5 0004-2773/11/40 - 02/25
Arquivos Catarinenses de Medicina

¥AMB

Assaciacdo Médica Brasileira

ARTIGO ORIGINAL

Polimorfismo da Interleucina-8 -251T>A e Helicobacter pylori.
Interleukin-8 -251T>A polymorphism and Helicobacter pylori.

Rita de Cassia Fabris!, Lucas Trevizani Rasmussen?, Agostinho Caleman Neto®, Roger Willian de Labio?®,
Wilson Orcini', Jodo Paulo Bianchi Ximenez!, Solange Franzolin!, Spencer Luiz Marques Payio!

Resumo
Introdug@o: o Helicobacter pylori ¢ um importante pato-
geno associado ao desenvolvimento de gastrite cronica,
ulcera péptica e doengas gastricas. Varios autores relata-
ram que a infiltracdo de células inflamatorias, incluindo
neutrofilos, é um trago da patologia da mucosa gastrica
associada com a infec¢@o. Ha evidéncias de que a infla-
macgao esta associada a gravidade das lesdes gastricas. A
interleucina 8 (IL-8), um membro da familia das citoci-
nas, ¢ um ativador quimiotatico de neutrdfilos e linfocitos
e tem sido descrito que o aumento dos niveis de IL-8 na
mucosa gastrica pode estar associado com a infecgdo por
H.pylori. Objetivos: os objetivos deste trabalho foram (i)
caracterizar o polimorfismo da Interleucina-8 -251T>A
(i1) e verificar a possivel relagdo entre este polimorfis-
mo e infeccdo por H.pylori. Métodos: cento e sessenta
pacientes sintomaticos (com idade média de 48,7 anos)
participaram do estudo: 107 pacientes positivos para
H.pylori e 53 negativos, previamente diagnosticados por
PCR. Os genotipos da IL-8 -251 T>A foram determina-
dos através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
utilizag¢do de enzimas de restri¢do (RFLP). Resultados e
Conclusdes: nossos resultados indicam que nio ha asso-
ciagdo entre o polimorfismo da IL-8 -251 T>A e a infec-
¢do por H.pylori ou pelo género dos pacientes.
Descritores: 1-Interleucina 8;

2-Helicobacter pylori;
3-doenga gastrica.
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Abstract

Background: Helicobacter pylori is an important patho-
gen associated with the development of chronic gastritis,
peptic ulcer disease and gastric disease. Several authors
reported that the infiltration of inflammatory cells, in-
cluding neutrophils is the trace of the pathology of gas-
tric mucosa, associated with the infection. There is high
evidence that inflammation is associated with severity
of gastric lesions. Interleukin-8 (IL-8), a member of
cytokines family, is an activator and chemoattractant of
neutrophils and lymphocytes. It has been reported that
increased gastric mucosal levels of IL-8 is associated
with H. pylori infection. Objective: the objectives of this
paper were (i) characterize Interleukin-8 -251T>A poly-
morphism and (ii) to examine the possible relationship
between this polymorphism and the H. pylori infection.
Methods: one hundred and sixty patients, (with a mean
age 48.7 years) presenting recurrent abdominal pain
participated in the study: 107 H. pylori positives and 53
H. pylori negatives previously diagnosed by PCR. ILS8
-251T>A genotypes were determined using a polymera-
se chain reaction (PCR) and restriction fragment leng-
th polymorphism (RFLP). Results and Conclusions:
our findings indicate that there is no association of I1L-8
-251T>A with H. pylori-infected patients or gender of
these patients and these conclusions were consistent with
other reports from different population samples.

1-Interleukin &;
2-Helicobacter pylori;
3-gastric diseases.
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Introducéo

O Helicobacter pylori (H. pylori) ¢ uma bactéria Gram
negativa, espiralada, que coloniza a mucosa gastrica dos
humanos e exerce um papel fundamental no desenvolvi-
mento de muitas doengas gastroduodenais, particularmente
na gastrite cronica, tlcera péptica, cancer gastrico e linfoma
de MALT (mucosa associated lymphoid tissue). A infecgio
pelo H. pylori é uma das mais prevalentes entre os seres hu-
manos, estima-se que metade da populagdo mundial esteja
infectada pela bactéria "?. A aquisi¢do da infecgdo ocorre
principalmente durante a infancia e pode ser associada a
condigdes sociais, econdmicas e de higiene pessoal ©.

A prevaléncia da infecgdo por H. pylori nos paises em
desenvolvimento é muito elevada quando comparada com
paises desenvolvidos, podendo atingir 50% das criancas
ja aos cinco anos de idade“®. No Brasil, os indices podem
chegar a 80% em adultos, enquanto na América do Norte
e Europa eles variam entre 30% e 70% “).

Retrospectivos e prospectivos estudos mostram uma im-
portante relagdo entre a infec¢do pelo H. pylori e o risco
para o cancer gastrico distal 1“'Y, Embora altas taxas de
infec¢do estejam associadas ao H.pylori, os mecanismos
de aquisicdo e transmissdo permanecem incertos, entre-
tanto as vias: fecal-oral, oral-oral, e gastro-oral parecem
ser as principais formas de aquisi¢do e transmissdo 2.

A infec¢do pelo H. pylori resulta na inflamagéo cronica
da mucosa gastrica, que induz, além da formacao de um in-
filtrado inflamatério de neutrdfilos € mondcitos a expressao
de citocinas pro-inflamatdrias como as interleucinas (-6 %),
fator de necrose tumoral (alfa) e interferon ¥. Siqueira et
al. 19, descrevem o envolvimento de algumas cepas de H.
pylori na producéo da Interleucina 8 (IL-8) sendo portanto,
de importancia no grau de inflamagio e no espectro da do-
enga, assim a intensidade e a forma das respostas inflama-
toria, associadas a viruléncia da cepa, possam estar ligadas
no desenvolvimento das doencas gastricas.

Estudos anteriores sugerem que o polimorfismo -251
na regido promotora do gene da IL-8 possa estar asso-
ciado ao aumento no risco de cancer gastrico e ulcera
gastrica em pacientes infectados pelo H. pylori 317,
Correa et al. '®, demonstraram que pacientes portadores
do alelo A na posi¢do -251 do gene da IL-8 apresentam
uma maior atividade transcricional quando comparados
com pacientes portadores do alelo T. Além disso o alelo
A pode induzir um potencial sitio de ligagdo induzindo o
aumento dos niveis de IL-8 por outras vias (120,

Portanto, o objetivo do presente trabalho ¢ avaliar a
associacdo entre o polimorfismo da IL-8 -251 T>A
e a infecgdo pelo H. pylori em pacientes brasileiros
sintomaticos.
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Material e métodos

Pacientes e coleta de material

Cento e sessenta pacientes adultos (81 &/79%9 com
idade média de 48.7 anos) sintomaticos participaram
deste estudo. Todos os pacientes foram atendidos pelo
Ambulatério de Endoscopia de Faculdade de Medicina
de Marilia, S3o Paulo, Brasil. Todos os pacientes concor-
daram em participar deste estudo, que foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Sagrado
Coragéo de Bauru — USC (N° de protocolo 058/2005).

Foram coletadas trés bidpsias de antro gastrico de cada
paciente. A primeira bidpsia coletada foi utilizada para a
realizag@o do teste rapido da urease, o segundo fragmen-
to foi encaminhado para a analise histopatoldgica e o ter-
ceiro encaminhado para a analise molecular. A infec¢do
foi determinada pelo teste rapido da urease, utilizando o
kit TUPF (Laborclin, Brasil), de acordo com instrugdes
do fabricante, pela analise histopatoldgica, realizada de
acordo com o sistema Sydney (dados néo apresentados)
e pela andlise molecular.

Extracio de DNA e diagndstico do H. pylori pela PCR

O DNA das amostras de bidpsia gastrica foi extrai-
do utilizando o kit comercial QlAamp tissue (Qiagen,
Hilden, Germany), de acordo com instru¢cdes do fa-
bricante. A PCR foi realizada com aproximadamente
100ng do DNA total, utilizando um par de nucleotideos
Hpx1 - 5’-CTGGAGARACTAAGYCCTCC-3’ ¢ Hpx2 -
5’-GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA-3’ os quais
amplificam um fragmento de 150pb correspondente ao
gene 16S-TRNA do H. pylori®®. As condi¢des da PCR
sd0: desnaturacdo inicial de 94°C/5 min seguido de 40
ciclos de: 94°C/45 seg., 59°C/ 45 seg., 72°C/45 seg. e
72°C/7 min de extensdo final. Em cada experimento, fo-
ram incluidos controles positivos (cepa 26695) e negati-
vos (agua). O exame foi considerado positive quando o
produto da PCR estava presente.

Genotipagem da Interleucina — 8 (-251T>A)

O gendtipo de IL-8 -251T>A foi determinado através
da PCR-RFLP. Um fragmento de 349pb foi amplificado
do DNA gendmico, utilizado os oligonucleotideos: F1-
5’-CAT GAT AGC ATC TGT AAT TAA CTG-3" e R2
-5’-CTC ATC TTT TCA TTA TGT CAG AG-3’, como
descrito previamente®. As condi¢des da PCR sdo: des-
natura¢do inicial de 94°C/5 min seguido de 30 ciclos de
94°C/45 seg, 52°C/ 45 seg, 72°C/1 min e a 72°C/7 min de
extensdo final. Os produtos amplificados foram digeri-
dos pela enzima de restricdo Munl (Fermentas, Ottawa,
ON Canada), e submetidas a eletroforese com gel agaro-
se a 3%. O gel de agarose foi corado utilizando brome-
to de etidio e analisado no Alpha Imager 2200 (Alpha
Innotech Corporation™, San Leandro, CA USA). Apds o
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procedimento, trés resultados diferentes foram encontra-
dos: um fragmento de 349pb correspondente ao genotipo
homozigoto TT, e dois fragmentos: 202pb e 147pb cor-
respondente ao genotipo homozigoto AA ou fragmen-
tos de 349pb, 202pb e 147pb correspondente ao gendtipo
heterozigoto TA.

Analise estatistica

A andlise estatistica, utilizada para verificar associa-
¢do entre as variaveis, foi realizada através do teste X2,
trabalhando com um nivel de confiabilidade de 95% e
considerando significativos os resultados com indice es-
tatistico p<0,05. As analises foram realizadas no softwa-
re SPSS 16.0.

Resultados

O Helicobacter pylori foi detectado em 107 pacientes
(66.9%) (idade média 43.3 + 15.0), assim, 53 (33.1%)
pacientes foram considerados negativos para a infecgéo
pelo H. pylori (idade média 51.6 + 17.7) (p<0.0001).

As tabelas 1 e 2 mostram a distribui¢do do genotipo da
IL-8 -251T>A e dos géneros entre as amostras positivas
e negativas, respectivamente. Nao houve diferengas esta-
tisticas significativas em relagdo a distribui¢do de geno-
tipo e género entre os pacientes positivos e/ou negativos
para a infeccdo pelo H. pylori.

Discussio

Este estudo foi o primeiro a investigar, em individuos
brasileiros, uma possivel associacdo entre o polimorfis-
mo IL-8 -251T>A e orisco de infecgdo pelo Helicobacter
pylori, porém nio foi encontrada nenhuma associa¢do
entre o polimorfismo da IL-8 -251T>A, o risco de infec-
¢do por Helicobacter pylori e o género destes pacientes.

Cheng et al. @, ¢ colaboradores, estudando 628 pa-
cientes dispépticos e 176 controles encontraram resul-
tados semelhantes aos nossos, pois ndo encontraram
associacdo do polimorfismo da IL-8 -251T>A com um
aumento no risco de refluxo esofagico erosivo ou gastrite
em pacientes Tailandeses, assim como Canedo et al.®¥,
que também ndo encontraram associacdo significativa
entre o polimorfismo IL-8 -251T>A e aumento no risco
de gastrite cronica ou carcinoma gastrico na populagéo
do norte de Portugal. No entanto, varios estudos relata-
ram resultados controversos.

Hofner et al. @, descrevem resultados que mostram
uma associacdo entre o genotipo heterozigoto da IL-8
(TA) e risco de gastrites ou ulceras duodenais em pacien-
tes infectados pelo H. pylori. Song et al. 7, relatam que
a IL-8 ¢ um potente fator antigénico e tem um papel fun-
damental na inflamag@o da mucosa gastrica de pacien-
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tes infectados pelo H. pylori. Seu estudo conta com 395
pacientes koreanos; 92 controles normais, 87 controles
infectados por H. pylori, 108 pacientes com gastrite cro-
nica e/ou metaplasia intestinal e 108 com adenocarcino-
ma e conclui que o genoétipo homozigoto AA pode estar
associado com a angiogénese em individuos infectados
pelo H. pylori.

Ohyauchi et al.?? e Taguchi et al. ®® verificaram que
0 genotipo AA confere maior risco a gastrite atroéfica em
comparacdo com o gendtipo TT. Estes autores ainda as-
sociaram os genotipos AA e TA a niveis elevados de IL8
e maior grau de infiltracdo de neutréfilos quando compa-
radas com o genotipo TT.

Essa diversidade de resultados pode estar relacionada
principalmente a diferente area geografica, populagio
estudada, nimero amostral, habitos alimentares, condi-
¢Oes sociais e higiene pessoal. E importante ressaltar que
a IL-8 ¢ uma importante citocina inflamatdria e estudos
posteriores sdo importantes para esclarecer o seu papel
nas doengas gastricas.

Em resumo, nossos resultados sugerem que o polimor-
fismo da IL-8 -251T>A parece ndo estar associado ao
risco da infec¢do pelo H. pylori, porém € um polimorfis-
mo biologicamente importante na patogénese das doen-
cas gastricas e necessita de mais estudos em diferentes
populagoes, ja que em algumas populagdes esse polimor-
fismo parece ser fundamental no desenvolvimento das
doencas gastricas.
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Tabela 1 - Frequéncia genotipica absoluta e relativa do
polimorfismo da IL-8 em amostras positivas e
negativas para a infecc¢éo pelo H. pylori (HP)

Genotipo

Diagnéstico TA TT AA Total
HP Positivo 59 (55.5%) 28 (26.5%) 20 (18%) 107
HP Negativo 26 (49%) 17 (32%) 10 (19%) 53
Total 85 (53%) 45 (28%) 30 (19%) 160

Tabela 2 - Frequéncia genotipica do polimorfismo da
IL-8 distribuia por género.

Gendtipo TA TT AA Total
Género
Masculino 48 18 15 81
Feminino 37 27 15 79
Total 85 45 30 160
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