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RESUMO

O Helicobacter pylori tem sido descrito na literatura como o responsavel pela génese de
gastrite, Ulcera péptica e neoplasias gastricas. Estudos comprovam que fatores genéticos do
hospedeiro sdo determinantes para o risco da inflamacdo géstrica e para o desenvolvimento dos
diversos tipos de canceres, assim a resposta inflamatéria aguda e crénica contra o H. pylori
apresenta um papel fundamental no prognostico do paciente. Esta resposta é regulada
diferencialmente pela secrecdo de diferentes interleucinas envolvidas na cascata inflamatoria,
sendo que a Interleucina 6 (IL-6) tem um papel importante na carcinogénese gastrica. O
polimorfismo genético da IL-6 pode ser o fator chave do hospedeiro que aumenta a predisposicao
para o desenvolvimento de cancer gastrico. O presente estudo teve como objetivo genotipar pela
técnica de PCR-RFLP o polimorfismo da IL-6 (-174 G>C) (rs 1800795) em 40 pacientes com
Cancer Gastrico, 40 pacientes com gastrite crénica (positivos para o H. pylori) e 40 pacientes
com a mucosa gastrica normal (negativos para o H.pylori). As frequéncias genotipicas para GG,
GC e CC foram de 72,5, 20 e 7,5%, respectivamente, no grupo de cancer gastrico, 45, 45 e 10%,
respectivamente, no grupo de gastrite cronica e 50, 40 e 10%, respectivamente, no grupo
controle. Enquanto as frequéncias alélicas de G e C foram de 0,82 e 0,18, respectivamente, para o
grupo de cancer gastrico; 0,68 e 0,32, respectivamente, para o grupo de gastrite cronica e 0,70 e
0,30, respectivamente, para o grupo Controle. Nas analises estatisticas foi observada uma
associacdo dos genttipos GC e CC com uma menor susceptibilidade ao risco de cancer quando
comparado os grupos Céncer e Controle (OR= 0,27, 95% 1C=0,09-0,76, p=0,0091) e Cancer e
Gastrite (OR=0,31, 95%I1C=0,12-0,79, p=0,012), demonstrando o efeito protetor destes
genotipos. N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos Gastrite e Controle.
Assim, evidenciou-se a associagao protetora dos genétipos G/C e C/C ao risco de cancer gastrico
entre a populacdo avaliada, entretanto o namero amostral precisa ainda ser ampliado para uma
concluséo definitiva de nossos resultados.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, Interleucina 6. Polimorfismo. Cancer gastrico. PCR.



ABSTRACT

Helicobacter pylori has been described as responsible for the genesis of gastritis,
peptic ulcer and gastric cancer. Studies show that genetic factors in the host are determinant
for the risk of gastric inflammation and cancer development. The acute and chronic
inflammatory responses against H. pylori play a fundamental role in the patient prognosis.
This response is regulated differentially by the secretion of various interleukins involved in
the inflammatory cascade, and Interleukin 6 (IL-6) plays an important part in gastric
cancer. The genetic polymorphism of IL-6 may be a key factor that increases the host's
predisposition to the gastric carcinogenesis. The aim of this study was to evaluate the
association of the IL-6 (-174 G> C - rs 1800795 ) on the risk of lesions gastric using the
PCR-RFLP technique in 120 individuals, being 40 patients with Gastric Cancer, 40 patients
with Chronic Gastritis (positive for H. pylori), and 40 patients with normal histological
gastric (negative for H. pylori ). The genotype frequencies for GG, GC, and CC were 72.5,
20 and 7.5%, respectively, in the Gastric Cancer group; 45, 45 and 10, respectively, in the
Chronic Gastritis group and 50, 40 and 10%, respectively, in the Control group. The allele
frequencies of G and C were 0.82 and 0.18, respectively, for the gastric cancer group; 0.68
and 0.32, respectively, for the chronic gastritis group and 0.70 and 0.30, respectively, for
the control group. In the statistical analysis, an association of genotypes GC and CC with a
reduced susceptibility to cancer risk was observed when comparing the Cancer and Control
groups (OR =0.27, 95 % CI = 0.09 to 0.76, p = 0.0091) and Cancer and Chronic Gastritis
(OR =0.31,95% Cl =0.12 to 0.79, p = 0.012), demonstrating the protective effect of these
genotypes. There was no statistically significant difference between Gastritis and Control
groups. Thus, the study revealed a protective association of IL-6 -174 GC and CC
genotypes and the risk of gastric cancer among the study population, however, further
investigations could provide a better understanding of the role of this genetic variant on the
etiology of H. pylori infection and gastric carcinogenesis.

Keywords: Helicobacter pylori, Interleukin 6, polymorphism, gastric cancer, PCR.
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1. INTRODUCAO
O Helicobacter pylori (H. pylori), foi descrito na literatura primeiramente por

Marshall & Warren em 1983, trata-se de uma bactéria gram-negativa, espiralada, contendo
de 6 a 8 flagelos arranjados em forma unipolar ou bipolar, que coloniza o estdmago
humano e pode provocar uma inflamacdo crénica, podendo progredir para gastrite atréfica,
metaplasia, displasia e finalmente o cancer gastrico (Figura 1). Esta bactéria é um fator de
risco conhecido para o desenvolvimento de doencas gastroduodenais devido a grandes
alterac6es na morfologia celular e inducéo a liberacdo de moléculas, incluindo citocinas, a
partir do epitélio gastrico (TAKEUCHI et al., 2012).

| H. pylori

Constituintes de
viruléncia H.

\ | eyiori  (porex, )
cagA e VacA {

| 'y |
: Gastrite LY, Atrofia l ~ | Metaplasia |, Displasia
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\

Figura 1. Progressdo do adenocarcinoma gastrico intestinal. Colonizagdo do H.
pylori normalmente ocorre na infancia e leva a gastrite superficial. A presenca de fatores de
risco como genes de viruléncia bacteriana aumentam o risco de progressdo para atrofia
gastrica e finalmente o adenocarcinoma gastrico. (Modificado de PEEK; FISKE; WILSON,
2010).

De fato, desde a sua descoberta no inicio de 1980, o H. pylori tem sido reconhecido
como o agente causador de dois tipos de cancer, o adenocarcinoma gastrico e linfoma da
mucosa associada ao tecido linfoide (MALT). A associacdo direta entre a infec¢do com este
patdgeno e o desenvolvimento de cancer gastrico levou a classificacdo de H. pylori como
carcinogeno classe I, que é atualmente a Unica bactéria assim classificada (RAFIEI et al.,
2012).

Durante a fase inicial da infeccdo, o H. pylori adere as células epiteliais do antro
gastrico, estimulando a liberacdo de quimiocinas e citocinas, estes mediadores pro-
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inflamatorios induzem a infiltracdo de neutrdfilos e linfocitos, levando ao desenvolvimento
de uma inflamagdo. Apesar desta resposta imunoldgica, a infeccdo pode permanecer por
décadas (KIM et al., 2012).

O tratamento de H. pylori reduz acentuadamente o risco de recorréncia da Ulcera
duodenal e melhora as alteragcBes inflamatorias gastricas. A melhoria histologica da
inflamacdo gastrica ocorre imediatamente ap6s a erradicacdo do H. pylori, no entanto, a
resposta inflamatéria aguda (com neutrofilos) difere quanto a resolucdo da resposta
inflamatdria crénica (com células mononucleares): neutrofilos desaparecem em algumas
semanas, enquanto que a regressao de células mononucleares ocorre gradualmente
(MORGAN et al., 1988). Uma vez instalada, a colonizagdo do H. pylori é capaz de induzir
a sintese de varias citocinas como Interleucina-6 e Interleucina-8 que regulam a
quimiotaxia, a ativacdo neutrofilica e de células mononucleares (ANDO et al., 1998)

A prevaléncia da infeccdo é diferente em todo o mundo, de acordo com o nivel
socioecondmico e as condicdes de saneamento (KAZEMI et al., 2011). Em paises
desenvolvidos varia entre 17 a 59% visto que as taxas sdo muito altas em paises em
desenvolvimento. No Brasil a prevaléncia de H. pylori pode alcangar 80% em adultos
(TSENG et al., 2006; YAMAOKA 2008).

Os sintomas das doencas géastricas causadas pela H. pylori aparecem mais
frequentemente em adultos, embora a aquisi¢do desta bactéria tenha ocorrido na infancia
(quase sempre antes da idade de 10 anos) e na auséncia de antibioticoterapia adequada
geralmente persiste por toda a vida, sendo este o principal fator etioldgico da gastrite e
ulcera péptica (CHIESA et al., 2010; PACIFICO et al., 2010).

InvestigacOes para a patogénese do H. pylori tém sido realizadas, aumentando as
expectativas de remédios curativos para maior parte das doencas gastricas, entretanto os
avangos tém sido tdo lentos que ainda hoje temos a detecgdo precoce e ressecgdo curativa
do céncer gastrico como melhor prevencéo (LEE, 2014).
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. REVISAO DE LITERATURA
GASTRITE CRONICA E ADENOCARCINOMA GASTRICO
O estbmago é um orgdo sacular dividido em quatro regides anatémicas, a cardia, o

fundo, o corpo e o antro. Ele esta ligado superiormente ao es6fago pela regido da cérdia e,
inferiormente ao duodeno pelo esfincter pilorico (Figura 2). A glandula gastrica tipica é
composta por trés tipos de células: celulas mucosas; células principais, que secretam
grandes quantidades de pepsinogénio e células parietais, que secretam &cido cloridrico e
fator intrinseco. A principal caracteristica da fisiologia géstrica é a secrecdo de é&cido
cloridrico, além da funcdo do muco na protecdo contra lesdes (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005).

Zona crdioa

Linha em 2igue-zague (2): (jung30
damucosa gistrica e esofigica)

Ostio catdico

Pregas gistricas (rugas)
Canal gistrico (magenstrasse)

Zonas do compo
¢ findica

Parte superiot (1) do duodeno
(ampola ou bulbo duodenal)

Figura 2. Representagdo das regides anatdmicas e histologicas do estdmago. Fonte:
Portal Sdo Francisco. Disponivel em: http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/corpo-
humano-sistema-digest. php.

A inflamacdo é o principal processo de defesa contra varios estimulos

extracelulares, tais como, agentes patogénicos, alimentos e poluentes ambientais. Quando
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as células respondem a estimulos por curtos periodos de tempo, ela resulta em inflamagéo
aguda ou fisiolégica, no entanto, se a estimulagdo ¢ mantida durante um tempo mais longo,
este estado é conhecido como inflamagdo crénica ou patoldgica, e depende da capacidade
de resposta do hospedeiro e da atividade bacteriana (KONTUREK; et al., 2009).

Pesquisas genéticas tém demonstrado o papel dos componentes chaves da inflamagédo
na carcinogénese. Os fatores determinantes desses diferentes resultados incluem a
intensidade e a distribuicdo da inflamac&o pelo H. pylori na mucosa géstrica. (EL-OMAR,
2006). Na gastrite cronica, as lesbes vao desde o processo inflamatorio superficial até a
atrofia do epitélio. Aproximadamente 10% dos pacientes com atrofia gastrica desenvolvem
adenocarcinoma em um periodo de 15 anos (CHELI; GIACOSA, 1983).

Também denominado céncer gastrico, os tumores do estbmago se apresentam,
predominantemente, na forma de trés tipos histoldgicos: adenocarcinoma (responsavel por
95% dos tumores), linfoma, diagnosticado em cerca de 3% dos casos, e leiomiossarcoma,
iniciado em tecidos que dao origem aos musculos e aos 0ssos (INCA, 2014).

No Brasil, o cancer gastrico aparece em quarto lugar na incidéncia entre homens e em
sexto, entre as mulheres. A estimativa para novos casos em 2014 é de 20.390, sendo 12.870
homens e 7.520 mulheres. Sendo que o pico de incidéncia ocorre entre homens com cerca
de 70 anos de idade (INCA, 2014)

O adenocarcinoma representa aproximadamente 95% dos casos de neoplasias
malignas gastricas, sendo classificado com base em aspectos histopatolégicos e clinicos em
dois tipos: intestinal e difuso (LAUREN, 1965). As lesdes do tipo intestinal s&o as mais
frequentes, bem diferenciadas, localizadas na regido do corpo e antro gastrico, dependentes
de fatores ambientais e associadas com a presenca de lesdes pré-cancerosas. S&o
encontradas predominantemente em homens e individuos idosos. O tipo difuso é pouco
diferenciado e encontrado principalmente na regido da cardia, tem progndstico ruim e nao
esta associado a lesbes pré-cancerosas. E um pouco mais frequente em mulheres e pacientes
jovens e tem alta ocorréncia familiar, principalmente entre individuos com tipo sanguineo
A (TAHARA et al. 2004; FOX; WANG, 2007; INCA, 2014).
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INTERLEUCINAS

As Interleucinas sdo moléculas de peptideos que mediam a interacdo entre as células
do sistema imune com outros sistemas, entre eles o sistema enddcrino. As mesmas sdo
produzidas por uma variedade de células e seus efeitos biologicos se dao através da ligacao
em receptores especificos (EL-OMAR, 2001). As citocinas incluem as interleucinas e
interferons (NAOUM, 2009).

Entre as citocinas produzidas na mucosa gastrica de pessoas infectadas
por H. pylori, a IL-8 € conhecida por ser especificamente envolvida no recrutamento e
ativacdo de neutréfilos. Enquanto, a IL-6 tem amplos efeitos bioldgicos em células
mononucleares, incluindo a diferenciacdo de linfécitos e a ativacdo de macréfagos (ANDO
et al., 1998).

INTERLEUCINA 6

A IL-6 é uma citocina multifatorial produzida por células imunes e ndo imunes
incluindo, mondcitos, linfocitos, macréfagos, células endoteliais e células do epitélio
intestinal, sendo que o principal estimulo para sua secre¢do é a IL-1 com a qual compartilha
muitas acoes em comum. O gene que codifica a IL-6 encontra-se localizado no
cromossomo 7p21 e funciona como um mediador inflamatorio, regulador enddcrino e com
fungdes metabolicas (LAUTA, 2001).

Estudos “in vivo™ e ““in vitro” tém demonstrado que a infec¢do pelo H. pylori pode
induzir o aumento da expressdo de citocinas pelas células epiteliais, como as IL-6 e IL-8
quando comparadas com pacientes ndo infectados pela bactéria (YAMAOKA et al., 1996)
e niveis elevados de IL-6 sdo relacionados com a presenca de céncer gastrico quando
comparado com lesdes benignas (YAMAOKA et al., 1997).

E importante destacar que a IL-6 também desempenha um papel inflamatério
conflitante em células tumorais. Pode promover a morte de células cancerigenas por
estimulacdo da atividade antitumoral dos macréfagos e prevenir a apoptose dos neutréfilos;

como pode ser produzida pelas células tumorais, ativando uma proteina denominada Rho,
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que esta associada a adesdo célula-célula e a invasdo do cancer (LUKASZEWICZ-ZAJAC
et al. 2011).

Alguns autores (MATSUO et al. 2003; LEE et al. 2010), tém demonstrado a
expressao desta citocina e do seu receptor em cancer gastrico. Estes resultados sugerem que
a IL-6 pode atuar como um fator de crescimento autdcrino ou paracrino de carcinomas
gastricos e desempenham um papel crucial na patogénese de cancer gastrico
(LUKASZEWICZ-ZAJAC et al. 2011).

Héa dados que sugerem que a IL-6 tem um papel importante na carcinogénese gastrica
em pacientes infectados pelo Helicobacter pylori e o polimorfismo genético da IL-6 pode
ser o fator chave do hospedeiro para o aumento da predisposi¢do para o desenvolvimento
de cancer gastrico (HANSSON et al., 1996).

Estudos que examinaram a expressdo da IL-6 em tecidos de cancer gastrico em
humanos e demonstrou que a expressao desta citocina foi positivamente correlacionada
com o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), bem como a vascularizacéo e grau
histologico do tumor de estbmago (LEE et al. 2010). Outro trabalho analisou o soro de
pacientes com cancer gastrico, demonstrando que a quantidade de IL-6 em niveis mais altos
foi um preditor de mau prognéstico. (KINOSHITA et al., 2013).

A alteragcdo de uma Unica base na regido 5’ da regido promotora do gene IL-6 (bases -
174) tem sido identificada. A presenga do alelo G (guanina) na posicdo -174 tem sido
associada com uma producdo de elevados niveis de IL-6 comparados com a presenca do
alelo C em homozigose (TERRY et al., 2000). Estes niveis aumentados foram detectados
secundariamente a infeccdo pelo H. pylori e séo relacionados com a presenca de cancer
gastrico quando comparado com lesBes benignas (CRABTREE; et al., 1994; YAMAOKA;
et al., 1997;).

E importante ressaltar que além da infeccdo pelo H. pylori e a predisposicdo genética
do hospedeiro, outros fatores também podem contribuir para a transformacao neoplasica, os
quais ndo dependem continuamente da presenca da infec¢do pela bactéria (EL-OMAR et
al., 2003), entre estes a dieta e 0 habito de fumar podem também contribuir para o processo
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de carcinogénese (MAYNE et al., 2003).

2.2 OBJETIVOS
Considerando amostras de biopsias gastricas coletadas de adultos com neoplasia

gastrica; gastrite cronica; e adultos sem neoplasia, 0 presente projeto, teve como objetivos:

e Genotipar o polimorfismo da IL-6 (-174 G>C) (rs 1800795) em pacientes com
adenocarcinoma gastrico, gastrite crénica e em pacientes sadios (livre de alteracbes
histoldgicas).

e Correlacionar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do gene da IL-6 (-

174 G>C) (rs1800795) com as alteracbes endoscopicas e histopatoldgicas.

2.3 MATERIAIS E METODOS
2.3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular e Citogenética da
Universidade Sagrado do Coracdo de Bauru-SP (USC), foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Sagrado Coragio segundo parecer 541.172
(Anexo A). Todas as amostras foram referidas por codigo, resguardando a identificacdo dos
individuos e de acordo com as Normas Regulamentadoras de Pesquisas em Seres Humanos
- Resolucdo CNS 196/96. Fazem parte da amostragem, individuos de ambos os sexos que
concordaram em participar dos estudos acima citados, apds os devidos esclarecimentos e a
obtencdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido efetuado pelos pesquisadores ou

pelos médicos responsaveis dos setores envolvidos (Anexo B).

2.3.2 CASUISTICA
Neste estudo, caracterizado como um estudo do tipo caso-controle foram

selecionadas 120 amostras de DNA de individuos adultos, sendo: 40 pacientes com
adenocarcinoma géastrico do tipo intestinal de acordo com a classificacdo de Lauren
(LAUREN, 1965), 40 pacientes com gastrite cronica classificadas pelo sistema de Sidney
(DIXON, GENTA; YARDLEY, 1994), e 40 pacientes com a mucosa gastrica normal cujo
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histopatoldgico foi negativo para qualquer lesdo. Todas as amostras sdo de bidpsias
géstricas provenientes de pacientes com dor abdominal, da cidade de Marilia e regido,
atendidos no Servigo 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 antibioticos 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 caracterizagdo dos individuos.

Tabela 1. Descri¢do dos individuos dos grupos caso e controle, segundo as variaveis:

Sexo e presenga ou auséncia da bactéria H. pylori.

Variaveis Cancer gastrico Gastrite cronica Controle
N (%) N(%0) N (%)

Sexo

Feminino 17 (42,5%) 18 (45%) 26 (65%)

Masculino 23 (57,5%) 22 (55%) 14 (35%)
Total 40 40 40

H. pylori

Positivos 33 (82,5%) 40 (100%) 0 (0%)

Negativos 7 (17,5%) 0 (0%) 40 (100%)
Total 40 40 40

Fonte: Elaborado pela autora.

2.3.3 ESTUDO MOLECULAR
GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO DA IL-6:
A genotipagem do polimorfismo da IL-6 foi realizada pela Técnica de PCR-RFLP

(Polymerase Chain Reaction/Restriction Fragment Length Polymorphism).

Primeiramente foi feita a amplificacdo de um fragmento de 300pb atraves da técnica
da PCR, referente a regido promotora do gene da IL-6 (-174 G>C) (rs1800795) e utilizou-se
para isso 0 par de primers: sense > TTGTCAAGACATGCCAAAGTG™ e o antisense
*TCAGACATCTCCAGTCCTATA™",
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Na reacdo de PCR, volume final de 50 pL, foram utilizados 29 pL H,0, 5,0 yL de
PCR Buffer, 5,0 uL dNTPs (1,23 pmol/L), 2,0 puL de MgCl, (25 mmol/L), 2,5 uL de
Formamida, 4,0 puL de primers (25 umol/L), 2,0 uL de DNA gendmico e 0,5 pL de Taq
DNA Polimerase (5 U/pL). O material foi processado em termociclador automatico, sendo
inicialmente submetido a uma temperatura de 94°C por 5 minutos para que ocorra a
desnaturacdo. Posteriormente, para amplificagdo, submetido a 30 ciclos a 94°C por 30
segundos, a 55°C por 45 segundos, a 72°C por 1 minuto e extensao final por 7 minutos a
72°C. Os produtos da amplificacdo foram visualizados em gel de agarose (©Invitrogen)
com concentracdo de 2,0%, corado com brometo de etidio na presenca de um marcador
molecular de 100 pb e analisados através do sistema de captura e anélise de imagens Alpha
Imager 2000 (Alpha Innotech Coorporation) (Figura 3).

- rm—

 —" S GEENY Sy Gy wwwsw 300pb

Figura 3. Padrdo de migracdo eletroforética do gene IL-6 na reacdo de PCR,
fragmento de 300pb. Coluna 1: padrdo molecular de 100pb; Coluna 2: Controle
positivo; Colunas de 3-7: amostras de pacientes; Coluna 8: controle negativo.

Apos a amplificacdo de todas as amostras, realizou-se a reacdo de digestdo com a
enzima de restricdo Nlalll, técnica chamada de RFLP. Nesta reagdo com volume final de
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20pL, foram utilizados 9,7pL de H,O, 2uL de Buffer G, 0,3pL de enzima Nlalll e 8pL de
produto da reacdo do PCR. Os produtos encontrados sao:

e Produtos de 233pb, 54pb e 13pb, alelo GG

e Produtos de 122pb, 111pb, 54pb e 13pb, alelo CC

e Produtos de 233pb, 122pb, 111pb, 54pb e 13pb, alelo CG

A visualizacdo da digestdo foi realizada atraves de eletroforese em gel de agarose

2,5%, corados com Brometo de Etidio. Na figura 4, nota-se que PA141; PA179 e PA191
sdo heterozigotos CG, a amostra PA149 é homozigoto CC, e que a amostra PA145 ¢

homozigoto GG.

Figura 4. Padrdo de migracéo eletroforética do gene IL-6 na reacdo de PCR, ap0s a
reacdo de RFLP. 1= GC; 2= CC; 3=GG; 4=GC; 5=GC. Padrdo molecular de 50pb.
GG= homozigoto selvagem; CC= homozigoto polimdrfico; GC= heterozigoto.
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2.3.4 ANALISES ESTATISTICAS
Para a comparacao das frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos utilizou-se o

teste exato de Fisher. A associacdo entre os polimorfismos e a presenca da infec¢do 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). O Programa estatistico GraphPad Instat versdo 3.0 e a ferramenta online
SNPstats (http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm) foram utilizados nas analises.
Nas analises p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

2.4 RESULTADOS

No grupo de gastrite cronica, as frequéncias genotipicas para 0 SNP IL-6 -174 G>C
para GG, GC e CC foram 45%; 45% e 10%, respectivamente, enquanto as frequéncias
alélicas para G foi de 0,68 e para C de 0,32. No grupo de Cancer Gastrico as frequéncias
genotipicas para GG, GC e CC foram de 72,5%, 20% e 7,5%, respectivamente, enquanto a
frequéncia alélica para G foi de 0,82 e para C de 0,18. No grupo Controle obteve-se uma
frequéncia genotipica para GG, GC e CC de 50%, 40% e 10% respectivamente, ja a
frequéncia alélica foi para G de 0,70 e para C de 0,30 (Tabela 2).
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Tabela 2. Anélise das frequéncias genotipicas e alélicas nos grupos Gastrite, Cancer
e Controle.

GG 18(45%) 29(72,5%) 20(50%)
GC 18(45%) 8(20%) 16(40%)
cC 4(10%) 3(7,5%) 4(10%)
G 0,68 0,82 0,70
C 0,32 0,18 0,30
Total 40 40 40

GG= homozigoto selvagem; GC= heterozigoto; CC= homozigoto polimorfico.

As analises estatisticas entre as frequéncias alélicas e genotipicas para comparagao
dos grupos Controle, Gastrite e Cancer estdo representados na Tabela 3. Nesta analise foi
observada uma associa¢do dos gendtipos GC e/ou CC com uma menor susceptibilidade a
ocorréncia do céncer gastrico entre as amostras de pacientes analisadas. Como visto no
modelo codominante, onde o grupo Controle possui 40% de paciente GC, e o Grupo Cancer
possui apenas 20% de pacientes GC, diferenca estatisticamente significante (OR= 0,22,
95% IC = 0,07-0,71, p=0,025). No modelo dominante, o grupo Controle possui 50% de
pacientes GC + CC, enquanto o grupo Céancer Gastrico possui 27,5% de pacientes GC+CC,
com uma diferenca estatisticamente significante (OR= 0,27, 95%IC= 0,09-0,76, p=0,0091),
demonstrando o efeito protetor destes genotipos em relagdo a esta neoplasia. Ao

analisarmos os grupos de gastrite cronica e controle ndo encontramos diferencas
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estatisticamente significantes. Nas andlises de frequéncia alélica ndo se evidenciou
diferencas relevantes como pode ser observado na Tabela 3.

Também foi realizada uma analise comparando os dois grupos casos Gastrite e
Cancer gastrico, onde também se evidenciou o efeito protetor dos genttipos GC e CC entre
0s pacientes. No modelo codominante, onde o grupo Gastrite possui 45% de paciente GC, e
0 Grupo Céancer possui apenas 20% de pacientes GC, diferenca estatisticamente significante
(OR= 0,28, 95% IC= 0,10-0,77, p=0,036). No modelo dominante, o grupo Gastrite possui
55% de pacientes GC + CC, enquanto o grupo Céancer Gastrico possui 27,5% de pacientes
GC+CC, com uma diferenca estatisticamente significante (OR= 0,31, 95%IC= 0,12-0,79,
p=0,012), confirmando o efeito protetor destes gendtipos em relacéo a esta neoplasia. Nas
analises de frequéncia alélica evidenciou diferenga estatisticamente significante no alelo C
(OR=0,69 95%IC=0,51-0,93, p=0,043), mostrando o efeito protetor deste alelo (Tabela 4).
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Tabela 3. Analise das frequéncias genotipicas e alélicas nos modelos codominante, dominante e recessivo nos grupos Controle, Gastrite e
Céancer para 0 SNP IL-6 -174 G/C —rs1800795.

Grupos
Modelo
IL-6 174G/C Genotipos/ Pacientes
rs 1800795 Alelos Controle
n(%) Cancer o Gastrite o
- 50) OR (95%Cl), p o OR (95%Cl), P
GG 20 (50,0) 29 (72,5) 1 18 (45,0) 1
CODOMINANTE GC 16 (40,0) 8 (20,0) 0,22(007-0.71) | gopse | 18 (45,0) 1,27 (0,49-3,26) 0.860
cc 4 (10,0) 3(7,5) 0,46 (0,08-2,48) 4 (10,0) 1,35 (0,28-6,48)
GG 20 (50,0) 29 (72,5) 1 18 (45,0) 1
DOMINANTE
GC +CC 20 (50,0) 11 (27,5) 0,27 (0,09-0,76) | 2999" | 25 (550 1,28 (0,52-3,15) Uil
GG +GC 36 (90,0) 37 (92,5) 1 36 (90,0) 1
RECESSIVO
cc 4 (10,0) 3(7,5) 0,74 (0,15-371) | 2720 4 (10,0) 1,21 (0,27-5,42) 0,800
0,70 0,82 1 0,68 1
ALELOS
C 0,30 0,18 1,46 (0,93-2,29) 0,093 0,32 0,94 (0,68-1,31) 0,864

OR=0dds Ratio; IC= Intervalo de Confianca; *Resultados estatisticamente significantes.
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Tabela 4. Analise das frequéncias genotipicas e alélicas nos modelos codominante, dominante e recessivo nos grupos Cancer e Gastrite para o

SNP IL-6 174 G/C - rs1800795.

GG 29 (72,5) 18 (45,0) 1
CODOMINANTE GC 8(20,0) 18 (45,0) 0,28 (0,10-0,77) 0.036*
cc 3(7,5) 4 (10,0) 0,46 (0,09-2,32)
GG 29 (72,5) 18 (45,0) 1
DOMINANTE 0.012*
GC+CC 11 (27,5) 22 (55,0) 0,31 (0,12-0,79) ’
GG +GC 37 (92,5) 36 (90,0) 1
RECESSIVO 0,670
cc 3(7,5) 4 (10,0) 0,72 (0,15-3,45) ’
0,82 0,68 1
ALELOS
C 0,18 0,32 0,69 (0,51-0,93) 0,043*

OR=0dds Ratio; IC=Intervalo de Confian¢a; *Resultados estatisticamente significantes.
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3 DISCUSSAO

A IL-6 é uma citocina, cujo gene esta localizado no cromossomo 7p21, envolvida na
regulacdo de diversos processos celulares, incluindo a proliferacdo e diferenciacéo celular.
Esta interleucina desempenha um papel crucial na resposta inflamatoria de fase aguda e no
controle do equilibrio entre vias pro e anti-inflamatdrias. (GIANNITRAPANI; et al., 2013).

Além disso, a IL-6 tem sido implicada na promocéo e progressdo de varios tumores
(HONG; et al; 2007). Modelos animais com deficiéncia desta interleucina demonstram uma
atenuacdo na progresséo de cancer de colon (ILIOPOULQS; et al; 2009).

Em um estudo recente, um grupo de pesquisadores avaliou a interagéo entre a IL-6 e a
tumorigénese géastrica in vivo. A carcinogénese gastrica foi atenuada em camundongos
knockout (que ndo produzem IL-6) em comparagdo com 0s camundongos normais, sugerindo
0 seu papel neste tipo tumoral (KINOSHITA; et al., 2013).

Muitos polimorfismos estdo descritos no gene da IL-6, entretanto, estudos indicam que
a presenca de um polimorfismo de troca de nucleotideo Unico (SNP) na regido promotora do
gene IL-6 -174 G/C (rs 1800795) esté relacionado com a taxa de transcri¢do deste gene e, por
consequéncia no controle do nivel de circulagdo desta interleucina. Altos niveis circulantes de
IL-6 foram documentados em diversas condi¢Bes clinicas alteradas, doengas neoplasicas
(inflamatdrios) e, em particular, em vérias doengas do figado, como hepatite viral cronica,
doenca hepética alcodlica, cirrose hepética e carcinoma hepatocelular (HCC). Este mesmo
trabalho também menciona uma possivel correlagdo entre a presenca do polimorfismo IL-6-
174 GIC, os niveis circulantes de IL-6 e o estagio das doencas analisadas
(GIANNITRAPANI; et al., 2013). No entanto, os resultados ainda sdo muito controversos.

Yan et al. (2012) analisaram alguns polimorfismos no gene da IL-6 em pacientes com
esclerose multipla (EM), entre eles, I1L-6-597 G/A (rs1800797) e IL-6-174 G/C (rs1800795),
mas ndo conseguiram uma associacdo entre frequéncia genotipica ou alélica de nenhum dos
polimorfismos e a doenca avaliada. (YAN J.; LIU J.; LIN, 2012). De modo contrério, foi
demonstrada uma forte influencia do gendtipo IL-6-174 GG e o carcinoma hepético em uma
populacdo ndo asiatica do continente americano (OGNJANOVIC,; et al, 2009).

Em relacdo ao gene IL-6, alguns trabalhos tem associado o SNP IL-6-174 G/C como um
preditor de fadiga relacionada a diversos tipos de cancer (COLLADO-HIDALGO, et al, 2008;
MIASKOWSKI, et al, 2010; REINERTSEN, et al, 2011). Um destes estudos demonstra que
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0s sobreviventes de cancer de mama com os gendtipos GG e CC apresentaram maior fadiga
do que os sobreviventes com o genotipo GC (REINERTSEN, et al., 2011), resultado que vai
de encontro com 0s nossos dados que evidenciou uma forte associa¢éo dos heterozigotos GC
e a protecdo em relacdo ao desenvolvimento do céncer gastrico. De modo contréario, um
trabalho que analisou 0 mesmo polimorfismo com céncer de prostata descreveu o genotipo
homozigoto selvagem SNP IL6-174 GG como protetor para a fadiga (JIM; et al., 2012).

Resultados controversos em relagdo ao genotipo de risco sdo congruentes com a
literatura conflitante em relagdo ao polimorfismo IL6-174 como um preditor de outras
patologias. Varios estudos tém relatado que o alelo C esté associada a uma maior circulagdo
de IL-6, embora outros estudos ndo encontraram nenhuma diferengca ou com menor
circulagéo de IL- 6 entre os portadores do alelo C (JIM; et al., 2012).

Para Pooja et al. (2012) o alelo mutante para o SNP 1L-6-174 GC ( rs1800795 ) conferiu
protecdo para o cancer de mama, j& que os controles apresentaram uma maior frequéncia de
ambos os alelos mutantes e gendtipos CC (POOJA, et al., 2012).

Assim, ap6s uma analise bibliografica evidencia-se que ainda existe uma grande
divergéncia de resultados em relagéo a associa¢do do polimorfismo IL-6-174 G/C e doengas
inflamatérias e tumorais. Poucos sdo 0s estudos em carcinogénese gastrica, demonstrando a
importancia deste projeto que busca a associacdo com doengas pépticas na populacdo

brasileira.

4 CONCLUSOES

e Os genotipos do polimorfismo da IL-6 (-174 G>C) (rs 1800795) GG, GC e CC foram
genotipados em pacientes com adenocarcinoma gastrico (72,5%, 20% e 7,5%,
respectivamente), gastrite cronica (45%; 45% e 10%, respectivamente), e em pacientes
sadios (50%, 40% e 10%, respectivamente).

e ApoOs genotipar o polimorfismo da IL-6 (-174 G>C) (rs 1800795) em pacientes com
adenocarcinoma gastrico, gastrite cronica e em pacientes sadios, o estudo revelou uma
associacdo protetora dos genotipos GC e CC da IL-6 -174 e o risco de cancer gastrico na
populagdo estudada.

No entanto, novas investiga¢des poderiam fornecer uma melhor compreenséo do papel

desta variante genética na etiologia da H . pylori e carcinogénese gastrica.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude, Resolucdo 196/96)

Neste momento vocé esta tendo a opgdo de participar de um estudo onde se investigam os
marcadores de patogenicidade da bactéria denominada Helicobacter pylori e o envolvimento de

alguns genes humanos na doenca géstrica.

Eu,
RG: , CPF: nascido em

/ / e domiciliado no municipio de

, ou seu responsavel legal

, abaixo assinado, aceito participar

do estudo especificado, como voluntéario nos projetos de pesquisa “Polimorfismos génicos de
receptores toll like (TLR) envolvidos no processo inflamatério do Helicobacter pylori e
carcinogénese géstrica e avaliacdo de alteragdes na expressao génica” e “Caracterizacio do
marcador de patogenicidade dupA, do Helicobacter pylori e anélise da expressdo dos genes
do fator de necrose tumoral e e-caderina em amostras de criangas e adultos com sintomas
pépticos”, e em extensdes destes, que pretendem estudar a ocorréncia de alteracbes no material
genético (DNA e RNA), que possam estar envolvidas no processo inflamatério provocado pelo
Helicobacter pylori, frequentemente presente em individuos com sintomas pépticos de

estdbmago. Declaro que o voluntario ou responsavel foi satisfatoriamente esclarecido que:

A) o estudo seré realizado utilizando amostras de bidpsia géstrica colhidas durante o processo de

rotina de endoscopia realizado pelo médico responsavel, no Hospital Estadual de Bauru;

B) ndo haverd nenhum risco adicional para sua saude, sendo que em eventuais situa¢des o

paciente terd total apoio médico, hospitalar e psicolégico;
C) autoriza a coleta de dados em seu prontuério medico;

D) o voluntirio pode consultar os pesquisadores responsaveis em qualquer época para

esclarecimento de qualquer davida;
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E) esté livre para, a qualquer momento, deixar de participar da pesquisa e que ndo precisa

apresentar justificativas para isso;

F) todas as informagdes fornecidas pelo voluntario e os resultados obtidos serdo mantidos em
sigilo e que estes Gltimos serdo utilizados somente para divulgacdo em reunides e revistas

cientificas, sem sua identificagdo, pois o material coletado serd identificado por cddigo;

G) os resultados obtidos serdo analisados com célculos estatisticos em grupo, assim ndo serdo

fornecidos resultados individuais, pois a pesquisa tem valor cientifico coletivo;

H) o material genético obtido (RNA e DNA) das amostras coletadas serd armazenado em freezer
no Laboratério de Citogenética e Biologia Molecular Humana da Universidade do Sagrado
Coragdo- USC e poderd ser utilizado para pesquisas futuras, também sem a identificagdo do

individuo;

I) este estudo consiste numa pesquisa cientifica importante, pois seus resultados poderdo trazer
informagBes que possam auxiliar o esclarecimento de diferencas genéticas individuais,
juntamente com fatores do estilo de vida (como a dieta alimentar, consumo de &lcool e cigarro),
que possam acarretar um maior risco no desenvolvimento de doencas gastricas. Assim, podendo

auxiliar futuramente na indicagdo de grupos de risco para essa doenca.

Assim, o usuério consente em participar do projeto de pesquisa em quest&o.

Bauru, de de 2013

Usuério/ responsavel legal Pesquisador responsavel



