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RESUMO

O Helicobacter pylori é o agente de infeccdo crdnica mais comum em seres humanos,
que coloniza especificamente as microvilosidades das células epiteliais gastricas. Esta bactéria
pode ocasionar mudancgas estruturais na mucosa gastrica e promover o desenvolvimento de
gastrite, metaplasia, displasia e até o céncer géstrico. Fatores genéticos do hospedeiro
associados a fatores ambientais, como infec¢do pelo H. pylori, podem aumentar o risco para
doencas inflamatérias cronicas e consequentemente lesdes géstricas pré-malignas. Portanto, é
possivel estabelecer uma relacdo entre os polimorfismos de uma variedade de genes humanos,
0s quais podem modificar os efeitos decorrentes da exposi¢do natural ao ambiente,
diminuindo ou aumentando o risco para uma infec¢éo pelo H. pylori. Os receptores Toll like
(TLRs) sdo uma classe de proteinas envolvidas na iniciacdo do processo inflamatério pelo H.
pylori e que tém sido descritos como polimorficos. Assim, o objetivo deste estudo foi
caracterizar o padrdo genotipico dos polimorfismos TLR2 (19216 C/T - rs3804099 e 3013A/G
- 1s1898830) em um grupo de pacientes positivos para H. pylori (n=69) e um grupo de
pacientes negativos para H. pylori (n=67); e a associagdo com a infec¢gdo do H. pylori na
mucosa gastrica. Os polimorfismos foram genotipados pela técnica de PCR- RFLP
(Polymerase Chain Reaction/Restriction Fragment Length Polymorphism), avaliando-se o
padréo eletroforético a partir de DNA da mucosa géstrica para o gene TLR2. Para o SNP
TLR2 3013A/G - rs1898830 todos os individuos avaliados em ambos os grupos foram
considerados homozigotos selvagem (AA). Para o SNP TLR2 19216T/C - rs3804099, no
grupo Hp positivo, as frequéncias genotipicas para TT, TC e CC foram 39,1, 49,3 e 11,6%,
respectivamente , enquanto as frequéncias alélicas para T e C foram 63,7% e 36,3%. No
grupo Hp negativo, as frequéncias genotipicas para TT, TC e CC foram 26,9, 49,2 e 23,9%,
respectivamente, enquanto as frequéncias alélicas para T e C foram 51,5 e 48,5%. Nas
analises estatisticas foi observada uma associacdo do gendtipo raro CC com uma menor
susceptibilidade a infecgdo para o H. pylori no modelo codominante (OR= 0,48, 95%
1C=0,23-0,98, p=0,04), demonstrando o efeito protetor deste geno6tipo nos individuos sem a
infeccdo por esta bactéria. O mesmo foi visto para a frequéncia alélica (OR=0,74, 95% IC=
0,56-0,99, p=0,04). Assim, evidenciou-se a associacdo protetora do alelo C em relacdo a
infecgéo pelo H. pylori quando comparado os dois grupos.

Palavras-chave: Helicobacter pylori. Receptor Toll Like. Polimorfismo.



ABSTRACT

The Helicobacter pylori is the agent most common in human chronic infection, these
colonizes the microvilli of gastric epithelial cells. This bacteria can cause structural changes
in the gastric mucosa and promote the development of gastritis, metaplasia, dysplasia and
even gastric cancer. Host genetic factors associated with environmental factors such as
infection by H. pylori may increase the risk for chronic inflammatory diseases and thus
premalignant gastric lesions. Therefore, it is possible to establish a relationship between
polymorphisms of a variety of human genes, which may alter the effects of exposure to the
natural environment, decreasing or increasing the risk for infection with H. pylori. Toll like
receptors (TLRs) are a class of proteins involved in initiation of inflammatory process by H.
pylori and have been described as being polymorphic. The objective of this study was to
characterize the pattern of genotypic polymorphisms TLR2 (19216 C / T - rs3804099 and
3013A / G -rs1898830) in a group of patients positive for H. pylori infection (n = 69) and
group of patients negative for H. pylori ( n = 67 ), and the association with infection with H.
pylori . The polymorphisms were genotyped by PCR - RFLP (Polymerase Chain Reaction/
Restriction Fragment Length Polymorphism), evaluating the electrophoretic pattern of DNA
from the gastric mucosa to the TLR2 gene. For TLR2 SNP 3013A/ G - rs1898830 all
individuals evaluated in both groups were homozygous wild (AA). For SNP TLR2 19216T /
C - rs3804099 , Hp positive group , the genotype frequencies for TT, TC and CC were 39.1,
49.3 and 11.6 %, respectively, while the T allele frequencies for 63 and C were , 7% and
36.3% . Hp negative group, the genotype frequencies for TT, TC and CC were 26.9, 49.2 and
23.9 %, respectively, while the allelic frequencies for T and C were 51.5 and 48.5%. In the
statistical analysis was an association of the CC genotype rare with less susceptibility to
infection for H. pylori codominant model (OR = 0.48, 95% CI = 0.23-0.98, p = 0.04) ,
demonstrating the protective effect of this genotype in patients without infection by this
bacterium. The same was seen for the allele frequency (OR = 0.74, 95% CI = 0.56-0.99, p =
0.04). Thus, there was a protective association of the C allele in relation to infection by H.
pylori compared the two groups.

Keywords: Helicobacter pylori . Toll Like Receptor. Polymorphism.



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt en e, 9
2 DESENVOLVIMENTO ..ottt et 11
2.1 CARCINOGENESE GASTRICA E O Helicobacter pylori.........ccccccvvveveeeveeevevenenens 11
2.2 PROCESSO INFLAMATORIO GASTRICO..........ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseesessisninein 12
2.3 FATORES DE VIRULENCIA DO H. PYLORI ......ovvmvieeeeneeeeeeeeeeeeees s 14
2.4 RECEPTORES DO TIPO TOLL LIKE (TLR)....vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesees s snsesnieneaen 14
0] = | = I 1Y/ 0 TR 16
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt 16
4.1 CONSIDERAGOES ETICAS ..ottt st s s 17
A2 CASUISTICA ..o ans s s n s 17
4.3 ESTUDO MOLECULAR.......oomoeeceeeeeeeeeeeeeeesees s veisse s s assaanseens s s s e 18
4.4 ANALISES ESTATISTICAS. ...ttt s 22
B RESULTADOS ..ottt ettt ettt naeae s 22
B DISCUSSAD.....c.eeeeeeeeeeeeeeee e e ettt 24
7 CONCLUSOES ..ottt 28

B REFERENCIAS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e, 29



1 INTRODUCAO

O Helicobacter pylori (H. pylori) ¢ um microrganismo GRAM-negativo, flagelado que
coloniza as células epiteliais gastricas. Os niveis de infeccdo por esta bactéria variam de
acordo com o desenvolvimento do pais, estando presente em 25-50% da populagéo nos paises
bem desenvolvidos, e em 70-90% da populacdo nos paises em desenvolvimento (RHEE;
PARK; CHO, 2014). Estes indices estdo associados as condi¢des culturais e de saneamento
basico das populagdes, ja que mecanismos de transmissdo se caracterizam por ser pelas vias,
fecal-oral e oral-oral (SIQUEIRA et al., 2007).

A infeccdo da maioria dos individuos é assintomatica, mas cerca de 10-20% dos
individuos podem desenvolver gastrite atrofica, displasia e Ulceras péptica, e em torno de 3%
0 céncer gastrico. Em 1994, a bactéria foi classificada como carcinégeno do tipo 1 para
cancer de estbmago pelo International Agency for Research on Cancer (6rgdo subordinado a
Organizacdo Mundial da Saude) (RHEE; PARK; CHO, 2014). O cancer gastrico € a segunda
causa de morte no mundo, com incidéncia de 800.000 novos casos por ano (SABBI, 2011).

A vasta maioria destas bactérias que colonizam os hospedeiros é de vida livre, porém
20% se ligam fortemente as células epiteliais géastricas, podendo induzir mudancas
ultraestruturais (SMITH et al., 2006). O conhecimento sobre o papel do H. pylori na
tumorigénese géstrica é ainda incompleto. Sabe-se que a urease presente no H. pylori é,
possivelmente, a proteina mais abundante expressa pelas bactérias, uma vez que representa
10% do total proteina em peso. A urease € mais conhecida pela sua atividade enzimética que
conduz & hidrélise de ureia em amdnia e dioxido de carbono, o que ajuda a neutralizar o pH
no microambiente local (ALZAHRANI et al., 2014).

O desenvolvimento de diferentes patologias depende da predisposi¢cdo genética do
hospedeiro e sua resposta imunitaria. Inclui também fatores de viruléncia da bactéria e do
meio ambiente, como a dieta e o estilo de vida (ZAUCO et al., 2013).

Dentre os fatores genéticos, pode-se fazer uma correlagéo entre os receptores Toll like
2 (TLR2) e a infecgdo pelo H. pylori e outras doengas pépticas, inclusive o cancer gastrico. Os
receptores conhecidos como Toll like, que reconhecem padrdes moleculares associados aos
microrganismos, sdo importantes membros da resposta imune inata, ou seja, responsaveis pela
primeira linha de defesa do organismo contra um patdégeno. Os TLRs tém sido descritos como
polimdrficos e esta variagdo genética pode ser vantajosa em nivel populacional, mas podem

tornar alguns individuos com gendtipos associados a ativacdo excessiva da resposta imune e
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inflamacdo, propicios a desenvolver infec¢Bes cronicas, ou até mesmo o cancer (EL-OMAR,
HOLD, 2008; SABROE et al., 2008).

Até o presente momento, foram identificados 13 tipos de receptores TLRs, e estes
podem reconhecer diferentes ligantes bacterianos. Alguns TLRs reconhecem somente um tipo
de padrdo microbiano, entretanto 0 TLR2 reconhece uma variedade de moléculas incluindo as
lipoproteinas bacterianas, os acidos lipoteicdicos e peptideoglicanos constituintes das paredes
celulares dos microrganismos (PEEK; FISK; WILSON, 2010).

O TLR2 tem sido associado ao reconhecimento do H. pylori e consequente iniciagéo
da resposta imune primaria dos individuos infectados (OLIVEIRA; DUARTE; SILVA, 2012).
Ha evidéncias que TLR2 e expresso em células epiteliais gastricas infectadas por esta
bactéria, demonstrando que este receptor pode ter um papel significante na imunidade da
mucosa géastrica apos infeccdo pelo H. pylori. (SMITH et al., 2003).

Dessa forma, selecionamos dois polimorfismo encontrados no gene do TLR2
(3013A/G - rs1898830 e 19216T/C - rs3804099), e avaliamos pela técnica de PCR/RFLP as
frequéncias alélicas e genotipicas destes polimorfismos; também fizemos a associagdo da

suscetibilidade a infecgéo pelo H. pylori em uma amostra da populagéo brasileira.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 CARCINOGENESE GASTRICA E O Helicobacter pylori

O estbmago é um 6rgdo sacular dividido em quatro regides anatdmicas, a cardia, 0
fundo, o corpo e o antro. Ele esta ligado superiormente ao es6fago pela regido da cardia e,
inferiormente ao duodeno pelo esfincter pilérico (Figura 1). A glandula gastrica tipica é
composta por trés tipos de células: células mucosas; células principais, que secretam grandes
quantidades de pepsinogénio e células parietais, que secretam acido cloridrico e fator
intrinseco. A principal caracteristica da fisiologia gastrica é a secre¢dao de acido cloridrico,
além da funcdo do muco na protecdo contra lesdes (ROBBINS; COTRAN, 2005).

Figura 1 - Anatomia do estdmago e suas partes
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Fonte: Meldau (c2006-2014).

O cancer gastrico representa um problema de salde mundial, sendo a segunda
principal causa de morte relacionada ao cancer (AHN et al., 2012). No Brasil, segundo o
Instituto Nacional do Cancer (2014), estimaram-se para o0 ano de 2014, 20.390 casos novos de
cancer de estdmago, sendo 12.870 entre os homens e 7.520 casos entre as mulheres. Esse
dado é realmente preocupante uma vez que quando diagnosticado em estagio avancado, a
doenca é geralmente incuravel (ZHANG et al., 2008).

Os tumores do estdmago se apresentam, predominantemente, na forma de trés tipos
histologicos: os linfomas diagnosticados em cerca de 3% dos casos, 0 leiomiossarcoma,
iniciado em tecidos que ddo origem aos musculos e aos 0ss0s € 0 mais comum entre eles, 0

adenocarcinoma gastrico, que ocorre em 95% dos casos registrados. O pico de incidéncia se
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d& em sua maioria em homens, por volta dos 70 anos (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2014).

Os adenocarcinomas podem ser classificados quanto ao tipo histolégico em dois
principais grupos: tipo difuso e tipo intestinal. O do tipo intestinal é mais comumente
associado com a infeccdo pelo H. pylori e fatores ambientais e progride por meio de um
processo de mdaltiplas etapas com a participacdo de lesdes gastricas com potencial pré-
canceroso como gastrite aguda, gastrite cronica, atrofia géastrica, metaplasia intestinal e,
finalmente, a formacéo de cancer gastrico (CORREA, 2004). Enquanto o adenocarcinoma do
tipo difuso acomete principalmente individuos mais jovens, sendo o fator genético familiar
muito relacionado. (ZABALETA, 2012; LIU et al., 2014).

A maioria das pessoas infectadas permanece assintomatica, sendo que cerca de 15% -
20% dos infectados desenvolvem alguma doenca gastrointestinal severa, tais como Ulcera
péptica, adenocarcinomas e linfomas (CHEN et al., 2013). Entretanto, quase todos os
individuos H. pylori positivos tém gastrite cronica, e apenas 1 -2% dos infectados chegam a
desenvolver o céncer de estomago (OLIVEIRA; SILVA, 2012). Na Figura 2 pode-se

visualizar a estrutura do H.pylori.

Figura 2 - Helicobacter pylori

Fonte: Meldau (c2006-2014).

2.1.2 PROCESSO INFLAMATORIO GASTRICO

A inflamacdo é o principal processo de defesa contra varios estimulos extracelulares,
tais como agentes patogénicos, alimentos e poluentes ambientais. Quando as células
respondem a estimulos por curtos periodos de tempo resulta em inflamagdo aguda ou
fisioldgica, no entanto, se a estimulacdo é mantida durante um tempo mais longo, este estado
é conhecido como inflamacg&o cronica ou patoldgica, e depende da capacidade de resposta do
hospedeiro e da atividade bacteriana (KONTUREK, 2003).
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Epidemiologicamente, doencas inflamatdrias cronicas mostram uma forte associacéo
com o risco de cancer. Muitos tumores séo iniciados por leséo tecidual ou inflamacdo cronica,
a qual pode ser ligada a infeccBes bacterianas, virais ou parasitérias. (STOICOV; CERNY;
HOUGHTON, 2009)

O H. pylori provoca alteragdes no estobmago e no duodeno (a primeira parte do
intestino delgado). A bactéria infecta o tecido protetor que reveste o estdbmago, isso gera a
liberacdo de certas enzimas e toxinas e a ativagdo do sistema imunitario. Juntos, esses fatores
podem, direta ou indiretamente, prejudicar as células do revestimento, fazendo com que haja
inflamagéo cronica nas paredes do estdmago (gastrite) ou duodeno (duodenite) (GROVER,
2011).

A gastrite € a inflamacdo da mucosa do estdbmago e, muitas vezes, tem diferente
significado para os leigos e para os medicos. O publico, frequentemente, usa o termo gastrite
como queixa, representando varios desconfortos relacionados com o aparelho digestivo (NI;
MEI; SUN, 2012). Podemos classificar as gastrites em agudas ou crbnicas. As gastrites
agudas permitem uma abordagem mais simplificada, por serem de aparecimento subito,
evolucdo réapida e facilmente associadas a um agente causador. Na gastrite cronica, as lesdes
véo desde processo inflamatorio superficial até a atrofia do epitélio (NI; MEI; SUN,2012).

A maioria dos individuos infectados pelo H. pylori desenvolve uma pangastrite leve,
condicdo que ndo altera negativamente a fisiologia gastrica e ndo estd associada com doenca
significativa. Entretanto, esta bactéria é o principal agente etiolégico em 95% dos casos de
gastrite crénica (SMITH et al., 2006). A distribuicéo e gravidade da gastrite estdo associadas
com os niveis de secrecdo do 4cido gastrico, bem como a localizacdo géstrica da infecgéo pelo
H. pylori e diversos tipos de cepas. Assim, a gastrite na regido antral do estdmago € associada
a hipercloridria e alto risco de desenvolvimento de Ulcera duodenal, enquanto a gastrite
predominantemente na regido do corpo géstrico leva a um quadro de hipocloridria e ao risco
aumentado para cancer gastrico (SCHOLTE et al., 2002).

O aparecimento da gastrite, Ulcera ou céncer depende da cepa do H.pylori, da sua
viruléncia, da susceptibilidade do paciente e da interacdo bactéria e portador (JANG; KIM,
2011).
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2.3 FATORES DE VIRULENCIA DO H. pylori

Também existem evidéncias substanciais indicando que diferencas genéticas do
parasito tém um papel no resultado clinico da infeccdo pelo H. pylori, particularmente de
genes relacionados a viruléncia como, cagA, vacA, iceA e babA (SEDAGHAT et al., 2014).
O gene cagA faz parte da chamada ilha de patogenicidade e as linhagens positivas para este
gene estdo associadas com gastrites graves, Ulceras pépticas, gastrites atroficas e céancer
gastrico, além da expressdo desta proteina estar associada com a redugdo do processo
apoptotico (STOICOV et al., 2004). O segundo gene relacionado a viruléncia, o vacA, é
responsavel pela codificagdo de uma citotoxina vacuolizante, que induz a formagdo de
vacuolos em celulas eucaritticas e estimula a apoptose celular. O gene babA codifica uma
outra proteina de membrana, babA, que se liga ao receptor Lewis B das células géstricas e ha
evidéncias significantes indicando que o acimulo da expressdo desta proteina pode
influenciar na severidade da doenca (SMITH, HOLD; TAHARA; EL-OMAR, 2006). O gene
iceA também tem sido estudado em cepas de H. pylori sendo suas principais variantes alélicas
aiceAl e aiceA2. A funcdo desses subtipos ainda ndo é compreendida. A expressdo de iceAl
é aumentada pelo contato da H. pylori com células epiteliais gastricas e em alguns casos
sugerem a participacéo no desenvolvimento de Ulceras pépticas (HUSSEIN, 2010). Contudo,
0s mecanismos moleculares pelos quais o H. pylori participa provocando desregulagcdo nos
processos de proliferacdo celular, apoptose, respostas inflamatoria e imune pelo hospedeiro,

precisam ser melhores compreendidos.

2.4 RECEPTORES DO TIPO TOLL LIKE (TLR)

E conhecido que fatores genéticos do hospedeiro podem aumentar o risco para as
lesGes gastricas pré-malignas (AL-MOUNDHRI et al., 2006), portanto, é possivel estabelecer
uma relacéo entre doencas gastricas e 0s polimorfismos de uma variedade de genes humanos,
0s quais podem modificar os efeitos decorrentes da exposicdo natural ao ambiente,
diminuindo ou aumentando o risco para a tumorigénese (NARDONE; MORGNER, 2003).

Os receptores Toll like (TLRs) s@o uma classe de proteinas que atuam num papel
chave no sistema imune inato, e seus genes tém sido descritos como polimdrficos. Eles séo
receptores ndo cataliticos de membrana que reconhecem moléculas estruturalmente
conservadas derivadas dos microrganismos. Uma vez que esses patdgenos tenham

ultrapassado as barreiras fisicas como da mucosa do trato intestinal ou a pele, eles sdo
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reconhecidos pelos TLRs 0s quais ativam as respostas imunes celulares (FUKATA; ABREU,
2008).

A variacdo genética nestes genes pode ser vantajosa em nivel populacional, mas pode
tornar alguns individuos com gendtipos associados a ativacdo excessiva da resposta imune e
inflamacdo, propicios a desenvolver outras doencas, incluindo o cancer. (EL-OMAR, HOLD,
2008; SABROE et al., 2008).

Entre eles, tém sido demonstrados que o TLR2 (receptor de lipoproteinas bacterianas)
estd envolvido na resposta a infeccdo pela H. pylori e medeia a ativagdo de fatores de
transcri¢do, principalmente via NF-kB, resultando na inflamagdo. Atualmente, treze tipos de
TLRs tém sido encontrados em humanos (PEEK; FISK; WILSON, 2010).

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, Single-Nucleotide Polymorphisms) em
TLR2 tém sido associados & suscetibilidade para varias doencas inflamatorias e infecciosas,
como lepra (KANG; CHAE, 2001), aumento do risco de sepse GRAM-negativa
(SCHRODER et al., 2003) e infecgGes bacterianas recorrentes em criancas (KUTUKCULER;
YENIAY; AKSU; BERDELI, 2007). Em adicdo, outros estudos recentes tém relacionado
polimorfismos neste gene com cancer colorretal e cervical (INCA, 2014).

O H. pylori é inicialmente reconhecido para receptores do tipo toll via sinalizag&o,
sendo possivel que os polimorfismos em genes funcionalmente relevantes deste brago do
sistema imunitario podem afetar a magnitude e direcdo da resposta do hospedeiro contra a
infeccdo. (CASTANO-RODRIGUEZ et al, 2013).

Embora, mais de 20 SNPs (single nucleotide polymorphisms) tenham sido
identificados dentro do gene TLR2, dois polimorfismos (rs1898830 e rs3804099) tém sido
associados com doencas inflamatdrias e aumento de producdo de citocinas em sangue

periférico em resposta ao estimulo por lipoproteina bacteriana. (CHEN et al., 2011).



16

3 OBJETIVOS

Tendo-se em vista 0s poucos estudos da literatura com polimorfismos de grupos de
receptores TLRs envolvidos na infeccéo géstrica pelo H. pylori em pacientes brasileiros, este
estudo teve por objetivos:

a) Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos em genes
dos receptores toll like, TLR2 (rs1898830 e rs3804099) em um grupo de
individuos negativos para H. pylori; e determinar estes mesmos pardmetros em
um grupo de pacientes positivos para H. pylori;

b) Tracar um perfil genético desses polimorfismos em associacdo com risco

aumentado para a infecgéo pelo H. pylori;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética e Biologia Molecular do
Programa de Pds-Graduacdo da Universidade do Sagrado Coragdo de Bauru-SP (USC) e
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Sagrado Coracfo com parecer
namero 071/12 (Anexol). O projeto foi desenvolvido respeitando-se a Normas
Regulamentadoras de Pesquisas em Seres Humanos - Resolu¢cdo CNS 196/96. Fizeram parte
da amostragem, individuos de ambos o0s sexos que concordaram em participar dos estudos
acima citados, apos os devidos esclarecimentos e a obtengdo do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido efetuado pelos pesquisadores ou pelos médicos responsaveis dos setores
envolvidos. Todas as amostras foram referidas por cddigo, resguardando a identificacdo dos

individuos.

4.2 CASUISTICA

Neste projeto, caracterizado como um estudo do tipo caso-controle utilizou-se um total
de 140 amostras de DNA de bidpsias gastricas provenientes de pacientes com dor abdominal,
da cidade de Marilia e regido, atendidos no Servico de Gastroenterologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Marilia, submetidos a endoscopia digestiva alta e que
ndo receberam drogas quimioterapicas, antiparasitarias ou antibidticos nos ultimos 30 dias. O
diagndstico da infeccdo por H. pylori foi realizado previamente no hospital pelo teste da
urease A e a confirmagdo pela avaliagdo molecular de genes deste microrganismo para todas
as amostras. A Tabela 1 apresenta a caracterizacdo dos individuos dos grupos H. pylori

positivo (HP+) e H. pylori negativo (HP-) selecionados para participarem do estudo.
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Tabela 1 - Descricdo dos individuos dos grupos de H. pylori positivo (HP+) e H. pylori
negativo (HP-) segundo as variaveis: sexo e idade.

Mulheres 33 (47,14%) 42 (60%)
Homens 37 (52,85%) 28 (40%)
Total 70 70

<18 anos 0 ( 0%) 17 (24,28%)
> 18 anos 70 (100%) 53 (75,71%)
Total 70 70

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3. ESTUDO MOLECULAR

4.3.1. Analise dos polimorfismos genéticos

Os polimorfismos TLR2 19216T/C - rs3804099 e TLR2 3013A/G - rs1898830 foram
determinados por amplificacdo génica empregando-se a técnica de PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction/Restriction Fragment Length Polymorphism). Para amplificar as regides
contendo os sitios polimdrficos foram utilizados os primers descritos abaixo conforme
sequéncias e protocolos na literatura. (Tabela 2).

Nas reacOes de PCR, com volume final de 25 pL, foram utilizados 2,5 pL de tampé&o
10X, 2,0 pL de dNTPs (1,23 pmol/L), 0,5 pL de MgCl, (25 mmol/L), 1,25 pL de primers (25
pmol/L), 15,3 uL de dH,O, 2,0 uL de DNA gendmico e 0,2 pL de Taqg DNA Polimerase (5
U/ pL). O material foi processado em termociclador automatico, sendo inicialmente
submetido a uma temperatura de 94°C por 3 minutos para que ocorra a desnaturacao.
Posteriormente, para amplificagdo, submetido a 30 - 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, de 55-
60°C por 30 segundos (Tabela 2), a 72°C por 1 minuto e 30 segundos e extensdo final por 10
minutos a 72°C. Os produtos de digestdo foram visualizados em gel de agarose 1000
(©lInvitrogen) com concentracdo de 2,5%, corado com brometo de etidio na presenga de um

marcador molecular de 100 pb.
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Tabela 2 - Polimorfismos e suas sequéncias de primers e enzimas utilizadas.

Genes Primers (5'-3") T (°C) Enzima T(°C) Fragmento Referéncias
Anelament s
0
TLR2 19216T/C F:TCCCTGGGC 6 Tail 65 CC:415pb CHEN et
- rs3804099 AGTCTTGAAC O TC:415+109+306 al., 2011
ATTTAG pb
R:TGTCCAAAT TT:306+109pb
CAGTATCTCG
CAGTTCC
TLR2 3013A/G - F: 5 Mspl 37 AA:353pb
rs1898830 TGTCAGATGC 5 AG:353+13+220 -
ACCTAAACTG pb
TTGC GG:220+133pb
R:
TCTCAGGATA
ATGGCCTCCT
GCTT
Hpx F: 5 Mspl 37 Fragmento: -
(Controle GCGCAATCAG 5 423pb
positivo) CGTCAGTAAT Corte: 350ph +
R: 73pb
AATCCTAAAA
CCTTCATCCT

Fonte: Elaborada pela autora.

Abaixo podem ser visualizados os padrdes eletroforéticos da reacdo de PCR para o
SNP TLR2 19216T/C - rs3804099 (Figura 3) e SNP TLR2 3013A/G - rs1898830 (Figura 4).

100pb PAG2 PAG3 PAGY PAGSPAGT PAGS PAGS PATO PAT2 PAT3 PAT5 PAT4 PATT (-

415 pb

Figura 3 - Padrdo de migracéo eletroforética na reacdo de PCR do gene TLR2 para o estudo do SNP
TLR2 19216T/C - rs3804099, fragmento de 415pb. Padrdo molecular de 100pb.

Fonte: Elaborada pela autora.



20

100pb PAO1 PAO2 PAO3 PAO4 PAO5 PAO6 PAO7 PAO8 PA13 PA14 PA1S PA1S

Figura 4 - Padrdo de migracéo eletroforética na reacdo de PCR do gene TLR2 para o estudo do
TLR2 3013A/G - rs1898830, fragmento de 353 pb. Padrdo molecular de 100pb.
Fonte: Elaborada pela autora.

Amplificou-se 0 gene Hpx2 presente no Helicobacter pylori que funcionou como
controle positivo em todas as reacfes de RFLP para o0 SNP TLR2 3013A/G - rs1898830 , ja
que ndo foram encontrados genotipos polimérficos em nenhuma amostra analisada. O Padréo

eletroforético da reacdo de PCR para este gene pode ser visto na Figura 5.

100pb  PA14 PA14 PA50 PA50 PA78 PA78 C-

Figura 5 - Padrdo de migracdo eletroforética na reacdo de PCR do gene Hpx utilizado como
controle da reacdo enzimatica para o estudo do SNP TLR2 3013A/G - rs1898830, fragmento

de 423 pb. Padrdo molecular de 100pb.
Fonte: Elaborada pela autora.

Apos as reacdes de amplificacdo, 10uL de produto de PCR foi digerido utilizando-se a
enzima especifica Tail (12 horas a 65°C) ou Mspl (12 horas a 37°C) conforme descri¢do na

Tabela 2. Os padrdes eletroforéticos da reacdo de RFLP para o estudo do SNP TLR2 19216T/C

- rs3804099 podem ser visualizados na Figura 6.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Figura 6 - Padrdo de migracdo eletroforética para o polimorfismo TLR2 (19216 T/C) apds a
reacdo de RFLP, onde observamos homozigoto selvagem TT = 415pb (PA75, PA82, PA8S),
heterozigoto TC = 415+306+109pb (PA74, PA78, PA79, PA81, PA83, PA84, PA87 e
PA90), e homozigoto polimérfico CC = 306+109pb (PA77, PA85 e PA86). Coluna 1: padrdo
molecular de 100pb.

Entretanto, para a analise do polimorfismo SNP TLR2 3013A/G - rs1898830 utilizou-se
um controle positivo em todas as reagdes de RFLP, ja que ndo foram encontrados genotipos
polimérficos em nenhuma amostra analisada. Assim para confirmar a veracidade dos
resultados do RFLP, utilizou-se um controle positivo para a enzima especifica Mspl. O
fragmento utilizado corresponde ao gene presente no Helicobacter pylori, Hpx2 de 423 pb,
que apresenta com certeza o sitio de corte das enzima, obtendo os fragmentos de 350 pb +
73pb (Figura 7, Tabela 2). Os padrdes eletroforéticos da reagdo de RFLP para o estudo do
SNP TLR2 3013A/G - rs1898830 podem ser visualizados na Figura 7.
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PASS PASS PASS PA3S PAIT PAJ PA33 PAIT PASG PASS PA4I PASS PAM

353 pb/350 pb

Figura 7 - Padrdo de migracdo eletroforética para o polimorfismo TLR2 3013A/G -
rs1898830 apds a reacdo de RFLP, onde observamos todas as amostras (PA49, PA59, PA58,
PA38, PA37, PA36, PA33, PA97, PA86, PA4l, PA63, PA34) homozigotas selvagens
(353pb). O gene Hpx foi utilizado como controle da reagdo enzimatica, obtendo fragmentos de
350pb + 73pb (coluna 2 - C+). Padrdo molecular de 100pb (coluna 1). Fonte: Elaborada pela
autora.

4.4. ANALISES ESTATISTICAS

Para a comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos utilizou-se o
teste exato de Fisher. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi aplicado para avaliar as
frequéncias alélicas no programa SNPstats. (Institut Catala d'Oncologia, 2006). A associacdo
entre os polimorfismos e a presenca da infeccdo por H. pylori foi analisado seguindo trés
modelos genéticos: codominante (alelos homozigotos de maior ocorréncia vs alelos
homozigotos de menor ocorréncia ou alelos homozigotos de maior/menor ocorréncia vs
heterozigotos); dominante (alelos homozigotos de maior ocorréncia vs heterozigotos+alelos
homozigotos de menor ocorréncia) e recessivo (alelos homozigotos de maior ocorréncia +
heterozigotos vs alelos homozigotos de menor ocorréncia) Nas analises p<0,05 foi

considerado estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

As amostras de 136 individuos foram genotipadas para TLR2 3013A/G - rs1898830 e
TLR2 19216T/C - rs3804099, pois 4 amostras (1 amostra do grupo H. pylori positivo e 3
amostras do grupo H.pylori negativo) encontravam-se com o DNA degradado, assim nosso
grupo amostral foi totalizado em 69 amostras positivas e 67 negativas para o H. pylori.

Para 0 SNP TLR2 3013A/G - rs1898830 todos os individuos avaliados em ambos os
grupos foram considerados homozigotos selvagem (AA), assim ndo foram realizados testes
estatisticos com relagdo a este SNP.

As frequéncias alélicas e genotipicas para 0 SNP TLR2 19216T/C - rs3804099 estdo
de acordo com equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos os grupos Hp positivo (Hp+) e Hp
negativo (Hp-). O padréo eletroforético deste polimorfismo esta representado na Figura 5.

Para o grupo Hp positivo, as frequéncias genotipicas para TT, TC e CC foram 39,1,
49,3 e 11,6%, respectivamente , enquanto as frequéncias alélicas para T e C foram 63,7% e
36,3%. Para o grupo Hp negativo, as frequéncias genotipicas para TT, TC e CC foram 26,9,
49,2 e 23,9%, respectivamente, enquanto as frequéncias alélicas para T e C foram 51,5 e
48,5% (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncias alélicas e genotipicas das amostras de DNA avaliadas nos
grupos Hp+ e Hp- para o polimorfismo TLR2 19216 T/C - rs3804099

TT 27 (139,1%) 18 (26,9%)
TC 34 (49,3%) 33 (49,2%)
CcC 8 (11,6%) 16 (23,9%)
Total 69 (100%) 67 (100%)
Alelos

T 88 (63,7%) 69 (51,5%)
Cc 50 (36,3%) 65 (48,5%)
Total 138 (100%) 134 (100%)

TT= Homozigoto Selvagem; TC= Heterozigoto; CC= Homozigoto polimoérfico
Fonte: Elaborada pela autora.

As analises estatisticas para comparacdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas
nos modelos (codominante, dominante e recessivo para os alelos raros) nos grupos Hp+ e Hp-
estdo representados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Andlise das frequéncias genotipicas e alélicas nos modelos codominante,
dominante e recessivo nos grupos Hp positivo e Hp negativo para o SNP
TLR2 19216T/C - rs3804099

OR= Odds Ratio; IC= Intervalo de Confianc¢a; * Diferenca estatisticamente significante
Fonte: Elaborada pela autora.

Modelo Genotipos/ Grupos OR (95%IC) p
TLR2 19216T/C Alelos
- rs3804099 Hp positivo- n(%) Hp negativo -
n(%)
Codominante - TT 27 (39,1%) 18 (26,9%) 1
OR (95%Cl), p TC 34 (49,3%) 33 (49,2%) 0,68 (0,32- 0,11
1,48)
CcC 8 (11,6%) 16 (23,9%) 0,48 (0,23- 0,04*
0,98)
Dominante - OR TT 27 (39,1%) 18 (26,9%) 1
(95%Cl), p
TC/CC 42 (60,9%) 49 (73,1%) 0,57 (0,27- 0,13
1,19)
Recessivo - OR TT/TC 61 (88,4%) 51 (76,1%) 1
(95%Cl), p
CC 8 (11,6%) 16 (23,9%) 0,42 (0,17- 0,06
1,08)
Alelos T 0,64 0,51 0,74 (0,56 - 0,04*
C 0,36 0,49 0,99)

Nesta analise foi observada uma associacdo do gendtipo raro CC com uma menor
susceptibilidade a infecgdo para o H. pylori no modelo codominante (OR= 0,48, 95%
IC=0,23-0,98, p=0,04), demonstrando o efeito protetor deste gendtipo. Na analise de
frequéncia alélica, também se evidenciou a associagdo protetora do alelo C em relagdo a
infecgéo pelo H. pylori quando comparado os dois grupos (OR=0,74, 95% IC= 0,56-0,99,
p=0,04).
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6 DISCUSSAO

Os receptores do tipo toll like constituem uma familia de proteinas transmembranas
que reconhecem padrdes moleculares microbianos, ou seja, moléculas conservadas em varios
microrganismos. Por isso, possuem um papel fundamental na resposta imune inata estando
envolvidos no reconhecimento de patégenos e na regulacéo de respostas inflamatérias (ABU-
MAZIAD et al., 2010).

O TLR2 (toll like receptor 2) é responsavel predominantemente pelo reconhecimento
de bactérias Gram-positivas, entretanto, investigadores tém hipotetizado que mutacbes
génicas poderiam estar diminuindo a resposta as lipoproteinas de bactérias Gram-positivas e
aumentando o risco de infecgdo para estas bactérias (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2009). O
H. pylori € uma bactéria Gram-negativa, mas mesmo assim o TLR2 tem sido descrito como
receptor de reconhecimento desta bactéria e medeia a ativacdo de fatores de transcricéo,
principalmente via NF-kB, resultando na inflamacdo. (BALKWILL, MANTOVANI, 2001;
COUSSENS, WERB, 2002).

Evidéncias recentes demonstram que existe uma diversidade de segmentos
genéticos no receptor Toll Like, especificamente do TLR2, acionando a resposta inflamatdria
e podendo levar a diferentes graus de inflamac&o no hospedeiro, resultando em diferentes
destinos patoldgicos. Alguns genotipos mais virulentos ja sdo bem descritos, como 0s SNPs
rs5743704 e rs5743708, entretanto ndo sdo suficientes para explicar a associagcdo dessa
bactéria com doengas gastrointestinais, principalmente relacionadas ao cancer gastrico
(CHEN et al., 2011).

O TLR2 3013 A/G (rs1898830) € um SNP com poucos estudos na populagdo mundial
e nenhum trabalho na populagdo brasileira. Até o presente o0 MAF "MinorAlleleFrequency™
deste SNP é 0,262, esta variavel determina a frequéncia do menor alelo, assim deveriamos
considerar o alelo raro G deste SNP em uma frequéncia de 26,2% na populacdo.
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1898830).

No entanto, em nossos estudos ndo encontramos nenhum individuo polimérfico G,
sendo 100% do nosso grupo amostral genotipo AA. Este resultado tornou-se uma limitacdo de
nosso estudo, apesar de termos usado um controle positivo para verificar o funcionando da
enzima em todas as reacfes de RFLP, acredita-se que pelo nimero amostral deveriam ter
aparecido alelos raros G nesta populagdo. Para podermos publicar estes dados, precisaremos

confirmar estes resultados, utilizando outras metodologias.
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O outro SNP avaliado, TLR2 19216 T/C rs3804099, esta localizada no exon 3 e induz
uma variagdo sinbnimo (Asn199Asn). O MAF é considerado 0,431 (43,1%) para o alelo C
raro. Entretanto, os estudos encontrados na literatura sdo muito contraditérios tanto em
relacdo as frequéncias genotipicas e alélicas nas populagdes avaliadas, como também em
relagdo ao alelo que estaria associado as doencas testadas (CHEN et al., 2013; CHENG et al.,
2013).

Em nosso trabalho o alelo raro C foi considerado risco para a infec¢do para o H. pylori
e obteve-se as respostas dos dados estatisticos em relacdo a esta hipotese. Assim, encontrou-se
que o alelo raro C e o genotipo CC estdo associados a um efeito protetor para a infeccéo pelo
H. pylori. Uma meta anélise que avaliou cinco estudos com este polimorfismo encontrou uma
diminuicéo do risco para o cancer associado aos genétipos CC e TC em relagdo ao gendtipo
TT, principalmente na populacdo asidtica, sendo considerado um fator protetor, dados que
corroboram 0s nossos resultados (WANG et al., 2013).

Zeng et al. (2011) avaliaram a associacdo deste SNP em amostras de cancer gastrico,
sendo o unico trabalho em amostras gastricas na literatura. Eles encontraram frequéncias
genotipicas um pouco diferentes das vistas em nosso estudo (43,5%, 46,6% e 9,9% no grupo
controle e 53,2%, 39,9% e 6,9% no grupo caso, frequéncias validas para TT, TC e CC
respectivamente), entretanto, demonstraram que os genétipos TC + CC promoviam uma
diminuicdo da susceptibilidade ao céncer gastrico quando comparado ao genétipo TT.
Também concluiram que os portadores do genétipo TT e infectados por H. pylori eram ainda
mais susceptiveis ao aparecimento do céncer. Os dados presentes neste raro trabalho em
cancer géastrico corroboram os resultados encontrados pelo nosso grupo, e reforcam a
importancia dos nossos relatos, ja que ndo ha estudo semelhante na populagéo brasileira.

Um trabalho recente avaliou este SNP em populacdes raciais brancas e negras e fez a
associagdo com o processo inflamatorio da endometriose. Foram encontradas entre mulheres
brancas proporgdes semelhantes as observadas no presente para o grupo Hp negativo, sendo
29,2% TT, 50% TC e 20,8% CC, entretanto eles concluiram uma maior associacdo dos
portadores do gendtipo CC e a ocorréncia de endometriose nas mulheres avaliadas (TAYLOR
et al., 2013).

Como pode ser observado, poucos sdo os estudos relacionando este SNP TLR2 19216
T/C rs3804099 com doencas inflamatérias (ABU-MAZIAD et al.,2010; TAYLOR et al.,
2013; GOLOVKIN et al., 2014) e/ou cancer (ZENG et al., 2011; JUNJIE et al., 2012; KIM et
al., 2012; SLATTERY ML, HERRICK JS, BONDURANT KL, WOLFF RK., 2012). Assim,

os resultados encontrados no presente trabalho tornam-se de grande importéncia. Trata-se do
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primeiro relato na populacéo brasileira que investigou e encontrou associagéo de gendtipo CC
e do alelo raro C com a infeccdo pelo Helicobacter pylori, o efeito protetor desta variante
genética apresenta uma grande importdncia na tumorigénese gastrica, ja& que este
microrganismo est4 fortemente associado ao desenvolvimento da carcinogénese do estdmago
(TAKAISHI; OKUMURA; WANG, 2008).
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7 CONCLUSOES

a)

b)

Para 0 SNP TLR2 3013A/G todos os individuos avaliados em ambos 0s grupos
foram considerados homozigotos selvagem AA. Para o SNP TLR2 19216 T/C,
no grupo Hp positivo, as frequéncias genotipicas para TT, TC e CC foram
39,1, 49,3 e 11,6%, respectivamente , enquanto as frequéncias alélicas para T e
C foram 63,7% e 36,3%. No grupo Hp negativo, as frequéncias genotipicas
para TT, TC e CC foram 26,9, 49,2 e 23,9%, respectivamente, enquanto as
frequéncias alélicas para T e C foram 51,5 € 48,5% ;

Para 0 SNP TLR2 3013 A/G (rs1898830) ndo pudemos realizar analises
estatisticas, sendo, portanto necessarias novas técnicas para confirmagéo destes
dados. JA 0 SNP TLR2 19216 T/C rs3804099 teve evidéncias de associacdo do
seu alelo raro C com efeito protetor em relacdo a infeccéo pelo H. pylori, assim
enfatizando a contribuicdo de fatores genéticos envolvidos com a resposta
inflamatdria do estbmago;

Os resultados presentes neste estudo séo de grande importancia no estudo de
doencas géstricas, pois trata-se do primeiro trabalho com este polimorfismo no

gene TLR2 na populagéo brasileira.
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