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RESUMO

A carcinogénese do estomago pode progredir de uma inflamagéo crénica da mucosa
gastrica, resultante da infeccdo pela bactéria Helicobacter pylorique ativa a resposta
inflamat6ria do hospedeiro. Assim, tem-se avaliado a associacdo de polimorfismos génicos de
fatores envolvidos no processo inflamatorio, como os receptores do tipo toll like (TLR),
implicados no processo carcinogénico. O presente estudo foi dividido em caracterizagdo do
polimorfismo do gene TLR9 -1486T/C- rs187084 e posterior andlise da expressdo génica do
receptor. Os polimorfismos foram genotipados em um total de 503 pacientes (Cancer
Géstrico-CG= 58 pacientes; Gastrite Cronica-GC= 279 pacientes e Controle-C= 166
pacientes) por PCR-RFLP. A comparagdo entre os grupos GC vs C evidenciou uma
associacgdo protetora, onde os gendtipos CC e TC + CC foram associadas a diminuicdo de
risco para desenvolvimento de gastrite cronica nos modelos codominante (p=0,0000),
dominante (p=0,0000) e recessivo (p=0,0074), assim como a frequéncia alélica (p<0,0001). A
comparacdo entre CG vs C também demonstrou uma diferenca significante nos modelos
codominante (p=0,0048) e dominante (p=0,0103), e na frequéncia alélica observou-se p=
0,0036 mostrando a predominancia do alelo C no grupo controle. Na andlise de expresséo
génica, foram avaliadas 85 amostras (C=14; CG=23 e GC=48). Para 0 gene TLR9 houve um
aumento de expresséo significativo no grupo CG em relagéo ao C (p=0,0002) e com relagéo
ao grupo GC (p=0,0001). Na tentativa de demonstrar a associacdo do polimorfismo e
alteracdo nos niveis de expressdo génica, os grupos foram reagrupados de acordo com a
presenca dos gendtipos homozigoto selvagem e heterozigoto+homozigoto polimérfico. Nesta
analise, para o polimorfismo TLR9-1486 TC, no grupo Controle, individuos portadores dos
gendtipos TT apresentaram um aumento nos niveis de expressdo génica relativa em
comparacdo a mediana dos individuos portadores do alelo polimérfico TC+CC, diferenca que
foi estatisticamente significante (p=0,0240). Estes dados sugerem uma influéncia do SNP no
desenvolvimento das lesdes gastricas.

Palavras chaves: Polimorfismo. Céancer gastrico. Helicobacter pylori.



ABSTRACT

Stomach carcinogenesis can be the result of a chronic inflammation of the gastric
lining, caused by infection with the Helicobacter pylori bacteria, which triggers the host’s
inflammatory response. Therefore, the association of genetic polymorphisms of factors
involved in the inflammatory process have been evaluated, such as the toll-like receptors,
which are involved in the carcinogenic process. This study was divided into characterization
of TLR9-1486T/C-rs187084 gene polymorphism and subsequent analysis of TLR9 receptor
gene expression using real-time PCR. Polymorphisms were genotyped from 503 patients
(gastric cancer: 58 patients; chronic gastritis: 279 patients; and control group: 166 patients)
using PCR-RFLP. The comparison between the Chronic Gastritis group and the Control
group demonstrated a protective association, in which the CC and TC + CC genotypes were
associated with a decrease in the risk of chronic gastritis development in the co-dominant
(p=0.0000), dominant (p=0.000), and recessive (p=0.0074) models, as well as in the allele
frequency (p<0.0001). In the comparison between the Gastric Cancer group and the Control
group, it was also observed a significant difference in the co-dominant (p=0.0048) and
dominant (p=0.0103) models; whereas in the allele frequency, p=0.0036 was observed, which
showed the predominance of allele C in the Control group. However, the association between
risks and the bacteria presence was not demonstrated. In the analysis of gene expression, 85
samples (Control=14; Gastric Cancer=23, and Chronic Gastritis=48) were evaluated. There
was a significant increase in expression of the TLR9 gene in the Gastric Cancer group over the
Control group (p=0.0002), and over the Chronic Gastritis group (p=0.0001). In an attempt to
demonstrate the association between the polymorphism and the alteration in gene expression
levels, the groups were regrouped according to the presence of the homozygous wild-type
genotype and the heterozygous+homozygous polymorphic genotype. In this analysis, as for
the TLR9-1486 T/C polymorphism in the Control group, subjects with the TT genotype
showed an increase in the levels of relative gene expression compared to the median of
subjects with the TC+CC polymorphic allele, a difference that was statistically significant
(p=0.0240). In the other groups, there was no statistically significant difference. This data
suggests an influence of SNP on the development of gastric lesions.

Keywords: Polimorphism. Gastric Cancer. Helicobacter pylori.
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1.  INTRODUCAO

No Brasil, para 0 ano de 2016 estimou-se mais de 20 mil novos casos de cancer do
estbmago, sendo a maioria dos afetados de homens com idade superior a 70 anos. Ainda de
acordo com o Instituto Nacional do Céncer-INCA, a mortalidade para este tipo de patologia
foi superior a 14 mil no pais no ultimo ano (Figura 1) (INCA, 2016). De todos os tipos de
cancer, 0 carcinoma géastrico ocupa o segundo lugar em incidéncia e o terceiro lugar em
mortalidade no mundo, onde é amplamente aceito que o principal fator de risco é a bactéria
Helicobacter pylori (H. pylori) (LIU et al., 2015).

Figura 1. Incidéncia de diferentes canceres no Brasil

Localizagdo primaria Casos NOVos % Localizagdo priméria Casos NOvVos %
T  hresata 61200 286% o o Mamafeminina 57.960 281%
Homens Mulheres 5
Traqueia, Bronquio e Puimdo 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8,6%
Célon e Reto 16.660 7,8% Colo do Utero 16.340 7.9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmdo 10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmago 7.600 3,7%
Esbfago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma n&o Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4,830 2,3%

Fonte: INCA, 2016.

O céncer géstrico pode ser dividido em trés diferentes formas histoldgicas, sendo elas:
0 adenocarcinoma, o qual representa 95% dos tumores; o linfoma com apenas 3% dos casos e
0 leiomiossarcoma, este que acomete musculos e 0ssos e sdo 0s menos frequentes (INCA,
2016).

O mais comum dos tumores malignos géastricos, o adenocarcinoma, é classificado com
base em aspectos histopatoldgicos e clinicos em dois tipos: intestinal e difuso. As lesdes do
tipo intestinal sdo as mais frequentes, bem diferenciadas, dependentes de fatores ambientais e
associadas com a presenca de lesdes pré-cancerosas. S0 encontradas predominantemente em
homens e individuos idosos. O tipo difuso € pouco diferenciado, tem progndstico ruim e ndo
estd associado a lesbes pré-cancerosas. E um pouco mais frequente em mulheres e pacientes
jovens e tem alta ocorréncia familial, principalmente entre individuos com tipo sanguineo A
(TAHARA, 2004; FOX, WANG, 2007; INCA, 2016).

A carcinogénese gastrica apresenta etiologia complexa, na qual fatores genéticos e

ambientais estdo envolvidos, com diferentes fatores: como a presenca de virus e bactérias e



14

habitos de vida ndo saudaveis. De acordo com esses habitos enquadra-se o elevado consumo
de sal e alcool, fumo, histérico de lesdes e cirurgias gastricas e a infecgdo pelo Helicobacter
pylori. (CORREA, 2004; KONTUREK, KONTUREK E BRzZOZOWSKI, 2009;
ZABALETA, 2012).

O H. pylori é uma bactéria gram-negativa de formato bacilar, que desde 1994 é
considerada pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) um agente carcinogénico do Tipo I, e
que habita a mucosa gastrica de mais de 70% da populagdo humana com prevaléncia maior
em paises desenvolvidos, sendo adquirida na infancia e que coloniza o estdbmago durante
quase toda a vida do hospedeiro (WEN E MOSS, 2009).

Esta bactéria, por sua vez, estd presente em alimentos e gua potavel e estima-se que
continua sendo o maior fator de risco para o surgimento do cancer géstrico, ja que o H. pylori
encontra-se envolvida com o processo inflamatério da mucosa do estdmago (ISRAEL E
PEEK, 2006).

Comprova-se que o principal evento patofisioldgico da infeccdo pelo H. pylori na
mucosa gastrica € o ato de induzir o processo inflamatério, conhecido como gastrite, que se
caracteriza pela infiltracdo de fagocitos, principalmente neutréfilos e macréfagos (BAE et al.,
2014). Este ambiente estimula a transcricdo e sintese de diversas citocinas pro e anti-
inflamatérias, e caso ndo ocorra um controle apropriado para esta resposta imune, pode-se
desencadear a carcinogénese gastrica (SUGIMOTO, YAMAOKA E FURUTA, 2010).

Esta bactéria é o principal agente etioldgico em 95% dos casos de gastrite cronica e
em 20% dos casos de Ulceras gastricas, onde tem sido diretamente relacionada com o aumento
do risco de cancer em até nove vezes (KUIPERS, 1999; SCHOLTE et al., 2002). No Brasil, a
infeccdo pela H. pylori tem sido relatada entre adultos e criancas, em uma taxa de 80%
(MULLER et al., 2007).

Assim muitos pesquisadores tém focado seus estudos na patogénese do H. pylori na
tentativa de diagndsticos mais precoces, ja que o cancer gastrico quando diagnosticado em um
estado avancado apresenta dificil tratamento (TAKAISHI, OKUMURA E WANG, 2008;
ZHANG et al., 2013).

E também conhecido, que fatores genéticos do hospedeiro podem aumentar o risco
para as lesGes gastricas pré-malignas e cancer gastrico (PELETEIRO et al., 2010), portanto,
pode-se estabelecer uma relagdo entre doencas gastricas e os polimorfismos de uma variedade

de genes humanos, podendo modificar os efeitos decorrentes da exposi¢do natural ao
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ambiente, diminuindo ou aumentando a suscetibilidade dos individuos a tumorigénese
(KUTIKHIN, 2011).

Os receptores Toll-like (TLR) sdo proteinas transmembranares que possuem um
predominio de repeticdes ricas em leucinas (SMITH, 2014) e sdo importantes reguladores da
imunidade inata que podem ser ativados no momento do reconhecimento de ligantes
bacterianos e virais, conhecidos como padres moleculares associados a patogenos (PAMP’s).
A imunidade inata fornece a primeira linha de defesa do hospedeiro contra algumas infecgdes,
assim como pelo H. pylori. Porém, esta resposta do organismo em alguns individuos néo se
torna eficiente, fazendo com que a bactéria fuja da resposta imune do hospedeiro e persista no
estdbmago levando a gastrite atrofica, e por fim o céncer géstrico (ADEREM E ULEVITCH,
2000).

Como discutido o H. pylori é o mais importante fator de risco adquirido para cancer
gastrico e sua interacdo com a resposta imune inata e os receptores toll-like é a chave para a
evolugio clinica desta doenga. (SMITH, 2014). E inicialmente reconhecida pelos TLRs,
entretanto, é possivel que os polimorfismos presentes em genes destes receptores podem
afetar a magnitude e direcio da resposta do hospedeiro contra a infeccdo (CASTANO-
RODRIGUEZ et al., 2013).

Existem dez genes de TLRs em seres humanos, que estdo presente na superficie
celular (SMITH, 2014), um deles é o TLR9 que esté& presente em células epiteliais gastricas e
ira auxiliar no reconhecimento do H. pylori, sendo responséavel pela resposta inicial através da
ligacdo de oligonucleotideos CpGs, presentes apenas em DNA bacteriano (HOLD et al.,
2009). Um estudo recente demonstrou que ha expressdo aumentada dos receptores TLR9 em
células tumorais gastricas (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2014).

Alguns polimorfismos existentes no TLR9 tem sido bem estudados, entre eles os TLR9
—1486T/C (rs187084), —1237T/C (rs5743836) e +2848G/A (rs352140) que foram associados
com doencas inflamatorias e autoimunes (CARVALHO et al., 2011; KALINDERI et al.,
2013), sendo raros os estudos com tumores (MANDAL, GEORGE E MITTAL, 2012; DAI et
al., 2014; FEHRI et al., 2014). Entre os raros estudos com cancer gastrico do polimorfismo
TLR9 - 1486 C/T, podemos citar um artigo na populagdo chinesa que ndo encontrou
associacdo deste polimorfismo e neoplasia gastrica (ZENG et al., 2011). Entretanto,

recentemente um estudo na populagédo Chinesa demonstrou associacdo do alelo TLR9 -1486 C
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com o0 aumento do risco para o carcinoma gastrico, como também com um progndstico ruim
para a doenca (WANG et al., 2013).

Estes resultados demonstram a grande inconsisténcia dos trabalhos encontrados na
literatura e a importancia de avaliar este polimorfismo TLR9 -1486 C/T em pacientes com
problemas gastricos e sua associagdo com a infec¢do pelo Helicobacter pylori na populagdo

brasileira.
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2. DESENVOLVIMENTO
2.1 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1 Anatomia do estbmago e carcinogénese gastrica

O trato gastrointestinal (TGI) é formado por duas partes: (1) 6rgaos situados ao longo
de um tubo oco que se estendem da boca até o anus e (2) 6rgdos glandulares anexados que
liberam seu contetdo na luz do trato. A principal funcdo do TGI é absorver nutrientes e agua
que passam para a circulacdo sanguinea, além de eliminar produtos residuais. O estdmago é o
principal 6rgdo do TGI, podendo ser dividido em cinco regides: a cardia, o fundo, o corpo, o
antro e o piloro (Figura 2). Este 6rgdo muscular pode apresentar capacidade para até 1.500 ml
de volume, sendo revestido por peritdnio, que o0 protege externamente. O revestimento interno
é recoberto por epitélio colunar dobrado que formam as criptas gastricas (fossetas) onde as
glandulas gastricas liberam suas secrecdes (RUBIN E FARBER, 2002).

Figura 2. Anatomia do estbmago

Esofago

Cardia

Corpo

Esfincter pilonco

Duodeno

Fonte: Alzahrani et al 2014

Existem diversas patologias que acometem 0 estbmago sendo a gastrite a mais
frequente. Normalmente a carcinogénese gastrica € um processo lento e pode progredir de
uma leséo relativamente simples como a gastrite crénica ndo tratada, que se transforma em
uma leséo pré-cancerosa, como a metaplasia ou displasia e finalmente carcinoma, com ou sem
disseminagdo por metastase (CORREA, 2004).
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Na gastrite cronica, as lesbes vao desde processo inflamatério superficial até a atrofia
do epitélio. Aproximadamente 10% dos pacientes com atrofia gastrica desenvolvem
adenocarcinoma em um periodo de 15 anos (CHELI; GIACOSA, 1983), motivo pelo qual é
considerada uma lesdo pré-maligna. A causa mais comum da gastrite cronica é a infeccéo
pelo bacilo Helicobacter pylori, além de estresse psicoldgico, cafeina e uso de alcool e tabaco
(GENTA, 1998).

Lesdes in situ pré-neoplasicas podem ser reconhecidas como é o caso da metaplasia e
displasia. Na metaplasia intestinal o epitélio assume um fenétipo das células intestinais,
quadro histolégico que pode ser revertido se tratado. J& os marcadores para a displasia sdo
variacbes no tamanho, forma e orientacdo do epitélio junto com a textura da cromatina
podendo ocorrer hipertrofia e hipercromasia (OHBA E 1IJIMA, 2016).

O adenocarcinoma representa aproximadamente 95% dos casos de neoplasias malignas
gastricas, sendo classificado com base em aspectos histopatoldgicos e clinicos em dois tipos:
intestinal e difuso. As lesdes do tipo intestinal sdo as mais frequentes, bem diferenciadas,
localizadas na regido do corpo e antro géstrico, dependentes de fatores ambientais e
associadas com a presenca de lesfes pré-cancerosas. S0 encontradas predominantemente em
homens e individuos idosos. O tipo difuso é pouco diferenciado e encontrado principalmente
na regido da cardia, tem prognostico ruim e no esta associado a lesdes pré-cancerosas. E um
pouco mais frequente em mulheres e pacientes jovens e tem alta ocorréncia familial,
principalmente entre individuos com tipo sanguineo A (TAHARA, 2004; FOX, WANG,
2007; INCA, 2010).

O desenvolvimento dessa patologia é considerado multifatorial e sendo assim
apresenta fatores ambientais e genéticos envolvidos, tais como tabagismo, a infeccdo pelo
Helicobacter pylori, populagdo de baixa renda, classificagdo sanguinea do tipo A, raca
amarela, ativagdo de genes supressores p53 e algumas variantes polimorficas (SANTOS, et. al
2015).

De acordo com o INCA o H. pylori é a segunda causa mais frequente quando se trata
de doencas estomacais, onde cerca de 70% da populacdo mundial encontra-se colonizada por
essa bactéria, porém individuos com certa suscetibilidade genética desenvolvem a doenca
com mais facilidade (INCA, 2016).

Séo conhecidos além de fatores ambientais, os fatores genéticos do hospedeiro. Eles

podem aumentar o risco para o cancer gastrico (AL-MONDHRI et al., 2006), mostrando que
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é possivel estabelecer uma relacéo entre essa patologia e os polimorfismos de uma variedade
de genes humanos, os quais podem ou ndo modificar os efeitos decorrentes da exposi¢éo
natural ao ambiente, o que diminui 0 aumento da suscetibilidade de individuos com a doenca
(NARDONE; MORGNER, 2003). A patogénese do cancer depende do acumulo de
instabilidade genética e alteracBes em fatores de crescimento, bem como em citocinas e
receptores celulares, que podem contribuir para a carcinogénese do estdbmago. Muitas vias
oncogeénicas estdo bem estabelecidas, como aquelas mediadas por reguladores do ciclo celular
(ciclina E, ciclinas D1 e D2), fator nuclear- kB, cicloxigenase-2 (COX-2) e receptor de fator
de crescimento epidermal (EGFR). Entretanto tém surgido evidéncias da importancia de
outras vias e marcadores moleculares associados aos polimorfismos (SMITH et al., 2006; WU
et al., 2010, OHBA E IJIMA, 2016).

Em pacientes com cancer gastrico, alguns polimorfismos tém sido relatados
associados com risco aumentado para a doenca e estudados como possiveis biomarcadores
para predicdo desta neoplasia (GAO; NIETERS; BRENNER, 2009). Estes polimorfismos
estdo relacionados a diversas vias moleculares que participam da carcinogénese, como genes
de reparo do DNA (XPA, XPC, ERCC2) que possuem um importante papel no reparo ao dano
no DNA causado pelo processo inflamatorio desencadeado pelo H. pylori (DONG et al,
2008). Pode-se ainda citar alguns polimorfismos em genes como de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B e TNFA) e anti-inflamatérias (IL-1RN), quimiocinas (I1L8) (EL-OMAR et
al., 2000; ZHANG et al., 2008) e receptores do sistema imune (TLRs, receptores “toll like™)
(HOLD et al., 2007, OLIVEIRA et al.,2013), importantes no padréo de resposta inflamatdria
desencadeada pelo H. pylori. Esses polimorfismos demonstram a importancia dos
carcindgenos ambientais junto a suscetibilidade para certos perfis genéticos individuais
(MILNE et al., 2009; LAO SIRIEIX et al., 2010).

2.1.2 Helicobacter pylori

A infeccéo pelo microrganismo vem sendo descrita na literatura desde 1994, porém foi
na década de 80 que ela foi isolada pela primeira vez por Marshall & Warren. E considerada
pela Organizacdo Mundial de Saude um patdgeno de classe | (KODAIRA; ECOBAR; GRISI
2002) e vem sendo associada com a gastrite cronica, Ulceras pépticas, metaplasia intestinal e
adenocarcinoma gastrico (DAWN; PEEK, 2006).
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O H. pylori é um bacilo Gram negativo, que mede cerca de 3,5 X 0,5 um e possui de 4
a 6 flagelos. Apresentam fatores de viruléncia que véo influenciar e auxiliar na colonizagdo da
mucosa gastrica, ja que o pH estomacal é baixo (&cido), além de prover moléculas de
sinalizagio ao sistema imune, onde servird como fonte para o inicio da inflamag&o (CESAR;
SILVA; TABAJARA, 2002). Além disso, possuem uma importante capacidade de secretar
enzimas que irdo degradar as glipoproteinas da mucosa, lesando as células (SMITH et al.,
2006).

Figura 3. Microscopia eletronica da bactéria Helicobacter pylori mostrando sua
estrutura bacilar.

Fonte: Fonte: Oliveira, C. S. B 2013.

A incidéncia de infeccdo por esta bactéria estd diretamente relacionada com o nivel
socioecondmico, a idade e o pais que habita. A contaminacdo geralmente acontece na
infancia, por via fecal-oral e por alimentos ou 4gua contaminados com 0 micro-organismo.
Para o H. pylori conseguir aderir-se ao epitélio gastrico é preciso atravessar a camada
primaria de muco espesso, isso corre pela presenca de flagelos que facilita a colonizacao e
adesdo a superficie da mucosa considerando uma rapida motilidade do bacilo no parede do
estomago (KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2009).

A fim de sobreviver e manter a infeccdo cronica, o H. pylori evoluiu adaptaces com

uma ampla variedade de mecanismos para auxiliar em sua adaptagdo ao ambiente
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desagradavel do estbmago e persistir a uma resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro
(MULLER, 2011). Apds a colonizacdo do epitélio, a bactéria utiliza mecanismos que
auxiliam na sua adaptacdo ao ambiente, através de uma enzima chamada urease. Esta por sua
vez ira permitir hidrolisar a ureia géstrica em amoniaco e didxido de carbono, proporcionando
sua sobrevivéncia em um 6timo pH gastrico (CESAR; SILVA; TABAJARA, 2002).

Também existem evidéncias substanciais indicando que diferencas genéticas do
microrganismo tém um papel no resultado clinico da infeccdo pelo H. pylori, particularmente
de genes relacionados a viruléncia como, cagA, vacA, iceA , babA e dupA (SMITH et al.,
2006). A infeccdo por um cagA esta ligada com a reducdo de apoptose e pode agir para
inibicdo da morte celular programada gastrico-epitelial. O gene vacA codifica uma citotoxina
vacular, vacA, que estimula células epiteliais, a apoptose. Os seres humanos infectados por
vacA de H. pylori expressa, demonstram um maior grau de gastrite. O iceA € induzido pelo
contato com o epitélio e compreende duas variantes principais iceAl, onde é regulada pelo
contato com a H. pylori por células epiteliais gastricas humanas, e em algumas populagdes
estd relacionada com a Ulcera péptica; e iceA2 onde sua funcdo ainda é indefinida. O gene
babA codifica uma proteina da membrana externa, que possui a funcdo de se aderir
firmemente as celulas epiteliais géstricas, onde o acumulo de babA pode influenciar na
gravidade da doenga. Portanto, chegamos a conclusdo de que pessoas, com H. pylori expressa,
que possuem babA, vacA e cagA tem um maior risco para o desenvolvimento do cancer
gastrico (SMITH et al., 2006; BECKERT et al., 2016).

Assim que se aloja na mucosa gastrica, ocorre a indugdo do processo inflamatorio,
seguido de infiltrado de neutrdfilos e células mononucleares. Com isso, estimula a transcri¢éo
e sintese de algumas citocinas pré e anti-inflamatorias, onde caso ndo ocorra um controle
adequado da resposta imune, pode-se desencadear a carcinogénese gastrica (SUGIMOTO;
YAMAOKA; FURUTA, 2010). Segundo Alzahrani, os multiplos efeitos que a bactéria tem
sobre as células epiteliais gastrica sdo: indugdo da apoptose, proliferagdo de células e a
destruicéo de celulas epiteliais (ALZAHRANI 2014).

2.1.3 Receptores Toll like

Os receptores Toll likes (TLRs) séo expressos por diferentes tipos de células ao longo
do trato gastrointestinal, e desempenham um papel muito importante em relacéo a regulagéo

da resposta imune inata (LAGUNES et al, 2013). N&o estdo ligados apenas ao
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reconhecimento microbiano, mas também estdo envolvidos na eliminagdo de alguns
patdgenos, regulacdo da resposta inflamatdria e na ativacdo da resposta imune adaptativa,
uma resposta tardia (EL-OMAR; NG; HOLD, 2008).

Reconhecem o0s padrdes moleculares associados a patdgenos, conhecidos como
PAMPs (WANG, X. et al., 2013) e sédo importantes membros da resposta imune inata, onde
seus genes tém sido descritos como altamente polimorficos. Isso pode causar em alguns
individuos uma ativacdo excessiva da resposta imune e inflamagéo, o que torna propicio o
desenvolvimento de outras doengas, incluindo o cancer (EL-OMAR; NG; HOLD, 2008).

Atualmente, dez tipos de TLRs tém sido encontrados em humanos (SEYA et al, 2010).
Dentre os receptores toll like encontra-se 0 TLR9, presente em células epiteliais gastricas e
implicado no reconhecimento de bactérias e virus, incluindo o H. pylori, sendo responsével
pela resposta inicial através da ligacdo de oligonucleotideos CpGs, presentes apenas em DNA
bacteriano (HOLD et al., 2009). Um estudo recente demonstrou que h4 expressdo aumentada
dos receptores TLR9 em células tumorais gastricas (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2014).

O TLR9 tem sido descrito como altamente polimdrfico e serve como um receptor de
reconhecimento de padrdes que sinaliza a presenca de uma infeccdo (PARADOWSKA et al,
2016). O polimorfismo genético € denominado por alteracbes genéticas presentes nas
sequéncias de DNA que podem tanto construir como destruir os sitios de reconhecimento.
Essas alteragcbes podem ocorrer em alguma sequéncia ndo codificadora do gene 0 que nédo
causara alteragdo de nenhuma das funcbes, ou por outro lado ocorrer nas sequéncias
codificadoras, que ira levar a producéo de proteinas defeituosas (LIMA el al, 2006), onde
esses genes polimorficos € considerado um dos mais relevantes motivos para o
desenvolvimento de doencas pépticas (UNO; KATO; SHIMOSEGAWA, 2014).

Alguns polimorfismos existentes no TLR9 tem sido bem estudados, entre eles os TLR9
—1486T/C (rs187084), —1237T/C (rs5743836) e +2848G/A (rs352140) que foram associados
com doencas inflamatorias e autoimunes (CARVALHO et al., 2011; KALINDERI et al.,
2013), sendo raros os estudos com tumores (MANDAL, GEORGE E MITTAL, 2012; DAI et
al., 2014; FEHRI et al., 2014).

Na literatura, vem sendo descrito o desenvolvimento da via de sinalizagdo dos TLRs
em doenca auto-imune e doengas inflamat6rias (CASTANO-RODRIGUEZ, 2014). Durante
infeccdo por H. pylori, os TLR9 reconhecem oligonucleotideos do tipo CpG, ndo metiladas,

que sdo abundantes no DNA bacteriano, o que desencadeia alteracdes no equilibrio celular e a
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ativagdo de MAPKs e NF-Kb (WANG, 2015) e desempenham um papel importante para
estabelecer uma resposta inflamatdria a infeccéo por H. pylori (LAO, et al, 2015).
Curiosamente, o reconhecimento mediado por TLR9 é induzido principalmente
intracelular. Além disso, um estudo tem sugerido que a sinalizacdo TLR9 esté envolvida na
supressdo da gastrite induzida por H. pylori na fase inicial da infeccdo através da regulacéo de
citocinas de tipo Thl modulada por IFN -a. Além disso, um estudo recente mostrou que o
epitélio gastrico de criancas respondem & infeccdo por H. pylori através do aumento da
expressdo de receptores TLR2, TLR4, TLR5 e TLR9. (CASTANO-RODRIGUEZ, 2014).
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3. OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

Tendo-se em vista a importancia bioldgica destes receptores de padrfes microbianos
em diversas infeccOes e 0s poucos estudos da literatura com polimorfismos de receptores
TLRs envolvidos na infecgdo géstrica pelo H. pylori e carcinogénese géstrica na populacéo
brasileira, bem como a escassez de trabalhos associando polimorfismos destes genes e
expressdo génica. Este estudo teve como objetivo geral avaliar as amostras determinando as
frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do TLR9 —1486T/C (rs187084) e a

expressao génica deste receptor.

3.2 OBIJETIVO ESPECIFICO

v Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TLR9

—1486T/C (rs187084) nos grupos casos (Gastrite cronica e Cancer géstrico) e controle;

v Caracterizar o polimorfismo em associagdo com risco aumentado para as

lesGes gastricas avaliadas; como também para a infeccdo pelo H. pylori;

v Avaliar a expressdo génica relativa do RNAm e as possiveis associagdes entre 0s

niveis de expressdo génica e as variantes polimorficas.
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4, MATERIAL E METODOS

Este estudo dividiu-se em duas principais etapas: caracterizacdo do polimorfismo
TLR9-1486T/C- rs187084 e posterior analise da expressdo génica.

Na primeira etapa, as analises polimorficas foram desenvolvidas no Laboratério de
Biologia Molecular e Citogenética da Universidade do Sagrado Coracéo de Bauru-SP (USC),
enquanto os ensaios de expressdo génica foram realizados no Laboratério de Biologia
Molecular Humana, Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas de S8o José do Rio Preto-SP, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”. O Projeto foi submetido a analise do Comité de Etica e Pesquisa desta instituicéo,

tendo sido aprovado com parecer nimero 382.514 (Anexo 1).
41 COLETA DAS AMOSTRAS DE BIOPSIAS GASTRICAS

Durante a execucdo deste trabalho foi firmada uma colaboragéo entre a Universidade
do Sagrado Coragéo-USC e Hospital Estadual de Bauru (setor de Gastrenterologia) para a
coleta de novas bidpsias gastricas. Todos que aceitam participar do estudo preenchem um
questionario, de onde séo obtidos dados epidemioldgicos como idade, raga e sexo (Anexo 2) e
assinam um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3). As bidpsias géstricas
sdo coletadas em tubos distintos contendo solugdo de RNA later, e estas sdo designadas a

extracdo de DNA e RNA (protocolos descritos abaixo).

4.2 CAUSUISTICA

Todas as amostras incluidas foram obtidas de pacientes com queixas gastricas e
atendidos no Servico de Gastrenterologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Marilia, Universidade Federal de Sdo Paulo ou Hospital Estadual de Bauru, submetidos a
endoscopia digestiva alta, e com idade variando entre 1 a 80 anos e que ndo receberam
drogas quimioterapicas, antibidticos e inibidores de bombas de prétons.

Na Tabela 1 estdo descritos 0s nimeros amostrais para 0s grupos casos (Gastrite e
Cancer) e Controle, sendo que o total de amostras foram de 503 pacientes. O grupo Cancer
Géstrico foi formado por 58 pacientes, sendo todos positivos para H. pylori; o grupo Gastrite
Cronica por 279 pacientes, sendo 146 positivos para H. pylori e 133 negativos para H. pylori;
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j& o grupo controle contém 166 pacientes que passaram por endoscopia, mas 0 exame
histopatolégico foi negativo para qualquer doenca géstrica.

A segunda etapa refere-se & avaliacdo da expressdo génica do RNAm por PCR real
time, para a qual foram utilizadas amostras de RNA de 48 pacientes com Gastrite Cronica, 23

pacientes com Céancer Géstrico e 14 pacientes Controle (Tabela 1).

Tabela 1. NUmero amostral dos grupos de Gastrite Cronica, Cancer Gastrico e
Controle para o polimorfismo TLR9 -1486T/C.

Grupos Amostrais DNA (n) RNA (n)
Gastrite Cronica H. pviori negativo 133 31
H. pviori positivo 146 17
Cancer Gastrico H. pviori positivo 58 23
Controle H. pviori negativo 166 14
Total 503 85

Vale ressaltar, que as amostras foram fornecidas de forma randomizada e blindada
na qual somente o pesquisador coordenador do presente estudo teve acesso as informacoes
de cada paciente apenas para a avaliagdo dos dados, ap6s toda a parte experimental

realizada.
4.3 ESTUDO MOLECULAR

4.3.1 Extracdo de DNA e Deteccdo molecular da Helicobacter pylori

A extracdo do DNA a partir das bidpsias da regido do antro do estdmago foi realizada
conforme protocolo estabelecido pelo Kit QiAmp da Qiagem.

Para a deteccdo de H. pylori através da técnica de PCR, foi utilizado um par de
primers: F: TCCCAGCAGCAACAATTCATTA e R: CTGCTTGCAGTTGACTGTGT
conforme sequéncias e protocolos descritos na literatura (CHEN et al., 2012) o qual amplifica
um fragmento de 150pb referente ao fragmento da fracdo 16S do rRNA bacteriano. As

condigdes adequadas para a reagdo de PCR seguiram o protocolo descrito por Scholte
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(SCHOLTE et al., 2002), sendo os produtos analisados por eletroforese em gel de agarose 2%
(Figura 4).

Figura 4. Padrdo de migracdo eletroforético reacdo de PCR para HPX. Possui um
fragmento de 150pb. Colunas 1, 2, 6, 7 e 8: amostras de pacientes positivos para o gene do
HPX; Colunas 3,4 e 5: amostras de pacientes negativos para o gene do HPX. Padréo
molecular de 100pb.

e essss e 150pb

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2 Andlise do polimorfismo TLR9 -1486T/C (rs187084)

O polimorfismo TLR9 -1486 T/C foi determinado por amplificagdo génica
empregando-se a técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction/RestrictionFragmentLengthPolymorphism). Para amplificar a regido contendo o
sitio polimérfico foram utilizados os primers: F: TCCCAGCAGCAACAATTCATTA e R:
CTGCTTGCAGTTGACTGTGT conforme sequéncias e protocolos descritos na literatura
(Tabela 2).

As PCR foram feitas para um volume final de 50uL onde foram utilizados 31,5 pL
H,O, 5 pL de PCR Buffer, 5 pL dNTPs (1,23 pmol/L), 2 pL de MgCl; (25 mmol/L), 4 uL de
primers (25 pmol/L), 2 pL de DNA gendmico e 0,5 pL de Tag DNA Polimerase (5 U/uL). O
material foi processado em termociclador automético, sendo inicialmente submetido a uma
temperatura de 94°C por 3 minutos para que ocorra a desnaturagdo. Posteriormente, para
amplificacdo, foi submetido a 30 ciclos a 94°C por 45 segundos, a 60°C por 30 segundos, a
72°C por 1 minuto e 30 segundos e extenséo final por 10 minutos a 72°C. Os produtos da
PCR foram visualizados em gel de agarose (©Invitrogen) com concentracdo de 1,5%, corado

com brometo de etidio na presenca de um marcador molecular de 100 pb. Apds esta etapa,
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10pL de produto da reacdo de PCR foram digeridos utilizando-se a enzima especifica para a
regido polimorfica Aflll, que age a uma temperatura de 37° C em banho-maria over night

(Figura 5). Os alelos foram identificados pelas regides de corte conforme descrito na tabela 2.

Figura 5. Padrao eletroforético pela técnica de PCR-RFLP para TLR9-1486T/C. (A)
bandas de 499 pb caracteristico da amplificacdo do fragmento estudado do gene TLR9 e B)
Padrdo de corte da enzima Aflll para o polimorfismo. Colunas de 1-3 e 7: heterozigoto TC
(499+327+172pb). Coluna 4: homozigoto selvagem TT (327+172pb); e Colunas 5 e 6:
homozigoto polimérfico CC (499pb).

100pb 1

100pb 1 2 3 4 5 6 7t

—

500pb|-—-——- 499 pb

P p—
300 pb ss—

200 pb

100 pb

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 2. Polimorfismo e suas sequencias de primers e enzimas utilizadas, conforme
referéncias da literatura.

Genes Primers (5°-3’) Enzim T(° Fragmento Referénc
a C) ia
TT:

TLR9 - F:-TCCCAGCAGCAACAATT Aflll 37°  327+172pb = (Lletal,
1486T/C  CATTA TC: 2012)
rs187084 R:CTGCTTGCAGTTGACTG 499+327+1

TGT 72 pb

CC: 499 pb
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4.3.3 Andlise da Expressdo génica por RT-PCR quantitativa em tempo real (QRTPCR)
do gene TLR9

Apoés ajuste das concentracBes, o RNA foi transcrito utilizando o High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) de acordo com o protocolo do
fabricante. As reagdes foram realizadas em um termociclador GeneAmp PCR System 9700
(AppliedBiosystems) e o cDNA estocado a -20°C. A analise da expressdo do TLR9 foi
realizada no termociclador automatico (ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System) e a
quantificacdo do RNA nas amostras utilizarou os valores de Ct pela formula 2(-AACt) de
acordo com LIVAK et al., (2001). Os genes de referéncia utilizados para analise das amostras
foram GUSB (hs00939627_m1) e TBP (hs0042720-m1). Os iniciadores e sondas para a
amplificacdo e deteccdo do gene foi selecionado pelo guia de selecdo de genes da Applied
Biosystems - TLR9 (Hs00152973_m1). Para determinar a eficiéncia de amplificacdo do
iniciador foi construida uma curva-padréo com dilui¢cbes em série de amostras de cDNA (pool
de cDNA puro e diluigdes: 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625). As reac¢Oes foram realizadas utilizando o

sistema Tagman (AppliedBiosystems).
44 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacéo das frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos utilizou-se o
teste exato de Fisher. Foi realizada uma analise regressiva multivariada para calcular a Odds
Ratios (OR) e seus intervalos de confianga a 95% (95% IC) ajustados para os fatores de risco
como sexo, idade, infeccdo pela H. pylori e seus fatores de viruléncia, seguindo 4 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), recessivo (alelos homozigotos de maior ocorréncia + heterozigotos vs
alelos homozigotos de menor ocorréncia) e overdominante (heterozigotos vs pool de
homozigotos).

Os dados de expresséo génica relativa foram apresentados como medianas para cada
grupo, para o gene TLR9 foi utilizado um método de detecgéo de outliers (MAROCO, 2007),
sendo os outliers removidos em andlises posteriores. A distribuicdo dos dados foi determinada
pelo teste de normalidade D’Agostino & Pearson. Para analisar a influéncia da expresséo

génica e fatores como polimorfismo e presenca da H. pylori foi utilizado o teste de Mann-
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Whitney para dados ndo paramétricos. Nas anélises p<0,05 foi considerado estatisticamente
significante. Para as analises foram utilizadas a ferramenta estatistica online SNPstats
(http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm), o Programa GraphpadInstat 3.0 e GraphPad

Prism 5 version 5.01.
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S. RESULTADOS

5.1 DETECCAO DO POLIMORFISMO DO TLR9 -1486 T/C - RS187084

Para 0 estudo do polimorfismo TLR9 1486C/T - rs187084 foram genotipadas 503
amostras pela técnica de PCR-RFLP, sendo 279 pacientes com Gastrite Crdnica-GC (133
positivos e 146 negativos para o H.pylori), 166 pacientes Controles-C, com a mucosa gastrica
normal (negativos para o H. pylori) e 58 pacientes com Cancer Géstrico-CG (positivos para
H. pylori).

As frequéncias genotipicas para o Grupo de Gastrite Cronica para T/T, T/C e C/C
foram de 34%, 47% e 18%, respectivamente, enquanto as frequéncias alélicas para T foi de
0,58 e para C de 0,42. No grupo Céancer, as frequéncias genotipicas para T/T, T/C e C/C
foram de 34%, 50% e 16%, respectivamente, enquanto as frequéncias alélicas para T foi de
0,59 e C de 0,41. No grupo Controle obteve-se uma frequéncia genotipica para T/T, T/C e
C/C de respectivamente, 17%, 52% e 30%, enquanto a frequéncia alélica foi para T de 0,44 e
para C de 0,56.

Também foram realizados agrupamentos entre as frequéncias genotipicas e alélicas
comparando 0s grupos casos e controle. Na comparagao entre os grupos Gastrite e Controle,
observou-se uma diferenga estatisticamente significante nos modelos codominante para TC
(OR= 0,46, 95%IC=0,28-0,76, p<0,0001) e CC (OR=0,32, 95%IC=0,18-0,57, p<0,0001)
com relagdo ao genétipo homozigoto selvagem TT, no modelo dominante (OR=0,41,
95%I1C=0,18-0,80, p<0,0001) e modelo recessivo (OR=0,54, 95%IC= 0,34-0,84, p=0,0074)
(Tabela 3).

O mesmo efeito protetor foi observado na comparagdo entre os grupos Cancer
Gastrico e Controle nos modelos codominante para TC (OR=0,27, 95% IC= 0,10-0,67, p=
0,0048) e CC (OR= 0,48, 95% IC= 0,23-0,98, p= 0,0614) com relacdo ao gendtipo
homozigoto TT, assim como no modelo dominante para TC+CC (OR= 0,40, 95% IC= 0,20-
0,80, p= 0,0100). Na comparagdo da frequéncia alélica entre os grupos Gastrite e Controle
(OR=0,56, 95% IC=0,42-0,73, p= 0,0001) e Cancer Gastrico e Controle (OR=0,52, 95% IC=
0,34-0,81, p= 0,003) também se observou um efeito protetor para o alelo C (Tabela 4).

Entretanto, ndo se observou qualquer associagdo estatisticamente significante entre as
comparagOes alélicas e genotipicas entre os grupos Gastrite Crdnica e Cancer Géstrico
(Tabela 5).
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As amostras também foram agrupadas de acordo com a presenca e auséncia da
bactéria Helicobacter pylori, formando-se um grupo H. pylori positivo (133 pacientes) e H.
pylori negativo (146 pacientes). Na comparacdo entre estes dois grupos ndo se observou
nenhuma diferenga estatisticamente significante tanto na frequéncia genotipica quanto na
frequéncia alélica (OR= 0,79, 95% IC=0,61-1,02, p= 0,082).
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Tabela 3. Andlise das frequéncias genotipicas e alélicas nos modelos codominante, dominante, recessivo e overdominante nos grupos Controle

vs Gastrite Cronica para o SNP TLR9- 1486 T/C, dados ajustados para os fatores de risco sexo e H.pylori.

Modelos Gendtipos/Alelos Grupos dos pacientes
TLR9 1486T/C
Controle Gastrite Cronica n=279 OR (95%IC) p
n= 166 (100%) (100%0)
Codominante TIT 29 (17,7%) 96 (34,4%) 1,00
T/C 87 (53%) 132 (47,3%) 0,46 (0,28-0,76) <0,0001
C/C 48 (29,3%) 51 (18,3%) 0,32 (0,18-0,57
Dominante TIT 29 (17,7%) 96 (34,4%) 1,00
T/C-C/C 135 (82,3%) 183 (65,6%) 0,41 (0,18-0,80) <0,0001
Recessivo T/T-TIC 116 (70,7%) 228 (81,7%) 1,00
C/C 48 (29,3%) 51 (18,3%) 0,54 (0,34-0,84) 0,0074
Overdomintante T/T-C/C 77 (47%) 147 (52,7%) 1,00
T/C 87 (53%) 132 (47,3) 0,80 (0,54-1,18) 0,260
Frequéncia Alélica T 0,44 0,58 1,00
C 0,56 0,42 0,56 (0,42-0,73) 0,0001
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Tabela 4. Andlise das frequéncias genotipicas e alélicas nos modelos codominante, dominante, recessivo e overdominante nos grupos Controle

vs Cancer Gastrico parao SNP TLR9- 1486 T/C, dados ajustados para os fatores de risco sexo e H.pylori.

Modelos Genotipos/Alelos Grupos dos pacientes
TLR9 1486T/C
Controle Cancer gastrico n=58 (100%) OR (95%IC) P
n= 166 (100%)
Codominante TT 29 (17.7%) 20 (19%) 1,00
T/C 87 (33%) 29 (18%) 0,48 (0,23-0,98) 0,004
Cc/C 48 (29,3%) 9 (8%) 0,27 (0,10-0,67)
Dominante T 29 (17.7%) 20 (9%) 1,00 0,010
T/C-C/C 135 (82,3%) 38 (17%) 0,40 (0,20-0,80)
Recessivo T/T-T/C 116 (70,7%) 49 (22%) 1,00 0,053
C/C 48 (29,3%) 9 (4%) 2,25(1,02-4,94)
Overdomintante T/T-C/C 77 (47%) 29 (13%) 1,00 0,760
T/C 87 (33%) 29 (13%) 1,13 (0,62-2,05)
Frequéncia Alélica T 0,44 0,59 1,00 0,003
C 0,56 041 0,52 (0,34-0.81)
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Tabela 5. Anélise das frequéncias genotipicas e alélicas nos modelos codominante, dominante, recessivo e overdominante nos grupos Gastrite
vs Cancer para 0 SNP TLR9 1486 T/C dados ajustados para os fatores de risco sexo e H.pylori.

Modelo Gendtipos/ Grupos dos pacientes
TLR9 1486 T/C Alelos Cancer N=58(100%o) Gastrite N=279 OR (95%IC) P
(100%0)

Codominante TIT 20 (34,5%) 125 (28,2%) 1,00 0,45
T/C 29 (50%) 219 (49,4%) 0,80 (0,43-1,50)
C/C 9 (15,5%) 99 (22,4%) 0,59 (0,25-1,37)

Dominante TIT 20 (34,5%) 125 (28,2%) 1,00 0,32
T/C-CIC 38 (65,5%) 318 (71,8%) 0,74 (0,41-1,34)

Recessivo T/T-T/IC 49 (84,5%) 344 (77,7%) 1,00 0,29
C/C 9 (15,5%) 99 (22,4%) 0,67 (0,32-1,43)

Overdominante T/T-C/C 29 (50%) 224 (50,6%) 1,00 0,94
T/C 29 (50%) 219 (49,4%) 0,98(0,56-1,71)

Frequéncia T 0,59 0,53 1,00 0,198

Alélica

C 0,41 0,47 0,75 (0,51-1,12)
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5.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Os niveis de expressdo génica relativa para TLR9 podem ser visualizados na
Tabela 5 e Figura 6. Observou-se, que para este gene, um aumento significativo nos
niveis de expressdo génica relativa no grupo de Cancer Géstrico, cujas amostras
apresentaram mediana de RQ= 6,887, com relacdo aos demais grupos avaliados, onde o
grupo Controle apresentou mediana de RQ= 1,042 e grupo Gastrite Crbnica com
mediana de RQ= 1,456. Assim, houve diferenca estatisticamente significativa na
comparagédo entre os grupos Céancer vs Controle (p= 0,0002) e Cancer vs Gastrite (p=
0,0001), mas ndo entre os grupos Gastrite vs Controle (p= 0,1912).

Em outra andlise, as amostras foram separadas de acordo com o genétipo do
polimorfismo avaliado TLR9-1486 TC (Figura 7). Assim, no grupo Controle, individuos
portadores dos genotipos TT apresentaram um aumento nos niveis de expressdo génica
relativa (mediana de RQ= 4,727) em comparagdo a mediana dos individuos portadores
do alelo polimoérfico TC+CC (mediana de RQ= 0,4498), diferenca que foi
estatisticamente significante (p= 0,0240). No grupo de Gastrite Cronica, individuos
portadores dos genotipos TT apresentaram niveis de expressdo génica relativa
semelhante (mediana de RQ= 0,9966) aos individuos portadores do alelo polimdrfico
TC+CC (mediana de RQ=1,543), (p= 0,1948). Para o grupo Céancer Géstrico, também
ndo houve diferenga estatisticamente significante, sendo que individuos portadores dos
gendtipos TT apresentaram mediana de RQ= 9,905 e individuos portadores do alelo
polimérfico TC+CC mediana de RQ= 8,581, p= 1,000 (Figura 7).

Tabela 6. Niveis de expressdo génica relativa de TLR9 para os grupos de
Gastrite Cronica-GC, Cancer Géstrico-CG e Controle-C.

Variaveis TLR9
Controle- Grupos Casos
C (n=14)
Cancer Gastrico-CG  Gastrite Cronica -GC
(n=23) (n=48)
Mediana 1,042 6,887 1,456
Intervalo (25-75 0,335- 2,858-12,26 0,7590-2,700
Percentil) 3,688
P 0,0002 0,1912
0,0001

Analises estatisticas: Mann Whitney teste
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Expressdo Génica Relativa

Figura 6. Expressdo génica para o gene TLR9 entre grupos estudados. A) Comparagdo de mediana de RQ dos grupos Gastrite Cronica e
Controle (p=0,1912); B) Comparacdo de mediana de RQ dos grupos Cancer Gastrico e Controle (p=0,0002) e C) Comparacao de mediana de RQ
dos grupos Cancer Gastrico e Gastrite Cronica (p=0,0001). *Diferenca estatisticamente significante p<0,05. RQ=Quantificacdo Relativa.
Tratamento de outliers.
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Figura 7. Expressao génica para gene TLR9 comparando genétipos estudados. A) Grupo Controle (p=0,0240); B) Grupo Céancer Gastrico
(p=0,6378); C) Grupo Gastrite Crdnica (p=0,3392). Diferenca estatisticamente significante p<0,05. Tratamento de outliers.

A Controle B cancer Gastrico C Gastrite Cronica
= * $ 154 107
© p= 1,000
3 — — 81 T
¢ 6
- p= 0,0240 10- p=0,1948
= 6-
5 4
= 4
0 54 i
@ 2
/] g [
g 2
ﬁ 0 T 0 T 0 I . I
T TC+CC m TC+CC T TC+CC
RQ-= 4,727 RQ= 0,4498 RQ= 9,905 TLRY -1486 T/C RQ-= 8,581 RQ=0,9966 RQ=1,543

Fonte: Elaborado pelo autor



39

Para finalizar foi realizado um agrupamento com relacdo a auséncia e presencga
da bactéria H. pylori, onde obteve-se 40 amostras no grupo H. pylori positivo e 45
amostras no grupo H.pylori negativo. Assim, para o gene TLR9, ficou demonstrada uma
expressdo génica aumentada entre os individuos do grupo H. pylori positivo (mediana
de RQ= 3,784) em relacdo ao grupo H. pylori negativo (mediana de RQ= 1,238), p<
0,0001 (Tabela 6 e Figura 8).

Tabela 7. Niveis de expressdo génica relativa do gene TLR9 para os grupos de H.
pylori positivo e negativo.

Variaveis TLRY
Grupos Casos
H. pylori positivo H. pylori negativo
(n= 40) (n= 45)
Mediana 3,784 1,238
Intervalo (25-75 1,558-8,581 0,5484-2 415
Percentil)

P < 0,0001
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Figura 8. Expresséo génica nos grupos H. pylori positivo e negativo. Valor de p<
0.0001). *Diferenca estatisticamente significante p<0,05. RQ =Quantificacdo Relativa.
Tratamento de outliers.
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6. DISCUSSAO

A infecgdo géstrica persistente do agente patogénico H. pylori normalmente
provoca um processo inflamatdrio caracterizado como gastrite, a qual predispde a um
risco elevado para o desenvolvimento do céancer gastrico (MULLER, 2011).
Polimorfismos em genes de receptores do sistema imune influenciam o perfil de
resposta aos agentes infecciosos, como a infec¢do pela H. pylori, podendo contribuir
para variagdes no risco da carcinogénese gastrica (CHENG, X. J.; LIN, J. C.; TU, S. P,
2016). Assim, neste estudo, foi demonstrada uma associacdo protetora dos gendtipos
TLR9 1486 C/C e T/C + CC no desenvolvimento de Gastrite Cronica e Cancer Gastrico
quando comparado com o grupo Controle, assim como um aumento de expressdo dos
receptores TLR9 no grupo de Céncer Gastrico e H. pylori positivos.

Os TLRs participam do reconhecimento inicial da bactéria H. pylori na mucosa
gastrica, e diferentes SNPs presentes nestes receptores estdo associados com uma
resposta inflamatdria mais potente (DREXLER E FOXWELL, 2010). O SNP TLR9-
1486T/C foi relatado com alta heterozigosidade na populacdo mundial,
(PARADOWSKA, E, 2016), mas ndo ha estudos com cancer gastrico na populacéo
brasileira, nem associagdo com niveis de expressdo génica de seus receptores.

O gene TLR9 ¢é localizado no cromossomo 3p21.3 e consiste de 2 exons, (
NOVAK et al., 2007). O polimorfismo TLR9 1486 T/C, rs187084, est4 localizado no
exon 2 do cromossomo 3 e induz uma variagéo sindbnima P545P. O MAF é considerado
0,3776 para o alelo C polimoérfico, bem abaixo da frequéncia encontrada no presente
estudo, o qual demonstrou frequéncia alélica de 0,56 para o alelo C no grupo Controle.
Em uma recente meta-analise que analisou a influéncia de diversos polimorfismos nos
receptores TLR4 e TLR9 e o risco de tuberculose pulmonar em populagdes caucasianas,
asiaticas e africanas concluiu que ndo ficou demonstrado qualquer associacdo deste
polimorfismo em nenhum dos modelos aplicados (ZHAO et al., 2015). J& outra meta-
analise que avaliou a associa¢do de polimorfismos do TLR9 (rs187084, rs352140, e
rs5743836) e risco de cancer, encontrou uma associagdo positiva para o0 SNP rs187084
com o aumentado risco de cancer (CC vs TC+TT: OR=1,14, 95% CI=1,02-1,28),
especialmente cancer cervical (C vs T: OR=1,19, 95% CI=1,05-1,34; TC vs TT:
OR=1,32, 95% CI=1,10-1,58; CC vs TT: OR=1,31, 95% CI=1,03-1,68; CC+TC vs TT:
OR=1,32, 95% CI=1,11-1,56) (WAN et al., 2014). Enquanto, Ashton et al., 2010

encontrou uma associagdo protetora da combinacdo de alelos (rs5743836 alelo C e
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rs187084 alelo C) e o risco para cancer endometrial. Relatos que demonstram dados
conflitantes presentes na literatura (ASHTON et al., 2010).

Também ficou demonstrado no presente trabalho um aumento da expressdo
génica no grupo Cancer Géstrico (RQ= 6,887), a qual representou diferenca
estatisticamente significante com relagdo aos grupos Controle (0,0002) e Gastrite
(0,0001). A ativacdo do TLR9 permite o aumento da atividade transcricional de NF-xB
e producédo de citocinas com perfil pro-inflamatério (ASHTON et al., 2010), assim, a
presenca da H. pylori estaria modificando a resposta individual, j& que todas as amostras
do grupo Céncer Géastrico eram positivas para bactéria.

O aumento da expressao de TLR2, TLR4, TLR5 e TLR9 no epitélio gastrico de
pacientes com H. pylori esta associada a um aumento na expressdo de IL-8, TNF-ae IL-
10. Isso indica que, no inicio da infecgo, é induzida a expressdo de TLRs e de citocinas
pro e antiinflamatérias pelas células epiteliais géstricas, iniciando um processo
inflamatério crénico que continuara por deécadas, desencadeando a carcinogénse
gastrica (LAGUNES-SERVIN,H, et al, 2013). Esta associacdo da bactéria H. pylori e
aumento da expressdo dos receptores TLR9 no nosso estudo também foi visto quando
as amostras foram estratificadas quanto a presenga e auséncia deste patdgeno, o que
demostrou um aumento significativo da expressdo deste receptor nas amostras
infectadas pela bactéria (RQ=3,784) com relacdo as amostras sem infec¢do (RQ=1,238).

Outro estudo que avaliou mais de 2000 individuos na busca da associa¢do do
polimorfismo TLR9-1486 T/C com a doenca neurodegenerativa de Alzheimer também
conseguiu demonstrar o efeito protetor do alelo C e do gendtipo CC no
desenvolvimento do Alzheimer. Este mesmo grupo também avaliou a expressdo do
receptor TLR9 em mondcitos sanguineos e demonstraram um aumento de expresséo de
TLR9 entre os pacientes de genotipo CC, concluindo que a funcionalidade do receptor
pode alterar com a presenca do polimorfismo (WANG et al., 2013). Entretanto em
nosso estudo, quando os grupos foram estratificados de acordo com as variantes
polimdrficas ndo se conseguiu verificar diferengas estatisticamente significante dentro
dos grupos Gastrite e Céncer Gastrico para os pacientes TT em relagdo aos TC+CC,
esta diferenca foi vista dentro do grupo Controle, todos sem infecgdo pela bactéria H.
pylori, onde homozigotos polimdrficos TT apresentaram maior expressdo do receptor
(p=0,0240). Entretanto, 0 nosso nimero amostral ainda e uma limitacdo e o aumento

dos individuos nas andlises de expressdo podem alterar estes resultados.
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Assim, o polimorfismo funcional localizado na regido promotora TLR9
rs187084, pode regular os niveis de transcritos e proteinas funcionais, e diversos
estudos tem tentado a sua associacdo em vérias doencas infecciosas e inflamatdrias
como malédria (OMAR et al.,, 2012), cancer cervical (CHEN et al., 2012), artrite
reumatoide (LEE, BAE E SONG, 2013) e citomegalovirus (PARADOWSKA et al.,
2016), mas o presente estudo foi o primeiro a demonstrar na populagdo brasileira a
associagdo protetora do alelo C e Gen6tipos TC+CC para o risco de desenvolvimento de
Gastrite e Cancer Gastrico, assim como a aumentada expressdo do receptor TLR9 entre
os pacientes H. pylori positivos, caracterizando que o processo inflamatério exacerbado

contra a bactéria pode estar associado a carcinogénese.
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7.  CONCLUSOES

o Os gendtipos do polimorfismo TLR9 rs187084, TT, TC e CC foram analisados
em pacientes com gastrite cronica (34%, 47% e 18%, respectivamente), cancer gastrico
(34%; 50% e 16%, respectivamente), e em pacientes sadios (17%, 52% e 30%,
respectivamente).

o As correlagdes entre 0s grupos demonstraram uma associacdo protetora do
gendtipo CC e da associagdo TC+CC na comparacdo entre 0s grupos Gastrite e
Controle nos modelos co-dominante (p<0,0001), dominante (p<0,0001) e (p=0,0074).
O mesmo efeito protetor foi observado na comparagéo entre os grupos Cancer Gastrico
e Controle no modelo co-dominante para TC (p=0,004) e CC (p=0,061) com relagéo ao
gendtipo homozigoto TT, assim como no modelo dominante (p=0,0100). Na
comparacdo da frequéncia alélica entre os grupos Gastrite e Controle e Cancer Gastrico
e Controle também se observou um efeito protetor do alelo C para o desenvolvimento
das lesdes avaliadas.

o Nas analises de expressdo génica, houve diferenca estatisticamente significativa
na comparagao entre os grupos Cancer vs Controle (p= 0,0002) e Céancer vs Gastrite (p=
0,0001), mas ndo entre os grupos Gastrite vs Controle (p= 0,1912). Em outra analise,
onde as amostras foram separadas de acordo com os gendtipos dos polimorfismos,
houve um aumento significativo da expressdo em individuos portadores do genétipo TT
nos grupos Controle, mas nos demais grupos ndo foram evidenciados nenhum tipo de
diferenca significante. Entretanto, houve um aumento da expresséo do receptor TLR9

no grupo H. pylori positivo com relagdo ao grupo H. pylori negativo (p< 0,0001).
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ANEXO 02. QUESTIONARIO DOS PROJETOS

Questiondrio dos projetos: “Polimorfismos génicos de receptores tolllike (TLR) envolvidos
no processo inflamat6rio do Helicobacter pylori e carcinogénese géstrica e avaliagdo de
alteracdes na expresséo génica”

Responsaveis: Profa. Dra. Juliana Garcia de Oliveira
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ANEXO 03. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

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

Neste momento vocé estd tendo a opcdo de participar de um estudo onde se
investigam os marcadores de patogenicidade da bactéria denominada
Helicobacterpylori e o envolvimento de alguns genes humanos na doenga géstrica.
Eu,
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nascido  em / / e domiciliadko no  municipio de
, ou seu responsavel legal
, abaixo assinado, aceito
participar do estudo especificado, como voluntario nos projetos de pesquisa
“Polimorfismos génicos de receptores tolllike (TLR) envolvidos no processo
inflamatorio do Helicobacterpylori e carcinogénese géstrica e avaliacdo de
alteracdes na expressao génica” e “Caracterizagdo do marcador de patogenicidade
dupA, do Helicobacterpylori e andlise da expressao dos genes do fator de necrose
tumoral e e-caderina em amostras de criangas e adultos com sintomas pépticos”, e
em extensOes destes, que pretendem estudar a ocorréncia de alteragcbes no material
genético (DNA e RNA), que possam estar envolvidas no processo inflamatorio
provocado peloHelicobacterpylori, frequentemente presente em individuos com
sintomas pépticos de estdbmago. Declaro que o voluntario ou responsavel foi
satisfatoriamente esclarecido que:

A) o estudo serd realizado utilizando amostras de bidpsia gastrica colhidas durante o
processo de rotina de endoscopia realizado pelo médico responséavel.

B) ndo haver& nenhum risco adicional para sua saude, sendo que em eventuais situagdes
0 paciente terd total apoio medico, hospitalar e psicoldgico;

C) autoriza a coleta de dados em seu prontuéario medico;

D) o voluntério pode consultar os pesquisadores responsaveis em qualquer época para
esclarecimento de qualquer davida;

E) esta livre para, a qualquer momento, deixar de participar da pesquisa e que ndo
precisa apresentar justificativas para isso;

F) todas as informagBes fornecidas pelo voluntario e os resultados obtidos serdo
mantidos em sigilo e que estes Ultimos serdo utilizados somente para divulgacdo em
reunides e revistas cientificas, sem sua identificacdo, pois o material coletado sera
identificado por codigo;

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 sera armazenado
em freezer no Laboratério Biologia Molecular e Citogenética Humanada Universidade
Sagrado Coragdo - USC e poderd ser utilizado para pesquisas futuras, também sem a
identificacdo do individuo;

I) este estudo consiste numa pesquisa cientifica importante, pois seus resultados
poderdo trazer informagdes que possam auxiliar o esclarecimentode diferengas
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 géstricas.

Assim, o participante consente em participar do projeto de pesquisa em questéo.
Bauru, de de 2016.

Usuario/ responsavel legal Pesquisador responsavel



