi
constatado que n&o s6 os niveis deste fator estavam elevados na mucosa afetada,
como também tal aumento era progressivo de acordo com a severidade do
acometimento, ao comparar a analise de uma populagdo saudavel com pacientes
portadores de gastrite, ulcera péptica e cancer gastrico (CARPENTER; TALLEY,
1995).

A atividade Th-17, marcada pela secrecdo de IL-17, foi reconhecida no
processo infeccioso por H. pylori na mucosa gastrica (BRITO, 1999), e esta
associada ao recrutamento e ativagdo neutrofilica mediada por citocinas (COELHO
et al, 1996). Alguns estudos demonstraram que a infecgdo por bactéria estimula
atividade Th17/IL-17 a qual, inesperadamente, ndo favorece a defesa do hospedeiro.
Esses trabalhos demonstraram que o clearence bacteriano e a reducdo da
inflamacao sao favorecidas pela neutralizagado da IL-17 e que a susceptibilidade do
hospedeiro ao patdégeno pode estar aumentada devido a elevada atividade TH17/IL-
17 (EVANS et al, 1998). Dados semelhantes foram obtidos em demais estudos nos
quais o aumento de IL-17 estava associado a maior inflamagéo na mucosa gastrica
e cooperava para a permanéncia da bactéria (PEREZ-PEREZ et al, 2005;
KAPARAKIS, 2006 42, 49). Hafsi e colaboradores (2004) observaram elevada
atividade T-bet e baixa expressdo GATA-3 em células T co-cultivadas com

apresentagao de H. pylori, comparadas as cultivadas sem tal apresentacédo. Os
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autores chamaram atencao para o fato de que este resultado foi observado com
maior intensidade em células T estimuladas pela membrana do patégeno do que sob
estimulo do citosol, sugerindo que a natureza da resposta Th1 poderia ser
impulsionada pelas proteinas expostas da membrana. A reacio proporcionada pela
membrana ou pelo citosol do H. pylori ndo apresentou influéncia na expressao de
GATA-3 quando comparado a reagdo gerada pela bactéria intacta (ZHENG,;
FLAVELL, 1997).

Na figura abaixo, o esquema representa a diferenciagcao de células T naive
apos estimulagao por alérgeno, o estado das células e o microambiente. As células
T naive se diferenciam entre células T helper de diferentes subtipos, sendo eles Th1,
Th2, Th17, Treg e Th9. Cada um destes subtipos tem fatores de transcricbes e
STATs especificos para seu destino de diferenciagcdo, bem como suas respectivas

citocinas efetoras e suas fungdes (Figura 1).
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Fonte: ARAUJO, 2013

Pelo exposto anteriormente, justificamos nosso pesquisa pela real

necessidade de aumentarmos o conhecimento da regulagdo da resposta
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imunoldgica do hospedeiro em relagdo ao H. pylori no ambiente intracelular, com

foco nos fatores de transcricao dos linfocitos T.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral
» Descrever os fatores de transcricdo dos Linfécitos T positivos para, ROR-Y e
FOXP3 e GATAS3, correlacionando-os com a intensidade, tipo e grau de

atividade das gastrites, causadas pela infecgdo do H. pylori.

3.2 Especificos

* Comparar a expressao dos fatores de transcricdo dos linfécitos T (ROR-Y,
FOXP3 E GATA3) com caracteristicas clinicas da amostra e com os
achados endoscépicos dos pacientes infectados ou néo pelo H. pylori

* Descrever os principais achados endoscopicos dos pacientes H. pylori
positivos e negativos na amostra estudada.

* |dentificar as respostas celulares TH17 , TREG e TH2, pela identificacao de
seus respectivos fatores de transcricido ROR-Y, FOXP3 E GATAS.



24

4 CASUISTICA E METODOS

Realizou-se um estudo Transversal, com consentimento permitido via TCLE,
com material coletado em clinica particular localizado na cidade de Belém do Para
(UNIGASTRO), partindo de cinquenta pacientes de ambos 0s sexos com indicagao
clinica para serem submetidos a endoscopia digestiva alta e bidpsia gastrica e que
preencheram os critérios de inclusdo. Os procedimentos foram executados por um
profissional endoscopista experiente, seguindo protocolo descrito a seguir, somente
apds submissdo e aprovacdo da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP
e comité de ética para analise de projetos de pesquisa do Nucleo de Medicina
Tropical - UFPA (Parecer: 576.418).

4.1 Critérios de Inclusao:

1- Indicacdo clinica para serem submetidos a endoscopia digestiva alta e

biépsia gastrica

N
1

Presenca de gastrite endoscopica- Classificagao de Sydney Modificada
3- ldade igual ou maior que 18 anos

4- Concordancia em participar do estudo (TCLE)

4.2 Critérios de Exclusao:

1- Uso de antibidticos, imunoterapicos, inibidores da bomba de prétons ou
blogueadores dos receptores H2 nos 30 dias que antecedem a realizacao
do estudo

2- Pacientes com endoscopia digestiva alta considerada normal

3- Pacientes que, a critério do médico investigador, nao tiveram condigdes

fisicas ou mentais de participacdo no estudo
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4.3 Endoscopia Digestiva Alta e coleta de material — aspectos técnicos:

Apods jejum de pelo menos 8 horas, os pacientes receberam solugdo de
Dimeticona na dose de 40 gotas diluidos em 10 ml de agua, dez minutos antes do
exame endoscopico. Foi feita anestesia tdpica da faringe com Cloridrato de
Xilocaina Spray a 10% na dose maxima de 100mg.

A sedacdo foi realizada com solucdo de Midazolan e Fentanil por via
endovenosa, administrados separadamente e de forma progressiva até atingir niveis
adequados de relaxamento e sedacéo.

Os pacientes foram posicionados em decubito lateral esquerdo e o aparelho
foi introduzido sob visao direta analisando-se eséfago, estdmago e duodeno, até a
segunda porgdo, com avaliacdo da forma, distensibilidade e aspecto da mucosa com
posterior descricdo dos achados endoscopicos.

A deteccao do H. pylori foi realizada pelo teste rapido da Urease (Renilab®),
imediatamente ao término da endoscopia a partir de fragmentos de bidpsias
gastricas, obtidas da regido de antro e corpo (3 amostras de cada). Demais
fragmentos coletados foram colocados em frascos-padrao e encaminhados para
analise histopatoldgica.

As gastrites endoscoépicas foram classificadas de acordo com classificagao
de Sydney modificada (TABELA 1)

TABELA 1- Classificagdao endoscépica de gastrites: Sistema SYDNEY

TOPOGRAFIA CATEGORIA GRAU DE ATIVIDADE
PANGASTRITE ENANTEMATOSA LEVE
GASTRITE DO ANTRO  EROSIVA PLANA MODERADA
GASTRITE DO CORPO  EROSIVA ELEVADA INTENSA

ATROFICA

HEMORRAGICA

REFLUXO

PREGAS MUCOSAS
HIPERPLASICAS

Fonte: DIXON et al, 1996
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4.4 Biologia Molecular

Isolamento e quantificagao do RNA

De cada paciente, o RNA total, foi extraido de fragmentos de biopsia
gastrica, sendo maceradas utilizando nitrogénio liquido. A extragcdo de RNA foi
realizada pelo método do Trizol, de acordo com o protocolo do fabricante. Em
microtubo de 1,5mL, foram acrescentadas as biopsias maceradas 1000ml de Trizol
(Trizol ® Reagent — Invitrogen) e 200ml de cloroférmio (Merk) a cada tubo. Apos
homogeneizagdo por 2 minutos em Agitador Vortex Quimis, o conteudo foi
centrifugado na centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R a 12.000 rpm por 10 minutos
a 6°C. Apds este periodo, o sobrenadante de cada tubo foi transferido para outro
microtubo de 1,5mL, contendo 500ml de isopropanol (Merk) e em seguida
homogeneizado manualmente. Este microtubo foi armazenado em refrigerador a -
20°C para precipitagao por um periodo de 24 horas. Decorrido este periodo, uma
nova centrifugacdo a 12.000 rpm, por 20 minutos a 6°C, foi realizada. Apds
centrifugacéo, foi retirado o sobrenadante, restando o pellete de RNA no lado e no
fundo do tubo, e a este RNA precipitado foi acrescentado 1000ml de etanol 70%
(Merk) em agua DEPC (dietil pirocarbonato) onde foi centrifugado a 12.000 rpm, por
20 minutos a 6°C, para ser realizada a lavagem do RNA posterior. Apos esta
lavagem, o pellete de RNA foi desidratado por evaporacdo a 37°C, e diluido em
30uL de agua DEPC.

A andlise de qualidade do RNA foi realizada em gel de agarose e
formaldeido. Neste gel pode-se avaliar a contaminagdo por DNA gendmico, assim
como, verificar se ocorreu degradagao da amostra. No gel deverao estar presentes
duas bandas, 28S e 18S, sendo que a banda de 28S deve estar mais intensa que a
de 18S. A ocorréncia de outra banda, de tamanho superior a de 28S, denota
contaminagao por DNA gendmico. Neste caso a amostra devera ser submetida a re-
extracao por Trizol.

Apos este procedimento, as amostras foram quantificadas utilizando o
equipamento Invitrogen Qubit® Fluorometer e o Q32852 Quant-iT RNA Assay Kit,
100 assays *5-100ng* (250pg/uL-100ng/ul) para a leitura das amostras, seguindo as

instrucdes do fabricante.
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Sintese de cDNA

A transcricao reversa das amostras foi realizada para a obtengcdo do cDNA a
ser utilizado na reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). Deste
modo, neste procedimento foi realizado utilizando o kit Superscript Il (Superscript ®
Il Reverse Transcriptase — Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante. Na
reacao foram acrescentados 1mg da amostra de RNA de cada paciente
(previamente quantificadas), oligo dT 500 pmol/mL e dNTP a 10mM, com volume
final de 13ml. A reacado foi incubada a 65°C por 5 minutos no termociclador
(Eppendorf Mastercycler) e transferida imediatamente para o gelo. Foram
adicionados, entéo, tampao 5x (first strand buffer), DTT (ditiotreitol) 10mM, MgCl, a
50mM e Super script [II 10.000U — 200U/ml, com volume final de 20 ml, levando-se
a reacgdo a 50°C por 50 minutos. Depois a enzima foi inativada, aquecendo-se a
solugdo a 85°C por 5 minutos. Apds o término da reacdo, em cada amostra, foi
acrescentado 10ml de agua destilada ultra pura Gibco (Invitrogen), totalizando um

volume final de 30ml.

4.5 Quantificagcdo dos fatores de transcricdo para os perfis de resposta

imunoldgica e periférica Do Tipo TH2, TH17 e TREG

No presente estudo, foi realizada a quantificacao relativa. Para a deteccao
dos amplicons foi utilizado o agente fluorescente Sybr Green. As amostras foram
feitas em duplicata.

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para as reagdes de RT-
PCR foram primers para o fator de transcricdo Gata3 que € caracteristico para o
perfil de resposta imunoldgica do tipo Th2, primers para o fator de transcricdo ROR-y
que é caracteristico para o perfil de resposta para as células TH 17 e primers para o
fator de transcricdo Foxp3 que é caracteristico para o perfil de resposta imunolégica
para as células Treg.

A reagdo de RT-PCR foi realizada no StepOne Plus (Real Time PCR
Systems - Applied Biosystems) com o reagente Sybr Green (Applied Biosystems). A
partir da reagao de transcricao reversa, foi utilizado cDNA, SYBR Green pcr master

mix (2x), primers (18uM) sentido e reverso, e agua Milli Q autoclavada qsp 20ml.
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Apds um periodo de 10 minutos a 50°C para ativacédo da enzima e desnaturagao de
5 minutos a 95°C, foram executados 45 ciclos de 95°C por 30 segundos e 60°C por
1 minuto. Ao final, foi realizado o protocolo de dissociacio térmica, para controle da
especificidade da reacao.

Os resultados foram analisados pelo StepOne ™ Software v2.0. Para a
quantificagcao relativa foi realizado o seguinte calculo: inicialmente determinou-se o
cycle threshold (CT), dado pelo numero do ciclo em que o sinal de fluorescéncia
atingiu a linha limiar (threshold line), ou seja, a linha em que a emissao de
fluorescéncia esteve acima do ruido de fundo (background). O CT encontra-se
invariavelmente na regiao correspondente a fase exponencial da amplificagao, o que
torna mais acurada a estimativa de quantificagdo dos transcritos na amostra original.
Os valores de CT dos genes de interesse foram normalizados em relagdo ao CT dos
genes constitutivos, o GAPDH (Gylceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e a b-
actina, resultando o ACT, que é 0 CTgene - CToonsitutivo- POF fim, foi calculado o 2+°T,
sendo este o valor trabalhado como representante da expresséao relativa para cada

gene.
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5 ANALISE DOS DADOS

Os resultados obtidos durante os experimentos foram armazenados em
planilhas eletronicas usando o programa EXCEL e analisadas utilizando o Intervalo
de Confiangca das médias ao nivel de 95% (95% IC) e o teste de correlagéo linear de
Pearson. As representacdes graficas utilizadas foram graficos de colunas simples e

diagramas de dispersao.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas da amostra

A amostra foi constituida por 50 pacientes com idades entre 18 e 68 anos e
média de 42,2 anos, sendo que 29 (58,0 %) pacientes eram do sexo feminino e 21
(42,0 %) pacientes eram do sexo masculino. Desse total 35 pacientes foram
submetidos ao teste rapido da urease e exame histolégico para identificacdo dos
individuos H. pylori positivos e negativos. Obtivemos no teste da urease 17 (48,5%)
pacientes urease positivos e 18 (51,4%) urease negativos. A analise histologica
revelou 26 (74,2%) pacientes negativos e 9 (25,7%) pacientes positivos para o H.
pylori. Positividade para o H. pylori no teste da urease e estudo histoldgico ocorreu
em nossa amostra em 4 (11,7%) pacientes. O relato de infecgdo prévia para esta
bactéria no total da amostra foi obtido em 11 (22%) pacientes, contra 39 (78,4%)

sem relato de infeccgao.

6.2 Achados Endoscoépicos dos pacientes na amostra classificados pelo

Sistema Sydney

Na amostra os achados endoscépicos classificados pelo Sistema Sidney
foram: Quanto a topografia, pangastrite em 20 (40,0%) pacientes, gastrite de antro
em 19 (38,0%) pacientes e gastrite de corpo gastrico em 11 (22,0%) pacientes.
Quanto a categoria, enantematosa leve em 44 (88,0%) pacientes e erosiva plana em
6 (12,0%) pacientes. Quanto ao grau de atividade, leve em 41 (82,0%) pacientes e

moderada em 9 (18,0%) pacientes.
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6.3 Expressao génica quantitativa dos fatores de transcricao ROR-y, FOXP3 e
GATA3 nas amostras analisadas para presenca de H. Pylori pelo teste da

Urease

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y FOX P3 e GATAS3, utilizando reagdes de PCR em tempo real (RT-PCR), com
biépsias de antro e corpo gastrico, realizadas por endoscopia digestiva alta com
imediata submissédo ao teste da Urease. Os resultados foram obtidos utilizando a
quantificacdo relativa da expressdo dos genes constitutivos da B-actina e GAPDH.
Ndo observamos diferenca na expressao desses genes nas amostras, como

mostram os intervalos de confianca de 95% das médias de expressao.
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Grafico 34- Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de

transcricdo ROR-y normalizado com os genes GAPDH e p-actina, em amostras submetidas
ao teste da UREASE.
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Grafico 35 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de

transcricao FOXP3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina, em amostras submetidas

ao teste da UREASE.
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Grafico 36 - Expressdo quantitativa (médias e intervalos de confianca a 95%) do fator de
transcricao GATAS3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina, em amostras submetidas

ao teste da UREASE.
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6.4 Expressao génica quantitativa dos fatores de transcricao ROR-y, FOXP3 e
GATA3 nas amostras analisadas para presenga de H. Pylori pelo estudo

histolégico

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y FOXP3 e GATAS, utilizando reag¢des de PCR em tempo real (RT-PCR), com
bidépsias de antro e corpo gastrico, realizadas por endoscopia digestiva alta e
enviadas para estudo histolégico. Os resultados foram obtidos utilizando a
quantificacdo relativa da expressdo dos genes constitutivos da B-actina e GAPDH.
Observou-se maior expressao génica do fator GATA3 nas amostras dos individuos
positivos para H. Pylori em comparagdo com as amostras dos individuos negativos
para H. pylori, como mostram os intervalos de confianga de 95% das médias de
expressao. Esta diferengca ndo foi encontrada quando utilizamos o GAPDH como

padrao de expressao génica. (Graficos 4-6).
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Grafico 37 — Express&o quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo ROR-y normalizado com os genes GAPDH e p-actina, em amostras submetidas
ao estudo histoldgico.
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Grafico 5 - Expressdo quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricao FOXP3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina, em amostras submetidas
ao estudo histoldgico.
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Grafico 38 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricao GATA3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina, em amostras submetidas
ao estudo histoldgico.
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6.5 Correlagdo linear entre a expressao génica quantitativa dos fatores de

transcricdo ROR-y, FOXP3 e GATA3 das amostras e a idade dos pacientes.

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y FOX P3 e GATAS3, utilizando reagdes de PCR em tempo real (RT-PCR), com
biépsias de antro e corpo gastrico realizadas por endoscopia digestiva alta.
Realizamos correlagdo desses dados com a idade dos pacientes. Os resultados
foram obtidos utilizando a quantificagdo relativa da expressdo dos genes
constitutivos da B-actina e GAPDH. Nao observou-se correlagio significativa entre a

idade dos individuos e a expressao dos genes em estudo (r~0) (Graficos 7-12).
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Grafico 7 — Correlagao linear da expressao quantitativa génica do fator ROR-y com a idade
dos pacientes, normalizados pelo gene GAPDH.
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Grafico 8 - Correlagao linear da expressao quantitativa génica do fator ROR-y com a idade
dos pacientes, normalizados pelo gene da f-actina
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Grafico 9 - Correlagao linear da expressao quantitativa génica do fator FOXP3 com a idade
dos pacientes, normalizados pelo gene GAPDH.
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Grafico 39 - Correlagao linear da expresséo quantitativa génica do fator FOXP3 com a idade
dos pacientes, normalizados pelo gene da f-actina.
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Grafico 11 - Correlagao linear da expressao quantitativa génica do fator GATA3 com a idade
dos pacientes, normalizados pelo gene GAPDH.
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Grafico 12 - Correlagao linear da expressao quantitativa génica do fator GATA3 com a idade
dos pacientes, normalizados pelo gene da f-actina.

6.6 Expressao génica quantitativa dos fatores de transcricaio ROR-y, FOXP3 e

GATA3 das amostras e o género dos pacientes

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y FOX P3 e GATAS3, utilizando reagdes de PCR em tempo real (RT-PCR), com
biépsias de antro e corpo gastrico realizadas por endoscopia digestiva alta.
Avaliamos a expressao a ocorréncia de possiveis diferencas na expressao desses
genes entre os géneros. Os resultados foram obtidos utilizando a quantificagao
relativa da expressdo dos genes constitutivos da B-actina e GAPDH. Nao observou-
se diferenca significativa de expressdo dos genes em estudo entre os géneros dos

individuos participantes da amostra. (Graficos 13-15).
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Grafico 13 — Express&o quantitativa (médias e intervalos de confiangca de 95%) do fator de
transcricao ROR-y normalizado com os genes GAPDH e p-actina de acordo com o género.
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Grafico 1440 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca a 95%) do fator de
transcricao FOXP3 normalizado com os genes GAPDH e f-actina de acordo com o género.
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Grafico 15 - Expressdo quantitativa (médias e intervalos de confianca a 95%) do fator de

transcricdo GATA3 normalizado com os genes GAPDH e f-actina de acordo com o género

6.7 Expressao génica quantitativa dos fatores de transcricio ROR-y, FOXP3 e
GATA3 das amostras submetidas ao teste da Urease e ao estudo histolégico,

entre pacientes positivos e negativos para o H. pylori

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y, FOXP3 e GATAS, utilizando reagbes de PCR em tempo real (RT-PCR), com
biépsias de antro e corpo gastrico realizadas por endoscopia digestiva alta.
Comparamos as amostras submetidas ao testes da urease e ao estudo histoldgico
para identificacdo dos pacientes positivos e negativos para o H. pylori. A avaliagao
da expressao génica foi organizada de acordo com os resultados obtidos pelo teste
da urease e avaliagao histopatolégica entre os grupos: urease negativo (UR-) e H.
pylori negativo (HP-), urease positivo (UR+) e H. pylori positivo (HP+), urease
positivo (UR+) e H. pylori negativo (HP-), urease negativo (UR-) e H. pylori positivo
(HP+). Os resultados foram obtidos utilizando a quantificagédo relativa da expressao
dos genes constitutivos da B-actina e GAPDH. A expressdo do gen GATA3 no grupo
HP+ e UR+ foi significativamente maior que no grupo HP- e UR-, como mostram os

intervalos de confianga de 95% das médias de expressao. Esta diferenca n&o foi
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encontrada quando utilizamos o GAPDH como padrdo de expressdo génica.

(Graficos 16-18).
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Grafico 16 — Express&o quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo ROR-y normalizado com os genes GAPDH e p-actina em pacientes submetidos
ao teste da urease e estudo histoldgico.
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Grafico 41 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricao FOXP3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina em pacientes submetidos
ao teste da urease e estudo histoldgico.
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Grafico 18 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo GATA3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina em pacientes submetidos
ao teste da urease e estudo histoldgico.

6.8 Expressao génica quantitativa dos fatores de transcricao ROR-y, FOXP3 e
GATA3 em amostras de pacientes H. pylori positivos e negativos identificados

pelo estudo histolégico com o relato de infecgao prévia.

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y FOX P3 e GATAS3, utilizando reagdes de PCR em tempo real (RT-PCR), com
biépsias de antro e corpo gastrico realizadas por endoscopia digestiva alta.
Comparamos as amostras de pacientes positivos e negativos para o H. pylori
identificados pelo estudo histologico e o relato de infecgdo prévia fornecido pelos
individuos participantes do estudo. Os resultados foram obtidos utilizando a
quantificacdo relativa da expressao dos genes constitutivos da B-actina e GAPDH. A
expressdo génica do fator GATA3 foi significativamente maior nos individuos H.
pylori positivos ao estudo histolégico que haviam relatado infecgdo prévia por esta
bactéria, como mostram os intervalos de confianca de 95% das médias de
expressao. Esta diferenca ndo foi encontrada quando utilizamos o GAPDH como

padrao de expressao génica. (Graficos 19-21).
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Grafico 19 — Express&o quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo ROR-y normalizado com os genes GAPDH e B-actina em pacientes com e sem

infecgao prévia de H. pylori.
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Grafico 20 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricao FOXP3 normalizado com os genes GAPDH e -actina em pacientes com e sem

infecgao prévia de H. pylori.
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Grafico 21 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo GATA3 normalizado com os genes GAPDH e 3-actina em pacientes com e sem
infecgao prévia de H. pylori

6.9 Expressao génica quantitativa dos fatores de transcricaio ROR-Y, FOXP3 e

GATAS3 nas gastrites classificadas pelo sistema Sidney quanto a topografia

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y FOX P3 e GATAS, utilizando reagbées de PCR em tempo real (RT-PCR), em
biépsias de antro e corpo gastrico realizadas por endoscopia digestiva alta.
Analisamos a expressao dos genes em estudo nas amostras com gastrites
classificadas pelo sistema Sidney quanto a topografia. Os resultados foram obtidos
utilizando a quantificagdo relativa da expressdo dos genes constitutivos da B-actina
e GAPDH. A expressao do gene GATAS3 foi significativamente maior nas amostras
de individuos com gastrite da regido de corpo quando comparada as amostras de
individuos com pangastritre, como mostram os intervalos de confianca de 95% das
médias de expressao. Esta diferenca nao foi encontrada quando utilizamos o

GAPDH como padrao de expressao génica. (Graficos 22-24).
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Grafico 22 — Express&o quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo ROR-y normalizado com os genes GAPDH e p-actina quanto a topografia da

gastrite segundo a classificagao do sistema Sydney.
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Grafico 42 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo FOXP3 normalizado com os genes GAPDH e f-actina quanto a topografia da

gastrite segundo a classificagao do sistema Sydney.
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Grafico 24 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo GATA3 normalizado com os genes GAPDH e f-actina quanto a topografia da
gastrite segundo a classificagao do sistema Sydney.

6.10 Expressao génica quantitativa dos fatores de transcricao ROR-y, FOX P3

e GATAS3 nas gastrites classificadas pelo sistema sidney quanto a categoria

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y FOX P3 e GATAS, utilizando reagbes de PCR em tempo real (RT-PCR), com
biépsias de antro e corpo gastrico realizadas por endoscopia digestiva alta.
Analisamos a expressao dos genes em estudo nas amostras com gastrites
classificadas pelo sistema Sidney quanto a categoria. Os resultados foram obtidos
utilizando a quantificagdo relativa da expressdo dos genes constitutivos da B-actina
e GAPDH. Observou-se significativa expressao do fator GATA3 nas amostras com
gastrite erosiva quando comparada aos individuos com categoria enantematosa,
como mostram os intervalos de confianga de 95% das médias de expressao. Esta
diferengca ndo foi encontrada quando utilizamos a B-actina como padrdo de

expressao génica. (Graficos 25-27).
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Grafico 25 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo ROR-y normalizado com os genes GAPDH e fB-actina quanto a categoria da

gastrite segundo a classificagao do sistema Sydney
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Grafico 26 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo FOXP3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina quanto a categoria da

gastrite segundo a classificagao do sistema Sydney.
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Grafico 27 - Expressdo quantitativa (médias e intervalos de confianca a 95%) do fator de
transcricdo GATA3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina quanto a categoria da
gastrite segundo a classificagao do sistema Sydney.

6.11 Expressao génica quantitativa dos fatores de transcricao ROR-y, FOXP3 e
GATA3 nas gastrites classificadas pelo sistema Sidney quanto ao grau de

atividade do processo inflamatério.

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y FOX P3 e GATAS3, utilizando reagdes de PCR em tempo real (RT-PCR), com
biépsias de antro e corpo gastrico realizadas por endoscopia digestiva alta.
Analisamos a expressao dos genes em estudo nas amostras com gastrites
classificadas pelo sistema Sidney quanto ao grau de atividade do processo
inflamatdrio. Os resultados foram obtidos utilizando a quantificagao relativa da
expressdo dos genes constitutivos da B-actina e GAPDH. Observou-se maior
expressdo do fator GATA3 nas amostras com grau de atividade leve quando
comparada aos individuos com atividade moderada, como mostram os intervalos de
confianga de 95% das médias de expressao. Esta diferenga foi encontrada quando
utilizamos tanto a B-actina como o GAPDH como padrdo de expressdo génica.
(Graficos 28-30).
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Grafico 28 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo ROR-y normalizado com os genes GAPDH e f-actina quanto ao processo
inflamatério da gastrite segundo a classificagao do sistema Sydney.
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Grafico 29 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo FOXP3 normalizado com os genes GAPDH e f-actina quanto ao processo
inflamatério da gastrite segundo a classificagdo do sistema Sydney.
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Grafico 30- Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianga a 95%) do fator de
transcricdo GATA3 normalizado com os genes GAPDH e f-actina quanto ao processo
inflamatoério da gastrite segundo a classificagao do sistema Sydney.

6.12 Expressao génica quantitativa dos fatores de transcricao ROR-y, FOXP3 e
GATA3, nas gastrites classificadas pelo sistema Sidney quanto a topografia e
a positividade ou nao do H. pylori nas amostras submetidas ao estudo

histolégico.

Utilizou-se primers especificos para a quantificacdo relativa dos genes
ROR-y FOX P3 e GATAGQ, utilizando reagdées de PCR em tempo real (RT-PCR), com
biépsias de antro e corpo gastrico realizadas por endoscopia digestiva alta.
Analisamos a expressao dos genes em estudo nas amostras com gastrites
classificadas pelo sistema Sidney quanto a topografia e positividade ou ndo para o
H. pylori avaliadas pelo estudo histoldgico. Os resultados foram obtidos utilizando a
quantificacao relativa da expressao dos genes constitutivos da B-actina e GAPDH. A
avaliacao da expressao génica realizada foi organizada de acordo com os achados
endoscopicos e o0s resultados histoldgicos, utilizando os seguintes grupos:
Pangastrite e H. pylori positivo (PAN HP+), pangastrite e H. pylori negativo (PAN
HP-), gastrite de antro e H. pylori positivo ( ANT HP+), Gastrite de antro H. pylori
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negativo (ANT HP -) e gastrite de corpo H. pylori negativo (COR HP-) . Quando
utilizamos o GAPDH como gene constitutivo, observamos maior expressao de ROR-
Y no grupo ANT HP -, ndo sendo encontrada diferenga de expressao desse gene
nos outros grupos. Quando utilizamos a b-actina como gene constitutivo, algumas
diferencgas significativas foram encontradas: A expressdo de ROR-y nos grupos ANT
HP+, PAN HP- e COR HP- foi significativamente maior que no grupo PAN HP+ .

Em relagdo ao gene GATAS, sua expressao foi significativamente maior nos
grupos ANT HP+, ANT HP- e COR HP-, que nos grupos PAN HP+ e PAN HP -, ao
ser utilizado o gene constitutivo GAPDH. Quando utilizamos a b-actina, a expressao
de GATAS foi significativamente maior em ANT HP+, PAN HP- e COR HP-, que em
PAN HP + e ANT HP-. (Graficos 31-33).
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Grafico 31 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricdo ROR-y normalizado com os genes GAPDH e B-actina nas gastrites classificadas
pelo sistema Sidney quanto a topografia e positividade ou n&o do H. pylori nas amostras
submetidas ao estudo histolégico.
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Grafico 32 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricao FOXP3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina nas gastrites classificadas
pelo sistema Sidney quanto a topografia e positividade ou n&o do H. pylori das amostras
submetidas ao estudo histolégico
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Grafico 43 - Expressao quantitativa (médias e intervalos de confianca de 95%) do fator de
transcricao GATA3 normalizado com os genes GAPDH e p-actina nas gastrites classificadas
pelo sistema sidney quanto a topografia e positividade ou ndo do H. pylori nas amostras
submetidas ao estudo histolégico
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7 DISCUSSAO

A prevaléncia mundial da infecgdo pelo Helicobacter Pylori (H. pylori), tem se
mostrado cada vez maior, persistindo os mesmos fatores que dificultam seu
controle, os quais vem se agravando com situagdes socioeconOmicas mais
delicadas. Trata-se de bactéria gran-negativa microaerdfila, com transmissao por
contato direto inter-humanos, principalmente oral-oral, fecal-oral e iatrogénicas,
apresentando indices de infecgdo acima de 50% no mundo, podendo chegar a 80%
em paises considerados em desenvolvimento. Apesar desses valores, somente uma
pequena parcela da populacdo infectada (10% a 20%), apresenta sintomas
(DZIERZANOWSKA-FANGRAT; DZIERZANOWSKA, 2006; MALFERTHEINER;
CHAN; MCCOLL, 2009).

A prevaléncia tem sido abordada em diversos trabalhos disponiveis na
literatura mundial, em nosso pais algumas amostras podem ser consultadas a
respeito, como exemplo podemos citar dados retirados de uma populacao rural da
regido sudeste com 87% de positividade em adultos e 62,0% em criangas do total de
sua amostra, com referéncia ao aumento desta prevaléncia com a idade, tendo
utilizado sorologia como método diagndstico (GAETANO; ALDO, 2009).

Em nosso estudo, trabalhamos com amostra de clinica privada na cidade de
Belém do Para (regido norte do pais), onde fatores culturais, sociais e politicas
publicas deficientes, vem contribuindo de forma negativa para o controle da
infecgao, facilitando os processos cronicos os quais contribuem para o aumento da
incidéncia do cancer gastrico em nossa regido. Utilizamos pacientes do préprio
servico encaminhados para realizagdo de endoscopia, somente adultos na faixa
etaria de 18 a 68 anos, na maioria mulheres.

Nao observamos correlagcéo direta entre a positividade do H. pylori e o
género de nossos pacientes, mesmo tendo utilizado a expressdo génica como
método. Em relagéo a idade, existe uma maior prevaléncia ja conhecida na infancia
nos primeiros 5 anos de vida com decréscimo progressivo, € evolugao a cronicidade
(KODAIRA; ESCOBAR; GRISI, 2002).

Nossa amostra foi composta somente por adultos, ndo sendo possivel fazer

inferéncia a outras faixas etarias, todavia, ao analisarmos a idade de nossos
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individuos adultos participantes da amostra, também nao foram encontrados
resultados significativos quanto a expressao génica dos fatores estudados.

Em relagdo ao diagnéstico do H. pylori, varios sao os métodos disponiveis,
invasivos ou nao invasivos, com baixa ou alta sensibilidade, que na dependéncia de
multiplos fatores todos apresentam vantagens e desvantagens e devem ser
escolhidos de acordo sua disponibilidade, custo e beneficio, por esses motivos na
maioria das vezes sao utilizados em associagao (PATEL, 2014). Ratificando essas
afirmacgdes, citamos Silva (2014), que utilizou como métodos diagndsticos para
identificacdo do H. pylori, o teste da urease, histopatolégico e biologia molecular
para pesquisa do gen 16S rRNA, justificando os trés métodos utilizados em
conjunto, como forma de minimizar os falso-negativos.

Nosso objetivo principal foi avaliar a expressao génica dos fatores de
transcricdo, contudo tivemos perda de material durante o processo de extragao do c-
DNA complementar nas amostras relacionadas para estudo que envolveram os dois
testes diagndsticos na identificagcdo da bactéria. Optamos entdo em utilizar 35
amostras comuns aos dois testes (urease e histoldgico), analisando a expressao
génica dos fatores de transcricdo de forma independente na identificagdo do H.
pylori, onde obtivemos positividade de 48,5% para o H. pylori no teste da urease
contra 25,7% no estudo histolégico, fato que, em nossa interpretagao, nao interferiu
nos resultados, pois depois da analise dos fatores de transcricdo especificos para
aos perfis das respostas imunes (TH2, TH17 e TREG) em cada teste, realizamos o
cruzamento desses resultados através de analise comparativa. Nos demais
aspectos analisados (achados endoscépicos e caracteristicas clinicas da amostra),
forma utilizados os 50 individuos do estudo.

A Classificagdo Modificada de Sydney foi realizada nesse estudo para
identificacdo das lesbes inflamatdrias durante o procedimento endoscopico, com
coleta de material para o teste da urease e avaliagao histoldgica posterior. Silva
(2014) em sua tese utilizou 126 pacientes em sua amostra dos quais 62 (49,2%)
pacientes ndo apresentaram gastrite crénica no corpo gastrico e dentre eles nenhum
apresentou a infecgao pelo H. pylori, enquanto que os pacientes que tiveram gastrite
cronica presente foram 64 (50,7%) e o tipo de atividade mais encontrada foi a

discreta com 48 (38,09%) pacientes, e a densidade de infeccao pelo H. pylori
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predominante foi a moderada com 24 (19,0%) pacientes infectados. Mostrando
assim uma intima relacédo da bactéria com a gastrite cronica do corpo gastrico.

Nossos achados endoscopicos mostraram processo inflamatério traduzido
por pangastrite em 40% das biopsias, seguida de gastrite antral em 38% e gastrite
de corpo em 22% do total. A categoria enantematosa esteve mais presente em 88%
dos pacientes contra 12% da erosiva plana, assim como o grau leve de atividade
presente em 82% contra 18% de atividade moderada. Esses achados comparados a
analise pela expressao génica dos fatores de transcrigdo demonstraram predominio
de gastrite erosiva leve de corpo. Portanto havendo concordéancia somente na
intensidade do processo inflamatério, reforcando a necessidade da correlagao entre
a classificagdo endoscopica realizada no momento da coleta de material com
estudos teciduais especificos laboratoriais, para real identificacdo do problema a ser
tratado.

Em uma visao geral sobre a relagao parasita / hospedeiro, quais pontos
podemos considerar relevantes relacionados a infec¢ao do Helicobacter pylori
em humanos?

A infecgdo pelo H. pylori ocorre na infancia com transmissédo entre membros
da prépria familia, principalmente parentes de primeiro grau. Cepas idénticas e ou
multiplas infeccbes distintas nas familias estdo correlacionadas a condicdes
socioeconOmicas e culturais dos paises considerados desenvolvidos ou em
desenvolvimento. A via de transmissao fecal-oral, a qual ocorre no periodo agudo de
infeccdo pds ingestao e proliferagcdo maci¢ca da bactéria, é fator de facilitagdo de
contaminacgao para novos individuos.

Dentre os mecanismos de evasao e adaptacédo do H. pylori a modificagdo do
meio com diminuicdo do pH na fase inicial (hipocloridria) sintomatica € comum.
Posteriormente ocorre normalizagao dessas alteragbes com evolugdo para quadro
clinico assintomatico ou oligossintomatico, podendo haver perpetuagcao desse
estado por anos ou décadas. Ha influéncia nessa evolucdo descrita de fatores de
viruléncia do agente, habitos do hospedeiro e fatores ambientais, sobretudo da
resposta imunoldgica do individuo. As complicagdes decorrentes possiveis ja sao
bastante conhecidas: gastrite, Ulcera péptica, cancer gastrico e tecido linfoide
associado a mucosa (MALT). (SILVA, 2014; BLASER; PARSONNET, 1994; FORD
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et al, 2004; FARINHA; GASCOYNE, 2005). Entretanto, independente do desfecho
clinico em questao, a resposta inflamatdria local tem papel crucial na expressao e
génese dessas doengas, 0 que torna a investigacdo de novos fatores imunes e por
técnicas modernas de grande importancia clinica. Neste aspecto em particular
algumas questdes sao importantes.

Qual a relagao dos linfécitos T auxiliaries (Th) com o H.pylori ?

O Helicobacter pylori induz a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e
quimiocinas, as quais influenciam na resposta celular local das células T auxiliares
(TH), através de seus subconjuntos Th1 e Th2. A caracterizagdo dessas respostas
pode ser feita pela identificacdo de seus produtos, como interleucina-2 (IL-2),
interleucina 12 (IL-12) e interferon gama (IFN- y) todos relacionados a resposta TH1
que regula a imunidade celular enquanto e que IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 estdo
relacionadas a resposta TH2 a qual regula a imunidade humoral.

O H. pylori induz a polarizagéo dos linfocitos T auxiliares para resposta TH1,
assim como também ja é fato, a resposta TH 17 evidenciada pela associagao
positiva com a expressao de interleucinas 17 (IL-17 A-F) responsaveis pela
quimioatracéo de diferentes tipos celulares (neutréfilos, macréfagos), caracterizando
resposta concomitante da mucosa gastrica para TH1/TH17, relacdo essa que exerce
papel importante no processo da patogénese (D’ELIOS et al, 1997, SHI et al, 2010;
LORENZI; BARBOSA-LORENZI; ZANETTE, 2012).

A resposta imunolégica adaptativa ao agente pode trazer alguma
desvantagem ao hospedeiro?

Sim, a infecgédo crbénica do H. pylori no estdbmago e duodeno, tendo como
consequéncia a Ulcera péptica e cancer gastrico em uma parcela de 10% a 20% dos
individuos, fato que pode estar diretamente relacionada a inabilidade de eliminacao
do agente infeccioso por uma resposta ativa de supressao conduzida principalmente
pelos linfécitos Tregs, limitando o processo agudo, porém favorecendo a
persisténcia bacteriana e suas consequéncias de processo créonico (LUNDGREN et
al, 2005). Ha relatos da identificagcdo de menor processo inflamatério gastrico em
criangas com presenga maior das de células Treg em relagcéo as respostas TH1 e
TH17 nos adultos, reforcando o papel especifico dos linfécitos T reguladores (Treg)
na persisténcia bacteriana (VENEGAS et al, 2013).
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Por que buscar mais conhecimento a respeito da resposta imunolégica
adaptativa relacionada ao Helicobacter pylori ?

O completo entendimento dos mecanismos presentes na resposta
imunoldgica celular mediada pelos linfocitos efetores T CD4+ induzida pelo
Helicobacter pylori, podera criar alternativas terapéuticas mais eficazes no controle
e prevencao das patologias relacionadas a essa bactéria principalmente no ambito
da imunoterapia. Sabe-se atualmente que a resposta celular relacionada ao H. pylori
€ do tipo mista Th17 / Th1, a qual é responsavel pelo processo inflamatério e
colonizagado do estdmago, contudo necessita-se de maior esclarecimento quanto ao
papel de todos os fendtipos Ths possiveis envolvidos neste processo.

Contribuindo com essa linha de raciocinio, pudemos constatar em nossos
resultados de uma forma geral que o fator de transcricao GATAS3 (perfil Th2), foi o
que apresentou maior significancia em sua expressao génica quando comparado
aos demais fatores (ROR-y e FOXP3), com predominio nas amostras com
positividade confirmada para o H. pylori, nos individuos com histérico de infecgbes
prévias, nas amostras com gastrite de corpo, grau leve e categoria erosiva. Em
menor escala a expressao de ROR-y (perfil TH17), apresentou significancia nos
aspectos analisados, com amostras H. pylori positivas ou nao em todas as regioes
gastricas estudadas.

Contudo qual o real significado desses achados nesta especificamente
nesta amostra? Quais hipoéteses justificariam nossos resultados ?

O perfil TH2 (representada pelo seu fator GATA3), responde pela resposta
humoral local e sistémica principalmente com predominio de imunoglobulina do tipo
IgG e IgA, a qual pode aparecer na fase cronica da infecgdo. Como propositalmente
nao trabalhamos com o fator T-bet (perfil TH1) nesta fase do estudo, essa maior
expressao de GATA 3, pode estar diretamente relacionada a concomitancia da
resposta adaptativa humoral a bactéria, contudo ha necessidade para de se estudar
na presente amostra o fator T-bet para solidificar ou ndo essa hipotese. Em relacao
a expressao do perfii TH 17 (ROR-y) o qual apresentou-se com expressao
significante em uma das andlises que envolveram topografia da infecgao e
positividade para a bactéria, acreditamos que o aprofundamento de nossa busca

com a utilizagao do fator de transcricao e interleucinas especificas para esse perfil
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(IL17 A-F), podera trazer resultados mais substancias, raciocinio que pode ser
explicado pela conhecida plasticidade génica na expressao desse perfil (TH17) em
relacdo a resposta TH1, ou seja, a pouca expressdo desse fator ndo exclui sua
participacado de forma mista e alternante nos processos inflamatdrios, principalmente
dependendo da fase que se encontram. O gene FOXP3, conhecido pelo seu papel
de mediador da resposta imunolégica, exercendo significativo papel na persisténcia
bacteriana por longos periodos, ndo obteve expressdo importante em nosso
material, talvez pela caracteristica especifica da faixa etaria estudada, havendo
necessidade de outras etapas de investigagdo para confirmagdo dessa
possibilidade.

Os genes constitutivos utilizados como padrao (B-actina e GAPDH)
forneceram resultados na maioria das vezes diferentes, sendo que as maiores
diferencas nas expressodes dos fatores em estudo ocorreram com o uso da B-actina.
Preferimos confrontar os resultados utilizando as duas possibilidades, pois os niveis
de expressao dos genes de referéncia podem variar entre os tecidos, tipos celulares
e condi¢cdes experimentais. Portanto, a validagao adequada desses genes em cada
pesquisa é fundamental para a correta avaliacdo dos dados fornecidos pelo método
(RT-PCR). Em nossa amostra o gene da B-actina, mostrou-se mais adequado para
uso no tecido gastrico, talvez por ter se mantido mais estavel em suas expressoes

nas fases da quantificagao relativa.

Outros questionamentos e hipoteses puderam ser feitas apds analise de

nossos dados, a saber:

a) Em relagdo a faixa etaria analisada seguindo os mesmos parametros de
nosso estudo, ha possibilidades de niveis de expressoes diferentes em outras faixas

etarias ?

b) A expressado génica foi significante tanto nos pacientes H. pylori positivos
(andlise histologica), como nos pacientes que relataram infecgado prévia em nosso
estudo, esses achados podem ter sido decorrentes de variagdes nas respostas

imunoldgicas individuais (inabilidade de eliminar o agente), ou devido a
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susceptibilidade para reinfecgcao desses individuos, havendo necessidade de mais

investigacao para esclarecimento dessa hipétese.

C) Resultados nao concordantes encontrados em relacdo aos achados
endoscopicos e a resposta inflamatéria gastrica avaliadas por métodos de analise
génica, podem contribuir positivamente, pois acreditamos que esse fato possa

diminuir a subjetividade da interpretagdo endoscopica observador-dependente.

d) As expressoes significantes dos genes GATA3 predominante em nossos
resultados, seguida da expressdo do gene ROR-y em uma das analises
relacionadas a topografia do processo inflamatério, define o real papel dos fatores

de transcrigdo na resposta imunoldgica induzida pelo H. pylori ?

e) Podemos considerar baseado em nossos resultados, que o gene constitutivo
da B-actina utilizado deva ser considerado como padrao para estudos que envolvam
tecido gastrico, em detrimento ao gene GAPDH ? Podemos justificar essa deciséo

pelo seu provavel comportamento de maior estabilidade durantes as reagdes ?



60

8 CONCLUSOES

Considerando os padroes da amostra, as caracteristicas do presente estudo

e as analises apresentadas em grafico, apresentamos as seguintes conclusoes:

1 A faixa etaria adulta analisada em nossa amostra, nao influenciou na

expressao génica dos fatores de transcrigao estudados.

2 Nao houve diferengas encontradas nas expressdes dos genes em estudo

com relagao ao género dos individuos participantes da amostra.

3 Houve expressao génica significante tanto nos pacientes H. pylori positivos
(andlise histologica), como nos pacientes que relataram infecgao prévia em nosso

estudo.

4 Ao compararmos os achados endoscopicos da amostra, utilizando o Sistema
Sydney, com a expressao génica dos fatores de transcricdo em estudo, obtivemos

maior concordancia somente em relagdo ao grau de atividade das gastrites.

5 O fator de transcrigdo GATA3 (perfil de resposta TH2) foi o gene de maior

expressao nas amostras com gastrites endoscépicas e com positividade para o H.

pylori.

6 O fator de transcricdo ROR-y (perfil de resposta TH17) apresentou-se com
expressdo aumentada ao compararmos as amostras com a topografia do processo
inflamatdrio evidenciado pela endoscopia, independente da positividade pelo H.

pylori (estudo histoldgico).

7 O gene da [B-actina como gene-padréo constitutivo utilizado em nosso estudo
foi o que mais apresentou resultados significativos nas expressdes quantificadas,

quando comparado com o gene GAPDH.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
1. NOME:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....coooovvieieiieeiereeae SEXO: M( ) F ()
DATA NASCIMENTO: / /
ENDERECO : N° APTO:
BAIRRO:
CEP: TELEFONE: DDD ( )

2. RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :........ccccooiiiiiiiiiee SEXO: MO rO

DATA NASCIMENTO.: .....[.cccc.....c..

ENDEREGO: ..o N e APTO: ..o

BAIRRO: ... CIDADE: ...t

CEP: .o TELEFONE: DDD (............ e
DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

ESTUDO DO PERFIL DE PACIENTES SUBMETIDOS A PESQUISA DE
HELICOBACTER PYLORI: ANALISE ENDOSCOPICA E DOS FATORES
DETERMINANTES DA ATIVIDADE LINFOCITARIA NA RESPOSTA IMUNOLOGICA
GASTRICA (ROR-Y, FOXP3 E GATA3)

PESQUISADOR: ARINEY COSTA DE MIRANDA
CARGO/FUNGAO: PROFESSOR DO CURSO DE MEDICINA - UFPA
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA N° 7112
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3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO m
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR m

4- DESCRIGAO DA PESQUISA :

A proposta em estudo consiste no exame de pequenos fragmentos retirados do
estdmago (bidpsias) de pacientes com manifestagdes clinicas de doencga inflamatdria
do estbmago (queimacgao, azia, empachamento) e que tenha sido pds-consulta médica

indicado a realizagao de Endoscopia Digestiva Alta com pesquisa de H. pylori.

O procedimento acima sera realizado por um Médico - Endoscopista
experiente, sendo que o material recolhido imediatamente sera analisado por teste
bioquimico (Teste da Urease), para a identificagcdo da presenga ou auséncia do H.
pylori, e posteriormente encaminhado para estudo histopatolégico por técnica
especifica. No Laboratério do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do
Para (NMT-UFPA) também sera investigado quantitativamente e qualitativamente as
células inflamatdrias, identificado o tipo de resposta imunoldgica e a correlagdo com

gastrite e presenga ou nao da bactéria H. pylori no material analisado.

O resultado (laudo ) da endoscopia sera entregue normalmente aos pacientes
€ OU seus responsaveis no prazo normal, sem que haja qualquer atraso que possa
gerar interferéncia no tratamento dos pacientes. As informagdes obtidas para o estudo
especifico acima, serdo utilizadas somente para a presente pesquisa e serao
analisadas em conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo divulgada qualquer

informacao que possa levar a sua identificagao.

Os pacientes submetidos a endoscopia correm risco de reagao aos sedativos
utilizados, sangramento local apds bidpsias e raramente perfuracdo dos seguimentos
manipulados. Contudo, afim de prevenir tais problemas, os procedimentos serao
realizados por profissionais experientes nas técnicas, altamente qualificados para

exercer tais atividades, regulamentados pelo Conselho regional de Medicina.

O beneficio principal esperado para os pacientes que participarao do grupo de
estudo é que o material que sera recolhido pelas bidpsias e enviado para o Laboratério

do NMT-UFPA, sera analisado por métodos modernos de Biologia Molecular e equipe
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de pesquisadores conceituados e experientes na area, os quais fornecerao resultados
fidedignos para os pacientes e ou seus responsaveis, ajudando no diagndstico correto
e preciso da patologia gastrica presente ou nao, assim como especificidades da
positividade para o H. pylori ou nao, informagdes essas que quando necessarias
poderao ser utilizadas para o tratamento desses pacientes por seus respectivos
médicos responsaveis. Além do que, todos estardo contribuindo de forma significante

para a ampliacdo do conhecimento na area.

Este estudo trara beneficios tanto aos pacientes quanto aos profissionais de
saude ao esclarecer pontos importantes da resposta inflamatdria (gastrites) estimulada
pela bactéria H. pylori, mediada pelos linfécitos T, seus subgrupos e transcritores,
trazendo conhecimentos modernos e abrangentes para serem aplicados em prevengao
e tratamento dessa condicao de doencga. No entanto, deixamos claro que somente ao
final do trabalho é que poderemos tirar conclusdes definitivas a respeito dos beneficios

conseguidos por esse estudo.

E garantida aos pacientes, a liberdade de deixar de participar do estudo, sem

qualquer prejuizo a continuidade de seu diagndstico e tratamento.

Em caso de dano pessoal, diretamente provocado pelo procedimento realizado
pelo pesquisador e sua equipe de pesquisa (Endoscopia Digestiva Alta com Bidpsia
Gastrica), os pacientes terdo assisténcia médica adequada, bem como indenizagdes

legalmente estabelecidas por leis.

O paciente tem direito a se manter informado a respeito dos resultados parciais
da pesquisa para isto, a qualquer momento do estudo o paciente, seus responsaveis e
ou familiares quando autorizados pelo mesmo, terdo acesso aos profissionais

responsaveis pela pesquisa, para esclarecimento de duvidas.

O principal investigador é o Prof. MSC . Ariney Costa de Miranda CRM 7112
PA, que podera ser encontrado no enderego profissional Rua Dom Romualdo de
Seixas N° 1476, ED. Evolution 22° andar, sala 2202, Umarizal — CEP 66055200,
Belém-PA, Fone : 32301644.

Este trabalho sera realizado com recursos proprio do autor, ndo tendo

financiamento ou coparticipacdo de nenhuma instituicao de pesquisa.
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Nao havera despesas aos participantes geradas por sua inclusdo no estudo em
nenhuma fase da pesquisa, assim como ndo havera nenhum pagamento pela sua

participacao.

DECLARAGCAO

Declaro que compreendi as informagdes que li ou que me foram explicadas sobre o
trabalho em questdo. Discuti com o Dr. Ariney Costa de Miranda sobre minha
decisdo em participar desse estudo, ficando claro para mim, quais sao os propositos
da pesquisa, o procedimento que sera realizado, os possiveis desconfortos e riscos,
as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que minha participacdo ndo sera paga, nem terei despesas
geradas pela participagdo da pesquisa. Concordo voluntariamente de participar
desse estudo, podendo retirar meu consentimento a qualquer momento sem
necessidade de justificar o motivo da desisténcia, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido
durante o mesmo.

Assinatura do paciente/representante legal Data /[ [

#Assinatura da testemunha Data [/ [

# Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores

de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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PROTOCOLO DE PESQUISA

Paciente n®:

CARACTERISTICAS GERAIS:
1. Sexo:

a. Feminino
b. Masculino

2. ldade:

DIAGNOSTICO
CLINICO:

CLASSIFICACAO ENDOSCOPICA:
1. Topografia:
a. Pangastrite
b. Gastrite de Antro
c. Gastrite de Corpo

2. Categoria:
a. Enantematosa
Erosiva plana
Erosiva elevada
Atréfica
Hemorragica
Refluxo
Pregas mucosas hiperplasicas

@ "0 o00C

3. Grau de atividade:
a. Leve
b. Moderada
c. Intensa

TESTE DA UREASE:
a. Positivo

b. Negativo



ANEXO A

NUCLEO DE MEDICINA
TROPICAL-NMT/ W"\‘
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Deteminacdo 0o Papel dos Fatores de Transcrigdo dos Linfocios T FOXPS, GATA-3,
T-5ET E ROR-Y positvos, na athvidade Inflamatona de gasintas & sua ralagdo com a

Infacgdo pelo Halcodacter Pylorn.
Pesquisador: ARINSY DA COSTA MIRANDA
Arsa Tematica:
Versdo: 3

CAAE: 21707413.4.0000.5172
Instituigao Proponents: NOceo de Maaicing Tropica-NMT/ Universidade Fageral do Para - UFPA
Patrocinador Principal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nomero do Parecer: 576.4138
Data da Relatorta: 01042014

Aprassntag3o do Projeto:

O Hellcobacter pylor (H. pylort), € uma bactera gram-negativa que colonlza 3 MUCosa gastrica & passou 3
S&7 conNecida apos 0 30vent da endoscopla. Os quadros de Infecgdo pelo H. pylor com presanca de lesdo
celular, processo regenerativo & Infiitrado Inflamatorio da mucosa gastrica, acrescida da presenca de
foliculos linfoldes, caracterizam as gastriies. A Ateragdo primaria que ocome 3p0s 3 colonizagdo com o H.
pylor & 3 gasinta cronica ativa, o focante a resposta 0o haspedalro, o H. pylon estimua Indretamente 3
ativagdo de uma c3scata de citocinas, responsavals pelo desenvolvimento 00 Processo Inflamatonio. A
Inf2cg30 pelo H. pylort, Induz 3s c&luias ephellals gastricas a secretarem Inferieucinas, com propriedades
quimiotaticas para neutroflios & células mononuciearss, tals como IL-8, IL-6 & 3 IL-1, levando 3 uma
resposta profferativa, com d2nso INfitrado de neutroflios @ c2lulas plasmaticas na mucosa gastrica,
InduZndo uMa resposta Inflamatona aumeantada, com Intensa reagdo dos NeutrdNios, Ievando 3 uma gasite
cronica ativa, com subsequente aumMento Nos danos 3 MUCOSA gastrica. Varos estudos recantes tam
demonsirado que 3ém oo Importants paped das cocinas, 05 fatores de ranscrigdo dos INfoctos T ativados
£ EXPressos durants o processo IMMamatono, podem ser bons MACadorss para 3 kentfcago 0os subtipes
des53s clulas, caracterizando e entengendo melhor seu comportamento em dversas situagles.
Opjetivamos com esse estudo,determinar a linhagem

Enderegu.  As Cenerat De 2

Babrec  Umarizal CEP. &5 055240

UF. PA Municipla. BELEM

Telefone: (01 22018357 E-mall: coptel@uipe iy
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desses INfoctos, KentfNcando-0s atraves de seus fatores de transcric®o positivos para FOX P3, GATA-3, T-
BET & ROR-Y, quantinNcando-0s & COmelacionando-0s com a Infecgdo presente, compraendendo mehor o
papel destes na KMentiNcacso dos SUDQrupos 0 INfociios prasentas Na resposta InfTamanona causada pelo
H.Pylor. O estudo 3 ser reallzado sera do tpo Prospectivo Transversal com consantimento permitido via
TCLE, para @l utllizaremos amosiras retiradas de Diopslas gastricas via Endoscopia Digestiva Alta de cam
pacientes com Indcagdo dinica 3dequada para redlzagdo do exame, onde s&ra confiMmado positividade ou
ndo para o H. Pylor, presenca ou auséncla & classificagdo das gasinies, assim como Mentificagdo via
blologla molecular dos transcritoras dos linfocitos T (FOXP3, GATA-

3, T-BET £ ROR-Y positivos) @ SU3s respectivas raspostas Imunes. Os 3chados 5erdo comealacionados &
Inerpratados para chegamos 30 melhor entendimento do papel gesses transcritores e Infocitos na

atividage Inflamatoria de gastnies & sua relagdo com a Infecgdo pelo H. Pylor.

Corgncazio 33 Pawcar 202410

Objstivo da Pesquisa:

Objetvo primario:

Quantificar 3 presenca de Infociios T, ientNcando-os alraves 00s 13iores 0 Iranscrigdo positivos para FOX
P3, GATA-3, T- BET e ROR-Y , correlacionando-0s com a3 Intensidade, tipo e grau de atividade das
gastnies, bem cOmO Com 3 presenca e Intensidade de Infecgdo pelo H. pylor.

Cbjetvos secundancs:
-Dascrever 06 princpals achados clinicos & endoscopicos dos pacientes esiudados;
-igentifcar N3s amostras coletadas os Individuas H. Pylor positivos;

-ldentificar 3 presenca de Infocitos T 2 de seus f3%0res 02 ranscrigdo positivos por Slologla Molecular
especifica para FOXP3, GATA-3,T-BET e ROR-Y de fragmenios da mucosa gastrica dos Indviduos
participantes 0o estudo, blopslados no 3o da realizagdo 0e endoscopla digestiva alta;

- Quantifcar os lInfocitos &fetores Th 3traves oe seu T3tor de ranscrcdo T-BET comeladionando com o tpo,
Intensidage de gasinte & Infecgo pelo H. Pylor;

- Quamitcar os INfociios efetores T2 Sraves 02 52U 130 08 ranscrcdo GATA-3
comalacionando com o t1po, Intensidage de gastite e Infacgdo pfo H Pylort;

Enderegu. Ay Ceneralssmo Deodore, 02

Balrrer  Umerizal CEP: &8 055240
UF. PA Municipla. BELEM
Telefone: (01 (22018357 E-mall. coptel@uipe tv
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- Quantficar 0s lInfocitos efetores Th17 através de seu fator 02 transcrigdo ROR-Y comelacionando com o
tipo, Imensidace e gasirite & Infecgdo pelo H. Pylort;

Corgauacic 42 Pamcer 202410

- Quamitcar o6 Infocios raguiadores TREQ Jtraves de seu fator 0e transcrigdo FOX P3 comaladonando com
0 11po, Intensidade de gasiite e Infacgdo pfo H. Pylon.

Avallag3o dos Riscos e Beneficlos:

Riscos @ benaficios bem delineados no projeto, Como apresentado abalxo:

Riscos:

Os pacientes sUbMEtoos 3 enosCcopla COMam risco 0 reagdo 306 sedativos Wiizados, sangramento locd
apos blopsias @ raramente perfuragdo dos saguimeantos manipulados. Contudo, 3Nm de pravenir 13s
probiemas, 0s procedmentos serdo reallzados por profissionas experientes nas 1écnicas, altamente
qualfcados para exercer tas atividades, reguiamentados pelo Conselho reglonal de Medcina.

Beneficios:

O penaico principd ESPEr300 PAra 05 PACEntss quEe PAMKiPara do grupo de estudo & que o matena que
sera recolhido pelas biopelas e enviado para o Laboratorio do NMT-UFPA, sera anallsado por metodos
modemos de Bloiogla Molecular  equipe de pesquisadorss concaliuados @ expenantss na area, 05 QUAs
fOME2C2rao rasuliados T02dgnos Para 06 PACIENISE € OU SEUS respONSIVEs, 3Judando no diagndsico comsio
£ praciso 03 patolog'a gasinca prasents ou N30, 355iM como especifickdades 03 positvidade para o H.
Pylord, Informagdes que, quando nacessanias, podardo sar ulizadas para o tratamento desses pacientes
pOr S2US r2spectivos Maaicos responsavels. De modo Indireto, Naverd, Indretaments, comnbuicdo oe foma
significante para 3 ampliacdo do conhecimento Na area em estudo. Logo, trard bensficios tanto 308
pacientes quanto aos profissionals de salde 30 esclarecer pontos IMporiani2s da r2sposta Inflamatona |
gastrites) estimulada pela bactena H. Pylorl, mediada pelos INTOc0s T, Seus SUbQrupos e transcrtores,
trazendo conhacimeantos modemos @ abrangentes para serem aplicados em pravencdo & ratamanto 0essa
conalgdo de doenga. NO entanto, 0SXamos Ciaro que somente 30 nal 0o trabalho & que poderamos tirar
conclusfes 0eMitivas 3 respalio dos benseficios consaguidos por esse estudo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Peaquisa:
Pasquisa factivel d2 sar reaizaca no penodo proposio.
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Consideragdas sobre 08 Termos de apressntagdo obrigatoria:

Carias 02 colaoragao anexadss & Com 35 358N3turas comesponaentas, folha de rosto de acordo.
Recomendaghes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Fol lgentficado na relatorla passada

Corgouacic 43 Pawcar 202 410

1) Na pagina ongde 0 suleito da pesquisa Ira assinar deve constar o tRulo 03 pesquisa, 0 paricipants ndo

pode
3ssinar uma folha onde N30 consta o tulo da pesquiss;

2)005etvzd:adecoleta0eams&asnanwaaﬂﬂsséoaoc59eeuocxmaomgmnom
COLETA

DAS AMOSTRAS;

3) Visto que o projeto ndo propde a criacdo de um DaNco 08 3MOSITas, 38 Mesmas n3o podem ser
aMMazenadas para estudos posterionss. Retirar que havera retencdo de amostras para participacdo em
banco na piataforma.

Uma vez que 35 pendancias SUPMRC30as f0ra res0ividas, 0 Projeto & daco como 3DMvado.
Sttuag30 do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciag3o da CONEP:

N3o

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Eram poucas 35 pendencias ldentifcadas na relatorla p3ssada e todas foram resolvidas. Desta fora, o
protocolo de pesquisa sera dado como aprovado Ad-Referendum

Enderege.  Av Ceneral Deodere, 2
Bakrec  Umertzal CEP: &8 055240
UF. Pa Municiplo. BELEM

Telefone: (0122018357 E-mall. cocte@uipe v
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BELEM, 01 d2 Abet 02 2014

Cortnuacic 32 Pawcer 272 410

Assinador por:
ANDERSON RAIOL RODRIGUES
(Coordenador)
Enderege:  Av Ceneral Deodere, 2
Babrrec  Umerizal CEP. &8 055240
UF. Pa Municiplo:. BELEM
Telefone: (01 (20018357 E-mall. coptel@uipe iy
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