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RESUMO

Helicobacter pylori € um dos patdogenos mais prevalentes da espécie humana. A
gastrite cronica induzida por Helicobacter pylori ¢ um importante fator de risco para o
desenvolvimento de Ulceras gastricas e duodenais e adenocarcinoma gastrico. A
resposta imunolégica da mucosa gastrica provocada pela bactéria é caracterizada
pela presenca de macrofagos. Estas células s@o consideradas importantes
reguladores da resposta imune. De acordo com a via de ativagdo, os macrofagos
podem desviar sua resposta para dois polos opostos, conhecidos como M1 e M2, que
podem levar a desfechos clinicos variados em muitas doengas. No entanto, o perfil
funcional dos macréfagos na infeccao por Helicobacter pylori ndo € bem definido.
Assim, o objetivo deste estudo foi investigar se a presenca de H. pylori por si s6
poderia induzir a polarizacdo dos macréfagos e se esta polarizagao estaria associada
a maior carga bacteriana e a maior gravidade da resposta inflamatéria da mucosa
gastrica. Primeiramente, realizamos uma breve revisdo bibliografica abordando o
tema avaliacdo da polarizacdo dos macrofagos em infeccao por Helicobacter pylori,
na qual observamos poucos estudos sobre a infeccdo em humanos. Entre eles, um
demonstrou perfil M1 em pacientes infectados com gastrite atréfica, indicando que a
resposta excessiva ou a manutencao prolongada do perfil de polarizacado M1 pode
levar a danos teciduais e contribuir para a patogénese da infeccdo. Além disto,
abordamos os mecanismos de escape do patégeno as respostas imunes do
hospedeiro. A seguir, investigamos a polarizacdo de macrofagos em pacientes
infectados por H. pylori, por meio de imunohistoquimica da mucosa gastrica. Um
estudo transversal foi conduzido com 73 pacientes dispépticos submetidos a
endoscopia digestiva alta e aos testes diagndsticos de H. pylori (teste da urease e
histopatolégico) em biépsias da mucosa gastrica. O diagnostico endoscépico avaliou
a presenca de pangastrite leve ou pangastrite erosiva/llcera péptica. A mucosa
gastrica foi avaliada histologicamente para determinar a presenca de atrofia,
metaplasia (lesdes pré-neoplasicas) e densidade de H. pylori. De todos os pacientes
examinados, 36 foram H. pylori negativo e 37 H. pylori positivo. Os pacientes foram
entdo separados em trés grupos: um grupo H. pylori negativo (n=36), um grupo
infectado por H. pylori sem lesdes pré-neoplasicas (n=16) e outro grupo infectado com
lesbes pré-neoplasicas (n=21). Por meio da técnica de imunohistoquimica na mucosa
gastrica, foi determinada a expressao de F4/80 (marcador de macréfagos) e de
marcadores para os perfis de polarizagdo M1 (iNOS, TNF, HLA-DR) e M2 (Arginase,
IL-10, CD163). Além disto, foi feita dosagem da atividade de Arginase no plasma dos
pacientes. ApGs a analise dos resultados foram realizadas analises de associagéao
entre as variaveis. Observamos que o0s pacientes infectados por H. pylori
apresentaram concentracdo maior de macréfagos marcados com Arginase e CD163,
mas nao apresentaram altera¢cdes dos marcadores de polarizagdao iINOS, TNF-a, HLA-
DR ou IL-10, sugerindo um perfil M2 de polarizacdo. Macréfagos marcados com
Arginase e CD163 estavam em maior nimero nos pacientes com alta carga bacteriana
e com gastrite cronica sem lesdées pré-neoplasicas, em relacdo aos controles. A
expressao de IL-10 foi menor nos pacientes com maior densidade bacteriana.
Expressédo de Arginase foi maior na mucosa gastrica de pacientes infectados com
gastrite erosiva/ulcera péptica que os controles com o mesmo diagnostico. Nao houve
correlacdo entre expressdo de Arginase na mucosa e a atividade no plasma.
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Concluimos que uma das estratégias do H. pylori para escapar da resposta pré-
inflamatéria (M1) da mucosa é induzindo macrofagos M2. Desta forma, um ambiente
inflamatorio de baixo grau na mucosa gastrica, em resposta a infecgdo, pode ser
favoravel a persisténcia da bactéria. No entanto, a carga bacteriana pode ser um fator
de desequilibrio deste perfil tolerogénico. Além do mais, a auséncia de correlagao
entre a expressao de Arginase sistémica e na mucosa sugere que a bactéria promove
a modulagdo da resposta imune e inflamatoria no local da infeccdo. Uma maior
compreensao do papel da polarizacdo de macréfagos na gastrite crénica associada a
infecgdo por H. pylori pode ajudar a entender a imunopatologia da infeccdo com H.
pylori e apoiar futuras abordagens terapéuticas e diagnésticas.

Palavras-chave: Helicobacter pylori; Macrofagos; Arginase; Atrofia; Metaplasia.
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ABSTRACT

Helicobacter pylori is one of the most prevalent pathogens of the human species.
Helicobacter pylori-induced chronic gastritis is an important risk factor for the
development of gastric and duodenal ulcers and gastric adenocarcinoma. The immune
response of the gastric mucosa caused by the bacteria is characterized by the
presence of macrophages. These cells are considered important regulators of the
immune response. According to the activation pathway, macrophages can shift their
response to two opposite poles, known as M1 and M2, which can lead to varied clinical
outcomes in many diseases. However, the functional profile of macrophages in
Helicobacter pylori infection is not well defined. Thus, the objective of this study was
to investigate whether the presence of H. pylori per si could induce the polarization of
macrophages and whether this polarization would be associated with a greater
bacterial load and a greater severity of the gastric mucosal inflammatory response.
First, we performed a brief bibliographic review addressing the theme of assessing the
polarization of macrophages in Helicobacter pyloriinfection, in which we observed few
studies on human infection. One of them demonstrated M1 profile in infected patients
with atrophic gastritis, indicating that excessive response or prolonged maintenance of
the M1 polarization profile can lead to tissue damage and contribute to the
pathogenesis of the infection. In addition, we address the pathogen's escape
mechanisms to host immune responses. Then, we investigated macrophages
polarization in H. pylori infected patients by immunohistochemistry of gastric mucosa.
A cross-sectional study was conducted with 73 dyspeptic patients undergoing upper
gastrointestinal endoscopy and diagnostic tests for H. pylori (urease and
histopathological test) on biopsies of the gastric mucosa. The endoscopic diagnosis
evaluated the presence of mild pangastritis or erosive pangastritis / peptic ulcer. The
gastric mucosa was histologically evaluated to determine the presence of atrophy,
metaplasia (pre-neoplastic lesions) and density of H. pylori. Of all the patients
examined, 36 were H. pylori negative and 37 H. pylori positive. The patients were
separated into three groups: a negative H. pylori group (n = 36), a group infected with
H. pylori without pre-neoplastic lesions (n = 16) and another group infected with pre-
neoplastic lesions (n = 21). Through the immunohistochemistry technique in the gastric
mucosa, the expression of F4/80 (macrophage marker) and markers for the
polarization profiles M1 (iNOS, TNF, HLA-DR) and M2 (Arginase, IL-10, CD163). In
addition, Arginase activity was measured in patients' plasma. After analyzing the
results, analyzes of the association between variables were performed. We observed
that patients that H. pyloriinfected had a higher concentration of macrophages marked
with Arginase and CD163, but did not show changes in the polarization markers iNOS,
TNF-a, HLA-DR or IL-10, suggesting an M2 polarization profile. Macrophages marked
with Arginase and CD163 were in greater numbers in patients with high bacterial load
and chronic gastritis without pre-neoplastic lesions, compared to controls. IL-10
expression was lower in patients with higher bacterial density. Arginase expression
was greater in the gastric mucosa of patients infected with erosive gastritis / peptic
ulcer than controls with the same diagnosis. There was no correlation between
Arginase expression in the mucosa and activity in the plasma. We conclude that one
of the strategies of H. pylori to escape the pro-inflammatory response (M1) of the
mucosa is to induce M2 macrophages. Thus, a low-grade inflammatory environment
in the gastric mucosa, in response to infection, may be favorable for the persistence of
the bacteria. However, bacterial load can be an imbalance factor in this tolerogenic
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profile. Furthermore, the lack of correlation between the expression of systemic and
mucosal Arginase suggests that the bacterium promotes the modulation of the immune
and inflammatory response at the site of infection. A greater understanding of the role
of macrophage polarization in chronic gastritis associated with H. pylori infection can
help to understand the immunopathology of infection with H. pylori and support future
therapeutic and diagnostic approaches.

Keywords: Helicobacter pylori; Macrophage; Atrophy; Metaplasia; Arginase.
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1 INTRODUCAO

Helicobacter pylori (H. pylori) € uma bactéria gram-negativa que coloniza
seletivamente a mucosa gastrica humana (HARDBOWER et al., 2014). O patégeno
tem notavel capacidade de colonizagdo do hospedeiro, visto que infecta cerca de
44 3% da populacdo mundial. No entanto, a taxa de prevaléncia é maior em paises
em desenvolvimento, que apresentam taxa de 50,8%, contrastando com a prevaléncia
de 34,7% nos paises desenvolvidos. Desta forma, a infeccéo por H. pylori pode ser
uma referéncia para definir o status socioeconémico e de saude de um pais (ZAMANI
et al., 2018).

A infancia é o periodo de maior risco de adquirir este patogeno (YOKOTA
et al., 2015), que pode persistir no ambiente gastrico ao longo da vida do hospedeiro,
apesar da resposta imune e humoral (ABADI, 2017). A maioria dos infectados por H.
pylori permanece assintomatica (MUNGAZI et al.,, 2018; BLASER; PARSONNET,
1994), apesar de desenvolver gastrite crénica (PEEK JR. et al., 2010). A gastrite
crbnica induzida por H. pylori € considerada um importante fator de risco para o
desenvolvimento de Ulceras gastricas e duodenais, adenocarcinoma gastrico e
linfoma de tecido linfoide associado a mucosa (MALT) (WROBLEWSKI et al., 2010;
HAGYMASI; TULASSAY, 2014; PLUMMER et al., 2016). O risco de doenca varia em
diferentes populacdes e esta associado a complexas interagdes entre fatores do
hospedeiro e do patdgeno. Tais fatores incluem o gendétipo do hospedeiro, que
determina o tipo e intensidade da resposta imune, a heterogeneidade dos fatores de
viruléncia de H. pylori e os fatores ambientais (DUNNE et al., 2014).

Estudos anteriores sobre a patogénese da infeccao com H. pylori tém
avaliado o papel dos fatores de viruléncia bacterianos e a resposta do sistema imune
na associacdo com diversos desfechos clinicos da infeccao (HUANG et al., 2016;
MEJIAS-LUQUE; GERHARD, 2017). Entretanto, ainda ndo se compreende bem por
que apenas 15% dos infectados desenvolvem afecgdes clinicas (ATHERTON et al.,
2006). Apesar de H. pylori induzir respostas imunes do hospedeiro pré6 e anti-
inflamatorias, imunoestimulatérias e imunomodulatérias, a bactéria persiste (ARNOLD
etal., 2012).
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A persisténcia da infecgao por H. pylori e a presenca de inflamagao cronica
da mucosa gastrica do hospedeiro sugerem que a resposta imune do hospedeiro é
inadequada para eliminar a bactéria (HARDBOWER et al., 2013).

Os macrofagos desempenham importante funcdo na resposta do
hospedeiro contra H. pylori por meio da producdo de citocinas, quimiocinas,
compostos microbicidas e pela fagocitose (GOBERT et al, 2002). Devido a
capacidade de apresentar respostas funcionais polarizadas em relagdo a um estimulo
inflamatorio, os macréfagos foram classificados em M1 (resposta imune inata) e M2
(fase de resolucdo da inflamacao). Os macréfagos M1 promovem resposta de
linfécitos T helper 1 (Th1), sdo ativados por IFN-y ou LPS e produzem citocinas
inflamatérias (IL-12 e IL-23). Além de regular positivamente a enzima 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS), levando a producdo de 6xido nitrico (NO), molécula
importante para o controle de infecgbes, pela eliminacdo do agente infeccioso
(WEISSER et al., 2013). Macréfagos M2 produzem resposta de linfécitos T helper 2
(Th2), sédo ativados por IL-4, IL-13 ou IL-10 e, além de produzirem pequenas
quantidades de citocinas pro-inflamatérias e grandes quantidades de IL-10, também
regulam positivamente a producao de arginase (VERRECK et al., 2006).

O equilibrio M1/M2 mantém a homeostase, enquanto o desequilibrio induz
a inflamacéo crénica e a doenca (TARIQUE et al., 2015). No entanto, a participacao
destes tipos funcionais de macréfagos na infeccdo por H. pylori ndo € bem definido.
Sendo assim, a hip6tese deste estudo é que H. pyloriinduz polarizacao de macréfagos
para um perfil requlador da inflamacao M2 e que a quebra deste equilibrio, leva a
mudanca de perfil do macrofago para M1 e ao agravamento das lesdes gastricas. Este
conhecimento pode ser importante para entender a patogénese de doencas
associadas a infeccao por H. pylori e apoiar futuras abordagens terapéuticas e
diagnoésticas.

Os resultados deste estudo foram apresentados na forma de dois artigos. O
primeiro € uma revisao descritiva do tema e o segundo aborda a relagao do perfil de
polarizagdo de macrofagos com a susceptibilidade do hospedeiro a infec¢cao por
Helicobacter pylori. Assim como a relagao do fendtipo funcional dos macréfagos com
lesbes pré-neoplasicas gastricas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infeccao por Helicobacter pylori

2.1.1 Histérico

Bactérias apresentando forma em espiral foram observadas no estémago
humano desde o inicio do século 20 (KRIENITZ, 1906). No entanto, foram
consideradas supercrescimentos bacterianos ou contaminantes de alimentos até o
inicio dos anos 1980 (KUSTERS et al, 2006). O anatomista Bizzozero (1893)
observando mucosa gastrica de caes relatou “espiroquetas” que habitavam as
glandulas géstricas e os canaliculos das células parietais (FIGURA; ORDERDA,
1996). Posteriormente, esses micro-organismos foram identificados
como Helicobacter canis, Helicobacter felis e Helicobacter heilmannii (BLASER,
1997).

Helicobacter pylori € uma bactéria gram-negativa descoberta por John
Robin Warren em 1982 e cultivada por Barry Marshall, em 1983 a partir de fragmentos
de bidpsia gastrica de pacientes com gastrite crdnica e Ulcera péptica (MARSHALL;
WARREN, 1984). Warren identificou em 135 amostras de bidpsia gastrica humana um
micro-organismo em forma de “S”, bem visivel quando corado pela prata. No entanto,
0 que chamou a atencédo de Warren foi o fato de que esse micro-organismo era mais
numeroso em areas de gastrite crénica ativa, o que o levou a associar o micro-
organismo ao infiltrado de granulécitos (MARSHALL; WARREN, 1984).

Marshall e Warren (1985) utilizando o conhecimento de que estas bactérias
se assemelhavam a espécies de Campylobacter em vez de espiroquetas utilizaram
técnicas de isolamento de Campylobacter (microaerdfila) para crescimento em meio
agar chocolate. O micro-organismo foi detectado apds seis dias de cultura. Desta
forma, cumpriram o segundo postulado de Koch que afirma que o germe deve ser
obtido a partir do animal doente e crescer fora do corpo.

A fim de comprovar a patogenicidade do micro-organismo (terceiro e quarto
postulado de Koch), Marshall participou como cobaia do seu experimento
(MARSHALL; WARREN, 1985). Inicialmente, o médico gastroenterologista verificou


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=29419
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que a mucosa do seu estbmago se apresentava histologicamente normal, apds o que
ingeriu um inoculo de H. pylori. Nos quatorze dias seguintes, desenvolveu quadro
clinico caracteristico de um episddio agudo de gastrite. A infecciosidade do agente foi
confrmada com éxito, dez dias depois, quando a gastrite foi comprovada
histologicamente e documentada por endoscopia (MARSHALL; WARREN, 1985).
Morris e Nicholson (1987) reproduziram o experimento de Marshall. Os autores
estabeleceram um efeito direto da infec¢ao sobre a secre¢éo de acido.

A partir de entdo, cumprindo os postulados de Koch para associacao entre
gastrite e o patégeno gastrico humano H. pylori, Marshall e Warren (1985) alteraram
profundamente o ponto de vista da microbiologia e afeccées do estbmago humano. A
descoberta de H. pylori quebrou o dogma de que o estbmago era um 6rgao estéril e
introduziu o conceito que a infeccao por H. pylori pode levar a uma variedade de
doencas do trato gastrointestinal superior (MALFERTHEINER et al., 2009).

A bactéria isolada foi denominada Campylobacter pyloridis pelos
pesquisadores Marshall e Warren (1984), por motivos gramaticais foi designada mais
tarde, Campylobacter pylori (MARSHALL; GOODWIN, 1987). Baseado em
caracteristicas ultraestruturais e genéticas, em 1989, seu nome foi alterado para
Helicobacter pylori (GOODWIN et al., 1989).

A principio, H. pylorifoi considerado um patégeno que coloniza o estbmago
humano e provoca resposta inflamatéria, denominada pelos patologistas de gastrite
cronica. Mais tarde, estudos observaram que a infeccdo por esta bactéria estava
associada a génese de Ulcera péptica e linfoma gastrico associado ao tecido linfoide
(MALT) (PETERSON, 1987; HAGYMASI; TULASSAY, 2014) e com maior risco de
adenocarcinoma gastrico (WROBLEWSKI et al., 2010; PLUMMER et al., 2016).

2.1.2 Aspectos epidemioldgicos

A infeccao por H. pylori € uma das mais prevalentes da espécie humana.
Estudo recente de revisdo sistematica com metandlise demonstrou taxa de
prevaléncia mundial da infeccao por H. pylori de 44,3% (ZAMANI et al., 2018). No
entanto, difere de um pais para outro e pode diferir entre os diferentes grupos étnicos,
sociais ou etarios dentro do mesmo pais (MITCHELL, 2001; ZAMANI et al., 2018). A
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infeccdo é mais prevalente em paises em desenvolvimento com taxa de 50,8%
contrastando com a prevaléncia de 34,7% nos paises desenvolvidos. Desta forma, a
infeccdo por H. pylori pode ser uma referéncia para definir o status socioeconémico e
de saude de um pais (ZAMANI et al., 2018).

De fato, os fatores de risco mais importantes para a transmissdao do
patégeno incluem condicdes sanitarias precdrias, ambientes insalubres e baixa
escolaridade (QUEIROZ et al., 2012; HOOI et al., 2016). A infancia é considerada o
periodo de maior risco de adquirir este patdégeno devido ao maior contato interpessoal
neste estagio da vida (YOKOTA et al., 2015). Em paises em desenvolvimento, como
o Brasil, a taxa de aquisi¢cao do patégeno pode atingir até 56% das criancas aos cinco
anos de idade (PARENTE et al., 2006).

Revisdo sistematica com metandlise considerou a taxa de prevaléncia do
Brasil de 71,3%. (HOOQI et al., 2016). A referida revisdo avaliou 6 estudos brasileiros
em adultos, publicados no periodo de 2000 a 2016. Entre eles, cita-se Zarteka et al.
(2007), que demonstraram taxa de infec¢ao de 65,3% em adultos assintomaticos, em
Sao Paulo e outros cinco das regides sul e sudeste do Brasil. No entanto, ndo foram
avaliados estudos das regides norte e nordeste e nem em criancas. Pode-se
mencionar estudos da regido amazonica que detectaram taxas de prevaléncias em
adultos de 86,0% e 97,9% (CUNHA et al., 2003; CARTAGENES et al., 2009). No
nordeste do pais, Rodrigues et al. (2006) realizaram uma pesquisa em criancas de
baixa renda, com idade entre seis meses e 14 anos e detectaram taxa de prevaléncia
de 55,8%. Hara et al. (2008) e Rabelo-Gongalves et al. (2008) compararam criangas
pertencentes a diferentes niveis socioeconémicos. Os autores demonstraram que o
contagio ocorre mais precocemente e atinge taxas mais elevadas nas criangcas com
situacao socioecondmica mais baixa e com condi¢des sanitarias mais precarias. Os
estudos epidemiolégicos no Brasil sdo ainda escassos, nao havendo evidéncias bem
estabelecidas sobre a dindmica da prevaléncia da infecgdo por H. pylori no pais
(COELHO et al., 2018).

As vias de infecgdo mais aceitas atualmente incluem oral-oral e fecal-oral
(ZAMANI et al., 2018; BUI et al., 2016). O ser humano é o principal reservatorio de H.
pylori e fonte primédria de infeccdo (BUI et al., 2016). Em paises desenvolvidos, a

transmissao oral-oral pode ser considerada a principal rota de transmissao, enquanto
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em paises em desenvolvimento predomina a rota fecal-oral, que inclui a via de
contaminacdo ambiental (HERRERRA; PARSONNET, 2009). A 4gua pode ser um
fator de risco para infec¢ao por H. pylori (ZATERKA et al., 2007; AZIZ et al., 2015). A
rota gastro-oral pode ocorrer entre os individuos institucionalizados e criangas em
creches (BROWN, 2000).

2.1.3 Caracteristicas microbiol6gicas de H. pylori
2.1.3.1 Morfologia bacteriana

A microscopia 6tica e eletrénica, a bactéria H. pylori ¢ um bacilo gram
negativo, de forma espiralada ou encurvada, cuja extensao varia de 0,5 a 1ym de
largura e 2,5 a 5uym de comprimento; possui de 2 a 6 flagelos revestidos partindo de
um dnico polo, sendo que cada um possui aproximadamente 30 um de comprimento
e 2,5 nm de espessura, movel, ndo-esporulada e microaerofila (GRAHAM, 1998)
(Figura 1).

Figura 1. Microfotografia eletronica da bactéria H. pylori
Fonte: Spésito (2017).

2.1.3.2 Fatores de viruléncia
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Os fatores microbianos facilitam a colonizagdo, permitem localizar a
infeccdo em nicho especifico e estdo envolvidos na patogénese de H. pylori. Para
alcancar seus objetivos, H. pylori precisa realizar quatro etapas criticas: 1) Sobreviver
em condicdes acidas do estbmago;2) movimentar-se em direcao as células do epitélio,
por meio da motilidade mediada por flagelos; 3) ligar-se as células epiteliais por
adesinas; 4) liberar toxinas que causam danos aos tecidos (ABADI, 2017).

O pH &cido da luz gastrica tem eficiente propriedade antibacteriana
(ALGOOD; COVER, 2006). Entretanto, H. pylori secreta a enzima urease, de grande
importancia para o patégeno sobreviver ao acido cloridrico do estdmago (DEBOWSKI
et al., 2017). A urease, proteina de alto peso molecular (500 a 600kDa), hidrolisa a
ureia, presente em condic¢oes fisioldégicas no suco gastrico, em aménia e didéxido de
carbono (VOLAND et al., 2003). A amébnia atua como receptor de ions hidrogénio,
gerando pH neutro no periplasma bacteriano, o que confere ao patégeno, protecao
aos efeitos deletérios da acidez gastrica (Figura 2). Além do mais, a arginase
bacteriana, codificada pelo gene rocF, gera ureia a partir de L-arginina de macréfagos,
que é utilizada pela urease para sintetizar aménia necesséria para neutralizar o acido
gastrico (GOBERT et al., 2001).

Para evitar as condigbes acidas na superficie do lumen e obter nutrientes,
0 patdgeno precisa mover-se para camadas mais profundas, atravessando a camada
de muco viscoelastico que protege o epitélio gastrico (ABADI, 2017). A viscosidade
do muco é dependente da acidez, quanto mais acido o pH, mais denso se torna o
muco. A urease liberada por H. pylori diminui a integridade do muco, facilitando a
penetracdo do patdégeno mediada por flagelos polares (BASSO et al., 2010). A
presenca dos flagelos polares permite ao H. pylori movimentar-se rapidamente
(SUERBAUM, 1995). Estes movimentos sédo direcionados por meio de resposta
quimiotatica (MCGEE et al., 2005) (Figura 2). Mutantes defeituosos na producgéo de
flagelos sédo incapazes de colonizar a mucosa gastrica (MCGEE et al., 2005). Além
dos flagelos, a morfologia helicoidal da bactéria confere a mesma vantagem mecénica
para penetrar na camada de muco viscoso do estdbmago (SYCURO et al., 2010).

A etapa final da associagdo do patbgeno com a mucosa gastrica € a
adesdo. A adesao é mediada pelas adesinas expressas na membrana externa de H.
pylori, entre elas, Baba, Saba, ALPA, AlpB, hopZ e OipA. A proteina BabA reconhece
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e se liga ao receptor fucosilado Lewis b, expresso nas células epiteliais e esta
associada ao aumento do risco de cancer gastrico. A SabA, por sua vez, se liga aos
receptores sialil-Lewis x e é importante na adesdo e ativagdo de neutrdfilos
(YAMAOKA, 2008). Ja a adesina OipA é capaz de ativar a sinalizacao intracelular
induzindo a liberagéo de citocinas pro- inflamatérias (QADRI et al., 2014). A aderéncia
as células epiteliais gastricas é essencial para a patogénese da infec¢ao, havendo
correlacao direta entre a fixacao bacteriana e degeneracéao celular (HESSEY et al.,
1990; CHMIELA; KUPCINSKAS, 2019) (Figura 2). Entretanto, apenas 20% de H.
pylori presentes na mucosa gastrica aderem a superficie de células epiteliais. A
maioria exibe um tropismo para jung¢des intercelulares e, ocasionalmente, para
espacos intercelulares mais profundos (NECCHI et al., 2007). Embora H. pylori tenha
sido considerado por muito tempo um patégeno extracelular, estudos recentes tém
evidenciado que a bactéria ocasionalmente pode invadir a célula epitelial. No entanto,
0 mecanismo de invasdo permanece obscuro (TEREBIZNIK et al., 2006; CHU et
al., 2010).

H. pylori também expressa lipopolissacarideo (LPS), componente
importante da membrana externa das bactérias gram-negativas (Figura 2). Contudo,
modificagdes no lipidio A do LPS de H. pylori diminuiu a atividade endotoxica do LPS
desta bactéria em relacdo ao de outras bactérias gram-negativas (MATSUYAMA et
al., 2001; QADRI et al., 2014). O antigeno O do LPS de H. pylori expressa glicanos
Le* e LeY, que estdo estruturalmente relacionados com antigenos do grupo sanguineo
Lewis, encontrados em células epiteliais gastricas (ASPINALL; MONTEIRO, 1996).
Este mimetismo pode resultar em tolerancia imunol6gica contra os antigenos do
patdbgeno ou na indugcdo de auto-anticorpos que reconhecem células epiteliais
gastricas (APPELMELK, 1997).
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Figura 2. Fatores de viruléncia de H. pylori
Fonte: Adaptado de Morales-Guerrero et al. (2013).

2.1.3.3 Aspectos genéticos

A grande diversidade genética de H. pylori dificulta a busca de fatores
bacterianos envolvidos na patogénese. Varios locus gendmicos que codificam fatores
de viruléncia, tais como ilha de patogenicidade cagA (cagPAl ), toxina de VacA, e
adesina Bab2 tém sido fortemente associada a um risco aumentado de desenvolver
Ulcera péptica e cancer de estdmago (GERHARD et al., 1999).

O gene cepa-especifico citotoxin antigen associated (cagA) foi o primeiro
gene identificado no H. pylori e est4d fortemente associado ao risco para
desenvolvimento de cancer gastrico (PEEK JR. et al, 1999; WEN; MOSS, 2009,
HUANG et al., 2016). As cepas cagA-positivas tendem a ser mais virulentas e sao
encontradas em cerca de 60% das cepas ocidentais. O gene cagA é o marcador da
ilha de patogenicidade cag (cag-PAl), um elemento insercional de 40kb, que contém
cerca de 31 genes (BLASER; BERG, 2001). Entre os genes integrantes da cag-PAl,
existem genes homdlogos aos de outras bactérias, os quais codificam componentes
do sistema de secrecado do tipo IV. Este sistema tem como funcéao injetar moléculas
efetoras da bactéria na célula hospedeira, permitindo que a bactéria module vias do
metabolismo celular da célula hospedeira, incluindo a expressao de proto-oncogenes
(STEIN et al., 2000; TANAKA et al., 2003; HUANG et al., 2016) (Figura 2).
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A proteina VacA, ou “citotoxina vacuolizadora” € um fator de viruléncia de
grande importancia na patogénese de H. pylori. Esta proteina tem varias atividades
celulares: vacuolizagao da célula, formagéo de canais na membrana, interrupgéao das
fungdes endossomais e lisossomais, apoptose e imunomodulagdo. Todas as cepas
sdo portadoras do gene vacA (gen da citotoxina vacuolizante), entretanto, apenas
algumas cepas sao produtoras da citotoxina vacuolizante. Estas cepas sdo mais
comumente isoladas de pacientes com Ulcera péptica, atrofia gastrica e cancer
gastrico (ARTHERTON et al., 2009) (Figura 2).

2.1.4 Métodos diagnosticos

A confirmacgao da presenca de H. pylori pode ser baseada em dois grupos
de testes, dependendo da técnica utilizada para coleta de amostras. Aqueles que
necessitam de endoscopia digestiva alta para bidpsias da mucosa gastrica sédo
considerados invasivos, tais como, teste da urease, reagcao em cadeia de polimerase
(RCP), histopatolologia e cultura. Os nao-invasivos incluem o teste respiratério com
ureia marcada com is6topos de carbono (C'%), sorologia e pesquisa do antigeno fecal.

Considerando que a carga bacteriana gastrica de H pylori diminui a partir
do uso de agentes antimicrobianos e de drogas anti-secretoras, o Consenso Maastrich
IV e o American College of Gastroenterology Guideline recomendam interromper o
uso de Inibidores da bomba de prétons (IBP) duas semanas antes do teste e
antimicrobianos quatro semanas antes do teste, 0 que permite que as bactérias
possam repovoar o estdbmago e os testes anteriormente negativos (Teste respiratério,
pesquisa de antigeno fecal, teste da urease, histopatologia e cultura) possam se tornar
novamente positivos (MALFERTHEINER et al., 2012).Descreve-se abaixo os testes

diagnésticos invasivos e ndo-invasivos.
a) Teste da urease

Teste da urease é um método indireto que se baseia na presenca da
enzima urease, produzida por H. pylori. Fragmentos da mucosa gastrica sao
introduzidos imediatamente apds a coleta em um substrato contendo ureia e um

indicador de pH (vermelho fenol). A urease hidrolisa a ureia em aménia e bicarbonato,
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com consequente aumento do pH e mudanca da cor do meio, de amarelo para
vermelho. A mudanca de cor confere positividade ao teste (KOUMI et al., 2011).

O 4° Consenso Brasileiro sobre H. pylori (COELHO et al., 2018) recomenda
para o teste da urease a coleta de um fragmento da mucosa do antro e outro da
mucosa do corpo, tendo em vista que a colonizacdo da bactéria podera ocorrer de
maneira nao uniforme. O teste da urease € um método simples, pouco dispendioso e
proporciona resultados rapidos (WANG et al., 2015). Apresenta sensibilidade de 87-
95 % e especificidade de 95% (RQOY et al., 2016). Varias preparacdes do teste da

urease estao disponiveis no Brasil.
b) Histopatologia

A histopatologia € considerada o método padrao-ouro para a deteccéo da
infeccdo por H. pylori. Além de avaliar a morfologia da mucosa gastrica, possibilita
identificar alteragdes pré-malignas (MOON et al., 2012).

A confiabilidade deste método depende essencialmente da localizacao e
namero de bidpsias da mucosa gastrica e do nivel de experiéncia do patologista
(COSGUN et al., 2016). O 4° Consenso Brasileiro sobre H. pylori (COELHO et al.,
2018) recomenda duas biépsias de antro e duas bidpsias do corpo, da pequena e
grande curvatura do estdmago. A técnica de coloragdo com hematoxilina-eosina é a
técnica mais comumente utilizada na pratica clinica. Coloragao adicional com Giemsa
para facilitar a identificagdo bacteriana (BATTS et al., 2013).

A imunohistoquimica é um método sensivel e especifico para detectar H.
pylori, mas € demorado e caro (COSGUN et al., 2016).

Tanto o teste da urease quanto a histopatologia sao afetados pelo uso de
agentes antimicrobianos, inibidores da bomba de prétons (IBP) e compostos contendo
bismuto, que inibem a atividade de urease ou diminuem a carga bacteriana (MIDOLO;
MARSHALL, 2000).

c) Reacao de Cadeia Polimerase (RCP)

Reacédo em Cadeia da Polimerase (RCP) é um método molecular realizado
a partir de amostras de bidpsias géastricas para diagndéstico de H. pylori. A sua grande
vantagem reside no fato de permitir anélises de diversidade, viruléncia e padrdes de
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resisténcia desta bactéria (CIRAK et al, 2007). Apesar de apresentar elevada
especificidade e sensibilidade (MENONI et al., 2013), tem sido mais indicado para

investigacao cientifica, devido a seu alto custo.

d) Teste Sorolégico

A infeccdo por H. pylori provoca uma resposta imunoldgica sistémica
levando a producao de anticorpos. O anticorpo IgG especifico para H. pylori pode ser
observado no sangue e urina a partir do vigésimo primeiro dia de infecgdo e
permanecer presente por longo tempo apds erradicacdo. Desta forma, tem valor
limitado para diagnéstico de infecgcdo aguda e confirmacdo da erradicacdo (HO;
MARSHALL, 2000). Além do mais, a validagdo de um ensaio local € recomendada
(MALFERTHEINER et al., 2017).

Os testes sorolégicos mais utilizados sado imunoensaios enzimaticos
(ELISAs), Ensaios imunocromatograficos (testes rapidos) e Ensaios de immunoblot.
ELISA apresenta maior precisdo em comparacao com testes rapidos (BURUCOA et
al., 2013). A vantagem do teste sorolégico é de ser o unico teste que ndo é
influenciado por mudancgas locais do estémago que poderiam conduzir a uma
diminuicdo da carga bacteriana e resultado falso negativo de outros testes
(MALFERTHEINER et al., 2017).

e) Teste Respiratério com Ureia marcada com C'3

O teste respiratdrio com ureia marcada com isétopo radioativo estavel C'3
('3C-UBT) ¢ o teste padrao ouro para diagnéstico ndo invasivo de infecgio por H.
pylori. Este teste tem excelente precisao, baixo custo e facil execu¢cao (FERWANA et
al., 2015).

O principio deste teste € baseado na atividade da urease de H. pylori. Na
presenca de H. pylori, a urease hidrolisa a ureia, liberando CO2 marcado com C'3, que
é eliminado pela expiracdo (LOGAN; WALKER, 2001). O teste foi validado no Brasil
para adultos e criancas com idade acima de 6 anos (KAWAKAMI et al., 2002; LEAL
et al., 2011).
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f) Pesquisa de Antigeno Fecal

O teste do antigeno fecal (TAF) identifica antigeno de H. pylori nas fezes
por enzima imunoensaio com 0 uso de anticorpos policlonais ou monoclonais anti-H.
pylori. A sensibilidade com anticorpo monoclonal € maior que com anticorpo policlonal
(MANES et al., 2005). TAF pode ser utilizado para pesquisar infeccdo em curso e para
estabelecer a cura apoés a terapia (GISBERT; PAJARES, 2004).

2.1.5 Aspectos histopatoldgicos da gastrite induzida por H. pylori

A gastrite aguda associada a infec¢cao por H. pylori pode ter resolugao
espontanea, de ocorréncia rara em criancas (GRAHAM, 2004; PEREZ-PEREZ et al.,
2003) ou evoluir para gastrite cronica, predominante no antro inicialmente, podendo
progredir para o corpo gastrico (SONNENBERG et al., 2010). Gastrite cronica é
condicao fundamental para o desenvolvimento de Ulcera péptica, cancer gastrico e
linfoma MALT (KUSTERS et al., 2006).

Com a descoberta de Helicobacter pylori como a principal causa de
inflamacéao gastrica foi elaborado o Sistema de Sydney para classificacdo de gastrite
com o objetivo de uniformizar a descricao endoscopica e histopatolégica da gastrite.
O Sistema de Sydney original foi apresentado no World Congress of Gastroenterology,
realizado em Sydney, na Australia, no ano 1990 e publicado no Journal of
Gastroenterology and Hepatology, em 1991 (Figura 3). O Sistema apresentou uma
matriz com divisdes para histologia e endoscopia. A Divisdo Histol6gica do Sistema
Sydney permitiu classificar os parametros histoldgicos, identificar a distribuicdo
topografica e declara a etiopatogenia da gastrite. Trés padrdes morfoldgicos séo
reconhecidos: gastrite aguda, gastrite cronica e formas especiais (PRICE, 1991).

O diagnéstico de gastrite aguda refere-se a presenga predominante de
neutroéfilos, com minimo ou nenhum aumento de células mononucleares. Geralmente
€ uma condicao transitoria, o que torna o seu diagndstico histolégico raro. Outras
caracteristicas como edema, hemorragia e erosdes sdo comuns. Na gastrite cronica,
ocorre acréscimo de células mononucleares na lamina propria, sem outros padrdes
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organizados que defina como uma forma especifica de gastrite (PETERSON et al.,
1987; LAINE; WEINSTEIN, 1989).

O Sistema considerou os seguintes indices morfoldgicos importantes para
monitorar o regime terapéutico e a histéria natural da gastrite: inflamacéo crénica,
atividade neutrofilica, atrofia, metaplasia intestinal e densidade de organismos
semelhantes ao H. pylori. A esses fatores morfolégicos € aplicada uma escala padréo
de graduacgao, que considera os graus leve, moderado e acentuado (PRICE,1991).

Os indices morfolégicos anteriormente citados s&o assim classificados: 1.
Inflamacao crénica - refere-se a presenca de linfécitos e monécitos na lamina prépria
e classifica a gastrite como crénica. A intensidade do infiltrado inflamatério pode ser
graduado conforme escala padréao (PRICE,1991); 2. Atividade - no contexto da gastrite
cronica refere-se a densidade de neutréfilos na lamina prépria, fossas gastricas e
epitélio da superficie (PRICE,1991). A infiltracdo envolvendo até um tergo das fossas
gastricas e da superficie é definida como atividade leve; entre um terco e dois tergos,
moderada e mais de dois tercos, como severa ou acentuada. A atividade esta
particularmente relacionada a presenca de H. pylori (PRICE,1991); 3. Atrofia é a perda
de glandulas especializadas do antro ou corpo gastrico. A dificuldade de avaliacdo da
perda leve de glandulas, especialmente na presenca de inflamacédo separando as
glandulas, fez com que fosse considerado apenas dois graus da escala padrao
(STOLTE; MEINING, 2001); 4. Metaplasia intestinal é designada como a substituicao
do epitélio superficial, foveolar e/ou glandular na mucosa oxintica ou antral pelo
epitélio intestinal, constituido de células de Paneth, caliciformes e enterécitos (SONG
et al., 2015). De acordo com o Sistema Sydney, a graduacdo da metaplasia € feita

conforme a regra dos tercos (PRICE,1991).
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Figura 3. Divisao histoldgica do Sistema de Sydney
Fonte: Adaptado de Sipponen e Price (2011).

H. pylori é considerado o agente etiolégico mais importante para o
desenvolvimento do cancer gastrico. Foi classificado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) carcinégeno tipo | (ISHAQ; NUNN, 2015). A patogénese da progressao
de lesdes pré-cancerosas para cancer gastrico do tipo intestinal foi descrita na cascata
inflamatéria com potencial cancerigeno, proposta por Correa et al. (1975) (Figura 4).
Na cascata proposta, a inflamacao crénica ativa é a primeira alteracao histopatolégica.
O inicio da cascata pode ocorrer pela producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, resultantes da inflamagao crénica, que podem causar danos ao DNA (DIAZ
et al., 2017). Alteracdes subsequentes sao atrofia, metaplasia intestinal, displasia de
baixo e alto grau e por fim, adenocarcinoma. A incidéncia anual de cancer gastrico
associada a atrofia e metaplasia intestinal varia de 0 a 10%, de acordo com Revisao
sistematica de Bae e Kim (2016).
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Figura 4. Cascata de Pelayo Correa, um modelo para progressao histolégica para cancer gastrico
Fonte: Adaptado de Huang et al. (2019).

2.2 Macréfagos

2.2.1 Histérico do reconhecimento dos macréfagos

Macrofagos sdo células do sistema imune inato fundamentais para o
controle de processos infecciosos e inflamatérios, para o desenvolvimento e
cicatrizagao de tecidos e para manutengao da homeostase do organismo (EPELMAN
etal., 2014).

O termo “macrofago” que significa “macro” = grande e “fago” = comedor foi
introduzido por Elie Metchnikoff, em 1882 (STEFATER et al., 2011; DIVANGAHI et al.,
2015). O bidlogo russo observou células dotadas de capacidade de ingestdo de
particulas infecciosas, que se mostraram importantes na luta contra microrganismos
invasores. Desta forma, descreveu também o mecanismo denominado de fagocitose
(PACHECO, 2012). Estas células foram nomeadas como fagécitos e divididas em dois
subtipos, de acordo com o tamanho: macréfagos e micréfagos (polimorfonucleares).
Atualmente, consideram-se quatro tipos de células fagociticas: os mondcitos, os
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macréfagos, as células dendriticas e os neutréfilos (STRAUSS-AYALI et al., 2007;
PACHECO, 2012). Os monécitos circulam no sangue periférico e, ao alcancarem os
tecidos, tém a capacidade de se diferenciar em macréfagos e células dendriticas,
(APPELBERG, 2005; CARDOSO, 2012).

Durante muito tempo, sustentou-se a hipbétese de que os macréfagos
residentes em tecidos na idade adulta surgiriam apenas da diferenciacdo de
monaocitos sanguineos derivados da medula 6ssea (VAN FURTH et al.,1972). No
entanto, essa hipdtese tem sido contestada diante das diferencas morfologicas e
funcionais observadas entre essas células (EPELMAN et al.,, 2014). Estudos tém
demonstrado existéncia de duas origens distintas de macréfagos teciduais. A maioria
dos macroéfagos residentes em tecidos adultos séo derivados do saco vitelino, durante
o desenvolvimento embrionario. Estas células s&o extremamente estaveis, néo
requerem reposicdo de mondcitos ou de qualquer outro precursor para manter as
funcées homeostaticas vitais (DAVIES et al, 2013; EPELMAN et al., 2014). Os
macrofagos teciduais de origem embrionaria tém um papel muito mais proeminente
no reparo do que as células derivadas de mondcitos recrutadas recentemente
(LAVINE et al., 2014). Por outro lado, macréfagos derivados de mondécitos circulantes
auxiliam principalmente na defesa do hospedeiro (DIVANGAHI et al., 2015). Os
macréfagos residentes de origem embrionaria sao caracterizados por niveis elevados
de expressdo do marcador de macréfago F4/80, enquanto os macréfagos
diferenciados de mondcitos sanguineos derivados da medula éssea expressam niveis
mais baixos de F4/80 e altos niveis de CD11b. Observou-se também que os
macrofagos residentes em tecidos derivados do saco vitelino e derivados de adultos
coexistem em muitos 6rgaos diferentes (GALLI et al., 2011; STEFATER et al., 2011;
DAVIES et al., 2013; DIVANGAHI et al., 2015).

2.2.2 Macroéfagos e suas fungoes

Macréfagos sédo células imunes componentes do sistema fagocitico
mononuclear. Estas células estdo distribuidas em quase todos os tecidos do
organismo, embora sejam mais abundantes no trato gastrointestinal, figado, baco,
vias aéreas superiores e cérebro (PACHECO, 2012). Caracterizam-se pela
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heterogeneidade e plasticidade, por apresentarem funcdes especificas em cada 6rgao
ou tecido e se adaptarem a ambientes mutaveis (ZELLFORSCH et al., 2012).

Os macroéfagos participam da resposta do hospedeiro contra patdégenos
invasores diretamente pelo processo da fagocitose ou indiretamente pela regulacao
das respostas de outras células imunes.

O mecanismo de fagocitose se inicia a partir da interacao entre receptores
do macréfago e a particula invasora, a qual € internalizada em vesiculas denominadas
fagossomos. O fagossoma se funde com lisossomas, onde as enzimas hidroliticas,
espécies reativas de oxigénio (ROS), o6xido nitrico (NO) e varias proteinas
antimicrobianas, como a defensina, contribuem para a degradacdo microbiana
(APPELBERG, 2005; PACHECO, 2012). O reconhecimento de diversos estimulos
pelos macréfagos é realizado por meio de Receptores de Reconhecimento de
Padrées (RRP), expressos na superficie ou no citoplasma dos macréfagos. Existem
receptores para reconhecimento de microrganismos, para fragbes do complemento,
para citocinas, para imunoglobulinas e outros. A colaboragdo entre as diferentes
familias de receptores influencia a resposta macrofagica (GEISSMANN et al., 2010).
A familia de receptores Toll-like (TLRs) reconhecem componentes derivados de
patdégenos (KAWAI, AKIRA, 2010). Em humanos, séo reconhecidos 10 tipos de TLRs,
que sao especificos para diferentes padroes de moléculas associados a patégenos
(PAMPS). Os receptores TLR1, TLR2 e TLR6 reconhecem lipoproteinas; TLR3
identifica RNA de fita dupla (ds); TLR4 reconhece LPS; TLR5 reconhece flagelina;
TLR7 e TLR8 reconhecem RNA (SS) de cadeia simples; e TLR9 esta implicado no
reconhecimento de DNA (TAKEDA; AKIRA, 2005).

Os macroéfagos sao células apresentadoras de antigenos para linfécitos T,
comportando-se, assim como efetores da resposta adaptativa. A apresentacédo de
antigenos se faz por meio de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) presentes na superficie do macréfago. A interagdo do macréfago com células
TCD4+* se da quando particulas estranhas ao hospedeiro se acoplam as moléculas do
complexo de histocompatibilidade classe || (MHC Il) e com células TCD8+, quando as
particulas se conjugam as moléculas do complexo de histocompatibilidade classe |
(MHC I) (YANG et al., 2014).

Sinais presentes nos diversos microambientes, derivados de patdgenos,
células danificadas ou linfocitos ativados induzem fenétipos funcionais distintos dos
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macréfagos, permitindo que os macréfagos desempenhem multiplos papéis na
resposta inflamatoria e na reparacéo do tecido (MURRAY; WYNN, 2011).

2.2.3 Produgéo de éxido nitrico, 6xido nitrico sintase induzivel e superéxido dismutase
pelos macréfagos

Quando os fagécitos sdo expostos a estimulos bacterianos, ocorre
aumento marcante de metabdlitos toxicos de oxigénio e nitrogénio, como anion
superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) e o&xido nitrico (NO)
(BHATTACHARYYA et al., 2002), com o objetivo de fornecer energia para a fagocitose
(BABIOR, 1978). NO é um radical livre gasoso, facilmente difusivel nos liquidos
corporais e tecidos, altamente reativo, com meia vida fisiolégica de segundos a
minutos dependendo da sua concentracao e condi¢cdes quimicas ambientais (DUSSE
etal., 2003). Nos macréfagos, a sintese de NO resulta da acdo da enzima 6xido nitrico
sintase induzivel (INOS), que converte o aminoacido L-arginina em outro aminodcido,
L-citrulina (ROBBINS; GRISHAM, 1997). A L-citrulina pode ser convertida em dois
metabdlicos: nitrito (NOz2-) e nitrato (NOs), que por serem facilmente mensurados, sao
adotados como meio indireto da producao de NO (DUSSE, 1998).

A acao citotéxica do NO resulta da sua agéo direta ou cooperativa com
intermediarios reativos de oxigénio, secretados simultaneamente em macréfagos
ativados. A acao toxica conjunta de NO e anion superéxido (O2-) resulta na formacao
de peroxinitrito (ONOO-), um poderoso oxidante de proteinas, que pode produzir dano
ao DNA do patdégeno, mas também pode afetar a célula produtora de NO e sua
vizinhanca (ROBBINS; GRISHAM, 1997).

O anion superéxido é um radical livre, produto de reducdo enzimatica
parcial de uma molécula de O2 pela enzima NADPH-oxidase. O2-, produzido por
macréfagos ativados, age no centro do fagossomo, mas pode ser liberado no
citoplasma e causar danos a membrana celular. Ao ser liberado para o citosol, 0 Oz
é convertido a H202 por acdo da enzima superoxido dismutase (SOD), presente na
membrana e na parte interna do involucro do fagossomo. Mesmo ndo sendo um
radical, H202 também pode causar danos celulares. Por agdo da catalase e do sistema
glutation-peroxidade-glutation-redutase, H202 é convertido em oxigénio (O2) e agua
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(H20) (BARBOSA et al., 2010). A enzima SOD, produzida pelos macrofagos, faz parte
de um grupo de metaloenzimas com funcéo de proteger a célula hospedeira da acéao
toxica do anion superéxido (SZETO; HAZEL, 2006).

H. pylori pode induzir a expressédo de iINOS por macroéfagos de infiltrados
inflamatorios crénicos da mucosa gastrica. Fatores de patogenicidade como urease e
lipopolissacarideos podem influenciar o nivel de expressao de iINOS (GOBERT et al.,
2004).

2.2.4 Polarizagdo de macrofagos

2.2.4.1 Historico da terminologia polarizagdo de macrofagos

Os macréfagos sao caracterizados por notavel plasticidade, o que lhes
permite a aquisicao de fenotipos funcionais distintos, em resposta a estimulos e sinais
microambientais encontrados em cada tecido especifico (SICA; MANTOVANI, 2012).
A polarizagcao ou ativagdo de macréfagos € um processo pelo qual estas células
moldam e agrupam as respostas de acordo com os estimulos percebidos e montam
um fendtipo especifico (TARIQUE et al., 2015).

A base do conceito de ativacdo de macréfagos partiu das observacdes de
Elie Metchnikoff, em 1905, que demonstraram que os macréfagos de animais
infectados tinham uma capacidade elevada de matar bactérias (MOGHADDAM et al.,
2018). A partir de entdo, o desafio dos estudos posteriores era elucidar os
mecanismos pelos quais 0os macrofagos tornaram-se mais eficazes na eliminagao de
bactérias. Apds décadas, Mackaness, em 1962, introduziu o termo ativacdo de
macréfagos para descrever a atividade antimicrobiana aprimorada de macréfagos em
um contexto de infec¢do bacteriana (MOGHADDAM et al., 2018). North (1973), em
estudo sobre a atividade de macréfagos na resisténcia adquirida a bactérias
intracelulares, observou que havia outros fatores celulares independentes, nao
apenas humorais, que poderiam promover resisténcia a infecgdo. O autor notou um
espectro de alteracdes morfoldgicas e funcionais na atividade antibacteriana de
macréfagos que ndo podiam ser transferidas passivamente no soro (NORTH, 1973).
Na mesma época, David (1973) identificou os linfécitos como as principais células
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antigeno-especificas responsaveis pela ativacdo microbicida de macréfagos e
consequente transferéncia de resisténcia contra familias de diversas bactérias
intracelulares (DAVID, 1973). Posteriormente, Nathan et al. (1983), conseguiram
demonstrar que a citocina Interferon y (IFN-y), produzida pelos linfocitos, era um fator-
chave para ativar macréfagos em repouso, tornando-os mais eficientes na
apresentacao de antigenos, na secrecdao de mais citocinas pré-inflamatérias e de
mediadores toxicos, além de intensificar a fagocitose mediada por complemento
(NATHAN et al., 1983). Este primeiro tipo de ativagdo antimicrobiana de macréfagos
ficou conhecido como ativagao classica de macréfagos (NATHAN et al., 1983).

Estudos subsequentes foram direcionados para a populacao de células T.
Embora os linfocitos T ja tivessem sido divididos em células T auxiliares e células T
citotéxicas (CANTON, 1975), Mosrnann e Coffman (1989) revisaram as diferentes
funcdes e secrecao de citocinas entre dois tipos de células T auxiliares clonadas (Th)
e propuseram o conceito de Th1 e Th2. Estudos iniciais sobre o papel da interleucina-
4 (IL-4) na ativacdo de macréfagos mostraram que esta citocina, produzida
principalmente pelas células Th2, podia converter macréfagos em um estado de
ativacao especial, distinta da ativacao induzida por IFN-y. Neste tipo de ativagao, IL-4
inibiu a explosao oxidativa (producéo de espécies reativas de oxigénio) e a producao
de IL-1B e IL-8 (ABRAMSON; GALLIN, 1990). Também foi observado que a IL-4
induziu a expressao do complexo principal de histocompatibilidade classe I (MHC II)
(CAO et al.,1989). Experimentos com a Interleucina 13 (IL-13) demonstraram que esta
citocina induziu efeitos redundantes e ndo redundantes aos da IL-4 em macro6fagos
(MCKENZIE et al., 1993). A partir destas observagdes juntamente com a descoberta
da regulacdo positiva do receptor de manose de macréfagos (MRC1) como um
marcador especifico de macrofagos ativados por IL-4 / IL-13, foi proposto pela primeira
vez, em 1992, o conceito de macréfagos ativados alternativamente (STEIN et al.,
1992).

Mais tarde, Mills et al. (2000) propuseram a terminologia M1 e M2 baseados
na investigacao do metabolismo da arginina dos macrofagos. Os autores observaram
gue macrofagos provenientes de linhagens de camundongos que exibem padréao Th1
(C57BL/6) e padrao Th2 (Balb/c) apresentaram diferengas qualitativas em sua

capacidade de responder aos estimulos inflamatérios. E correlacionaram com



37

diferengas de respostas observada entre linfocitos Th1 e Th2. A partir do metabolismo
da arginina, os macrofagos M1 classicamente ativados produziram um radical livre
gasoso multifuncional, o 6xido nitrico téxico (NO), enquanto os macréfagos M2
alternativamente ativados produziram as poliaminas troficas, envolvidas na reparacao
tecidual (MILLS et al., 2000). Baseando-se nesse achado, a comunidade cientifica
chegou ao consenso de que os macréfagos M1 (ativados classicamente)
apresentam fungdes inflamatorias e os macréfagos M2 (ativados alternativamente)
apresentam funcdes anti-inflamatérias (MANTOVANI et al., 2004; ROSZER,
2015). O termo “polarizacao de macréfagos” refere-se ao fendmeno de dois fenétipos
diferentes M1 / M2, que representam dois extremos do espectro de ativacdo de
macréfagos (MOSSER; EDWARDS, 2008; BISWAS et al., 2012).

2.2.4.2 Caracterizacao e fungdes dos subconjuntos de macréfagos M1 e M2

A polarizacdo dos macréfagos em fendtipos distintos depende da
diversidade de estimulos microambientais, de citocinas produzidas e da duragéo da
exposicao ao estimulo (TARIQUE et al., 2015).

Duas subpopulagdes principais de macréfagos com diferentes funcdes
foram descritas em humanos e camundongos com base na expressdo de seus
marcadores da superficie celular, producdo de fatores especificos e atividades
bioldgicas: macrofagos classicamente ativados M1 considerados pré-inflamatorios e
macréfagos alternativamente ativado ou anti-inflamatério M2 (TARIQUE et al., 2015)
(Figura 5).

Macréfagos M1 participam predominantemente na protecdo a agentes
patogeénicos intracelulares e a células cancerigenas devido a intensa atividade
citotdxica e a resposta imune que desencadeiam (SOLINAS et al., 2009; GEISSMANN
et al., 2010).

A polarizacao de macréfagos M1 é induzida por citocinas Th1, como IFN-y
e TNF-a. No processo de ativagao, IFN-a controla a expressdao de genes de
macrofagos que codificam receptores de citocinas, marcadores de ativacao celular e
moléculas de adesao celular. A ativagao classica pode ocorrer pelo reconhecimento
de Lipopolissacarideo (LPS) via receptor toll-like (TLR) 4. Fator de estimulagdo de
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colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) também é capaz de induzir a
polarizacdo dos macréfagos para o fenétipo M1 (MARTINEZ; GORDON, 2014).

Como os macrofagos de perfil M1 sao orientados para respostas
inflamatdrias agudas, caracterizam-se pela produgcdo de niveis elevados de
citocinas pré-inflamatoérias, incluindo TNF-a, IL-1a, IL-13, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23,
ciclooxigenase-2 (COX-2) e varias quimiocinas que, da mesma forma, induzem a
ativacao da resposta Th1 como CXCL1, CXCL3, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10,
CXCL11, CXCL13 e CXCL16; CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CCL15, CCL11,
CCL19, CCL20 e CX3CL1 (BEYER et al., 2012; VOGEL et al., 2014).

Adicionalmente, estes macréfagos aumentam a atividade antimicrobiana
e antitumoral pela regulacao positiva de 6xido nitrico (NO) e superoxidos (ROS) e
pelo aumento da producao de peptideos antibacterianos (SICA; MANTOVANI,
2012). A produgédo de NO em macréfagos M1 ocorre pela indugdo da atividade da
enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) para producgao de éxido nitrico a partir
da L-arginina (ARNOLD et al., 1977).

A expressao do marcador CD68 e das moléculas co-estimuladoras CD80
e CD86 nos macréfagos polarizados M1 evidenciam a importante atividade
fagocitica deste fendétipo. A capacidade de apresentacdo de antigeno dos
macrofagos M1 € indicada pela expressao de altos niveis do complexo principal de
histocompatibilidade classe Il (MHC Il) (CLARK et al., 2007).

Por estarem implicados no inicio e na sustentacdo da inflamacéo,
macrofagos M1 podem trazer dano tecidual induzido por ROS. Para inibir a resposta
inflamatéria crénica, mecanismos regulatérios sdo induzidos por agentes anti-
inflamatorios dos macrofagos M2, contribuindo para a reparagdo tecidual,
remodelagdo, vasculogénese e, finalmente, retorno a homeostase (BASHIR et al.,
2016).

A polarizagdo M2 ocorre em resposta a sinais de citocinas IL-4 e IL-13.
Outras citocinas, como IL-33 e IL-25 amplificam a ativagdo de macrofagos M2 pela
producéo de citocinas Th2 (O'SHEA et al., 2010). A regulacéo positiva de citocinas e
quimiocinas, como IL-10, TGF-8, CCL1, CCL17, CCL18, CCL22 e CCL24 também
atrai macréfagos nao polarizados para polarizar no estado M2 (YANG et al., 2014;
GORDON, MARTINEZ-POMARES, 2017). Os Macréfagos M2 séo caracterizados
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pela expressao de marcadores de superficie como CD 163, receptor de manose CD
206, CD 209, FIZZ1 e Ym1 / 2. Os macréfagos M2 estdo envolvidos no processo de
prevencdo de infecgdes, na reparacdo de tecidos, na angiogénese e na
imunomodulacdo (MANTOVANI et al., 2013).
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Figura 5. Principais estados de polarizacdo de macréfagos ativados
Fonte: Adaptado de Atri et al. (2018).

2.2.4.3 Arginina e dicotomia M1/M2

A polarizagdo dos macrofagos pode ser definida pela forma como
metabolizam a L-arginina. Macrofagos M1 metabolizam a L-arginina pela enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) para produzir NO, que tem ac&o microbicida, ao
passo que macréfagos M2 metabolizam a L-arginina pela arginase 2 (Arg2) para
produzir L-ornitina, molécula precursora de poliaminas, putrescina, espermidina,
espermina e L-prolina envolvidas em processo de reparacao tissular e proliferacéo
celular (WEISSER et al., 2014). Sendo assim, a arginina desempenha papel
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fundamental durante a ativacdo de macréfagos e é capaz de determinar o destino da
ativacao celular.

O conceito da dicotomia M1/M2 empregando como referéncia a via de
metabolizacdo de arginina, baseou-se em andlises de feridas cicatrizantes (MILLS;
LEY, 2014). Diante da complexidade de conhecimentos para diferenciar estado
funcional dos macréfagos, como marcadores de superficie de macréfagos, requisitos
de ativagao, elementos de transducao de sinal e regulagéo de genes, o emprego da
expressao arginase versus iINOS tornou-se vélida para explicar como o organismo lida
com ferimentos. O parametro arginase versus iINOS pode explicar situacdes diversas
tais como controle de infecgao versus cronicidade ou morte devido a infec¢ao, bem
como cicatrizacdo de tecidos versus fibrose exagerada, entre outras (MILLS; LEY,
2014). De um modo geral, macréfagos M1 agem como células pré-inflamatorias
(“modo combate”) e macrofagos M2 como células anti-inflamatdrias (“modo de cura”)
(MURRAY; WYNN, 2011).

A arginina € um aminoacido semi-essencial para humanos, obtida pela
ingestao alimentar ou derivada da quebra de proteinas celulares ou ainda pelo neo-
sintese renal, a partir da citrulina, também conhecido como eixo intestino-renal para
sintese de arginina (WINDMUELLER et al.,, 1981). No processo de neo-sintese, as
proteinas ingeridas sao degradadas até arginina, que pode ir para o ciclo da ureia no
figado, ou transformada no epitélio intestinal em ornitina que é convertida em citrulina.
A citrulina é transportada para os rins e convertida em arginina (KONTUREK;
KONTUREK, 1995). Em macréfagos M1, a arginina € convertida em éxido nitrico e
citrulina. A citrulina, de forma ciclica, pode ser convertida em arginina (MACMICKING
et al., 1997). O processo de ressintese da arginina, pelo macréfago M1 é importante
para garantir suprimento suficiente de arginina para sintese prolongada de NO em
infec¢des que limitam a disponibilidade da arginina (QUALLS et al., 2012). Macrofagos
M1 sintetizam NO a partir da arginina por meio da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) (ARNOLD et al., 2014). A transcricao do gene de iNOS é induzida
por citocinas pré-inflamatérias, produtos microbianos e hipdxia, enquanto citocinas
anti-inflamatérias suprimem a transcricao de iINOS (MODOLELL et al., 1995).

NO recém-produzido contribui para a resposta do hospedeiro contra
patdégenos ou células tumorais. No entanto, a iINOS uma vez induzida é capaz de
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produzir NO por longo tempo e a producgao excessiva de NO leva a toxicidade celular
e danos aos tecidos (LASKIN, 2009). Na infeccdo com H. pylori NO reage
rapidamente com radicais superoxidos gerados endogenamente, como 0 anion
superoxido. O estresse oxidativo nas células infectadas contribui para o
desenvolvimento de doencas gastricas, incluindo cancer gastrico (BUTCHER et al.,
2017; GOBERT; WILSON, 2017).

Em macrofagos M2, a arginina € metabolizada pela enzima arginase,
gerando ornitina e ureia. No citosol, a ornitina é convertida em putrescina pela ornitina-
descaboxilase (ODC) (ASIM et al., 2010). E nas mitocondrias, ornitina é convertida
em prolina pela ornitina-aminotransferase (LI et al,, 2002). A putrescina pode ser
metabolizada pela enzima espermidina sintase (SRM) gerando espermidina. A enzima
espermina sintetase (SMS) converte espermidina em espermina. Espermina pode ser
convertida de volta a espermidina por meio da espermina oxidase (SMOX) (PEGG,
2009). O metabolismo da poliaminas é um processo essencial para a vida de
mamiferos. As poliaminas putrescina, espermidina e espermina participam do
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular (PEGG, 2009). A producédo das
poliaminas é regulado pela enzima ODC. A expressdao de ODC € regulada por
infecgdes bacterianas (GOGOI et al., 2016; GOBERT et al., 2004). Recentemente,
tem sido demonstrado que os niveis de poliaminas podem afetar a transcricao e
estabilidade do DNA por meio de alteragbes das histonas e da estrutura da cromatina
(SINGH et al., 2008).

A arginase se apresenta em duas isoformas: Arginase 1 (Arg 1), abundante
no figado e é importante para o ciclo da ureia, e a arginase |l (Arg2) é abundante no
rim e localiza-se nas mitocéndrias (LI et al., 2007). Ambas, catalisam a mesma reacao
bioquimica, mas diferem na expressdo celular, na regulagéo especifica do tipo de
célula e na localizagao subcelular (MUNDER, 2009).

As enzimas arginase e iINOS competem pelo mesmo substrato arginina
(WU; MORRIS, 1998) e como consequéncia diversas interagdes cruzadas inibitérias
ocorrem entre as duas vias metabdlicas da arginina, entre elas: as duas isoformas de
arginase sao inibidas pelo produto intermediario da sintese de NO,
N- hidroxi- L- arginina (NOHA) (HECKER et al., 1995); em macrofagos M2, a arginase
restringe a traducao de iINOS pela depleg¢do da arginina (EL-GAYAR et al., 2003);


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3258477/#R38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3258477/#R37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3258477/#R67

42

poliaminas também podem inibir a sintese de NO (SOUTHAN et al, 1994). A
expressao de iNOS induzida por LPS é aprimorada pela inibicdo da sintese de
poliaminas por meio da ODC (BAYDOUN; MORGAN,1998). A espermina suprime a
inducdo de iINOS e do transportador de arginina CAT-2 (MOSSNER et al., 2001).

Apesar de antagonistas enddgenos, arginase e iINOS podem ser co-
expressos. iINOS tem mais afinidade pela arginina, mas a atividade maxima da
arginase ou taxa catalitica € maior que a da iINOS, sugerindo que similar taxa de
utilizagdo de L-arginina em concentragdes fisioldégicas (WU; MORRIS,1998).

A ativacdo de macréfagos requer a captagdo de arginina exégena para a
sintese de proteinas, producao de éxido nitrico por ativagao classica e producéo de
poliaminas e prolina por ativagdo alternativa (MARTINEZ et al., 2006). O meio
extracelular é a principal fonte de arginina, que € transportada através da membrana
plasmatica para interior do macrofago por varios sistemas de transporte (CLOSS et
al., 2004). Entre eles, a familia de transportadores catiénicos de aminodacidos (CAT) é
bem caracterizada. Macréfagos expressam CAT-1 em condi¢des de repouso e CAT-
2 apos ativagao classica e alternativa (CHATURVED et al., 2010). As atividades dos
macréfagos sdo moduladas de acordo com a disponibilidade intracelular da L-arginina
(COMALADA et al., 2012). Portanto, a resposta de macréfagos também pode ser

regulada pela etapa de captacao da arginina.
2.2.4.4 Polarizagao de macréfagos em infecgdes bacterianas

A principal funcdo dos macréfagos € a resposta contra infecgbes
bacterianas, virais e parasitarias. A participacao dessas células sao fundamentais no
resultado da infeccao para o hospedeiro (MURRAY; WYNN, 2011; WYNN et al., 2013).
Os macréfagos expressam uma variedade de receptores de reconhecimento de
padrées na membrana e no citoplasma, mediadores intracelulares e moléculas
secretoras envolvidas no reconhecimento e destruicdo de microrganismos invasores,
além da regulacao de outras células imunolégicas (TAYLOR et al., 2005). No processo
infeccioso, a resposta inflamatéria dos macroéfagos compreende quatro etapas
ordenadas: reconhecimento da infeccdo por receptores de reconhecimento de
padroes (PRRs) de macréfagos, recrutamento de monécitos circulantes e/ou
proliferacdo in situ de macréfagos residentes no tecido infectado, eliminacdo de
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patdbgenos e conversdo para células supressoras, restauracdo da homeostase
tecidual (GORDON; MARTINEZ-POMARES, 2017). Ao invadir o hospedeiro os
patdgenos sao reconhecidos por PRRs expressos na membrana ou no citoplasma dos
macréfagos e inclui os receptores tipoToll (TLRs), receptores de lectina do tipo C
(CLRs) e receptores do tipo NOD (NLRs). TLRs reconhecem componentes derivados
de patégenos conhecidos como padrées moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) (KAWAI; AKIRA, 2010, 2011). Funcionalmente, pertencem a familia dos
TLRs, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 eTLR6, presentes na membrana plasmatica,
enquanto TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 estao dentro de vesiculas intracelulares (KAWAI;
AKIRA, 2011). Ambos os receptores utilizam a proteina adaptadora My88 para iniciar
a sinalizacao celular, ativando fatores de transcricdo, como NF-kB e MAPquinases,
levando a fagocitose e liberacdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias, dando
inicio a resposta inflamatéria (KAWAI; AKIRA, 2011).

Os macroéfagos residentes em tecidos ndo sao suficientes para manter a
resposta inflamatéria. Dessa forma, o aporte de macréfagos no local da infecgao pode
ser alcangado pelo recrutamento de mondcitos inflamatoérios, por meio de quimiocinas
e também pela proliferacao in situ de macréfagos, que pode ser induzida pela citocina
IL-4 (SHI; PAMER, 2011).

ApGs serem reconhecidos, os peptideos de antigenos séo fagocitados,
degradados e apresentados a superficie do macréfago pelas moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade classe Il (MHC-II), permitindo a ativagao de linfocitos
T CD4+ ou conjugados com moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
classe | (MHC-I), interagindo com células T citotéxicas, CD8+ (KOPPENSTEINER et
al., 2012). A ativacao de linfocitos T induz a secrecao de citocinas, que por sua vez
vao modular a atividade macrofagica (BERGMAN; DELIOS, 2010). Linfécitos T
ativados podem se diferenciar em fenotipos T auxiliares (Th1), Th2, Th17 e
reguladores (Treg) de acordo com o ambiente local das citocinas (WILSON;
CRABTREE, 2007). Geralmente, a maioria dos patégenos intracelulares induz
respostas Th1, enquanto as bactérias extracelulares estimulam respostas do tipo Th2.
A resposta Th1 estd associada ao perfil pré-inflamatério enquanto a resposta Th2
induz forte resposta humoral (LINDHOLM et al., 1998).

Para se diferenciar em fenétipos funcionais distintos, os macréfagos

respondem aos estimulos do microambiente, como produtos microbianos, células
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apoptoéticas ou células efetoras da imunidade adaptativa ativadas (MURRAY et al.,
2014). A resposta comum de macréfagos a infeccao bacteriana envolve a ativagao
robusta do fenétipo M1 na fase inicial, resultando na producédo de grande quantidade
de mediadores pré-inflamatérios, capazes de combater microorganismos invasores e
ativar a imunidade adaptativa (WYNN et al, 2013). A persisténcia da resposta
inflamatéria mediada por macréfagos M1, sem mecanismos de controle, pode gerar
uma tempestade de citocinas, que contribuem para a patogénese da sepse
grave (STEARNS-KUROSAWA et al., 2011). Para evitar o excesso de resposta
inflamatoria, os macréfagos entram em processo de apoptose ou polarizam-se para o
fendtipo M2, que auxilia no reparo tecidual (MURRAY; WYNN, 2011). Por outro lado,
o fenotipo M2 pode induzir um estado de tolerancia ao patégeno e estabelecer estado
de portador ou pode progredir para um estado imunossupressor, tornando o
hospedeiro mais suscetivel a reinfec¢ao, resultando em recaida (SICA et al., 2015).
Os macréfagos tém a capacidade de alternar entre os estados de polarizacao de
acordo com o estimulo detectado (ITALIANI et al., 2014). E necessario um equilibrio
entre os dois fendtipos de polarizacdo de macréfagos para manutencao da
homeostase do hospedeiro (TARIQUE et al., 2015).

2.3 Polarizacao de macrofagos em infeccao por Helicobacter pylori
a) Papel dos macréfagos na infeccao por Helicobacter pylori

Na infeccdo provocada por H. pylori, a resposta imune do hospedeiro
raramente resulta na eliminagcdo da bactéria, que pode persistir infectando o
hospedeiro por toda a vida (MUNGAZI et al., 2018; ATHERTON; BLASER, 2009).

A mucosa géastrica normal de adultos e criangas sem infec¢ao por H. pylori
€ preenchida por pequeno numero de macrofagos (KRAUSS-ETSCHMANN et al.,
2005). Em resposta a infeccdo por H. pylori, macréfagos sao as primeiras células
recrutadas para a lamina propria (SUZUKI et al., 2002) e estdo associadas a gravidade
da gastrite (KRAUSS-ETSCHMANN et al, 2005). Kaparakis et al. (2008)
demonstraram que a eliminagao transitéria de macréfagos de camundongos C57BL/6,

durante o periodo inicial de infec¢ao reduziu significativamente a inflamagao gastrica,



45

destacando o papel-chave dos macréfagos para patogenicidade da gastrite associada
ao H. pylori. Desta forma, a evasdo da reposta imune inata e adaptativa € uma das
caracteristicas da infeccao por H. pylori, que induz uma inflamacgao crénica capaz de
progredir para adenocarcinoma gastrico (WILSON; CRABTREE, 2007; PEEK JR. et
al., 2010; HARDBOWER et al., 2014).

A interacao entre H. pylori e macréfagos pode ocorrer diretamente, quando
as bactérias atravessam a barreira epitelial e alcangam a lamina propria ou
indiretamente, através da liberacdo de produtos bacterianos (ITO et al., 2008). O
reconhecimento pelo sistema imune inato de antigenos derivados de H. pylori é
precoce e mediada por receptores tipo Toll (TLRs) e proteinas com dominio de ligacao
a nucleotideos e oligomerizagao (NOD). Embora a resposta imune adquirida na
infeccdo por H. pylori seja constituida de linfécitos Th1 e Th2, os perfis de citocinas
indicam predominio de uma resposta Th1 (ITOH et al., 1999). A ativagao de linfécitos
por macrofagos pode ser mediada pela secrecao de IL-12. A producao de IL-12 na
mucosa gastrica estd associada ao desenvolvimento de Ulceras pépticas na
infeccdo por cepas de H. pylori cag * (VINAGRE et al., 2018). Também foi descrito,
em infeccao humana por H. pylori, aumento da producgéo de IL-17, citocina expressa
por células T auxiliares 17 (Th 17) (PARK et al., 2005). IL-17 desempenha um papel
mediador na resposta inflamatéria do hospedeiro contra patégenos bacterianos,
especialmente nas superficies mucosas (OUYANG et al., 2008). Na mucosa gastrica
de pacientes infectados por H. pylori também foram encontrados niveis elevados de
células T reguladoras (Tregs). O recrutamento de células Tregs para o local da
infeccdo pode limitar a resposta inflamatoria (LUNDGREN et al., 2005).

b) Polarizacdo de macréfagos e mecanismos de evasao de H. pylori

A participacao dos tipos funcionais de macrofagos na infecgéao por H. pylori
nao € bem definido. Alguns autores tém demonstrado perfil misto M1/M2 de
polarizagcdo de macréfagos na gastrite ndo complicada e perfil M1 em lesdo pré-
neoplasica, caracterizado por um aumento da expressao génica de iINOS na mucosa
géastrica (QUIDING-JARBRINK et al., 2010). Sendo assim, observa-se que interferir
na ativacdo dos macréfagos é uma das estratégias empregadas pela bactéria para
garantir a persisténcia da infecgéo.
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Produtos de H. pylori interferem na ativacao de macréfagos por meio de
varias estratégias com o intuito de modular as respostas do hospedeiro e garantir a
persisténcia da infeccao. Um mecanismo antimicrobiano essencial para o hospedeiro
é a producao de NO por meio da enzima iINOS (BOGDAN et al., 2001). H. pyloriinduz
a expressao e atividade de iINOS, demonstrado em macréfagos in vivo e in vitro
(CHATURVEDI et al., 2010; GOBERT et al., 2002). No entanto, apesar da expressao
de iINOS na mucosa infectada por H. pylori, nota-se que a resposta imune dependente
de NO néo é vigorosa o suficiente para eliminar a bactéria, que persiste infectando o
hospedeiro (CHATURVEDI et al, 2010). Esse fato ficou evidente quando
camundongos com delecao genética de iINOS infectados por H. pylori apresentaram
niveis de colonizagdo bacteriana semelhantes aos de camundongos selvagens
(HARDBOWER et al., 2016).

Uma parte da ineficiéncia do NO, poderia ser pela acdo da arginase
bacteriana, RocF, que compete pelo substrato L-arginina (CHATURVEDI et al., 2007;
GOBERT et al., 2011). Por outro lado, H. pylori intacto ou fatores derivados de H.
pylori sdo potentes ativadores da enzima antagonista enddégena de iNOS, Arg2 e néao
de Arg 1, (GOBERT et al., 2002; LEWIS et al., 2010, 2011). A regulacao positiva de
Arg2 € um mecanismo pelo qual H. pylori prejudica a atividade antimicrobiana dos
macréfagos, restringindo o processo de sintese do NO. Lewis et al. (2010, 2011)
observaram em macréfagos estimulados por H. pylori, in vitro e em tecido gastrico de
gastrite por H. pylori, em camundongos, que a inducao da Arg2 por H. pylori, promoveu
a reducado da sintese do NO e que isso ocorreu devido a atenuagao na traducéo de
iINOS. Os autores observaram que houve piora da inflamagao gastrica e diminuicao
da colonizacao bacteriana em macréfagos murinos com delegédo de Arg2, infectados
por H. pylori (LEWIS et al., 2011).

Posteriormente, Hardbower et al. (2016) demostraram que a delecao de
Arg2 resultou na regulagao positiva compensatéria da sintese e do catabolismo das
poliaminas gastricas durante a infecgdo por H. pylori, 0s quais poderiam contribuir
para o aumento da inflamagdo gastrica e a diminuicdo da carga bacteriana,
independente de iINOS, observada em tecidos gastricos de camundongos com
delecdo genética de Arg2 e delecdo conjunta de Arg2 e iNOS, infectados
cronicamente com H. pylori. Os autores relataram que o efeito de dele¢do de Arg2,



47

em camundongos infectados cronicamente, afetou especificamente a ativacdo de
macréfagos M1, avaliada por meio da expressado de citocina e quimiocinas. No
entanto, os marcadores do perfil M2 e do Mregs nao foram alterados. Os autores
concluiram que Arg2 contribui para a evasao imune de H. pylori, restringindo a
ativacdo de macréfagos M1 e pelo metabolismo compensatério das poliaminas.
Assim, a indugé@o de Arg2 por H. pylori pode inibir a capacidade do macr6fago de
eliminar a bactéria, além de induzir um perfil funcional dos macréfagos menos
inflamatério, favoravel a permanéncia da bactéria no hospedeiro.

Estudo de revisdo de Chaturvedi et al. (2012) sugeriu 0s mecanismos pelos
quais o metabolismo das poliaminas desregulam a resposta imune do hospedeiro
diante da infeccdo por H. pylori. Os autores referem que a inducdo da enzima
espermina oxidase (SMO) por H. pylorileva a apoptose de macréfago. O catabolismo
da espermina em espermidina, por SMO, leva a liberagdao de ROS, que despolariza a
membrana mitocondrial do fagdcito, seguida da liberacao de citocromo-c no citosol,
ativacao de caspase-3 e apoptose de macréfagos (CHATURVEDI et al., 2004).

A bactéria também evita a agdo antimicrobiana do NO por meio da indugéo
da enzima ornitina descarboxilase (ODC). Estudos em macrofagos estimulados por H.
pylori ttm demonstrado aumento da expressao e da atividade de ODC (GOBERT et
al., 2002; CHATURVEDI et al., 2004). A revisdo de Chaturvedi et al. (2012) destacou
a inducao de ODC por H. pylori em macréfagos inibe a traducdo de iNOS e
consequente redugéao na sintese do NO. De fato, Hardbower et al. (2017) observaram
que a infeccdo por H. pylori leva a indugdo de ODC em macréfagos humanos.
Adicionalmente, os autores demonstraram em macré6fagos murinos, que ODC regula
negativamente a ativacdao M1 na infeccao por H. pylori e que essa regulacéo resulta
de alteragbes na estrutura da cromatina, que impede a transcricdo génica pré-
inflamatoria.

Outra estratégia pela qual H. pylori consegue evadir-se da resposta imune
dos macrofagos esta relacionada ao canal ibnico receptor de potencial transitorio
melastatina 2 (TRPM2). TRPM2 é um canal ndo seletivo de célcio expresso na
membrana de fagdcitos e que atua como um sensor de estresse oxidativo. Fagécitos
expressando TRPM2 respondem a espécies reativas de oxigénio (ROS) secretada em

locais inflamatérios, liberando citocinas e quimiocinas, importantes para resolucao da
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inflamacao (YAMAMOTO et al., 2008). Estudando TRPM2 na infeccéo por H. pylori,
Beceiro et al. (2017) demonstraram que a auséncia de TRPM2, em macréfagos
murinos cocultivados com H. pylori, in vitro, intensificou a gastrite induzida por H. pylori
e reduziu a colonizagdo bacteriana. Além de ter desencadeado uma produgéo
aumentada de mediadores inflamatérios e promover polarizacdo M1 de macré6fagos,
indicando que TRPM2 tem funcao reguladora e anti-inflamatéria. Os autores sugerem
que H. pylori ativa o TRPM2 em macro6fagos para evitar o dano oxidativo provocado
pelos fagocitos. Desta forma, H. pylori poderia desviar o perfil de polarizagéo
antimicrobiano M1, garantindo a sua permanéncia no hospedeiro. Além de induzir uma
inflamagéo gastrica leve, caracteristica chave da imunopatogénese da bactéria.

A gastrite cronica induzida por H. pylori é considerada importante fator de
risco para o desenvolvimento de cancer gastrico (PEEK; CRABTREE, 2006). Um
mecanismo que induz a carcinogénese a partir de processos inflamatérios crénicos é
a producao excessiva de radicais livre de oxigénio e nitrogénio. Hemeoxigenase1
(HO-1) é uma enzima com propriedades antioxidantes e constitui um marcador
indireto para estresse oxidativo (WEIS et al., 2009). Gobert et al. (2014) observaram
que a expressao de HO-1 estava aumentada em células mononucleares gastricas de
pacientes humanos e macréfagos de camundongos infectados com cepas H.
pylori cagA *. Os autores demonstraram que a delegdo genética do hmox-
1 em camundongos infectados com H. pylori aumentou a gastrite histoldgica, que foi
associada com respostas aumentadas de M1/ Th1 /Th17, diminuicdo da resposta de
Mreg e reducédo da colonizacdo de H. pylori. Assim, o recrutamento de macréfagos
reguladores (Mreg) poderia ser uma estratégia pela qual H. pylori regula
negativamente a resposta inflamatéria do hospedeiro.

Entre os fatores do hospedeiro associados a neoplasia do trato intestinal
tem sido estudada a enzima metaloproteinase-7 da matriz (MMP7). MMP7 é uma
enzima proteolitica que pode modificar o microambiente da matriz extracelular e
promover destruicdo e remodelamento tecidual (OMAR et al., 2015). Krakowiak et al.
(2015) (Tabela 1) avaliaram o papel da MMP7 na infeccao por H. pylori. Os autores
observaram que a auséncia de MMP7 em macréfagos promoveu polarizacao de
macrofagos para perfil M1 e agravamento das lesdes do tecido gastrico, sugerindo
que o MMP7 exerce um papel restritivo na lesdo géastrica induzida por H. pylori e no
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desenvolvimento de lesbes pré-malignas pela supressdo da polarizagdo dos
macrofagos M1. Assim, ao induzir MMP7, H. pylori consegue mitigar a resposta imune
do hospedeiro pela supressao da ativacdo de macréfago inflamatorio, contribuindo
para a persisténcia da bactéria.

Entre os fatores de viruléncia da bactéria, as cepas cagA+ de H. pylori sao
as que apresentam maior risco de neoplasia géastrica. O sistema de secrecéo de H.
pylori cag tipo IV pode translocar o peptidoglicano da bactéria para a célula do
hospedeiro, onde é reconhecido pelo receptor dominio de oligomerizagdo de uniéao a
nucleotideos (Nod1) (WATANABE et al, 2010). A expressdo de Nod1 foi
significativamente diminuida em tecidos de cancer gastrico em comparacao com
gastrite isolada (SUAREZ et al., 2019). Considerando também a importancia de H.
pylori para a carcinogénese gastrica, Suarez et al. (2019) estudaram o papel do Nod1
no cancer induzido por H. pylori. Os autores demonstraram, em dois modelos murinos
de deficiéncia genética de Nod1, que a auséncia de Nod1 aumenta a intensidade da
inflamacé@o e as lesdes pré-neoplasicas gastricas em resposta a infeccdo com H.
pylori. In vitro, 0 estudo demonstrou mudanca de perfil de polarizacdo M2 dos
macréfagos deficientes em Nod1, antes da infecgao, para perfil M1/M2, apds infecgao
com H. pylori e sugerem que este fendtipo misto observado em macréfagos com
delecao de Nod1 pode tornar a resposta de macréfagos ineficientes para direcionar
perfil Th1 ou Th2, resultando em padrédo mais acentuado de inflamagao. Além do mais,
mudancas de perfis funcionais de macréfagos em um nicho inflamado pode alterar
significativamente o risco de carcinogénese (PIAZUELO, et al., 2019). Desta forma,
0s autores concluiram que na infecgdo com H. pylori, a inducao de Nod1 pode exercer
seu papel restritivo, alterando a polarizagdo dos macréfagos, levando assim a evasao

imune e persisténcia microbiana.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se infecgao por H. pyloriinduz a polarizagdo dos macrofagos por si
s6 e se esta polarizagédo esta relacionada com a gravidade da doenca.

3.2 Objetivos especificos

e Capitulo 1 - Realizar revisdo sobre polarizacao de macréfagos e infecgao por
Helicobacter pylori.
e Capitulo 2 - Investigar se a maior gravidade da infeccao por Helicobacter pylori

esta associada com polarizagdo de macroéfagos.
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4 RESULTADOS

4.1 Capitulo 1 - Polarizacao de macrofagos em infeccao por Helicobacter
pylori: breve revisdo
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RESUMO

Helicobacter pylori € uma bactéria gram-negativa, que infecta cerca de 45% da
populacdo mundial. A maioria dos infectados por H. pylori permanece assintomatica,
apesar de evoluir para gastrite crénica. A gastrite crénica induzida por Helicobacter
pylori é considerada um importante fator de risco para o desenvolvimento de Ulceras
gastricas e duodenais, adenocarcinoma gastrico e linfoma de tecido linfoide associado
a mucosa. A persisténcia da infecgao e a presencga de inflamagéo crénica da mucosa
gastrica do hospedeiro sugerem que a resposta imune do hospedeiro é inadequada
para eliminar a bactéria. Os macrofagos desempenham importante fungao na resposta
imune do hospedeiro contra H. pylori. A participagdo dos tipos funcionais de
macrofagos na infecgédo por H. pylori nao € bem definido. Sendo assim, esta revisao
tem como foco o estudo da polarizagdo dos macréfagos na infec¢ao por H. pylorie a
relacdo com os desfechos clinicos. A busca foi realizada nos bancos de dados de
PUBMED/MEDLINE, Base de dados da literatura Latino Americana, em Ciéncia da
Saude (LILACS- BIREME/BVS) e SCIELO. Entender a patogénese de doengas
associadas a infeccao por H. pylori pode ser importante para apoiar futuras
abordagens terapéuticas e diagndsticas.

Descritores: Helicobacter pylori, Macréfagos, Gastrite cronica, Arginase, Oxido Nitrico
Sintase.

ABSTRACT

Helicobacter pylori is a gram-negative bacterium, which infects about 45% of the
world's population. Most H. pylori-infected people remain asymptomatic, despite
progressing to chronic gastritis. Chronic gastritis is considered an important risk factor
for the development of gastric and duodenal ulcers, gastric adenocarcinoma and
lymphoma of mucosal associated lymphoid tissue. The persistence of H. pylori
infection and the presence of chronic inflammation of the host gastric mucosa suggests
that the host immune response is inadequate to eliminate the bacterium and that it still
allows a tolerogenic environment conducive to the pathogen to maintain a chronic
inflammatory process. Macrophages play an important role in host defense against H.
pylori. The involvement of functional types of macrophages in H. pylori infection is not
well defined. Therefore, this review focuses on the study of macrophages polarization
in H. pyloriinfection and the relationship with clinical outcomes. The search was carried
out in the databases of PUBMED / MEDLINE, Database of Latin American literature,
in Health Science (LILACS- BIREME / BVS) and SCIELO. Understanding the
pathogenesis of diseases associated with H. pylori infection may be important to
support future therapeutic and diagnostic approaches.

Keywords: Helicobacter pylori, Macrophage, Chronic gastritis, Arginase, Nitric Oxide
Synthase.
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INTRODUCAO

Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria gram-negativa muito bem
sucedida no processo de colonizagdo da mucosa gastrica humana, uma vez que
infecta 44,3% da populacdo mundial (ZAMANI et al., 2018). Geralmente, a infecg¢ao é
adquirida durante a infancia e raramente é eliminada espontaneamente (ABADI,
2017). A gastrite crdénica induzida por H. pylori (PEEK et al., 2010; DOOLEY et al.,
1989) ndo causa sintomas na maioria dos individuos infectados (MUNGAZI et al.,
2018), no entanto, estda associada ao risco aumentado para desenvolvimento de
Ulcera duodenal, Ulcera gastrica, adenocarcinoma gastrico e linfoma de tecido linfoide
associado a mucosa (MALT) (WROBLEWSKI et al., 2013; HAGYMASI et al., 2014;
PLUMMER et al., 2016).

A susceptibilidade as doengas associadas a infec¢ao por H. pylorivaria em
diferentes populacoes e esta associada a fatores do hospedeiro, que determinam o
tipo e intensidade da resposta imune, aos componentes bacterianos especificos da
cepa e fatores ambientais ((DUNNE et al.,2014). Apesar da resposta imune e humoral,
a infeccdo por H. pylori pode persistir no ambiente gastrico ao longo da vida do
hospedeiro (ABADI et al., 2017). A persisténcia da infeccdo sugere faléncia da
resposta imune do hospedeiro para eliminar a bactéria e a presenca de inflamacéao
cronica da mucosa gastrica apoiam a ideia de disfuncdo da resposta imune
(HARDBOWER et al., 2013).

Entre as células do sistema imune, os macréfagos desempenham
importantes fungdes para o controle de infecgdes e homeostase tecidual e estéo
envolvidos nos desfechos clinicos de diversas doengas (MURRAY; WYNN, 2011).
Diante da capacidade versatil dos macréfagos frente a estimulos inflamatérios, estas
células foram classificadas, didaticamente, em dois fenétipos funcionais, relacionados
a suas fungbes principais: Macrofagos M1 (combater/lutar) e Macréfagos M2
(curar/restaurar). Os macréfagos dominantes, M1 ou M2, direcionam os linfécitos T
para respostas Th1 ou Th2, respectivamente. Desta forma, amplificam positivamente
0s macréfagos dominantes, estabilizando o fenotipo no cenario da inflamacao ou
infeccdo (MILLS, 2012). O equilibrio M1/M2 mantém a homeostase, enquanto o
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desequilibrio induz a inflamagao crénica e a doenca (TARIQUE et al., 2015). A
participacdo destes tipos funcionais de macrofagos na infecgéo por H. pylori ndo é
bem definido. Sendo assim, esta revisdo busca discutir os mecanismos pelos quais a
polarizagcdo dos macréfagos na infecgdo por H. pylori podem se relacionar com o0s
desfechos clinicos dos pacientes. Estes conhecimentos poderdo ajudar a
compreender a patogénese de doencgas associadas a infeccao por H. pylori e o

desenvolvimento de futuras abordagens terapéuticas e diagnésticas.
METODOS

Foram utilizados os bancos de dados de PUBMED/MEDLINE e Base de
dados da literatura Latino Americana, em Ciéncia da Saude (LILACS- BIREME/BVS)
e SCIELO, nos quais foram selecionados artigos que abordam os principais aspectos
imunoldgicos da infecgao por H. pylori relacionados a polarizagdo dos macréfagos.

A pesquisa abrangeu artigos originais e de revisdo, no periodo de 2010 a
2019, publicados na lingua inglesa. Foram utilizados como termos de pesquisas:
Helicobacter pylori AND macrophage AND polarization. Ap6s exclusdo de um dos
artigos duplicados nas listas dos bancos de dados, foram encontrados 14 manuscritos.
Destes, 3 foram excluidos por versar sobre lactobacilos e 1 sobre fitoterapicos. Foram
incluidos 10 estudos.

FATORES DE H. pylori ASSOCIADOS A COLONIZAGAO DA MUCOSA GASTRICA

H. pylori € um bacilo gram negativo, de forma espiralada, ndo-esporulada
e microaerdfila (GRAHAM, 1998). A capacidade da bactéria para colonizar a mucosa
gastrica pode ser atribuida a producao de fatores de viruléncia especificos, sem o0s
quais a habilidade de colonizacdo de H. pylori fica prejudicada (ALGOOD; COVER,
2006).

Muitos dos patégenos ingeridos diariamente pelo homem nao sdo bem
sucedidos na colonizagao devido ao pH acido da luz géstrica, considerado uma das
mais eficientes barreiras biolégicas contra infeccdo bacteriana. No entanto, H. pylori
possui a enzima urease, que tem acao essencial como fator de colonizagéo. A urease

hidrolisa a ureia, presente em condigées fisiolégicas no suco gastrico, em amoénia. A
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neutralizacdo do pH da area circundante confere protecao temporaria ao patégeno
dos efeitos nocivos da acidez gastrica. (VOLAND et al., 2003). Além disso, 0 aumento
do pH, diminui a viscosidade da mucina presente na camada de muco, o0 que permite
a bactéria se movimentar na camada mucosa por meio de flagelos polares (CELLI et
al., 2009). H. pylori deficiente na produgéo de flagelos sédo incapazes de colonizar a
mucosa gastrica (MCGEE et al, 2005). Estes movimentos da bactéria sao
direcionados por meio de resposta quimiotatica em direcdo a camada de muco
adjacente as células epiteliais, onde o pH é mais neutro (MCGEE et al., 2005).
Mutantes defeituosos em fatores quimiotaticos estdo associados com inflamacao
reduzida e respostas defeituosas de células T efetoras, provavelmente pela reducao
do numero de bactérias proximas as células epiteliais gastricas (WILLIAMS et al.,
2007; JOHNSON; OTTEMANN, 2018).

A etapa final da associacdo do micro-organismo com a mucosa gastrica é
a adesdo. A adesdao é mediada pelas adesinas expostas na superficie da célula
bacteriana, como Baba, Saba, ALPA, AlpB, hopZ e OipA (LIVER et al., 1998). A
aderéncia as células epiteliais gastricas € essencial para o desenvolvimento da
doenca havendo correlacdo direta entre a fixacao bacteriana e degeneracao celular
(HESSEY et al., 1990). No entanto, apenas 20% de H. pylori presentes na mucosa
gastrica se aderem a superficie de células epiteliais, com uma maioria exibindo um
tropismo para jungdes intercelulares e, ocasionalmente, para espacos intercelulares
mais profundos (NECCHI et al., 2007).

H. pylori pode distribuir-se de maneira focal, segmentar ou difusa ao longo
da mucosa gastrica (WARREN; MARSHALL, 1984), localizando-se no interior ou sob
a camada de muco que recobre o epitélio da superficie ou das fovéolas, em intimo
contato com a membrana luminal das células epiteliais que revestem a mucosa
gastrica. Embora H. pylori tenha sido considerada por muito tempo uma bactéria
extracelular, estudos tém evidenciado que o patégeno ocasionalmente invade a célula
epitelial, embora 0 mecanismo nao seja bem compreendido. Uma vez dentro da célula
epitelial gastrica, H. pylori multiplica-se e protege-se da agéo dos antibiéticos, o que
contribui para a persisténcia da infec¢ao bacteriana (CHU et al., 2010).

Outros fatores bacterianos participam da persisténcia da bactéria e da
inducao de doencas. Lipopolissacarideo (LPS), expresso na membrana externa de H.
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pylori, pode induzir uma tolerancia imunolédgica contra os antigenos do patégeno ou
de auto-anticorpos que reconhecem células epiteliais gastricas, frequentemente
observadas em pacientes com gastrite crénica ativa (APPELMELK, 1997). As enzimas
catalase e superoxido dismutase, expressas por todas as cepas de H. pylori,
participam da neutralizacdo da acdo oxidativa de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERONSs) produzidos por macrofagos e neutréfilos, promovendo a
sobrevivéncia da bactéria (BENOIT; MAIER, 2016). O fator de viruléncia de H. pylori,
a proteina arginase, expressa pelo gene roc F, hidrolisa a L-arginina em L-ornitina e
ureia. Esta ultima serve como substrato para enzima urease de H. pylori, para
producédo de amoénia, necessaria para neutralizar o acido gastrico (KIM et al., 2013).
A proteina CagA de H. pylori atua como antigeno altamente imunogénico. Essa
proteina é injetada na célula hospedeira, via sistema de secre¢éo do tipo IV, induzindo
alteracdes nas vias do metabolismo da célula hospedeira, resultando em diferentes
graus de resposta inflamatéria (STEIN et al., 2000; TANAKA et al., 2003; HUANG et
al., 2016). A toxina de VacA tem sido fortemente associada a um risco aumentado de
desenvolver Ulcera péptica e cancer de estémago (BLASER; BERG, 2001).

RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO A INFECCAO POR Helicobacter pylori

A resposta imune do tecido gastrico provocada por Helicobacter pylori
raramente resulta na eliminacdo da bactéria, que pode permanecer infectando o
hospedeiro por toda a vida (ABADI, 2017). A infeccao por H. pylori induz resposta
inflamat6ria na mucosa gastrica com a participacao de neutréfilos, macréfagos,
células plasmaticas, eosindfilos e linfécitos, incluindo células maiores: CD4+ e CD8+
(O’KEEF; MORAN, 2008; ALGOOD; COVER, 2006).

O local onde ocorre o inicio da resposta imune ao H. pylori ainda néo esta
bem definido. H. pylori interage diretamente com as células mieldides, quando as
bactérias atravessam a barreira epitelial e alcangcam a lamina prépria ou
indiretamente, através da liberacao de produtos bacterianos (ITO et al., 2008).

O reconhecimento pelo sistema imune inato de antigenos derivados de H.
pylori é precoce e mediada por receptores tipo Toll (TLRs) e proteinas com dominio

de ligacdo a nucleotideos e oligomerizacao (NOD), expressos em células
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apresentadoras de antigeno (APCs). A ativacdo destes receptores gera resposta
imune adaptativa celular e humoral (BERGMAN; DELIOS, 2010). O contato da
bactéria com monacitos e outras APCs permite ativagao e recrutamento de linfécitos.
Linfécitos T CD4 + virgens (T CD4 +) podem se diferenciar em fenétipos T auxiliares
(Th1), Th2, Th17 e reguladores (Treg) de acordo com o ambiente local das citocinas
(WILSON et al.,, 2007). Células T auxiliares 1 (Th1) induzem resposta celular,
opsonizagéao, anticorpos fixadores de complemento e estdo associadas com resposta
pro-inflamatéria por meio da producéo de interleucinas IFN-v, IL-2, IL-12, IL-8 e TNF-
a (TUMMALA et al.,, 2004). Em contraste, células T auxiliares 2 (Th 2) estédo
associadas a producao de Interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e TGF-B8 e
induzem forte reposta humoral (LINDHOLM et al., 1998). Geralmente, a maioria dos
patdgenos intracelulares induz respostas Th1, enquanto as bactérias extracelulares
estimulam respostas do tipo Th2. Apesar da resposta imune adquirida a infec¢ao por
H. pylori ser constituida de linfécitos Th1 e Th2, os perfis de citocinas indicam
predominio de uma resposta Th1. Em infeccdo humana por H. pylori foi descrito
aumento da producao de IL-17, citocina expressa por células T auxiliares 17 (Th
17) (PARK et al, 2005). IL-17 desempenha um papel mediador na resposta
inflamatéria do hospedeiro contra patdgenos bacterianos, especialmente nas
superficies mucosas (OUYANG et al., 2008). Em mucosa gastrica de pacientes
infectados com H. pyloritambém foram encontrados niveis elevados de células Tregs.
O recrutamento de células Tregs para o local da infeccdo pode limitar a reposta
inflamatéria (LUNDGREN et al., 2005). A persisténcia de H. pylori no hospedeiro é
atribuida a capacidade de fatores bacterianos de induzir uma resposta regulatéria
subjacente.

Interacdes entre H. pylori e células epiteliais gastricas levam a ativacao e
translocacdo de fator nuclear kappa B (NF-kB) para o nucleo e alteragdo na
transcricdo de genes nas células epiteliais, tendo papel importante sobre inducao de
varios processos inflamatérios (GLOCKER et al., 1998). Producéo de IL-8 por células
epiteliais leva ao recrutamento de macréfagos, que podem fagocitar as bactérias
opsonizadas e produzir ERONs, o que contribui para a disfungdo da célula epitelial
(FARINATI et al., 1998; OBST et al., 2000).
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Macro6fagos teciduais sdo encontrados em numero significativamente
aumentado em bidpsias de mucosa gastrica de humanos persistentemente infectados
por H. pylori (SUZUKI et al., 2002; ALGOQOD et al., 2006; KAPARASKI et al., 2008).
Macréfagos participam como ativadores da imunidade adquirida durante infeccao com
H. pylori, como por exemplo, por meio da secrecao de IL-12. A producéo de IL-12 na
mucosa gastrica estd associada ao desenvolvimento de Ulceras pépticas na
infeccdo por cepas de H. pylori cag * (VINAGRE et al., 2018). Macré6fagos podem
desempenhar papel na amplificacdo da resposta inflamatéria pela produgdo de
citocinas, como IL-1, TNF-a e IL-6 (AMEDEI et al., 2006). A secrecao de IL-6 por
macréfagos pode estar envolvida na perpetuacdo da resposta inflamatéria ao H.
pylori (ODENBREIT et al., 2006).

POLARIZACAO DE MACROFAGOS

Os macréfagos sao células fagociticas da imunidade inata essenciais para
o combate de particulas invasoras, promog¢ao de reparo tecidual e homeostase do
organismo (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Na inflamagéo, os macrofagos tém trés
fungdes principais: apresentacdo de antigenos em associagcdo com moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), para reconhecimento de linfcitos
T; fagocitose e imunomodulagao através da producao de diferentes tipos de citocinas
e fatores de crescimento (WYNN et al., 2013).

Ao serem recrutados para o local de infeccdo ou para a célula morta, os
macréfagos precisam ser ativados para realizar suas funcdes. Sinais presentes nos
diversos microambientes derivados de patdégenos, tecidos lesionados ou células
efetoras da imunidade adaptativa ativadas induzem perfis genéticos diferentes na
diferenciacao dos macréfagos, orientando os estados de polarizagao funcional dos
macréfagos (MURRAY et al., 2014).

Em humanos e em camundongos foram descritos dois subconjuntos
funcionais de macréfagos, de acordo com a expressdo de seus marcadores de
superficie celular, producdo de fatores especificos e atividades biologicas,
denominados macréfagos M1 classicamente ativados ou inflamatérios e M2
alternativamente ativados ou anti-inflamatérios (MILLS et al., 2000).
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Macréfagos M1 polarizam-se por citocinas Th1, como IFN-y e TNF-a, ou
pelo reconhecimento de lipopolissacarideos bacterianos (LPS), via ativagdo de STAT
(transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1). A andlise do perfil de expresséao
génica mostrou que macrofagos de fenétipo M1 secretam altos niveis de citocinas pré-
inflamatérias, incluindo IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18 e IL-23, TNF-a e IFN tipo I; e vérias
quimiocinas, bem como ciclooxigenase-2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS) e baixos niveis de IL-10 (SICA; MANTOVANI, 2012; VOGEL et al., 2014;
ITALIANI et al., 2014). O perfil fenotipico de macroéfagos M1 induz a ativacdo da
resposta Th1, facilita a fagocitose mediada pelo complemento e a inflamacéo do tipo
l, além de alta capacidade de apresentacao de antigenos e pela fagocitose de detritos
de matriz nas fases iniciais da cicatrizagdo (VOGEL et al., 2014; ITALIANI et al., 2014).
Portanto, funcionalmente os macréfagos M1 caracterizam-se por atividade
antimicrobiana e antitumoral. Participam da eliminagcao de agentes infecciosos por
meio da ativagdo do sistema nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPH) e subsequente geracéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (MURRAY
etal., 2014).

Macréfagos M2 sao tipicamente induzidos pelas citocinas Th2, IL-4 e IL-13
via ativacdo de STAT6. A polarizacao induzida por IL-13 pode ser amplificada pela
citocina IL-33, citocina da familia IL-1 (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009). A
polarizagdo M2 também pode ser induzida por IL-10, via ativacdo de STAT3 (WANG
et al., 2014) e pela citocina IL-21 (HASHIMOTO-KATAOKA et al., 2015). Macréfagos
M2 possuem um perfil de citocinas anti-inflamatorias, caracterizado por baixa
producdo de IL-12 e alta producdo de IL-10 e TGF-B. Além da produgédo de
quimiocinas que recrutam linfocitos Th2 e células T reguladoras, como CCL17, CCL22
e CCL24 (MARTINEZ et al., 2006). Adicionalmente, regulam positivamente arginase-
1 (Arg-1), Ym1 e Fizz, quitinase 1 (CHIA1) e molécula semelhante a resistina alfa
(RETNLA) (MARTINEZ; GORDON, 2014). Macréfagos M2 estdo associados a
secrecao de fatores angiogénicos como IL-8, VEGF e EGF4 e aumento do receptor
de manose (CD206). Bem como, reduz a expresséo de citocinas pro-inflamatorias e
ROS (KUROWSKA-STOLARSKA et al, 2009). Funcionalmente, macrofagos M2
promovem a reparacao tecidual e a cicatrizacao de feridas, realizam a depuracao de
células apoptéticas, combatem parasitas intestinais, possuem propriedades pro-
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angiogénicas e proé-fibroticas (JETTEN et al., 2014; BRAGA et al., 2015). Assim como,
participam da formagéo e progressao tumoral (BELGIOVINE et al., 2016). Macro6fagos
M2 também tém sido caracterizados pela expressao funcional de marcadores de
ativacao alternativos e inclui quatro subconjuntos: M2a, induzido por IL-4 ou IL-13;
M2b, induzido por complexos imunes e agonistas de receptores TLR ou IL-1; e M2c,
induzido por IL-10 e hormdnios glicocorticoides; M2d é induzido por agonistas de TLR
por meio do receptor de adenosina (CHISTIAKQV et al., 2015; MANTOVANI et al.,
2010).

A polarizagdo dos macrofagos pode ser definida pela forma como
metabolizam a L-arginina. Macréfagos M1 metabolizam a L-arginina pela enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) para produzir NO, que tem ag&o microbicida, ao
passo que macréfagos M2 metabolizam a L-arginina pela arginase 2 (Arg2) para
produzir L-ornitina, molécula precursora de poliaminas putrescina, espermidina,
espermina e L-prolina envolvidas em processo de reparacao tissular e proliferacao
celular (WEISSER et al., 2013).

Embora, os macrofagos sejam essenciais para controle de infecgdes e
reparo da lesdo associada a inflamacao, também podem contribuir para danos nos
tecidos, durante infec¢des e doencgas inflamatérias (BASHIR et al., 2016). Quando um
orgao é afetado por infeccao ou inflamacgao grave, os macréfagos exibem primeiro o
fenotipo M1 para liberar TNF-a, IL-183, IL-12 e IL-23 contra o estimulo, no entanto, a
persisténcia da fase M1 pode causar danos aos tecidos. Para suprimir a inflamagéo,
os macréfagos M2 secretam quantidades elevadas de IL-10 e TGF-B, contribuindo
para a reparacao tecidual, remodelacédo, vasculogénese e, finalmente, retorno a
homeostase (TARIQUE et al., 2015).

Devido a plasticidade funcional, os macrofagos podem mudar de um
fenétipo para outro. Macréfagos M1 expostos a sinais M2 ou vice-versa sao capazes
de se reprogramar e reverter o perfil de polarizagao (SICA; MANTOVANI, 2012). A
dicotomia de fenétipos de polarizacdo M1/M2 tem origem em modelos animais, no
entanto, em humanos, a linha de separacao entre macréfagos semelhantes a M1 (M1-
like) e semelhantes a M2 (M2-like) ndo tem limites nitidos (XU et al., 2013).

Recentemente, tem sido descrito uma populacdo de macréfagos
supressores, que participam durante as respostas imunes inatas e adaptativas,
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limitando a inflamacado. Os macréfagos reguladores (Mreg), produzem IL-10 apéds
estimulagao com lipopolissacarideos (LPS) (SUZUKI et al., 2016) e estao associados
a tolerancia de transplantes de 6rgaos sélidos (HUTCHINSON et al., 2011).

POLARIZACAO DE MACROFAGOS EM DOENGAS INFECCIOSAS

A ativacdao de macréfagos tem papel chave na resposta a patégenos
bacterianos (GALGANI et al., 2004). Ao serem ativados por patdégenos, os macréfagos
induzem um fendtipo pré-inflamatério (M1), com a liberagdo de citocinas, quimiocinas
pré-inflamatérias e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio para promover a
eliminacdo do patégeno (WEISSER et al, 2013). No entanto, para evitar danos
teciduais do hospedeiro e controlar a resposta pré-inflamatéria, os macréfagos séo
induzidos por estimulos microambientais para um fenétipo anti-inflamatério (M2) no
sentido de promover reparacao tecidual. Os macrofagos tém a capacidade de alternar
entre os estados de polarizacao de acordo com o estimulo detectado (ITALIANI et al.,
2014). E necessario um equilibrio entre os dois fendtipos de polarizagdo de
macréfagos para manutencao da homeostase do hospedeiro (TARIQUE et al., 2015).

Revisdo de Mége et al. (2011) avaliou estudos que empregaram métodos
de expressdo génica de alto rendimento para analise de perfil fenotipico dos
macréfagos em doencas infecciosas (Tabela 1). Os autores observaram discrepancias
dos perfis de polarizacdo de macrofagos entre estudos in vitro e in vivo. Desta forma,
o perfil de polarizacdo dos macrofagos em doencas infecciosas pode estar
relacionado ao microambiente inflamatério. De fato, Atri et al. (2018) destacaram a
complexidade da polarizacdo de macréfagos durante doencas infecciosas,
enfatizando que a linha de separacéo da dicotomia M1/M2 em modelos animais, ndo
€ Obvia em humanos e que existe um continuum entre os extremos de perfis funcionais
(Tabela 1). Os autores relataram que tem sido proposto uma polarizagcdo M17-like em
doencas inflamatorias, enquanto em doencas bacterianas, virais e parasitarias
crbnicas, tem sido proposta uma polarizagdo M2-like. A Infecgdo humana por H. pylori
foi caracterizada por perfil misto M1/M2 de polarizagdo de macréfagos na gastrite nao
complicada e perfil M1 em lesdo pré-neoplasica, identificado por um aumento da
expressao génica de iINOS na mucosa gastrica, segundo Quiding-Jarbrink et al. (2010)

(Tabela 1). Estes dados sugerem que a resposta excessiva ou a manutengao
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prolongada do perfil de polarizacdo M1 pode levar a danos teciduais e contribuir para
a patogénese da infecgdo com H. pylori.

POLARIZACAO DE MACROFAGOS E INFECCAO POR Helicobacter pylori

Os patdgenos, para sobreviver, desenvolvem mecanismos para evitar a
resposta antimicrobiana dos macréfagos. A seguir, discorre-se as estratégias
empregadas por H. pylori.

H. pyloriinterfere na ativagdo de macrofagos atenuando a sintese de NO e regulando

positivamente as vias de metabolismo de poliaminas

Produtos de H. pylori interferem na ativacao de macréfagos por meio de
varias estratégias com o intuito de modular as respostas do hospedeiro e garantir a
persisténcia da infecgdo. Um mecanismo pelo qual H. pylori prejudica a atividade
antimicrobiana dos macréfagos é restringindo o processo de sintese do NO. Gobert et
al. (2001, 2011) consideraram que a arginase bacteriana, RocF leva a deplecéo de L-
arginina disponivel para a producao de NO. Lewis et al. (2010) observaram em
experimento in vitro, em macréfagos estimulados por H. pylori, que a indug¢do da Arg2
por H. pylori promoveu a redugédo da sintese do NO e que isso ocorreu devido a
atenuacao na traducao de iINOS. Os autores demonstraram que a ativagdo de Arg2
restringiu a disponibilidade de L-arginina intracelular para a traducéo de iNOS. Lewis
et al. (2011) observaram, em modelo murino, que a auséncia de Arg2 promoveu o
aprimoramento da ativacdo de macréfagos M1, uma vez que camundongos com
delecédo de Arg2 apresentaram grau de inflamagdo da mucosa gastrica mais intenso
e reducéo da colonizagao de H. pyloriem relagcao aos camundongos selvagens. Estes
autores levantaram a hipotese de que seus achados eram devido ao aprimoramento
da traducédo de iINOS e producao de NO (Figura 1). Para confirmar a hip6tese de Lewis
et al. (2011), Hardbower et al. (2016) observaram, em modelos murinos de infeccao
com H. pylori, que a auséncia simultdnea de Arg2 e iNOS levou a um grau mais
intenso de inflamagéao gastrica e reducao da colonizagéo bacteriana, em relagao aos
camundongos selvagens, semelhante ao observado na delegcdo apenas de Arg2
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(Tabela 1) (Figura 1). Estes achados levaram os autores a sugerir que o papel da Arg2
na imunopatogénese por H. pylori nao depende de iNOS. Deste modo, a indugéo de
Arg2 por H. pyloripoderia ser um mecanismo de reducao da capacidade do macréfago
para eliminar a bactéria. Além disso, um perfil funcional dos macrofagos menos
inflamatério é favoravel a permanéncia da bactéria no hospedeiro.

Hardbower et al. (2016) demonstraram também que a delecdo de Arg2
regulou positivamente as vias de metabolismo de poliaminas em macréfagos
derivados de medula 6ssea de camundongos, uma vez que observaram niveis
significativamente aumentados de espermina no tecido gastrico destes modelos
murinos com delecdo genética de Arg2 (Tabela 1) (Figura 1). Os autores sugeriram
que a regulagdo compensatéria da sintese e do catabolismo das poliaminas gastricas
durante a infecgdo por H. pylori poderia contribuir para o0 aumento da inflamacéo
gastrica e diminuicdo da carga bacteriana independente de iINOS. A explicacao
potencial para tal fato poderia estar relacionado a viabilidade dos macréfagos. Neste
sentido, Chaturvedi et al. (2012), em uma revisao, relataram os mecanismos pelos
quais o metabolismo das poliaminas desregulam a resposta imune do hospedeiro
diante da infeccao por H. pylori (Tabela 1). Os autores referem que a ativagédo da
enzima espermina oxidase (SMO) por H. pylori leva a apoptose de macrofago. O
catabolismo da espermina em espermidina, por SMO, leva a liberacao de ROS, que
despolarizam a membrana mitocondrial do fagdcito, seguida da liberagdo de
citocromo-c no citosol, ativacdo de caspase-3 e apoptose de macrofagos
(CHATURVEDI et al., 2004). Assim, outro mecanismo empregado por H. pylori para
evadir-se da resposta dos macrofagos inclui o aumento do catabolismo de
poliaminas, seguido de apoptose de macrofagos.

A bactéria também evita a agdo antimicrobiana do NO por meio da indugéo
da enzima ornitina descarboxilase (ODC). A revisdo de Chaturvedi et al. (2012)
destacou que a inducdo de ODC por H. pylori em macréfagos inibe a traducao de
INOS e consequente reducao na sintese do NO (Tabela 1). De fato, Hardbower et al.
(2017) demonstraram que a auséncia de ODC em macréfagos de camundongos
infectados com H. pylori desencadeou producdo aumentada de marcadores de
polarizacdo de macréfagos M1 e aumento da intensidade da inflamagéo do tecido
gastrico destes modelos murinos com delecdo de ODC. Adicionalmente, os autores
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demonstraram que a Infeccdo por H. pylori levou a regulagéo positiva de ODC na
mucosa gastrica de pacientes infectados por H. pylori (Tabela 1). Estes autores
indicaram que macroéfagos M1 estavam associados a inflamagao gastrica mais intensa
e sugeriram que H. pylori inibe a ativacdo de macréfagos M1 pela inducao de ODC.
Desta maneira, a indugcdo de ODC poderia ser outra forma de fuga de H. pylori a
resposta inflamatéria do hospedeiro.
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Figura 1. H. pyloriinterfere na ativagao de macréfagos M1, pela indugéo de Arg2 e regulagao positiva
de poliaminas. Lewis et al.(2011) observaram que camundongos com delegcado genética de Arg2,
infectados por H. pylori, apresentaram no tecido gastrico, grau de inflamag&o mais intenso e reducéo
da colonizagao de H. pyloriem relagdo aos camundongos selvagens. Os autores deduziram que o perfil
pro-inflamatério era devido a tradugéo aprimorada de iNOS e consequente producédo de NO. Hardbower
et al. (2016) demonstraram que a delegao genética simultanea de Arg2 e iINOS levou a um perfil pro-
inflamatério da mucosa gastrica, semelhante ao observado na dele¢cdo apenas de Arg2, mostrando que
estes achados nao dependiam de iINOS. O acimulo de Espermina no tecido gastrico deste modelo, fez
com que Hardbower et al. (2016) sugerissem que o perfil pré-inflamatorio poderia ser pela regulagao
compensatoria de sintese e catabolismo de poliaminas.

H. pylori altera o perfil de polarizagdo antimicrobiano induzindo TRPMZ2

Outra estratégia pela qual H. pylori consegue evadir-se da resposta imune
dos macrofagos esta relacionada ao canal ibnico receptor de potencial transitorio
melastatina 2 (TRPM2). TRPM2 é um canal ndo seletivo de célcio expresso na
membrana de fagdcitos e que atua como um sensor de estresse oxidativo. Fagocitos
expressando TRPM2 respondem a espécies reativas de oxigénio (ROS) secretada em
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locais inflamatérios, liberando citocinas e quimiocinas, importantes para resolugcéo da
inflamacao (YAMAMOTO et al., 2008). Estudando TRPM2 na infecgédo por H. pylori,
Beceiro et al. (2017) demonstraram que a auséncia de TRPM2, em macrofagos
murinos cocultivados com H. pylori, in vitro, desencadeou uma produ¢ao aumentada
de mediadores inflamatérios e promoveu polarizacdo M1 de macréfagos, indicando
que TRPM2 tem funcdo reguladora e anti-inflamatéria (Tabelal) (Figura 2A).
Adicionalmente, a auséncia de TRPM2 intensificou a gastrite induzida por H. pylori e
reduziu a colonizagéo bacteriana (Figura 2B). Os autores sugeriram que H. pylori ativa
o TRPM2 em macréfagos para evitar a fungdo antimicrobiana mediada por oxidantes
durante a infeccdo. Desta maneira, pela indugédo de TRPM2 de macréfagos, H. pylori
poderia desviar o perfil de polarizagdo antimicrobiano M1, garantindo a sua

sobrevivéncia.
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Figura 2. H. pylori altera o perfil de polarizagédo antimicrobiano induzindo TRPM2. Beceiro et al. (2017)
(Figura 2A) demonstraram que macréfagos derivados de camundongos com delegcdo genética de
TRPM2 (BMDM TRPM27/) cocultivados com H. pylori, in vitro, desencadearam sobrecarga intracelular
de calcio e aumento de espécies reativas de oxigénio(ROS), favorecendo perfil de polarizacao M1.
(Figura 2B) Adicionalmente, a auséncia de TRPM2 intensificou a gastrite induzida por H. pylorie reduziu
a colonizacao bacteriana em tecido gastrico do modelo murino.

H. pylori interfere no perfil de polarizacdao de macréfagos pela indugdo de HO-1

A gastrite crénica induzida por H. pylori é considerada importante fator de
risco para o desenvolvimento de cancer gastrico (PEEK; CRABTREE, 2006). Um
mecanismo que induz a carcinogénese a partir de processos inflamatérios crénicos é
a producéo excessiva de radicais livre de oxigénio e nitrogénio. Hemeoxigenase1
(HO-1) é uma enzima com propriedades antioxidantes e constitui um marcador
indireto para estresse oxidativo (WARGENER et al., 2003). Gobert et al. (2014)
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observaram expressdao aumentada de HO-1 em células mononucleares gastricas de
humanos e macrofagos de camundongos infectados com cepas H. pylori cagA +
(Tabela 1). Os autores demonstraram aumento da expressao de marcadores M1 em
macréfagos peritoneais de camundongos com delecdo genética do hmox-1,
infectados por H. pylori e reducao da expressédo de macréfagos reguladores (Mreg).
Adicionalmente, observaram aumento da gastrite histolégica e redugdo da
colonizacao bacteriana (Figura 3). Assim, a indugdao de HO-1 pode ser outra forma
que H. pylori modula a resposta inflamatéria dos macroéfagos, favorecendo um perfil

regulador e sua sobrevivéncia.
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Figura 3. H. pyloriinterfere no perfil de polarizagdo de macréfagos pela indugéo de HO-1. Gobert et al.
(2014) demonstraram aumento da expressdao de marcadores M1 em macréfagos peritoneais de
camundongos com delecdo genética do hmox-1 (HO-1), infectados por H. pylori e reducdo da
expressdo de macrofagos reguladores (Mreg). Adicionalmente, observaram aumento da gastrite
histol6gica e redugéo da colonizagao bacteriana no tecido gastrico deste modelo murino.

H. pylori promove ativacdo de macrofagos pela indugdo de MMP7

Entre os fatores do hospedeiro associados a neoplasia do trato intestinal
tem sido estudada a enzima metaloproteinase-7 da matriz (MMP7). MMP7 & uma
enzima proteolitica que pode modificar 0 microambiente da matriz extracelular e
promover destruicdo e remodelamento tecidual (OMAR et al., 2015). Krakowiak et al.
(2015) avaliaram o papel da MMP7 na infeccao por H. pylori (Tabela 1). Os autores
observaram que a auséncia de MMP7 em macrofagos, promoveu polarizagdo de
macrofagos para perfil M1 e agravamento das lesées do tecido gastrico, sugerindo
que o MMP7 exerce um papel restritivo na lesdo gastrica induzida por H. pylori e no
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desenvolvimento de lesdes pré-malignas pela supressdao da polarizagcdo dos
macréfagos M1. Assim, ao induzir MMP7, H. pylori consegue atenuar a resposta pro-

inflamatéria do hospedeiro, contribuindo para a persisténcia da bactéria.

H. pylori altera o perfil de polarizagdo pela indugdo de Nod1

Entre os fatores de viruléncia da bactéria, as cepas cag A+ de H. pylori sao
as que apresentam maior risco de neoplasia gastrica. O sistema de secrecédo de H.
pylori cag tipo IV pode translocar o peptidoglicano da bactéria para a célula do
hospedeiro, onde é reconhecido pelo receptor dominio de oligomerizagao de uniao a
nucleotideos (Nod1) (ANDO et al., 2006). A expressao de Nod1 foi significativamente
diminuida em tecidos de cancer gastrico em comparagdo com gastrite isolada
(SUAREZ et al., 2015). Considerando também a importancia de H. pylori para a
carcinogénese gastrica, Suarez et al. (2019) estudaram o papel do Nod1 no cancer
induzido por H. pylori (Tabela 1). Os autores demonstraram, em dois modelos murinos
de deficiéncia genética de Nod1, que a auséncia de Nod1 aumentou a intensidade da
inflamacé@o e as lesdes pré-neoplésicas gastricas em resposta a infeccao com H.
pylori. O estudo in vitro demonstrou mudanca de perfil de polarizacdo M2 dos
macréfagos deficientes em Nod1, antes da infecgao, para perfil M1/M2, apés infeccao
com H. pylori e sugerem que este fenotipo misto observado em macréfagos com
delecdo de Nod1 pode tornar a resposta de macréfagos ineficientes para direcionar
perfil Th1 ou Th2, resultando em padrao mais acentuado de inflamacao. Além do mais,
mudancas de perfis funcionais de macréfagos em um nicho inflamado pode alterar
significativamente o risco de carcinogénese (CASSETTA et al.,, 2011). Desta forma,
0s autores concluiram que na infeccao com H. pylori, a inducao de Nod1 pode exercer
seu papel restritivo, alterando a polarizacdo dos macréfagos, levando assim a evasao

imune e persisténcia microbiana.

Tabela 1. Artigos selecionados na pesquisa de revisao, no periodo de 2010 a 2019
Referéncias Modelo/espécie Método Marcadores de Implicagoes
polarizacao
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Quiding- In vivo mRNA por M1 (iNos, Cxcl11), Em modelo
Jarbrink et al. Tecido gastrico PCR-rt M2 (arginase- murino, 0s
(2010) de 1,,Fizzi 1) macro6fagos
camundongos Mreg (/I-10). gastricos sao
C57BL/6 polarizados para
M1 durante
a infecgdo com
H. pylori.
Mucosa gastrica mRNA por M1 (iNos, Cxcl11)  Infecgcdo humana
Humanos PCR-rt e M2 (Ccl17, por H. pylori foi
Ccl18, Cd206) caracterizada por
perfil misto
Concentracdo M1 (iNOS); M1/M2 de
proteinas por M2 (CCL18) polarizagao de
ELISA macréfagos na
gastrite ndo
atrofica e perfil
M1 em lesao pré-
neoplasica.
Mege et al. Revisao Estudos que Discrepancias dos Estes estudos
(2011) descritiva empregaram perfis de revelaram que a
métodos de polarizagédo de ativacdo de
expressao macrofagos entre macréfagos em
génica para estudos in vitro e humanos nao
andlise de in vivo pode ser prevista
perfil pelos resultados
fenotipico dos de interacdes
macrofagos tipicas de
em doencas patégeno-
infecciosas macrofago.
combinado
com
abordagens
convencionais
Chaturvedi et al. Revisao H. pyloriinduz O metabolismo da A via de Arg2-
(2012) descritiva ODCea arginina pela via ODC-SMO em
geracao de arginase-ODC ea macréfagos é
Analise de poliaminas por ativagdo SMO, importante
estudos de inibir a induzidos por H. mediadora da

macréfagos in
vivo e in vitro

traducgéo de
iNOS e sintese
NO.

H. pyloriinduz
espermina
oxidase(SMO).
O catabolismo
da espermina

pylori, leva a
apoptose de
macrofagos e
danos no DNA da
célula epitelial.

falha da resposta
imune do
hospedeiro ao H.

pylori.

pela SMO,
leva a
apoptose de
macrofagos.
Gobert et al. In vivo mRNA por M1 (iNos, Tnf- A, ll-  Indugao de HO-1
(2014) Macréfagos PCR-rt 12p40, Cxcl10, II-  por H. pyloriem
peritoneais de B); macrofagos
camundongos M2 (Ccl17); murinos regula
hmox-1 -1 MREG (1I-10, Light negativamente

e Ccl-1)

polarizagdo M1 e
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favorece fenétipo
Mreg

Krakowiak et al. In vivo Analise de IL-18, MIP-1B, MMP7 exerce um
(2015) Tecido gastrico citocinas e TNF-q, IP-10, papel restritivo
camundongos quimiocinas RANTES, IL-17 na lesao gastrica
MMP7-. por ensaio de induzida por H.
citocinas pylori pela
. multiplex supressao da
In vitro tecnologia polarizagao dos
Macréfagos LUMINEX; macréfagos M1.
derivados de
medula 6ssea de mRNA por II-1B e iNos
camundongos PCR-rt
MMP7-,
cocultivados
com cepas H.
pylori PMSS1
Hardbower et al. In vivo mRNA por M1 (iNos, II-1B. ARG2 contribui
(2016) Tecido gastrico PCR-rt Tnf-a); para a evasao
de camundongo Poliaminas (Odc, imune do H.
Arg2; iINOS” Amd1, Sat 1, pylori através da
In vitro Smox) restricdo da
Macroéfagos ativagéo do
derivados de macro6fago M1 e
Medula 6ssea de do metabolismo
camundongos da poliamina.
Arg2; INOS”
Hardbower et al. In vivo M1 (II-1b, II-6, II- ODC em
(2017) Tecido gastrico mRNA por 12a, II-12b, Tnf-a,  macréfagos
de camundongo  PCR-rt iNos); atenua a
Odc 4mye, M2 (Arginase 1 resposta
Quitinase 3, antimicrobiana
Resistina-like, II- de macrofagos
10, Tgfb 1, M1 durante
Tnfsf14, Light) infecgbes H.
pylori, levando a
persisténcia e
patogénese
desses
organismos.
Beceiro et al. In vitro mRNA por M1 (II-6, Tnf-a, - TRPM2 tem
(2017) Macréfagos PCR-rt 12040); funcao

derivados de
medula 6ssea de

reguladora e anti-
inflamatéria na

camundongos infecgdo com H.
Trpm-2 pylori
Atri et al. Revisédo Polarizagdo de Em geral, A polarizacao
(2018) descritiva macrofagos patégenos ativam  diferencial de
durante macrofagos para macrofagos em
doengas perfil pré- diversas
infecciosas: A inflamatério condicdes de
dicotomia semelhantes a doencas
M1/M2 néo é M1, incluindo infecciosas
Obvia em citocinas como demonstra a
humanos e TNF-q, IL-1B, IL-6, plasticidade
que existe um  IL-12. dessas células,
continuum com polarizagédo

M1-like evidente
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entre os Alguns patégenos em doencas
extremos. bacterianos inflamatérias,
intracelulares enquanto uma
desenvolveram polarizagao
estratégias para semelhante a M2
prevenir a tem sido
polarizagéo tipo proposta em
M1, alterando os doencas
mecanismos bacterianas,
microbicidas ou virais ou
direcionando a parasitarias
polarizagédo para cronicas.
um fenotipo M2
para reduzir a
resposta
inflamatéria
Suarez et al. In vitro mRBNA-PCR-rt M1 (iNos, Tnf-a). NOD1 pode
(2019) macrofagos de M2 (Light, Ym1) exercer seu
camundongos Mregs (/I-10, Tgf-  papel restritivo
NOd B) alterando a
cocultivados polarizagado dos
com cepas de H. macréfagos,

pylori PMSS1

levando a evasao
e persisténcia de
H. pylori.

CONSIDERACOES FINAIS

Enfim, H. pylori dispde de varias estratégias para colonizar e persistir
infectando o hospedeiro. A capacidade do hospedeiro de elaborar uma resposta
imune eficiente esta diretamente relacionada ao potencial versatil dos macréfagos. O
perfil funcional de macréfagos parece moldar as respostas destas células.
Observamos, nesta revisdao que H. pylori emprega mecanismos para desviar a acao
antimicrobiana dos macréfagos por meio da indugao das enzimas Arg2, ODC e SMO.
Estas enzimas restringem a disponibilidade do substrato L-arginina e inibem a
traducao da iNOS, o que acarreta prejuizo na producao de NO. Além da ativacao de
SMO reduzir a viabilidade dos macréfagos.

H. pylori regula negativamente a resposta inflamatéria de macroéfagos pela
inducédo de TRPM2, de MMP7 e de NOD1, limitando a lesédo gastrica induzida por H.
pylori, pela supressao da polarizacdo dos macréfagos M1.

Nesse sentido, observa-se que o perfil funcional de macréfagos pode ter
importante participacado no desfecho clinico da infecgéo por H. pylori. A remodelagao
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dos perfis funcionais de macréfagos pode representar uma estratégia relevante para
possiveis intervengdes na infec¢ao por H. pylori.

ABREVIATURAS

Arg2 - Arginase

CD4+ - Linfécitos T auxiliares

CD8+ - Linfocitos T citotoxicos

ERONSs - Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
iINOS — Oxido nitrico sintase induzivel
L-arg — L-arginina

IL-18 — Interleucina 13

IL-2 — Interleucina 2

IL-4 — Interleucina 4

IL-6- Interleucina 6

IL-12 — Interleucina 12

IL-18 — Interleucina 18

IL-23 — Interleucina 23

INF-1- Interferon 1

M1- Macrofagos polarizados para perfil M1
M2- Macrofagos polarizados para perfil M2
NO- Oxido nitrico

ODC- Ornitina descarboxilase

ROS- Espécies reativas de oxigénio
SMO- Espermina oxidase

TLR- Receptores Toll-like

Th1- Linfécitos T helper 1

Th2- Linfécitos T helper 2
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4.2 Capitulo 2 - Macrofagos M2 estao associados com densidade de
Helicobacter pylori em pacientes com gastrite sem lesdes pré-neoplasicas

Manuscrito em construgéo a ser submetido ao periédico Journal of Gastroenterology.
Qualis A1. Medicina 1. Fator de Impacto 3.437
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RESUMO

Fundo: A associacao entre o perfil de polarizagao de macréfagos e a infeccao por
Helicobacter pylori tem sido demonstrada. Entretanto, ndo existem evidéncias se H.
pylori pode induzir a polarizagdo dos macrofagos por si sé e se esta polarizagédo
estaria associada com maior susceptibilidade a infeccao por H. pylori. O objetivo deste
estudo foi investigar se a polarizagdo dos macréfagos estaria associada com maior
carga bacteriana e maior gravidade da resposta inflamatéria da mucosa, avaliada por
aspecto histopatoldgico e endoscopico. Métodos: Estudo transversal conduzido com
73 pacientes dispépticos que se submeteram a esofagogastroduodenoscopia e aos
testes de detecgao de H. pylori (urease e histopatologico). A mucosa gastrica avaliada
histologicamente considerou a presenca de atrofia, metaplasia e densidade de H.
pylori, de acordo com o Sistema Sydney. O diagndstico endoscépico considerou a
presenca de gastrite leve ou gastrite erosiva/ulcera péptica de acordo com o Sistema
Sydney. Destes, 36 pacientes foram H. pylori negativo e 37 H. pylori positivo. Os
pacientes foram entdo separados em trés grupos: um grupo H. pylori negativo (n=36),
um grupo infectado com H. pylori sem lesdes pré-neoplasicas (n=16) e outro grupo
infectado com lesbes pré-neoplasicas (n=21). A presenca de macréfagos na mucosa
gastrica foi determinada por imunohistoquimica pela expressao do marcador F4/80. O
perfil de polarizacdo dos macrofagos foi definido na mucosa gastrica por
imunohistoquimica avaliando a expressdo na mucosa gastrica de marcadores M1
(INOS, TNF, HLA-DR) e M2 (Arginase, IL-10, CD163) e também por atividade da
Arginase no plasma. Resultados: Pacientes com gastrite crénica sem lesdes pré-
neoplasicas, assim como os pacientes com maior densidade bacteriana apresentaram
aumento da expressao de Arginase e CD163 em relacdo aos nao infectados.
Pacientes com gastrite erosiva e/ou Ulcera péptica apresentaram aumento da
expressdo de Arginase no grupo de infectados e ndo no grupo sem infeccdo. A
expressao de IL-10 foi menor nos pacientes com maior densidade bacteriana. Houve
correlacao positiva entre marcadores M1 e M2. Nao houve correlagéo entre Arginase
sistémica e na mucosa. Conclusao: A infecgao por H. pyloriem pacientes com gastrite
cronica sem lesdes pré-neoplasicas e com maior grau de colonizacéo bacteriana esta
associada a um perfil de polarizacdo de macréfagos regulador de inflamacao M2. No
entanto, a carga bacteriana pode ser um fator de desequilibrio deste perfil anti-
inflamatério.

Palavras-chave: Helicobacter pylori; Macréfagos; Gastrite cronica; Arginase; Atrofia;
Metaplasia.
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INTRODUCAO

Helicobacter pylori € um dos patdégenos bacterianos mais prevalentes da
espécie humana, uma vez que esta presente em cerca de metade da populagéo
mundial (ZAMANI et al., 2018). Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a taxa
de prevaléncia alcanca 71,3% (HOOI et al., 2016). Geralmente, a infec¢ao € adquirida
durante a infancia e pode persistir no ambiente gastrico ao longo da vida do
hospedeiro, apesar da resposta imune e humoral (ABADI, 2017).

A gastrite cronica induzida por H. pylori € um importante fator de risco para
o desenvolvimento de Ulceras gastricas e duodenais, adenocarcinoma gastrico e
linfoma de tecido linfoide associado a mucosa (MALT) (WROBLEWSKI et al., 2010;
HAGYMASI; TULASSAY, 2014; PLUMMER et al., 2016). O risco de doenca varia em
diferentes populacdes e esta associado a complexas interagdes entre fatores do
hospedeiro e do patégeno (DUNNE et al., 2014). Apesar de estudos anteriores terem
avaliado a patogénese da infeccdo com H. pylori, ndao se compreende bem o
mecanismo pelo qual apenas 15% dos infectados desenvolvem doenca (MEJIAS-
LUQUE; GERHARD, 2017).

A persisténcia da infeccdo com H. pylorie a presenga de inflamacao crénica
da mucosa gastrica do hospedeiro sugere que a resposta imune do hospedeiro é
ineficaz para eliminar a bactéria (HARDBOWER et al., 2013). Os macréfagos séao
considerados reguladores centrais da resposta imune contra H. pylori e a sua
ativacao, ponto critico no desfecho clinico de varias doencas (CARBO et al., 2013). A
capacidade destas células de apresentar respostas funcionais polarizadas em relacao
a um estimulo inflamatério levou os macréfagos a serem classificados em M1
(resposta imune inata) e M2 (fase de resolucao da inflamacao) (MURRAY et al., 2014).
A forma como metabolizam a L-arginina define a polarizacdo destas células.
Macrofagos M1 metabolizam a L-arginina pela iNOS para produzir NO, ao passo que
macrofagos M2 metabolizam a L-arginina pela arginase (arg2) para produzir L-
ornitina, molécula precursora de putrescina, espermidina, espermina e L-prolina,
envolvidas em processo de reparacgao tissular e proliferacao celular (MOSSER et al.,
2009; WEISSER et al., 2013). A producéao de NO, molécula importante nos processos
infecciosos e tumorais (WEISSER et al., 2013) é uma caracteristica intrinseca dos
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macréfagos M1 via ativacdo da iINOS. Macréfagos M1 expressdo também altas
concentragdes de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e alta expressdo do
complexo principal de histocompatibilidade classe Il (MHC Il) (CLARK et al., 2007).
Em contraste, macréfagos M2 além de alta expressao de IL-6 e IL-10 e arginase
(MANTOVANI et al., 2013), também podem expressar CD163 (GORDON et al., 2010),
uma molécula de superficie celular considerado marcador de macréfagos teciduais
residentes (VAN DEN HEUVEL et al., 1999) que funciona como sensor imune inato
para bactérias (FABRIEK, 2000).

Normalmente, o programa de polarizacao M1 esta associado ao controle
de infeccdes agudas. No entanto, a polarizacdo excessiva de perfil pré-inflamatério
pode levar a lesao do tecido e contribuir para a patogénese infecciosa (MANTOVANI
et al., 2004). A reprogramagao para perfil M2 atenua as reagdes inflamatérias e
acelera o processo de cicatrizacdo de feridas e reparo de tecido (ITALIANI et al.,
2014). Assim, o fenétipo M1 pode contribuir para maior susceptibilidade imunolégica
a lesdes teciduais (ATRI et al., 2018) e por outro lado, o fenétipo M2 esté relacionado
a propriedades imunossupressoras da infeccdo (TRAVES et al., 2012). O balango
entre os fendtipos M1/M2 pode ter papel-chave no desfecho clinico de doencas
infecciosas (TARIQUE et al., 2015).

O perfil funcional dos macréfagos na infecgédo por H. pylori ndo é bem
definido. Entretanto, na infeccdo humana por H. pylori foi descrito um perfil de
macrofagos M2 por Fehlings et al. (2012). Em analise de gastrite atréfica (precursora
de neoplasia), Quiding-Jarbrink et al. (2010) demonstraram perfil de polarizacdo de
macréfagos M1 em gastrite atréfica e polarizacdo mista M1/M2 em gastrite ndo-
atréfica. Nosso grupo demonstrou recentemente que infec¢cdo com H. pylori por si s6
nao alterou a expressdo de IL-10 e TNF-a no plasma e na mucosa gastrica de
pacientes infectados com H. pylori, mas a densidade bacteriana foi correlacionada
negativamente com expressao sistémica e local de IL-10 (MALUF et al., 2020),
sugerindo que macréfagos M2 poderiam estar envolvidos de alguma forma no controle
das bactérias na mucosa.

Sabe-se que a habilidade de H. pylori em estabelecer uma infeccéo
persistente no hospedeiro depende do equilibrio entre induzir uma resposta imune e
escapar dela (LINA et al., 2014). Sendo assim, a hipétese deste estudo é que H. pylori
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induz polarizagdo de macrofagos para M2 induzindo um perfil regulador da inflamagéao
e que a quebra deste equilibrio, leva a mudanca de perfil do macréfago para M1 e ao
agravamento das lesbes gastricas. Este conhecimento pode ser importante para
entender a patogénese de doencas associadas a infeccdo por H. pylori e apoiar

futuras abordagens terapéuticas e diagnésticas.
MATERIAL E METODOS
Amostra em estudo

Estudo transversal que incluiu 73 pacientes com sintomas dispépticos que
se submeteram a esofagogastroduodenoscopia, na Unidade de Endoscopia do
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), durante o
periodo de 4 meses. Para o diagnostico de dispepsia considerou-se dor epigastrica
persistente ou plenitude poés-prandial ou associacdo dos dois sintomas (FORD;
MOAYYEDI, 2013).

Os pacientes elegiveis para o estudo foram selecionados por amostragem
aleatdria sistematica segundo a demanda de atendimento do Servigo de Endoscopia
do Hospital Universitario da UFMA (HU-UFMA). Foram incluidos pacientes de ambos
0s sexos, com idade igual ou superior a 18 anos que aceitaram participar do estudo.

Nao foram incluidos os seguintes pacientes: gestantes, portadores de
doenca cronica consumptiva (cancer e sindrome da imunodeficiéncia adquirida),
historia de cirurgia gastrica, renais crdonicos em tratamento hemodialitico, aqueles que
tiveram tratamento prévio para erradicacao de H. pylori e os que estavam recebendo
ou receberam duas semanas antes dos testes diagnosticos, antagonistas dos
receptores H2, bloqueadores da bomba de prétons e antibiéticos quatro semanas
antes dos testes (COELHO et al., 2018).

Pacientes que aceitaram o convite para participar do estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O estudo foi aprovado pelo
Comité Nacional de FEtica e Pesquisa (CONEP) conforme CAAEE
07989412.0.0000.5086.
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Coleta de dados

Os pacientes incluidos no estudo responderam a um formulario com
informacgdes referentes as caracteristicas sociodemograficas, habitos de vida e
histéria clinica incluindo medicacao utilizada e avaliacdo da dispepsia. Aqueles que
declararam serem fumantes regulares, independentemente da quantidade de cigarros
foram considerados tabagistas, assim como aqueles que declararam fazer uso de
bebida alcodlica regularmente foram considerados etilistas.

Uma amostra de sangue de 5mL foi coletada, devidamente acondicionada
e enviada para o Laboratério de Imunofisiologia da UFMA, para mensuracdo da
atividade da Arginase.

A esofagogastroduodenoscopia foi realizada com equipamento disponivel
da marca Olympus sistema Exera Il (Olympus Corporation, Téquio, Japao). As
amostras de bidpsias foram coletadas do corpo e do antro gastrico para
histopatoldgico e teste da urease (Uretest Promedical, Brazil), de acordo com Coelho
et al. (2018).

Diagnéstico de H. pylori

A presenga da infecgdo com H. pylori foi determinada por dois métodos:
teste da urease e histopatolégico, que utilizam a coleta de espécimes da mucosa
gastrica por biépsias endoscopicas (COELHO et al., 2018). Para o teste da urease
foram coletados dois fragmentos de mucosa gastrica (antro e corpo) por meio de pinca
de bidpsia autoclavavel e colocados em um tubo estéril contendo uréia e um indicador
de pH (vermelho fenol) (Uretest Promedical, Brazil). A amostra ficou em temperatura
ambiente por 2h. A mudancga da coloragdo do meio amarelo para vermelho indicou
resultado positivo para infecgdo com H. pylori. Para o histopatolégico foram coletados
quatro fragmentos (dois do corpo e dois do antro) por meio de pin¢a de biépsia
autoclavavel. As amostras foram colocadas em dois frascos contendo formalina a
10%, devidamente identificados e encaminhados para o Servico de Patologia do HU-
UFMA. Apés preparo com parafina as laminas foram coradas por Giemsa para facilitar
a identificagéo de H. pylori. O diagnéstico do H. pylorifoi feito pela visualizagédo direta
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da bactéria. O resultado positivo para H. pylori foi aquele que apresentou um dos
testes positivo, conforme 4° Consenso Brasileiro sobre Helicobacter pylori (COELHO
et al., 2018).

Diagnéstico endoscopico

Todas as endoscopias foram realizadas por pesquisador integrante do
projeto. A esofagogastroduodenoscopia foi realizada com equipamento disponivel da
marca Olympus sistema Exera Il (Olympus Corporation, Téquio, Japao). Os pacientes
receberam antes do exame, dimeticona gotas e a lidocaina spray (10% xylestesin;
Cristalia, Brasil) aplicada na orofaringe A sedacao endovenosa foi feita com midazolan
(Dormonid, Roche, Brasil) na dose de 0,03 a 0,06 mg/kg (FASSOULAKI et al., 2010).
Durante exame de endoscopia, o eséfago, estbmago e duodeno foram avaliados e os
achados endoscépicos descritos, de acordo com Divisao endoscopica do Sistema
Sydney (TYTGAT, 1991). O diagndstico endoscépico de pangastrite enantematosa
leve foi considerado quando se observou areas de mucosa avermelhadas, esparsas
ou difusas, tipo “salpicado/mosaico” ou estrias longitudinais, de leve intensidade,
localizadas no corpo e no antro gastrico. O diagnéstico de pangastrite erosiva
considerado neste estudo incluiu gastrite erosiva plana e/ou elevada, localizadas no
antro e/ou corpo gastrico. Gastrite erosiva plana foi caracterizada pela presenca de
solugdes de continuidade da mucosa, geralmente associada a enantema periférico,
recobertas ou nao por fibrina ou hematina, menores que 5 mm de diametro e com
profundidade de até 1 mm. Gastrite erosiva elevada foi caracterizada por leve
elevacao da mucosa, com umbilicagdo central contendo exsudato fibrinoso/hematina.
A lesédo ulcerada péptica foi descrita como solugcéo de continuidade da mucosa, com
profundidade perceptivel, de mais de 5mm de didmetro, na mucosa gastrica ou
duodenal. De acordo com a esofagogastroduodenoscopia, foram agrupados os
pacientes com solucdo de continuidade da mucosa, erosdes e/ou Ulcera péptica
(Gastrite erosiva e/ou Ulcera péptica-GE/UP) ou sem solugdo de continuidade da
mucosa (Gastrite enantematosa leve/moderada-GEL).
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Analise morfolégica da mucosa gastrica

As amostras de mucosa gastrica obtidas nas bidpsias endoscépicas foram
preparadas rotineiramente com parafina e os cortes foram cortados (5 ym de
espessura) perpendicularmente a superficie e corados com hematoxilina e eosina.
Dois patologistas experientes, sem conhecimento de outros dados dos pacientes,
realizaram os exames microscépicos. A analise histologica avaliou a presenga ou
auséncia de atrofia, metaplasia intestinal e densidade de H. pylori, de acordo com
Sistema Sydney (PRICE, 1991). Atrofia € a perda de glandulas especializadas do
antro ou corpo gastrico. Metaplasia intestinal é designada como a substituicdo do
epitélio superficial, foveolar e/ou glandular na mucosa oxintica ou antral pelo epitélio
intestinal, constituido de células de Paneth, caliciformes e enterécitos (SONG et al.,
2015). A densidade de organismos semelhantes a H. pylori presentes é graduada em
colonizacéao leve quando organismos individuais, ou pequenos grupos, cobrem menos
de um tergo da superficie da mucosa (1+/3+) (HP dens 1). A colonizagdo acentuada
€ a presenca de grandes grupos de organismos na superficie e fossas superiores de
mais de dois tercos da superficie da mucosa examinada (3+/3+) (HP dens 3). A
colonizagdo moderada esta entre esses dois polos, (2+/3+) (HP dens 2) (PRICE,
1991). Apos andlise histopatolégica, os pacientes foram agrupados de acordo com a
presenca de lesdes pré-neoplasicas (atrofia e/ou metaplasia) (HP metaplasia) ou
auséncia de lesdes pré-neoplasicas (HP gastritis) e o grupo de pacientes sem infeccao
por H. pylori (Control).

Avaliacao de marcadores de polarizacao de macréfagos na mucosa gastrica por
imunohistoquimica

Blocos de microarray de tecido (TMAs) foram montados e os cortes
histologicos de 3 pym de espessura foram colocados em l|aminas silanizadas
(StarFrost® Advanced Adhesive, Knittel, Alemanha) e levados a estufa a 65 ° C por 1
hora. O tecido gastrico foi desparafinado com xilol e desidratado em alcool. O bloqueio
da enzima peroxidase enddgena foi realizado com solugcdo de H202 (per6xido de
hidrogénio) (Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha) a 3%. A recuperacao antigénica foi
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realizada por aquecimento do tecido por 40 minutos a uma temperatura entre 97°C e
100°C. Em seguida, o anticorpo diluido em PBS-Tween 20 / BSA 1% foi aplicado sobre
o tecido gastrico e incubado por 40 minutos. Foram usados anticorpo policlonal de
coelho anti-F4/80 (1:600, Genetex, Texas, EUA), anticorpo anti-iNOS (1:100, Spring
Bioscience, CA, EUA), anticorpo monoclonal de camundongos anti-TNF-a
1:100,Scytek, Utah, EUA), anticorpo monoclonal de camundongos anti HLA-DP/-DR
(MHC 1I) (1:100, Medasys, Franga), policlonal anti-IL-10 de coelho (1:800,Biorbyt,
Cambridge, Reino Unido), anticorpo policlonal de coelho anti arginase Il (0,5:100,
Abcam, Massachuts, EUA), anticorpo policlonal de coelho anti-IL-10 (1:800,Byorbyt,
Missouri, EUA), anticorpo anti CD163 (1:200, Leica Biosystems, Alemanha). As
laminas foram lavadas com solucdo de PBS-Tween 20 pH 7,4 e incubadas com o
cromogeno 3,3 'Diaminobenzidina (DAB, Sigma, St Louis, MO, EUA, D5637-1G)
diluido em substrato DAB, por 5 min, a temperatura ambiente. A contra coloragao foi
feita com Hematoxilina. Os cortes foram desidratados em solug¢des de alcool e xilol e
posteriormente montados. O controle positivo para iINOS foi realizado com secc¢des
de pulmao; para TNF-a, secc¢des de linfonodos; para HLA-DR, sec¢des de amigdalas;
para Arginase, carcinoma hepatocelular; para IL-10, seccbes renais e para CD 163,
seccoes de placenta. A expressao dos anticorpos foi avaliada em células epiteliais e
na lamina propria da mucosa gastrica usando um microscopio eletrénico ECLIPSE
E800 (Nikon Instruments Europe, Amsterdam, Holanda) com uma objetiva de 20x no
filtro EGFP (Emission Green Proteina Fluorescente). Foi realizada a contagem das
células marcadas em cinco campos do corte histologico. Os campos foram

” {3 ” “

determinados como “campo superior esquerdo”, “campo superior direito”, “campo
inferior esquerdo”, “campo inferior direito” e “centro”. Apds a contagem, foi feita a soma
dos cinco campos para se obter uma estimativa das células marcadas para cada

anticorpo empregado, por lamina de paciente.
Avaliacao da Atividade da Arginase no plasma
Para Avaliacdo da atividade da Arginase no plasma, uma amostra de

sangue (5 mL) foi coletada de cada paciente e enviada ao Laboratério de
Imunofisiologia da UFMA. A determinacédo da atividade de Arginase foi realizada de
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acordo com as instrucées do fabricante do kit de Ensaio da Atividade da Arginase
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Cem microlitros dos plasmas foram transferidos
para os filtros Amicon Ultra 0,5 mL — MWCO 10KDa (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
diluidos com até 500uL de agua, a fim de retirar a ureia fisioldgica, e centrifugados a
14000 x G durante 30 minutos. O procedimento foi realizado duas vezes. Ao término
da filtracdo, metade do volume obtido foi incubado em placa de 96 pocos a 37°C por
2 horas com 10uL do substrato tamponado contendo arginina. A seguir, foram
adicionados 200uL do reagente de ureia e a placa novamente incubada por 1 hora a
temperatura ambiente.

A leitura das absorbancias foi feita em espectrofotébmetro a 430 nm e, apo6s
a subtracdo da leitura dos respectivos brancos das amostras, foi determinada a
atividade da arginase tendo como referéncia a absorbancia obtida por 50uL de padréao
de ureia (1mM), seguindo a formula disponibilizada pelo fabricante.

Os resultados foram expressos em unidades/litro, onde 1 unidade de
arginase é a quantidade de enzima que converte 1umol de L-arginina a ornitina e ureia
por minuto a 37 °C e pH 9,5.

Analise estatistica

As variaveis categoricas foram descritas em tabelas contendo frequéncias
e porcentagem e as variaveis quantitativas com média e desvio padrao. A normalidade
foi verificada com o Shapiro Wilk.

Para avaliacdo da diferenca de proporcéo entre variaveis categoéricas foi
utilizado os testes Qui-quadrado ou Exato de Fisher, na comparacao de médias foi
utilizado o Teste t de Student ou teste Mann-Whitney para amostras independentes.
Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunnett ou ANOVA seguido do teste
Bonferroni foram usados para verificar as diferencas de variaveis quantitivas entre os
grupos de estudo.

Para analises de correlacdo foi usado o teste de Spearman. As anélises
foram realizadas no programa Data Analysis and Statistical Software (STATA®)
versao 14.0 e no GraphPad Prism 6.0 software. O nivel de significancia estabelecido
foi de 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

Parametros sociodemograficos de pacientes com e sem infecgdo por H. pylori e de

pacientes infectados com e sem lesées pré-neoplasicas

N&ao houve diferenga entre os pacientes com e sem infec¢ao por H. pylori,
em relagédo a idade, ao sexo e aos habitos de tabagismo e etilismo. A maioria da
populagcdo estudada foi composta por mulheres, com idade média de
aproximadamente 50 anos, que ndao consomem alcool, nem séo tabagistas (Tabela
1).

Entre os pacientes com infeccdo por H. pylori houve diferengca quanto a
idade. A média de idade do grupo com lesdes pré-neoplasicas foi maior, em torno de
60 anos. Também nao houve diferenca entre os grupos com relacéo aos habitos de

tabagismo e etilismo (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes de acordo com a presenca ou auséncia de infec¢do por H. pylori e de infectados com e sem
lesbes pré-neoplasicas

H. pylori Positivo

CARACTERISTICAS GERAL (n = 73) H. pylori pvalor ) FSGES PRE-NEOPLASICAS  P™Valor
Negativo(n=36) Positivo(n=37) Ausente (n=16) Presente (n=21)
N % n % n % n % n %
Idade (Média + Desvio 49,45 + 15,45 48,05 £ 15,83 50,86 + 15,77 0,453 39,62 + 12,69 59,85 + 11,82 <0,001
Padrao)
Sexo 0,118 0,565
Masculino 18 24,66 6 16,67 12 32,43 6 37,50 6 28,57
Feminino 55 75,34 30 83,33 25 67,57 10 62,50 15 71,43
Tabagismo 1,000 0,296
Sim 7 9,59 3 8,33 4 10,81 3 18,75 1 4,76
Néo 66 90,41 33 91,67 33 89,19 13 81,25 20 95,24
Etilismo 0,719 0,680
Sim 13 17,81 7 19,44 6 16,22 2 12,50 4 19,05

Néo 60 82,19 29 80,56 31 83,72 14 87,50 17 80,95
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Sintomas e aspectos endoscopicos de pacientes com e sem infec¢do por H. pylori e
de pacientes infectados com e sem lesées pré-neoplasicas

Nao houve diferenca entre pacientes infectados e nao infectados por H.
pylori, em relagcao aos sintomas. A dor epigastrica foi o sintoma predominante. Quanto
ao aspecto endoscopico, a pangastrite enantematosa leve foi o diagnostico mais
frequente no grupo dos infectados e o diagnostico considerado normal foi mais
frequente no grupo dos néo infectados (Tabela 2).

Entre os infectados nao houve diferenca quanto aos sintomas. Quanto ao
aspecto endoscoépico, a pangastrite enantematosa leve foi mais frequente naqueles
sem lesdes pré-neoplasicas e a gastrite erosiva e/ou Ulcera péptica foi mais frequente
nos pacientes com lesdes pré-neoplasicas (Tabela 2).

Avaliagcdo do aspecto histopatoldgico de pacientes com e sem infecgdo por H. pylori e

de pacientes infectados com e sem lesées pré-neoplasicas

Pacientes infectados com H. pylori apresentaram inflamagéao crénica
moderada e intensa em maior propor¢ao que os pacientes sem infecg¢ao. A inflamacgao
cronica leve foi mais prevalente no grupo sem infeccao. Da mesma forma, a atividade
moderada e intensa ocorreu em maior proporgao no grupo dos infectados e a atividade
leve ou ausente foi mais frequente no grupo dos nao infectados.

O diagndstico do grupo controle (sem infeccdo com H. pylori) foi confirmado
também pela auséncia de densidade da bactéria neste grupo. A densidade leve foi a
mais frequente no grupo dos infectados (Tabela 3).

Entre os infectados ndo houve diferengca em relagéo ao grau de inflamagéo
cronica e de atividade. Entretanto, houve diferenca entre os grupos em relacao a
densidade de H. pylori. O grupo sem lesbes pré-neoplasicas apresentou maior carga
bacteriana e o grupo com lesdes pré-neoplasicas apresentou menor densidade de H.
pylori (Tabela 3).
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Tabela 2. Andlise clinica e endoscépica dos pacientes de acordo com a presenga ou auséncia de infec¢do por H. pylori e de infectados com e
sem lesdes pré-neoplasicas.

H. pylori Positivo

H. pylori ~ p .
, GERAL (n =73) LESOES PRE-NEOPLASICAS
CARACTERISTICAS Negativo(n=36) Positivo(n=37) p-valor Ausente (n=16) Presente (n=21) p-valor
n % n % n % n % n %
Sintomas 0,085 0,800
Dor epigastrica 47 64,38 24 66,67 23 62,16 9 56,25 14 66,67
Plenitude 21 28,77 12 33,33 9 24,32 4 25,00 5 23,81
Dor epigastrica + plenitude 5 6,85 0 - 5 13,51 3 18,75 2 9,52
Endoscopia 0,048 0,005
Normal 14 19,17 11 30,55 3 10,81 3 18,75 0 -
Pangastrite leve 36 49,31 16 44,44 20 64,86 11 68,75 9 42,85
Gastrite erosiva/ Ulcera péptica 23 31,50 9 25,00 14 24,32 2 12,50 12 57,14

Tabela 3. Andlise histopatoldégica da mucosa géstrica dos pacientes de acordo com a presenca ou auséncia de infeccao por H. pylori e de
infectados com e sem lesbes pré-neoplasicas.

H. pylori Positivo

H. pylori = z :
: GERAL (n =73) LESOES PRE-NEOPLASICAS
CARACTERISTICAS Negativo(n=36)  Positivo(n=37) p-valor — 4 sente (n=16) Presente (n=21) p-valor
N % n % n % n % n %

HISTOPATOLOGIA
Inflamacao crénica <0,001 0,434

Ausente 3 411 3 8,33 0 - - - - -

Leve 29 39,73 23 63,89 6 16,22 4 25,00 2 9,52

Moderada 37 50,68 10 27,78 27 72,97 10 62,50 17 80,95

Intensa 4 5,48 0 - 4 10,81 2 12,50 2 9,52
Atividade <0,001 0,066

Ausente 17 23,29 17 47,22 0 - - - - -

Leve 35 47,95 19 52,78 16 43,24 4 25,00 12 57,14

Moderada 16 21,92 0 - 16 43,24 8 50,00 8 38,10

Intensa 5 6,85 0 - 5 13,51 4 25,00 1 4,76
Densidade H. pylori <0,001 <0,001

Ausente 36 49,31 36 100,00 0 - - - - -

Leve 1+/3+ 14 19,18 0 - 14 37,84 2 12,50 12 57,14

Moderada 2+/3+ 11 15,07 0 - 11 29,73 3 18,75 8 38,10

Intensa 3+/3* 12 16,44 0 - 12 32,43 11 68,75 1 4,76
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Pacientes infectados por H. pylori apresentaram maior expressdo de macrofagos e de

Arginase na mucosa gastrica

Com o intuito de investigar se a polarizacdo de macrofagos poderia estar
associada com maior susceptibilidade a infecgao por H. pylori, analisou-se na mucosa
gastrica de pacientes infectados com H. pylori, a expressdo de marcadores de
macréfagos: F4/80; marcadores de M1: iNOS, TNF-a, HLA-DR e marcadores de M2:
Arginase, IL-10 e CD163. Os pacientes infectados foram agrupados de acordo com a
presenca ou auséncia de lesdes pré-neoplasicas (atrofia e metaplasia) determinadas
pela avaliacao histolégica da mucosa gastrica.

O numero de células F4/80* (macréfagos) foi maior em pacientes
infectados com H. pylori em relagao aos controles (Figura 1A). Nao houve diferenca
entre infectados e controles quanto a expressao de marcadores associados com
macréfagos do perfil M1, tais como: INOS (Figura 1B), TNF-a (Figura1C) e HLA-DR
(Figura 1D). Entretanto, a expresséo de Arginase foi maior na mucosa gastrica dos
infectados em relagdo aos controles (Figura 1E). Mas, ndo houve diferenga nos
demais marcadores de M2, tais como: IL-10 (Figura 1F) e CD163 (Figuras 1G). Os
dados sugerem que a presenca da bactéria na mucosa pode levar a maior expressao
de macréfagos com perfil M2 no sitio infeccioso.
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Figura 1. Expressao de marcadores de polarizagdo de macréfagos na mucosa gastrica de
pacientes infectados com H. pylori (HP). A expressao de F4/80 (A), iINOS (B), TNF-a (C), HLA-DR
(D), Arginase (E), IL-10 (F), e CD163 (G) na mucosa gastrica foi avaliada por imunohistoquimica em
pacientes infectados ou nao por H. pylori. A linha representa a mediana do grupo. O p valor foi
determinado por Teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. Nivel de significancia, p < 0.05. N=23 — 36

(Controle) e 32-37 (HP).
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Maior densidade de H. pylori esta associada a maior quantidade de macrofagos M2

na mucosa gastrica

O numero de células F4/80 (macréfagos) foi maior em pacientes com maior
densidade de H. pylori (densidade 3), em relagcé&o aos controles (Figura 3A).

N&o houve diferenga da expressao de iNOS (Figura 2B), de TNF-a (Figura
2C) ou de HLA-DR (Figura 2D), em relagao a densidade de H. pylori. Entretanto, as
expressdes de Arginase (Figura 2E) e de CD163 (Figura 2G) foram maiores nos
pacientes com densidade bacteriana acentuada (densidade 3) do que nos controles.
Estes dados sugerem que a maior densidade de H. pylori esta associada a
macrofagos M2. Entretanto, a expressao de macrofagos IL-10 positivos (Figura 2F) foi
menor nos pacientes com densidade 2 em relacao aos controles. Quando agrupamos
0s pacientes com densidade 2 e densidade 3 formando um grupo densidade 2/3,
observou-se que a expresséo de IL-10 foi menor neste grupo em relagdo ao grupo

controle (dados ndo mostrados).
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Figura 2. Associacao entre expressao de marcadores de polarizacao de macrofagos na mucosa
e a densidade bacteriana, em pacientes infectados com H. pylori (HP). A expressao de F4/80 (A),
iNOS (B), TNF-a (C), HLA-DR (D), Arginase (E), IL-10 (F), e CD163 (G) na mucosa gastrica foi avaliada
por imunohistoquimica em pacientes infectados ou ndo por H. pylori. A densidade de H. pylori foi
avaliada pela classificagao histologica do Sistema Sydney, em pacientes infectados (HP) ou ndo por H.
pylori (Control). A linha representa a mediana do grupo. p valor foi determinado por Teste n&o-
paramétrico Mann-Whitney. Nivel de significancia, p < 0.05. N=23-36 (Controle) e 32-37 (HP).
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Pacientes infectados por H. pylori apresentaram correlagdo positiva entre a
quantidade de macrofagos M2 e a densidade bacteriana

Houve correlagdo positiva entre a expressao de F4/80*(macréfagos) e a
densidade de H. pylori (Figura 3A), sugerindo que a quantidade de macrofagos esta
associada a carga bacteriana. Nao houve correlacdo entre a expressdao de
marcadores de perfil M1, tais como iINOS (Figura 3B), TNF-a (Figura 3C) e HLA-DR
(Figura 3D) e a densidade bacteriana. Assim como nédo se observou correlagéo entre
o marcador M2, IL-10 (Figura 3F) e a densidade de H. pylori. No entanto, notou-se
correlacao positiva entre a expressao de Arginase (Figura 3E) e CD163 (Figura 3G) e
a densidade de H. pylori, 0 que sugere que a maior carga bacteriana esta associada

a macrofagos M2.
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Figura 3. Correlacao entre expressao de marcadores de polarizacdao de macrofagos na mucosa
e a densidade bacteriana, em pacientes infectados com H. pylori (HP). A expressao de F4/80 (A),
iNOS (B), TNF-a (C), HLA-DR (D), Arginase (E), IL-10 (F), e CD163 (G) na mucosa gastrica foi avaliada
por imunohistoquimica em pacientes infectados ou nédo por H. pylori. A densidade de H. pylori foi
avaliada pela classificagao histolégica do Sistema Sydney, em pacientes infectados (HP) ou ndo por H.
pylori (Control). As correlagdes foram determinadas pelo teste de correlagdo de Spearman. Nivel de
significancia, p<0.05. N= 32-37 (HP) e 23 — 36 (Control).
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Pacientes infectados por H. pylori sem lesées pré-neoplasicas apresentaram aumento
da quantidade de macrofagos com perfil M2.

A expressao de F4/80 foi significativamente maior em pacientes infectados
com metaplasia e ndo nos infectados sem metaplasia, em relacao aos controles. Nao
houve diferenga entre os grupos infectados com e sem metaplasia (Figura 4A),
sugerindo que o agravamento da inflamacao elevou a quantidade de macréfagos in
situ.

Nao houve diferenca entre os infectados com metaplasia e os infectados
sem metaplasia, em relacdo aos controles e nem entre os infectados, da expressao
de marcadores associados com macréfagos do perfil M1, tais como: iINOS (Figura 4B),
TNF-a (Figura 4C) e HLA-DR (Figura 4D). Entretanto, marcadores associados com
macréfagos de perfil M2, Arginase (Figura 4E) e CD163 (Figura 4G), apresentaram
aumento da expressao nos infectados sem metaplasia em relagao aos controles. Nao
houve diferenca da expressdo de Arginase e CD163 entre os infectados com
metaplasia e os controles e nem entre os infectados. Também n&o houve diferenca

na expressao de IL-10 (Figura 4F), outro marcador M2.
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Figura 4. Associacao entre expressao de marcadores de polarizacao de macrofagos e a
presenca de lesoes pré-neoplasicas, em pacientes infectados com H. pylori (HP). A expressao de
F4/80 (A), iINOS (B), TNF-a (C), HLA-DR (D), Arginase (E), IL-10 (F), e CD163 (G) na mucosa gastrica
foi avaliada por imunohistoquimica em pacientes infectados ou ndo por H. pylori e o grau de inflamagao
da mucosa foi avaliado pela classificacao histolégica do Sistema Sydney, em pacientes infectados sem
lesbes pré-neoplasicas (HP gastritis), infectados com lesdes pré-neoplésicas (HP metaplasia) ou ndo
infectados (Control). (A) F4/80, (B) iNOS, (C) TNF-a, (D) HLA-DR, (E) Arginase, (F) IL-10, (G) CD163).
A linha representa a mediana do grupo. p valor foi determinado por Teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney. Nivel de significancia, p < 0.05. N= 13-16 (HP gastritis), N=17-21 (HP metaplasia) e 23 — 36
(Controle).
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Pacientes infectados por H. pylori apresentaram correlacdo positiva entre o0s
marcadores de polarizagdo M1 e M2

Houve correlacdo positiva entre os marcadores iINOS/Arginase de
pacientes infectados e ndo-infectados (Figura 5A), de pacientes infectados sem lesbes
pré-neoplasicas (Figura 5B) e com lesdes pré-neoplasica (Figura 5C). Assim como
houve correlagéo positiva entre os marcadores TNF-a/IL-10 de pacientes infectados
e controles (Figura 5D), de pacientes infectados sem lesdes pré-neoplasicas (Figura
5E) e com lesdes pré-neoplasica (Figura 5F). Da mesma forma, houve correlacédo
positiva entre os marcadores HLA/CD163 de pacientes infectados e néo-infectados
(Figura 5G), de pacientes sem lesdes pré-neoplasicas (Figura 5H) e com lesées pré-
neoplasica (Figura 5l). Estes dados sugerem que os dois perfis M1/M2 parecem
coexistir durante a infecgao com H. pylori.
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Figura 5. Correlacao entre expressao de marcadores de polarizaciao M1 e M2 (iNOS e Arginase),
(TNF-a e IL-10), (HLA-DR e CD163) ha mucosa de pacientes infectados com (HP). A expressao de
F4/80, iINOS, TNF-a, HLA-DR, Arginase, IL-10 e CD163 na mucosa gastrica foi avaliada por
imunohistoquimica. (A) Correlagdo entre INOS e Arginase de pacientes com infecgdo e sem infecgao
por H. pylori, (B) de pacientes infectados sem lesdes pré-neoplasicas (HP gastritis) e (C) com lesées
pré-neoplasicas (HP metaplasia). (D) Correlacédo entre TNF-a e IL-10 de pacientes com infeccdo e sem
infeccao por H. pylori, (E) de pacientes infectados sem lesdes pré-neoplasicas (HP gastritis) e (F) com
lesbes pré-neoplasicas (HP metaplasia. (G) Correlacao entre HLA-DR e CD 163 de pacientes com
infeccdo e sem infeccdo por H. pylori, (H) de pacientes infectados sem lesbes pré-neoplasicas (HP
gastritis) e (I) com lesdes pré-neoplasicas. As correlagdes foram determinadas pelo teste de correlagédo
de Spearman. Nivel de significancia, p<0.05. N=

Pacientes infectados por H. pylori com gastrite erosiva e ou Ulcera péptica

apresentaram maior quantidade de macrofagos M2

Houve aumento da expressao de F4/80 (Figura 6A) no grupo dos infectados
com gastrite erosiva/UP quando comparado ao grupo controle com o mesmo
diagnéstico e quando comparado ao grupo dos infectados com gastrite leve. Nao
houve diferenca de expressao de F4/80 entre os grupos com diagnéstico de gastrite
leve. Estes dados sugerem que o influxo de macréfagos para o local da infeccao
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depende ndo somente da presenca de H. pylori mas também de alteracdes
macroscopicas da mucosa gastrica.

Nao houve diferenca da expressao de marcadores associados com
macréfagos do perfil M1, INOS (Figura 6B), TNF-a (Figura 6C) e HLA-DR (Figura 6D)
entre os seguintes grupos: grupos de pacientes com diagnéstico de gastrite
erosiva/UP infectados e nao-infectados, grupos de pacientes com diagnéstico de
gastrite leve infectados e ndo-infectados e entre o grupo dos infectados com gastrite
leve e com gastrite erosiva/UP. Quanto a expressao de marcadores M2, houve
aumento da expressao de Arginase no grupo de infectados com diagnostico de
gastrite erosiva/UP quando comparado com o grupo né&o infectado com o mesmo
diagnéstico endoscopico. Nao houve diferengca da expressdo de Arginase entre os
infectados e ndo infectados com diagnostico de gastrite leve (Figura 6E). Nao houve
diferenga de expressao de CD 163 e de IL-10 em nenhuma das analises. Estes dados
sugerem que a presenca de H. pyloripor si sé poderia induzir a expressao macrofagos
M2, independente das alteragdes endoscdpicas da mucosa gastrica.
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Figura 6. Associacao entre expressao de marcadores de polarizacao de macrofagos na mucosa
e aspecto endoscopico, em pacientes infectados com H. pylori (HP). A expressao de F4/80 (A),
iNOS (B), TNF-a (C), HLA-DR (D), Arginase (E), IL-10 (F), e CD163 (G) na mucosa gastrica foi avaliada
por imunohistoquimica em pacientes infectados ou ndo por H. pylori e o diagndstico endoscépico foi
avaliado pela classificagdo endoscépica do Sistema Sydney, em pacientes com Pangastrite
enantematosa leve (GAL) infectados (HP GAL) ou néo infectados (Control GAL) e em pacientes com
Gastrite erosiva e/ou Ulcera péptica (GE/UP) infectados (HP GE/UP) e nao infectados (Control GE/UP).
A linha representa a mediana do grupo. p valor foi determinado por Teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney. Nivel de significancia, p < 0.05. N=13-16 (HP GAL), N=17-21 (HP GE/UP), N=24 — 19 (Control
GAL) e N=12-5(Control GE/UP).
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Pacientes infectados por H. pylori com lesbées pré-neoplasica apresentaram reducao
dos niveis plasmaticos de Arginase, enquanto na mucosa a expressao de Arginase

aumentou em pacientes infectados sem lesées pré-neoplasicas

Como foi observado que a arginase foi um marcador alterado em quase
todas as abordagens realizadas, investigamos se a alteragcao observada na mucosa
também seria observada no plasma dos pacientes. Houve maior expressado de
Arginase na mucosa de pacientes com infecgéo por H. pylori, em relagdo aos controles
(Figura 7A), mas, por outro lado, houve reducéo dos niveis plasmaticos de Arginase
em pacientes com infeccao por H. pylori, em relagdao aos controles (Figura 7B).
Observou-se expressdao aumentada de Arginase na mucosa gastrica de pacientes
infectados com maior densidade de H. pylori (Figura 7C), mas, por outro lado, houve
reducao dos niveis plasmaticos de Arginase em pacientes com densidade de H. pylori
graus 2 e 3, em relacao aos controles (Figura 7D). Observou-se expressdao aumentada
de Arginase na mucosa em pacientes infectados sem lesdes pré-neoplasicas, em
relacdo aos controles (Figura 7E), mas por outro lado, houve reducdo dos niveis
plasmaticos de Arginase em pacientes infectados com lesdes pré-neoplasicas, em
relacao aos controles, (Figura 7F). Entre os pacientes com gastrite erosiva e ou Ulcera
péptica, a expressao de Arginase na mucosa foi maior nos pacientes infectados em
relacdo aos nao infectados (Figura 7G), por outro lado, os niveis plasmaticos de
Arginase foram menores nos pacientes infectados com gastrite erosiva eu Ulcera
péptica em relagdo ao controle (Figura 7H).

O padrao sistémico da Arginase inverso a expressdo da Arginase na
mucosa gastrica sugere que a bactéria promove a modulagdo da resposta imune e

inflamatéria no local da infecgao.
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Figura 7. Perfil de expressao de Arginase na mucosa gastrica e no plasma de pacientes com
infeccdo por H. pylori (HP). A expressdo de Arginase na mucosa gastrica foi avaliada por
imunohistoquimica. A atividade da Arginase no plasma foi avaliada de acordo com protocolo do Kit de
Ensaio de Atividade da Arginase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A densidade bacteriana, a
presenca ou auséncia de lesées pré-neoplasicas e o diagnéstico endoscopico foram avaliados de
acordo com Sistema Sydney, em pacientes infectados com H. pylori (HP) ou ndo infectados (Control).
A densidade foi classificada em densidade 1 e 2 (HP dens 1/2) e densidade 3 (HP dens 3) ou densidade
0 (Control). Histologicamente foi considerada a presenga (HP metaplasia) ou auséncia de lesdes pré-
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neoplasicas (HP gastritis) em pacientes infectados. A endoscopia, foram considerados os grupos com
Pangastrite enantematosa leve infectados com H. pylori (HP GAL) e néo infectados (Control GAL) e os
grupos com Gastrite erosiva e ou Ulcera péptica em infectados com H. pylori (HP GE/UP) ou néo
infectados (Control GE/UP). Expressao de Arginase na mucosa (7A) e no plasma ((7B) de pacientes
com infec¢ao (HP) e sem infecgao (Control). Expressao de Arginase na mucosa (7C) e no plasma (7D)
de acordo com a densidade de H. pylori. Expressédo de Arginase na mucosa (7E) e no plasma (7F) de
acordo com a presenca ou auséncia de lesées pré-neoplasicas. Expressdo de Arginase na mucosa
(7G) e no plasma (7H) de acordo com o diagnéstico endoscopico. A linha representa a mediana do
grupo. p valor foi determinado por teste ndo paramétrico Mann-Whitney test. Nivel de significancia, p <
0.05. N= 21 (HP) e N=23 (Control).

Pacientes infectados por H. pylori ndo apresentaram correlagdo entre os niveis

plasmaticos e a expressdo na mucosa de Arginase

N&ao houve correlacdo entre os niveis plasmaticos e a expressao na
mucosa de Arginase entre pacientes infectados com e sem infec¢do por H. pylori.
Assim como nao houve correlacdo entre os pacientes infectados sem lesdes pré-

neoplasicas (Figura 8B) e entre os pacientes com lesbes pré-neoplasicas (Figura 8C).
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Figura 8. Correlacédo entre expressao de Arginase na mucosa e ho plasma de pacientes com
infeccao por H. pylori (HP). A expressdo de Arginase na mucosa gastrica foi avaliada por
imunohistoquimica. A atividade da Arginase no plasma foi avaliada de acordo com protocolo do Kit de
Ensaio de Atividade da Arginase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A presenga ou a auséncia de
lesbes pré-neoplasicas foi avaliada de acordo com Sistema Sydney. Correlagdo entre a expressao de
Arginase na mucosa gastrica e no plasma (A) entre pacientes com e sem infecgéo por H. pylon, (B)
entre pacientes infectados sem lesbes pré-neoplasicas, (C) entre pacientes infectados com lesdes pré-
neoplasicas. As correlagbes foram determinadas pelo teste de correlacdo de Spearman. Nivel de
significancia, p<0.05. N=10 (HP gastritis), N=11 (HP metaplasia), N= 44 (HP+Control).

DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrado que pacientes infectados por H. pylori
apresentaram concentracdo maior de macrofagos Arginase e CD163 positivos mas

1
20
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nao apresentam alteracées em outros marcadores de polarizacdo de macro6fagos, tais
como iNOS, TNF-a, HLA-DR ou IL-10, sugerindo um perfil M2 de polarizagdo. A
presenca de macrofagos M2 teve correlagdo com a densidade das bactérias, uma vez
que macrofagos Arginase e CD163 positivos estavam em maior nimero nos pacientes
com alta carga bacteriana e com gastrite cronica sem lesdes pré-neoplasicas. Os
dados sugerem que a infecgdo por H. pylori induz um perfil tolerogénico para sua
permanéncia no hospedeiro e assim, na fase de gastrite cronica sem complicagdes,
persiste infectando o hospedeiro por longa data.

Inicialmente, demonstrou-se que os macrofagos estavam presentes em
maior quantidade na mucosa gastrica infectada por H. pylori que na mucosa sem
infeccdo (Figura 1A). Este dado pode sugerir que a bactéria, por si sé, poderia ter
induzido o aumento do recrutamento de macréfagos para o foco da infeccéo, o que se
confirmou quando foi observado correlacao positiva entre quantidade de macréfagos
e maior densidade de H. pylori (Figura 3A). Estes achados estdo de acordo com
estudos que demonstraram que a infeccao por H. pylori resulta em grande influxo de
macréfagos (ASSIM et al., 2010; ALGOOD et al., 2007) e que, apesar da resposta
imune, a infecgéo persiste, sugerindo ineficiéncia dessa resposta (MATSUMOTO et
al., 2005).

O perfil M2 de polarizagdo de macrofagos na infec¢cdo por H. pylori,
demonstrado neste estudo, corrobora o resultado de Fehlings et al. (2012). Entretanto,
apesar dos dois estudos empregarem imunohistoquimica para identificar marcadores
de polarizagdo na mucosa gastrica de pacientes infectados por H. pylori, este estudo
mostrou aumento da expressdao de macrofagos Arginase positivos e 0 estudo de
Fehlings et al. (2012) mostrou aumento da expressao de CD163. Além do mais, neste
estudo foi encontrado um perfil M2 em gastrite ndo-atréfica, caracterizado pelo
aumento da expressao de Arginase e CD 163 na mucosa gastrica de pacientes
infectados sem lesbes pré-neopléasicas em relacdo aos pacientes nao infectados.
Resultado contrario aos de Quiding-Jarbrink et al. (2010), que se basearam na
expressao génica de marcadores de polarizagdo M1 (iNOS, CXCL11) e M2 (CCL17,
CCL18 e CD206) na mucosa gastrica de pacientes infectados com H. pylori e
descreveram um perfil de polarizacao misto M1/M2 em gastrite crbnica sem lesdes
pré-neoplasicas. Nosso grupo demonstrou recentemente que a infecgcao por H. pylori
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por si s6 ndo alterou a expressao de IL-10 e TNF-a no plasma e na mucosa gastrica
de pacientes infectados por H. pylori mas que a densidade bacteriana se
correlacionou negativamente com expressao sistémica e local de IL-10 (MALUF et al.,
2020), sugerindo que macréfagos M2 poderiam estar envolvidos de alguma forma no
controle das bactérias na mucosa.

Geralmente, nas fases iniciais de uma infec¢ao bacteriana, os macréfagos
sdo polarizados em diregdo ao fendtipo M1, que possui atividade bactericida
(MURRAY et al, 2014). Por outro lado, os patdgenos, para garantirem sua
sobrevivéncia, empregam varios mecanismos com a finalidade de diminuir a resposta
pré-inflamatéria e ativar os macréfagos polarizados M2 (REN et al.,, 2017), sendo
estes mecanismos de evasao importantes (SICA et al., 2015). Isto foi observado neste
estudo, uma vez que a presenca de H. pylorifoi associada ao aumento da expressao
de Arginase 2 (Arg2) (Figura 1E), o que pode ser um mecanismo da bactéria para
regular a resposta microbicida mediada por oxido nitrico, via 6xido nitrico-sintase
induzida (iNOS). Este resultado corrobora aos estudos de Lewis et al. (2010, 2011)
que sugeriram que H. pylori limita a reposta proé-inflamatéria dos macréfagos pela
inducao da Arg2, e consequente reducao da sintese do NO. De fato, no presente
estudo, a expressao de iINOS nao foi alterada pela presenga da infecgédo por H. pylori
por si s6 (Figura 1B), ao contrario de estudos anteriores que demonstraram que H.
pylori induz a expressado e a atividade de iINOS em macréfagos in vivo e in vitro
(CHATURVEDI et al., 2010). A expressao inalterada da enzima iNOS observada neste
estudo em pacientes com infecgédo por H. pylori poderia ser explicada pela indugéo de
Arg2 por H. pylori, que diminui a disponibilidade do substrato L-arginina (L-ArQ)
intracelular para traducdo de iINOS, sem alterar a expressdao de RNAm, como
demonstrado in vitro por Lewis et al. (2010). Assim, ativar macréfagos M2 pela inducao
de Arg2 pode ser um mecanismo que H. pylori emprega para evitar a resposta
antimicrobiana do macro6fago.

Este estudo ndo demonstrou diferenca na expressédo de TNF-a na mucosa
de pacientes infectados por H. pylori (Figura 1C). Resultado contrario a estudos de
Klausz et al. (2004), Algood e Cover (2006) e Abdollahi et al. (2011) que relataram que
a infeccao por H. pyloridesencadeia uma resposta inflamatéria caracterizada por uma

secrecdao aumentada de TNF-a na mucosa gastrica. No entanto, estudo recente do
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nosso grupo ndo demonstrou diferenga na expressdao de TNF-a na mucosa de
pacientes infectados por H. pylori (MALUF et al., 2020). Fatores genéticos, como
polimorfismo de genes codificadores de citocinas podem influenciar o resultado clinico
da infec¢éo por H. pylori, o que poderia justificar os resultados do TNF-a deste estudo.
Polimorfismos genéticos em genes que codificam citocinas pré-inflamatérias podem
influenciar o resultado clinico da infeccao por H. pylori (DE BRITO et al., 2018).

Da mesma forma, nesta pesquisa, a expressdo de IL-10 na mucosa
gastrica de pacientes infectados por H. pylori nao foi diferente daqueles sem infeccao
(Figura 1F). Estes dados séo consistentes com os achados de Maluf et al. (2020) e de
Abdollahi et al. (2011), que nao detectaram diferenca nas concentrac¢des de IL-10 na
mucosa de pacientes com e sem infec¢ao por H. pylori, entretanto, sao diferentes dos
resultados de Vinagre et al. (2018), que relataram reducao de IL-10 na mucosa
gastrica infectada por H. pylori, embora os estudos de Abdollahi et al. (2011) e de
Vinagre et al. (2018) terem determinado as concentra¢des de IL-10 na mucosa pelo
método ELISA. No entanto, outros estudos referiram aumento da expressdo de mRNA
de IL-10 na mucosa infectada cronicamente por H. pylori em modelo murino (LEWIS
etal.,, 2011) e em criangas (MICHALKIEWCZ et al., 2015).

Os marcadores de polarizacao HLA-DR (Figura 1D) e CD163 (Figura 1G)
nao apresentaram diferenca de expressao entre pacientes com e sem infec¢ao por H.
pylori. A literatura associando H. pylori e a expressdao destes marcadores em
macréfagos € escassa. Resultado da expressdo de HLA-DR deste estudo corrobora
estudo de Gonen et al. (2017), que ndo demonstrou diferenca na frequéncia da
expressao do alelo de HLA-DR entre criangas turcas com e sem infecg¢édo por H. pylori.
Ao contrario, Huang et al. (2005) demonstraram aumento da expressao do alelo HLA-
DR em criancas africanas infectadas por H. pylori. No entanto, diferencas de
resultados podem estar associadas a diferencas entre os alelos de HLA baseadas em
fatores étnicos, regionais e outros (WANG et al., 2015). Estudo in vitro de Pagliari et
al. (2017) demonstrou reducdo da expressdo de HLA-DR na membrana de
macréfagos infectados por H. pylori, pela suprarregulacao do receptor imune CD300E.
Esse efeito compromete a apresentagdo do antigeno para células T. Assim, alterar a
possibilidade de reconhecimento de linfécitos T do antigeno bacteriano poderia ser
mais uma forma empregada pelo H. pylori para a evasdo do sistema imune. No
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entanto, no presente estudo, esse efeito ndo foi demonstrado, uma vez que a infecgéao
por H. pylori ndo alterou a expressao de HLA-DR. Apesar deste estudo nao ter
demonstrado aumento da expressao de CD 163 na mucosa de pacientes infectados
por H. pylori, como mostrado no estudo de Michalkiewicz et al. (2015), realizado com
expressao de mRNA em mucosa gastrica de criancgas, os dois estudos sugeriram perfil
M2 na infecgédo com H. pylori.

Como foi observado que H. pylori poderia estar induzindo por si s6
polarizagdo de macrofagos para perfil M2, caracterizado pelo aumento da expressao
de Arg2, investigou-se se esta polarizacao estaria associada a carga bacteriana. A
principio notou-se que pacientes com maior carga bacteriana apresentaram maior
quantidade de macréfagos (Figura 2A). Este dado corroborra o estudo de Borlace et
al. (2011), que relatou a sobrevivéncia de H. pylori dentro dos megassomos formados
durante processo de fagocitose realizado pelos macréfagos. Esses autores sugeriram
que estas células fagociticas, ao invés de contribuir para a eliminacao de H. pylori,
favorecem altas cargas bacterianas. Isto foi demonstrado neste estudo, uma vez que
houve correlagdo positiva entre quantidade de macréfagos e maior densidade de H.
pylori (Figura 3A). Assim, este estudo sugere que os macréfagos poderiam favorecer
a persisténcia de H. pylori no hospedeiro.

Nao houve diferenca na expressdo de macrofagos iNOS positivos (Figura
2B) em relacdo a densidade bacteriana. Da mesma forma, ndo houve correlagéo entre
a expressao de iNOS (Figura 3B) na mucosa gastrica e a carga bacteriana, sugerindo
gue macréfagos INOSH parecem néo participar da colonizagéo de H. pylori. De fato,
Hardbower et al. (2016) demonstraram que camundongos com delegdo de iINOS
apresentaram reducgdo significativa da colonizagdo em comparacdo com o0s
camundongos selvagens, sugerindo que iINOS nao controla a colonizagdo nesse
modelo de infeccao.

Neste estudo ndo houve diferenga de expressédo de TNF-a (Figura 2B) na
mucosa, em relacao ao grau de densidade bacteriana. Da mesma forma, ndo houve
correlacdo entre as expressdes de TNF-a e densidade (Figura 3B). Diferente dos
resultados de Michalkiewcz et al. (2015), que analisaram a expressdao de TNF-a na
mucosa de criangas, por imunohistoquimica e observaram correlagao positiva entre
expressao de TNF-a e a colonizagao de H. pylori. A expressao de HLA-DR na mucosa
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gastrica, neste estudo, nao foi associada a densidade bacteriana (Figuras 2C e 3C),
no entanto, ndo ha estudos anteriores sobre HLA-DR e densidade de H. pylori para
comparar com este estudo.

A expresséo de Arg2 (Figura 2E), nesta pesquisa, foi maior em pacientes
com maior densidade (dens 3). Além disso, houve correlacdo positiva entre a
expressao de Arg2 e densidade de H. pylori (Figura 3E). Dados estes, que corroboram
estudo de Lewis et al. (2011). Os autores mostraram que camundongos com delecao
de Arg2, cronicamente infectados com H. pylori, apresentaram diminuicdo da
colonizacdao bacteriana, em relacdo aos camundongos infectados sem delecao,
sugerindo que Arg2 regula negativamente a resposta antimicrobiana dos macréfagos,
permitindo, assim, a colonizagdo bacteriana. Observou-se ainda neste estudo, que
maior carga bacteriana também se associou a maior expressdo de CD163 (Figura
2G). A expressao de CD163 foi maior em pacientes com densidades 2 e 3 em relagao
aos controles, assim como foi maior nos infectados com maior densidade bacteriana
em relacao aos infectados com menor densidade. Além do mais, notou-se correlacédo
positiva entre CD163 e densidade de H. pylori (Figura 3G). Estes dados em conjunto
sugerem que a ativacdo de macréfagos M2 prejudica a resposta pré-inflamatéria do
hospedeiro. Até o momento, ndo é de nosso conhecimento, estudos na literatura
associando marcador CD163 e densidade de H. pylori.

Na analise de IL-10, notou-se que a expresséao de IL-10 foi menor no grupo
de densidade 2, em relacdo aos controles (Figura 2F). No entanto, quando os
pacientes de densidade 2 e 3 foram agrupados, a expressao de IL-10 foi menor neste
grupo que a expressao dos controles (dados nao mostrados). Este fato sugere que o
excesso de bactérias pode estar associado a perda do equilibrio regulador da IL-10,
levando ao aumento do processo inflamatorio da mucosa gastrica. Nesse sentindo,
avaliou-se o grau de densidade e o grau de inflamac&o da mucosa dos pacientes desta
pesquisa e observou-se correlagdo positiva entre densidade e inflamacao crénica da
mucosa gastrica (dados ndo mostrados). Além do mais, estudo recente do nosso
grupo mostrou diminuigdo da expressao de IL-10 na mucosa gastrica de pacientes
com maior grau de inflamacéo crénica (MALUF et al., 2020).

Como demonstrado neste estudo que a densidade bacteriana esta
associada a expressao de macréfagos M2 e sabendo-se que maior densidade de H.



113

pylori estd associada a um processo inflamatdrio mais intenso da mucosa gastrica
(KHULUSI et al., 1995), levantou-se a hipdtese de que o perfil de polarizagdo de
macréfagos poderia estar associado com o grau de inflamag¢ao da mucosa gastrica. E
como a inflamacéao persistente da mucosa induzida por H. pylori é€ fator de risco para
adenocarcinoma gastrico (PLUMMER et al., 2016), avaliou-se pacientes com e sem
lesbes pré-neoplésicas.

A principio, notou-se aumento da expressdo de F4/80 (Figura 4A) na
mucosa infectada com H. pylori do grupo com lesdes pré-neoplasicas e hdo no grupo
sem lesdes pré-neoplasicas, em relacdo aos controles, sugerindo que sinais de danos
epiteliais, como metaplasia, resultam em maior infiltrado de macréfagos. Petersen et
al. (2014, 2018), em modelo murino, sugerem que a deplecdo de macréfagos
prejudica a progressao da metaplasia intestinal.

Avaliou-se os macréfagos associados ao fenétipo M1 e as lesdes pré-
neoplasicas gastricas. Os resultados mostraram que a expressao de iINOS néo foi
alterada pela presenca ou ndo de lesdes pré-neoplasicas (Figura 4B). Ao contrario
dos resultados de Quiding-Jarbrink et al. (2010), que demonstraram aumento da
expressao génica de mRNA de iINOS e da proteina iINOS na mucosa gastrica de
individuos com gastrite atréfica e sugeriram uma polarizacao de macréfagos M1 nessa
fase de gastrite com alteracdes pré-neoplasicas.

Nao houve diferenga nas expressées de TNF-a (Figura 4C) e HLA-DR
(Figura 4D) em relagéo a presencga ou auséncia de lesdes pré-neoplasicas. Nao foram
encontrados outros estudos associando expressao de iNOS e lesbes pré-neoplasicas,
assim como nao foram encontrados estudos associando TNF-a e HLA-DR e lesbes
pré-neoplasicas.

Avaliou-se os macréfagos associados ao fenétipo M2 e as lesdes preé-
neoplasicas. Os resultados mostraram aumento da expressao de Arg2 (Figura 4E) e
aumento da expressdo de CD163 (Figura 4G) apenas nos pacientes com gastrite
induzida por H. pylorindo-complicada, ou seja, sem lesdes pré-neoplésicas, sugerindo
fenétipo M2 para esta fase da gastrite crénica induzida por H. pylori. Nao se observou
diferenca de expressao de IL-10 em relacédo a presenca de lesdes pré-neoplasicas
(Figura 4F). Ao contrario dos resultados de Quiding-Jarbrink et al. (2010), que

descreveram perfil misto M1/M2 para gastrite cronica sem lesées pré-neoplasicas.
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Entretanto, diferentemente deste estudo, os autores ndo empregaram a Arg2 e CD163
como marcadores de polarizacdo M2, mas as quimiocinas CCL17, CCL18 e a
molécula CD206. Por outro lado, os resultados de Quiding-Jéarbrink et al. (2010) e os
do presente estudo complementaram-se quando demonstraram os dois extremos de
polarizacdo de macréfagos. Os autores sugeriram perfil M1 para gastrite crébnica com
sinais de lesbes pré-neoplasicas e este estudo sugeriu um perfil M2 para gastrite
cronica sem complicagcdes. Desta forma, sugere-se que H. pylori induz um perfil
funcional dos macréfagos M2, benéfico a sua permanéncia no hospedeiro.

Entre os marcadores de polarizacao de macréfagos M1 e M2, observou-se
correlacao positiva entre as expressoes de iINOS/Arginase (Figuras 5A-C), entre TNF-
a/lL-10 (Figuras 5D-F) e entre as expressées de HLA/CD163 (Figuras 5G-I) de
pacientes infectados e ndo-infectados, de pacientes infectados sem e com lesdes pré-
neoplasica. A presenca numérica de macrofagos M1 e M2 nado implica
necessariamente que estas células estejam ativas em suas fungdes polarizadas
(matar ou reparar). Em muitas circunstancias, os macrofagos polarizados podem estar
presentes como parte de processos imunoldgicos anteriores e podem nao ter
nenhuma funcao, desde que a polarizacao nao esteja ligada a uma injaria (MURRAY,
2017). A inducao simultanea de iINOS e Arg2 nao € comum, no entanto, patégenos
desenvolvem mecanismos que regulam a Arg2, para inibir a resposta do hospedeiro
dependente de iINOS (LEWIS et al., 2010, 2011). Neste estudo, apesar de ter se
observado uma correlacao numérica entre as expressdes de iINOS e Arg2, relatou-se
anteriormente, aumento da expressao de Arg2 no grupo com gastrite crébnica sem
lesbes pré-neoplésica. Desta forma, baseando-se na revisdo de Murray (2017),
levantou-se a hipétese de que macréfagos Arg2 positivos estariam ativos em suas
fungdes na fase de inflamagéo continua de baixo grau e os macrofagos iINOS positivos
estariam presentes, no entanto, com funcéao pouco efetiva nessa fase de inflamagao
da mucosa gastrica.

Observando-se que houve aumento da expressao de macrofagos de perfil
M2 em pacientes com maior densidade de H. pylori e sabendo-se que a maior
densidade pode estar associada a lesbes macroscopicas da mucosa gastrica (SHAH
et al., 2015), investigou-se se as alteracdes encontradas endoscopicamente na

mucosa gastrica estariam associadas a polarizacao de macréfagos.
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Os resultados mostraram que a expressao de F4/80 (Figura 6A) foi maior
nos pacientes infectados por H. pylorie com diagnostico de gastrite erosiva/UP do que
naqueles sem infecgdo e com mesmo diagnostico endoscopico. Esse influxo de
macréfagos parece ter sido as custas de macréfagos Arg2, uma vez que se observou
aumento da expressao de Arg2 no mesmo grupo de infectados com diagndstico de
gastrite erosiva/UP em relagcdo ao grupo nao infectado, com o mesmo diagndstico
endoscépico, sugerindo que a H. pylori por si s6 estaria induzindo polarizacdo de
macréfagos M2, independente das alteragées da mucosa observadas por endoscopia.
No entanto, ndo houve diferenca da expressao de outros marcadores de macréfagos
M2, como IL-10 (Figura 6F) e CD163 (DG). Da mesma forma ndo se observou
diferenga na expressdo de marcadores associados com macréfagos do perfil M1,
INOS (Figura 6B), TNF-a (Figura 6C) e HLA-DR (Figura 6D), em relacdao ao
diagndéstico endoscopico.

Diante do resultado deste estudo, de aumento da expressao de macréfagos
associados ao marcador Ag2 em pacientes com infeccao por H. pylori, com maior
carga bacteriana, naqueles com gastrite crénica sem lesdo pré-neoplasicas e com
Ulcera péptica, levantou-se o questionamento se poderia a Arg2 ser considerada um
“marcador prognostico” destas condi¢gdes? Neste sentido, visando investigar se este
perfil M2 observado na mucosa infectada por H. pylori seria uma caracteristica
sistémica, foi avaliada a atividade de Arg2 no plasma. Ao contrario do que foi
observado na mucosa, os resultados demonstraram que a atividade da Arg2 foi menor
nos pacientes infectados com H pylori em relagdo aos controles (Figura 7E), assim
como se observou a reducao dos niveis plasmaticos de Arg2 em pacientes com maior
densidade de H. pylori em relacdo aos controles (Figura 7F). Quando os grupos de
pacientes foram avaliados quanto a presenca ou nédo de lesbes pré-neoplasicas, a
reducdo da atividade de Arg2 foi observada apenas nos pacientes infectados e
portadores de lesdes pré-neoplasicas quando comparados ao grupo controle (Figura
7G). Entre os pacientes que apresentaram erosées ou Ulcera gastrica, houve reducéo
da atividade da Arginase no plasma dos pacientes com infecgéo por H. pylori quando
comparados aos sem infeccao (Figura 7H), sugerindo que H. pylori por si s6 induziria
uma mudanga do perfil de macrofagos para o M1.
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Em concluséo, este estudo sugere que a infecgao crénica por H. pylori
induz um perfil de macréfagos M2 e assim a manutencao de uma resposta inflamatéria
da mucosa sem sinais de lesGes pré-neoplasicas é favoravel a perpetuagdo da
bactéria no hospedeiro. No entanto, a densidade bacteriana pode ser um fator de
desequilibrio do perfil tolerogénico. Além do mais, a auséncia de correlacao entre a
expressao de Arginase sistémica e na mucosa sugere que a bactéria promove a
modulacao da resposta imune e inflamatéria no local da infeccao.

Portanto, nota-se que o comportamento funcional dos macréfagos parece
ter um papel importante no desfecho do contexto patolégico da infec¢ao por H. pylori.
Maior compreensao deste papel da polarizacdo de macréfagos na gastrite cronica
associada a infeccao por H. pylori pode ajudar a entender a imunopatologia da

infecgdo e apoiar futuras abordagens terapéuticas e diagnosticas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo observamos que H. pylori emprega mecanismos para colonizar e
persistir infectando o hospedeiro. O principal objetivo da bactéria é evitar o perfil de
macréfagos antimicrobiano. Uma das estratégias € restringir a disponibilidade do
substrato para a sintese do 6xido nitrico, induzindo a enzima arginase 2. Assim,
demonstramos que a infeccdo com H. pylori aumentou a quantidade de macréfagos
positivos para Arginase 2 na mucosa gastrica, no entanto, ndo alterou a expressao de
macréfagos M1, sugerindo que a bactéria e seus fatores de viruléncia induzem um
perfil anti-inflamatério para escapar da resposta pré-inflamatéria. A presenca de
macréfagos anti-inflamatoérios M2 leva a atenuacéo da inflamagé&o da mucosa gastrica,
mas por outro lado, aumenta a carga bacteriana. Tal fato foi demonstrado quando
observamos que pacientes infectados com diagnéstico histolégico de gastrite crénica
sem lesdes pré-neoplasicas e com maior carga bacteriana apresentaram aumento de
macréfagos positivos para Arginase 2 e CD163, sugerindo que o perfil funcional de
macréfagos M2 reduz a inflamacao, no entanto favorece a colonizagao bacteriana.
Além do mais, a reducao da expressao de macrofagos IL-10 positivos observada em
pacientes com maior densidade de H. pylori sugere que o0 excesso de bactérias pode
estar associado a perda do equilibrio regulador da IL-10 e do perfil tolerogénico M2.
Consideramos ainda que a atividade de Arginase no plasma pode nao ser um
marcador eficiente para traduzir a polarizagcdo de macréfagos observada na mucosa
gastrica, visto que nao houve correlacao entre a Arginase no plasma e na mucosa.

Por fim, na infeccao com H. pylori, a polarizagédo de macrofagos parece interferir
diretamente na resposta imune do hospedeiro, influenciando no desfecho da gastrite
cronica induzida pela bactéria. Desta forma, aprofundar conhecimentos sobre o
comportamento dos macrofagos durante a infec¢gdo com H. pylori pode contribuir com
o0 entendimento da imunopatologia da infeccdo e apoiar futuras abordagens

terapéuticas ou diagndsticas.
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Background: Recent studies have found an association between Helicobacter pylori
infection and prediabetes. Whether H. pylon per se or host factors are involved in
the disturbance of glycated hemoglobin needs further investigation. The aim of this
study was to determine the association of glycated hemoglobin levels with endoscopic
diagnosis and the inflammatory response in H. pylori infection.

Methods: A cross-sectional study was carried out in 88 dyspeptic non-diabetic adults
who underwent esophagogastroduodenoscopy. The diagnosis of H. pylori infection
was performed through urease test and histopathological exam. Cases were initially
distributed into two groups: control (without H. pyiori infection, n = 22) and HP (patients
with H. pylori infection, n = 66). HbA1c was measured to determine prediabetes
status according to the American Diabetes Association criteria, and then the groups
were subdivided into non-prediabetic (n = 14), prediabetic (n = 8), non-prediabetic
HP (n = 26) and prediabetic HP (n = 40) groups. Gastric mucosa was histologically
evaluated to determine H. pylori density and inflammatory activity according to Sydney
System. To investigate the balance of anti-inflammatory and pro-inflammatory cytokines
we measured intereukin 10 (anti-inflammatory) and Tumor Necrosis Factor-a (pro-
inflammatory) in the plasma or in the gastric mucosa.

Results: Patients with H. pylor infection had higher mean HbA1lc levels than those
without H. pylori infection. However, increased HbA1c levels were not associated with
H. pylori-related factors but with the bacterial density, the intensity of inflammation and
the activity of the chronic gastntis. In addition, H. pylori infection per se did not alter
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IL-10 and TNF-a neither in the plasma nor in the gastric mucosa, but the bacterial
density was negatively correlated with systemic and local IL-10 expression. Although
no correlation was found between systemic cytokines and HbA1c levels, local anti-
inflammatory cytokine was correlated with HbA1c levels.

Conclusion: Long-term H. pyiori infection is associated with prediabetes. This

association is not related to the presence of H. pylori per se but depends on the extent
of bacterial colonization and the degree of both local inflammation and activity of the

chronic gastritis.

Keywords: Helicobacter pylori, glycated h globin, prediabetes, ch

INTRODUCTION

Helicobacter pylori infects nearly half of the global population,
with a higher prevalence in developing countries (1). The
infection is acquired mainly during childhood and may persist
in the gastric environment throughout the life of the host,
despite the immune and humoral response (2). In Brazil, the
prevalence of H. pylori infection in adults is between 65 and
82% (3). H. pylori infection, a major cause of chronic gastritis,
is associated with duodenal and gastric ulcers, lymphoma, and
cancer. Furthermore, H. pylori has also been linked to extragastric
diseases such as type 2 diabetes mellitus (T2DM) (4, 5).

The role of H. pylori infection in glucose metabolism and
T2DM development has not been fully established. Although it
has been reported that patients with chronic H. pylori infection
have an increased risk of developing T2DM (6), some studies have
not found a correlation between this infection and glycemic levels
in diabetic patients (7).

The impact of H. pylori infection on other organs could
be mediated by increased levels of inflammatory markers
such as 1L-6 and tumor necrosis factor-o (TNF-g), all of
which are also involved in the development of insulin
resistance and T2DM (5). These cytokines could induce the
phosphorylation of serine residues in the insulin receptor
substrate, preventing their interaction with insulin receptors,
leading to systemic disruption of insulin sensitivity and impaired
glucose homeostasis (8, 9).

Few studies have investigated the association between
prediabetes and H. pylori infection. Yang et al. (10) found that
gastric H. pylori infection is associated with the risk of diabetes
mellitus but not prediabetes. Recent studies have shown a positive
association between H. pylori infection and prediabetes (11, 12).

The diagnosis of prediabetes is very critical to the preclinical
diagnosis of T2DM and further prevention of vascular
complications. Glycated hemoglobin (HbAlc), which is
used to diagnose prediabetes, is an indicator of long-term
glycemic control. Increased HbAlc levels are correlated with an
increased risk of T2DM (13). Whether H. pylori-related factors
or host factors are associated with the disturbance of glycated
hemoglobin levels needs investigation.

Therefore, the aim of this study was to determine the
association of glycated hemoglobin levels (HbAlc) with
endoscopic diagnosis and local and systemic anti- and
pro-inflammatory cytokines release in H. pylori infection.

ic gastritis, cytokines, inflammation

MATERIALS AND METHODS
Sample Population

A cross-sectional study was carried out in 88 patients with
dyspepsia who underwent esophagogastroduodenoscopy at the
Endoscopy Unit of the University Hospital, Federal University
of Maranhio (UFMA), during a period of 4 months. The
patients eligible for the study were selected through systematic
random sampling according to the demands of the Endoscopy
Service. Patients of both genders who were >18 years of age
and who did not have a history of diabetes were included. The
following patients were not included in the study: pregnant
women, patients with chronic consumptive disease (cancer and
AIDS), gastric surgery patients, chronic renal failure patients on
hemodialysis, patients with recent blood transfusion, patients
previously treated for H. pylori eradication, and patients who
had been medicated with H2 receptor antagonists or proton
pump inhibitors within 2 weeks or antibiotics within 4 weeks
prior to testing.

The patients included completed a sociodemographic survey
to collect information on educational level, lifestyle, medical
history, and medication use and for dyspepsia evaluation. The
body mass index (BMI) was also calculated, and the patients
were classified as eutrophic (BMI values <25 kg/m?) and
overweight/obese (BMI values >25 kg/m). Any participant who
self-declared as a regular smoker, regardless of the quantity
of cigarettes smoked, was considered a smoker. The National
Committee for Research Ethics (CONEP) approved this study
according to CAAEE 07989412.0.0000.5086. Those patients who
accepted the invitation to participate in the study signed an
informed consent form.

Diagnosis of H. pylori Infection

Helicobacter pylori infection was determined using the rapid
urease test (RUT) and a histopathological exam. Gastric mucosa
samples were collected during endoscopic biopsies. For the
RUT, two specimens of gastric mucosa (antrum and body) were
collected using autoclavable biopsy forceps and placed in a
sterile tube containing urea and a pH indicator (phenol red)
(Uretest Promedical, Brazil). The sample was kept at room
temperature and after 2 h was read. A color change from
dark yellow to red indicated positivity for H. pylori infection.
For the histopathological exam, four tissue fragments (two
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fragments each from the body and antrum) were collected using
sterile biopsy forceps. The samples were placed in a single vial
containing 10% formaldehyde, which was properly labeled and
submitted to the Department of Pathology of the HUUFMA.
Giemsa staining techniques were used to facilitate bacterial
visualization. Identification of H. pylori in any test was considered
a positive result in accordance with the IVth Brazilian Consensus
Conference on H. pylori infection (14).

Endoscopic Diagnosis

A member of the research team performed all endoscopies.
An Olympus Exera II system (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) was used for digestive endoscopy. Before the
esophagogastroduodenoscopy exams, dimethicone drops and
lidocaine spray (10% Xylestesin; Cristilia, Brazil) were applied
to the oropharynx. Sedation was performed using intravenous
midazolam (Dormonid Roche, Brazil). During endoscopy,
the esophagus, stomach, and duodenum were evaluated, and
the endoscopic findings were reported. Diagnoses of chronic
gastritis and duodenitis were made based on the Sydney System
(15). A peptic ulcer lesion was described as an area of mucosal
continuity with a perceived depth of more than 0.5 cm.

Morphological Analysis of the Gastric
Mucosa

The gastric mucosa obtained from the endoscopic biopsy
were routinely prepared with paraffin, and sections were
cut (5-pum thick) perpendicular to the surface and were
stained with hematoxylin and eosin. Two experienced
pathologists without knowledge of other data performed
the microscopic examinations. Histological analysis evaluated
morphological variables according to Updated Sydney System
(16): inflammation, activity and density of H. pylori. A three-
grade system of mild, moderate and severe was applicated to
morphological variables according the standard grading scale of
the System and each successive grade represents an increment
in severity of approximately one-third. Inflammation refers to
the presence of mononuclear inflammatory infiltrate in lamina
propria and categorizes the gastritis as chronic. We adopt HP
0/1 for mild degree of inflammation; HP 2/3 for moderate and
severe degree of inflammation. Activity in the context of chronic
gastritis refers to the presence of polymorphonuclear leukocytes
alongside the mononuclear inflammatory infiltrate. Activity can
be particularly related to the presence of H. pylori (17). The
neutrophil activity was graded as mild when less than one-third
of the epithelial grooves and the surface were infiltrated by
neutrophils; it was considered to be of moderate intensity when
neutrophil infiltration occurred in one to two-thirds of the
surface and severe when more than two-thirds of the surface
of the epithelium showed neutrophil infiltration. We use HP
0/1 to grade neutrophil activity as mild; HP 2/3, for moderate
and severe degree of activity. The density of Helicobacter-
like organisms present is grading in mild colonization when
individual organisms, or small groups, covering less than one-
third of the mucosal surface (17/3%). Severe colonization is the
presence of large groups of organisms on the surface and upper

pits of more than two-thirds of the mucosal surface examined
(31/3%). Moderate colonization is between these two (27/3%).
We classify in HP densl, the mild colonization; HP dens2, the
moderate colonization and HP dens3, severe colonization.

Evaluation of Cytokines in Plasma by

CBA

For the evaluation of cytokines, one sample of blood (5 mL) was
collected from each patient and sent to the Immunophysiology
Laboratory, UFMA. The concentrations of the cytokines IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y, and TNF-u were determined
using a cytometric bead array (CBA) human Thl/Th2/Th17
cytokine kit (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA,
United States). For this study only the data of IL-10 and TNF-a
were used. The plasma samples were analyzed in a FACSCalibur
flow cytometer (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA,
United States) previously calibrated with “setup beads” incubated
with fluorescein isothiocyanate (FITC) or phycoerythrin (PE)
according to the manufacturer’s recommendation. A standard
curve was generated for each cytokine. The results were analyzed
in FCAP Array Software (Becton Dickinson Biosciences, San Jose,
CA, United States), and the values were expressed as pg/mL
for each cytokine. The limit of detection for each cytokine is
defined as the corresponding concentration at two standard
deviations above the median fluorescence of 30 replicates of
negative control (0 pg/mL).

Evaluation of Cytokines in Gastric

Mucosa by Immunochemistry

Tissue microarray blocks (TMAs) were assembled and the
3 um thick histological sections were placed on silanized slides
(StarFrost® Advanced Adhesive, Knittel, Germany) and taken to
an oven at 65°C for 1 h. The gastric tissue was deparaffinized
with xylol and dehydrated in alcohol. Endogenous peroxidase
enzyme blockade was performed with H;O, (hydrogen peroxide)
solution (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) at 3%. Antigenic
recovery was performed by heating the tissue for 40 min at
a temperature between 97 and 100°C. Then, the antibody
diluted in PBS-Tween 20/BSA 1% was applied over gastric
tissue and incubated for 40 min. Rabbit polyclonal anti-IL-
10 antibody (Biorbyt, Cambridge, United Kingdom) and anti-
TNF-a antibody (Scytek, Utah, United States) were used. The
slides were washed with PBS-Tween 20 pH 7.4 solution and
incubated with the chromogen 3.3'-Diaminobenzidine (DAB,
Sigma, St Louis, MO, United States, D5637-1G) diluted in DAB
Substrate, for 5 min, at room temperature. Counterstaining was
done with Hematoxylin. The cuts were dehydrated in alcohol
and xylol solutions and subsequently assembled. The positive
control for TNF-a was performed with lymph node sections. The
positive control for IL-10 was performed with kidney sections.
The expression of 1L-10 and TNF-a was evaluated in epithelial
cells and the lamina propria of the gastric mucosa by using
an ECLIPSE EB00 electronic microscope (Nikon Instruments
Europe, Amsterdam, Netherlands) with a 20x objective on the
EGFP filter (Emission Green Fluorescent Protein). The counting
of the marked cells in five fields of the histological section was

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

September 2020 | Volume 11 | Artide 2121



Mahd et &.

151

Hemoglobin and Hellcobacter pylori Gastritis

performed. The fields were determined as “upper left field’
“upper right field” “lower left field” “lower right field and
“center.” After counting, the sum of the five fields was made
to obtain an estimate of the cells marked for IL-10 or TNF-qa,
per patient slide.

Statistical Analysis

The absolute and relative frequencies are used to describe the
qualitative variables. The mean and standard deviation or median
and interquartile range are used to the describe quantitative
variables according to the Shapiro-Wilk normality test.

To evaluate the association between the quantitative variables
and the presence of H. pylori infection, the Mann-Whitney test or
Student’s t-test for independent samples was used. The Kruskal-
Wallis test followed by Dunnett’s test or ANOVA followed by
Bonferroni’s test were used to verify the differences in the
quantitative variables between the study groups.

Qualitative variables were assessed by Fisher's exact and
Chi-square tests for the presence of H. pylori and for the
analysis of differences between the study groups. For the
correlation analyses, the Spearman test was used. Differences
were considered significant when the p-value < 0.05. The data
were tabulated and analyzed using the data and statistical analysis
software STATA® version 14.0 and GraphPad Prism 6.0 software.

RESULTS

Evaluation of Sociodemographic

Parameters

There were no significant differences regarding age, sex, BMI,
gastric symptoms, smoking habits, or alcohol consumption. The
majority of the study population consisted of women with
an average age of approximately 40 years with BMI less than
25 (Table 1).

Prevalence of H. pylori Infection,
Symptoms, and Endoscopic Findings
Approximately 75% of patients were infected with H. pylori. Most
of them were women aged 18-54 years. Half of the patients
complained of epigastric pain. Enanthematous pangastritis was
the most frequent endoscopic finding in patients infected with
H. pylori (Table 1).

Helicobacter pylori Infection Was

Associated to Increased HbA1c Levels

Patients with H. pylori infection had higher mean HbAlc levels
than patients without H. pylori infection (Figure 1).

There Was an Association Between
Increased H. pylori Density and the
Increase in HbA1c Levels

The mean HbAlc levels were higher in the H. pylori-infected
group with a higher bacterial density 37/3% (HPdens3) than
in the control group. There was no significant difference

between controls and low-density infected patients (HPdensl)
as well as between controls and infected patients with moderate
bacterial density (HPdens2). There were also no significant
differences between the infected groups HPdensl and HPdens2,
HPdens2 and HPdens3, and HPdens] and HPdens3 (Figure 2A).
However, bacterial density was positively correlated with HbAlc
levels (Figure 2B).

Endoscopic Diagnosis Was Not
Associated With High Levels of HbA1c,
but Rather the H. pylori Related-Factors

Among patients with endoscopic diagnoses of pangastritis and
among patients with peptic ulcers, HbAlc levels were higher in
patients with H. pylori infection than in those without infection
(Figures 3A,B). When we compared patients presenting peptic
ulcer, but without H. pylori infection with patients presenting
gastritis, but with H. pylori infection we observed that HbAlc
levels were higher in patients with H. pylori infection and gastritis
diagnosis (Supplementary Figure S1). These data suggest that
the endoscopic diagnosis does not appear to be associated with
HbA c levels, but rather the H. pylori related-factors.

There Was an Association Between
Increased HbA1c Levels With Severe
Degree of Inflammation and Activity of
Chronic Gastritis
There was an increase in HbAlc levels in patients infected with
H. pylori with moderate and severe chronic inflammation of
the gastric mucosa compared to those in the control group (no
infection with normal mucosa or mild inflammation). However,
there was no change in the HbAlc levels between the control
group and the HP group with mild inflammation (Figure 4A).
Similarly, HbAlc levels were increased in H. pylori-infected
patients with moderate to high gastric mucosa activity compared
to those in the control group. There was no change in HbAlc
levels between the control group and the HP group with mild
activity (Figure 4B). Furthermore, chronic inflammation and
neutrophil activity were positively correlated with the HbAlc
levels (Figures 4C,D). These data suggest that the intensity of the
neutrophil activity and the inflammation of the chronic gastritis
may be predisposing factors for prediabetes.

The Presence of H. pylori Infection Did
Not Alter Systemic Levels of IL-10, TNF-«
or Alter the Expression of the Cytokines
TNF-« and IL-10 in Gastric Mucosa

Considering that the inflammation of the chronic gastritis
may be predisposing factors for prediabetes, we evaluated two
antagonistic cytokines, IL-10 (anti-inflammatory) and TNF-a
(pro-inflammatory) in the plasma and in the gastric mucosal
and tested if they could be associated with the presence of the
bacterium by itself. However, there was no difference in IL-
10 or TNF-u levels in the plasma of H. pylori-infected patients
compared to those in non-infected patients (Figures 5A,B).
Similarly, there was no difference in the IL-10 or TNF-u
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TABLE 1 | General characteristics of patients according to the presence of infection.

Characteristics H. pyloni p-Valor
Negative Positive
n % N %

Age {years)
Mean + SD 395+128 aM2+19 09

Sex
Male 5 227 24 36.3 03
Female 17 77.2 42 63.6

HbA1c (%)
Mean + 8D 55+03 57+04 0.0

BMI (kg/m?)
Median (interquartile range) 235 (2509-22.3 24.4(276-22.8) 0.2

HbA1c (%)
<57 16 68.1 30 454 0.0
=57 T 318 36 545

BMI (kg/m?)
<25 14 63.6 a7 56.0 05
=25 8 36.3 29 439

Symptoms
Epigastric pain 12 545 3 469 0.4
Fullness 1 a5 1 16.6
Epigastric pain + fulness + satiety 9 40.9 24 363

Endoscopy
Normal 5 227 13 19.7 0.0
Pangastritis 7 318 38 57.5
Peptic ucer 10 454 15 27

Smoking habits
Yes 2 9.0 4 6.1 0.6
No 20 020.9 61 938

Alcoholism
Yes 4 19.0 55 859 07
No 17 80.0 9 14.0

-0.014 expression in the gastric mucosa of H. pylori-infected patients
& = b compared to those non-infected patients (Figures 5C,D).
,-, |
° . *
> 7 a Bacterial Density and the Activity of the
E . L Chronic Gastritis Were Associated With
5 51 e g0 IL-10 Levels in Plasma
g ‘6'6."._6'6‘. -~ H - Since we observed that the bacterial density as well as the
§ 5- b Eputn intensity of gastric mucosa activity and the chronic inflammatory
= ®e® a® process could be predisposing factors for prediabetes in H. pylori-
a ~
ES infected patients, we investigated whether the cytokines were
4 T T associated with inflaimmation of the gastric mucosa and the
Control HP bacterial load. Our results showed a decrease in the expression
2 Ee of IL-10 in plasma and in the gastric mucosa in H. pylori-infected
FIGURE 1 | Association between H. infec and glycated
he,mgoﬁ‘lmm levelsin Mmut &700,“@““ patients with increased bacterial density and a higher degree of
H. pylor infection (HP). HbAc levels were evaluated in the plasma of patients neutrophil activity.
infected with H. pylari {HP, n = 66) or non-infected (Contral, n = 22) using a In the plasma, IL-10 levels decreased in the group HPdens3
""mmb”““"“ GW“W when compared with control, but there was no significant
paER. mem i M g’: uo:asdet ey difference betwee.r? HPdensl Afld the control or H.PdemZ an.d
the control. Additionally, no difference was found in plasmatic
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according to degree bacterial density of the gastric mucosa. Bacterial density of the gastric mucosa were evaluated according Sydney System histological
classification of patients infected with H. pylori (HP, n = 66) or non-infected (Control, n = 22). (A) Degree of bactenial density of the non-infected (Contral, n = 22),

H. pylori positive with density 1 (HP dens1, n = 23), H. pylori positive with density 2 (HP dens2, n = 20), H. pylori positive with density 3 (HP dens3, n = 14). The line
represents mean of the group. p-value was determinad by unpaired two-tailed t-test. (B) Correlation between HbA1c levels and bacterial density. Correlations were
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according endoscopic diagnosis. Endoscopic diagnosis were evaluated according endoscopic classification of the Sydney System of patients infected with H. pylori
({HP, n = 52) or non-infected (Control, n = 20. (A) Enanthematous pangastritis endoscopic diagnesis of H. pylon-infected (HP gastritis, n = 34) or non-infected
{Control gastritis, n = 10). (B) Peptic ulcer endoscopic diagnosis of H. pylo-infected (HP peptic ulcer. n = 18) or non-infected (Control peptic ukcer, n = 10).The line

represents median of the group. p-value was determined by non-parametic Mann-\Whitney test. Level of significance, p < 0.05.

IL-10 levels when comparing the infected groups HPdens1 with
HPdens2, HPdens2 with HPdens3 and HPdens3 with HPdens1
(Figure 6A). Furthermore, IL-10 levels in plasma was correlated
negatively with the bacterial density (Supplementary Figure $2).

There was no significant association between plasmatic IL-
10 levels and the degree of chronic inflammation (Figure 6C).
However when the plasmatic expression of the cytokine IL-
10 and the activity of the chronic gastritis were analyzed, a
significant decrease in IL-10 was observed in the infected groups
with moderate and intense gastric mucosa activity (HP2/3)
compared with that in the non-infected group with mild activity
(Control). However, there was no significant difference between
the HP1-infected group and the control group. In addition, there
was no significant difference in plasmatic 1L-10 levels between the
HP1 and HP 2/3 groups (Figure 6E). There was no significant
association between the TNF-a levels in plasma with the results

of the morphological analysis (Figures 6B,D,F) or the bacterial
density (Supplementary Figure S2).

Bacterial Density and the Activity and
Chronic Inflammation of the Gastric
Mucosa Were Associated With IL-10
Levels in Gastric Mucosa by

Immunohistochemistry

IL-10 expression was lower in HPdens2/3 than in the control,
but there was no significant difference between HPdensl with
control; in addition, there was no difference between HPdensl
with HPdens2/3 (Figure 7A). According to the degree of
chronic inflammation, there was decreased 1L-10 expression in
H. pylori-infected with moderate/intense chronic inflammation
(HP 2/3) compared with that in the control. However, there
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unpaired two-taled t-test (C) Correlation between HbA1c levels with chronic inflammation of the gastric mucosa. (D) Correlation between HbA1c levels with of
neutrophil activity of the gastric mucosa. Comrelations were datermined by Spearman's comelation test. Level of significance, p < 0.05.

was no significant difference between H. pylori-infected with low
chronic inflammation (HP 0/1) and the control. In addition,
there was no significant difference between infected groups
HP 0/1 and HP2/3 (Figure 7C). According to activity of
the chronic gastritis, there was decreased IL-10 expression
in H. pylori-infected with moderatefintense activity (HP2/3)
compared with that in the control (non-infected, with no activity
or low activity). However, there was no significant difference
between H. pylori-infected with low activity (HP 0/1) and
the control. In addition, there was no significant difference
between infected groups HP 0/1 and HP2/3 (Figure 7E). There
was no significant difference in TNF-a level in the gastric
mucosa of H. pylori-infected patients according to morphological
analysis (Figures 7B,D,F).

The Expression of IL-10 and TNF-« in the
Gastric Mucosa Were Positively
Correlated With HbA1c Levels

There was no correlation between the plasma levels of IL-
10, TNF-u with the HbAlc levels (Figures 8A,B). However,
the expression of IL-10 and TNF-u in the gastric mucosa was

positively correlated with the HbAlc levels (Figures 8C,D),
suggesting that inflammatory and anti-inflammatory markers
released in the gastric mucosa during infection by H. pylori may
be involved in the disturbance of glucose metabolism.

There Was No Correlation Between the
Levels of Plasma Cytokines and Gastric
Mucosa Cytokines

There was no correlation between the plasma levels of IL-10
with expression of IL-10 in the gastric mucosa (Figure 9A).
Similarly, there was no correlation between the plasma levels
of TNF-u with the expression of TNF-a in the gastric
mucosa (Figure 9B).

DISCUSSION

The present study showed that patients infected with H. pylori
had higher mean HbAlc levels than non-infected patients,
suggesting a positive association between H. pylori infection
and prediabetes. However, this association is not related to the
presence of H. pylori by itself but depends on the density of
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bacterial colonization and the degree of both inflammation and
the activity of the chronic gastritis.

The association of H. pylori with prediabetes and diabetes is
still controversial. According to a systematic review and meta-
analysis, H. pylori infection was associated with higher HbAlc
levels in patients with type | diabetes but not with T2DM
(18). In contrast, in other studies of patients with T2DM, a
positive association between H. pylori infection and suboptimal
glycemic control was shown (19, 20). A positive association was
previously noted between H. pylori infection and prediabetes
(11, 12). Draz et al. (11) assessed the association between
HP and prediabetes in adults using the oral glucose tolerance
test (OGTT) for prediabetes diagnosis and histopathological
examination for H. pylori diagnosis. In the present study, we
used HbAlc to infer prediabetes status. The use of HbAlc
has several advantages over the use of fasting plasma glucose
and OGTT, which include increased convenience (fasting is not
required), greater preanalytical stability and reduced day-to-day
variation due to stress and illness (13). We employed the RUT and
histopathological examination for H. pylori diagnosis. The RUT
is a highly accurate invasive test for the diagnosis of H. pylori
infection (21). By collecting body and antrum tissue fragments,
as we did in this study, we reduced the probability of false
negative results (22). Histological examination is considered the

gold standard method for detecting H. pylori infection and allows
morphological analysis of the gastric mucosa (23).

Several hypotheses exist regarding the role of gastric H. pylori
infection in glucose regulation and type 2 diabetes development.
H. pylori titers were shown to be independent predictors of
hyperglycemia and abnormal pancreatic f-cell function, despite
their relatively low adiposity (24). In addition, H. pylori infection
induced insulin resistance in hepatocytes by activating the
c-Jun/miR-203/SOCS3 signaling pathway (25). Furthermore,
H. pylori infection may induce local and systemic increases in
proinflammatory cytokines by inducing structural changes in
insulin receptors and the inhibition of insulin action (9).

This study was designed to investigate whether H. pylori per se
or host-related factors are involved in the disturbance of glycated
hemoglobin. We observed that H. pylori-infected patients had
higher mean HbAlc levels than those not infected with H. pylori.
It was interesting to note that when the groups were stratified into
HP-infected and non-infected groups and into prediabetic and
non-prediabetic groups, it was observed that even in the patients
considered non-prediabetic but who were infected with HP,
HbA1c levels were higher than those in patients considered non-
prediabetic but who were not infected with HP (Supplementary
Figure $3), suggesting that HP is an important agent related to
the increase in HbAlc.
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Then, we compared the endoscopic diagnosis results with
the HbAlc levels and observed that among patients diagnosed
with pangastritis, HbAlc levels were significantly higher in
those with H. pylori infection than in those without infection.
Similarly, among patients with peptic ulcers, HbAlc levels were
significantly higher in those with H. pylori infection than in
those without infection. Moreover, when we compared a group
of patients with endoscopic diagnosis of pangastritis associated
with H. pylori infection with another group of patients with
endoscopic diagnosis of peptic ulcer who were not infected, the
HbAIc levels were significantly higher in the group with H. pylori
infection than in the group without infection. These data have
allowed us to initially assume that H. pylori-related factors could
induce disturbances in HbAlc levels.

Interestingly, when we histologically evaluated the gastric
mucosa, a significant increase in HbAlIc levels was noted in the
group of infected patients with moderate and intense activity and
chronic inflammation of the gastric mucosa when compared to
that in the controls. However, there was no change in HbAlc
levels between the control group and the infected group with mild
inflammation and low neutrophil activity. These data suggest that
the degree of chronic inflammation and the degree of the activity
of the gastric mucosa can influence HbAlc levels. Furthermore,
we observed increased HbA 1c levels in H. pylori-infected patients
with increased bacterial density. Studies show that increased
bacterial density is associated with a more intense active chronic
inflammatory process (26). Thus, we support the hypothesis that
the severity of the inflammatory process in the gastric mucosa is
a risk factor for prediabetes.

The cross-sectional design of this study is a limitation because
only allows us to establish associations, not being able to define
a cause-effect relationship. However, epidemiological studies
showed that H. pylori infection is acquired in childhood (27).
In developing countries the rate of acquisition of the pathogen
can reach up to 50% of children at the age of five (28), similar to
the prevalence rate in adults (1). Natural clearance of H. pylori
infection is difficult to determine and infection can perpetuate
throughout the life of the host (2). Therefore, it is possible to
believe that H. pylori infection occurred long time before T2DM.
Jeon et al. (29) using a prospective cohort demonstrated that
individuals seropositive for H. pylori whose diabetic status was
not known at the initiation of the study were two times more
likely to develop diabetes than those who were seronegative,
even after adjusting for age, sex, education, and covariates such
as smoking, BMI, blood pressure, and lipids. Chen and Blaser
(30) showed that H. pylori seropositivity, and H. pylori cagA
positivity in particular, was associated with higher mean HbAlc
levels, an association that persisted after excluding individuals
with a history of diabetes mellitus and controlling for potential
confounders. Study performed by Hsieh et al. (31) observed that
long-term H. pylori infection was significantly associated with
high levels of HbAlc, decreased insulin secretion, and a higher
prevalence of T2DM in Taiwanese patients.

The pathogenesis of T2DM has been associated with a
subclinical chronic inflammation and activation of the immune
system. H. pylori infection will invariably induce chronic low-
grade inflammation with positive regulation of pro-inflammatory

cytokines and mediators, such as C-reactive protein, tumor
necrosis factor and interleukine-6, which may affect peripheral
insulin action and secretion of pancreatic f cells (32, 33).

Type 2 diabetes mellitus is characterized by a metabolic
disorder between increased circulating levels of pro-
inflammatory cytokines like interleukin- IL-1, IL-6, tumor
necrosis factor-(TNF-)a, transforming growth factor-p (TGF-p)
and decreased anti-inflammatory cytokines like IL-4, IL-10,
1L-13 (34), which are involved with peripheral insulin resistance
(8) and beta cell apoptosis in T2DM (34).

In this study, there was no significant differences in the plasma
levels between anti-inflammatory (IL-10), and pro-inflammatory
cytokine (TNF-a) between groups with and without H. pylori
infection. There was also no association between plasma levels
of interleukins IL-10 and TNF-o with HbAlc levels. Similar
results described by Yang et al. (35) showed that chronic H. pylori
infection affects glucose metabolism, but plasma levels of
systemic mediators were not involved in these effects. We showed
that H. pylori infection might disrupt glucose metabolism, but
circulating levels of anti- and pro-inflammatory cytokines do not
appear to depend on bacterium’s factors, but on the inflammatory
response of the host mucosa.

QOur results demonstrated that the bacterial density was
negatively correlated with IL-10 cytokine plasma levels. The
data shown that although the infection is considered local, it
results in systemic impairment of the inflammatory response and
depends on the density of H. pylori colonization. Moreover, a
decrease in IL-10 expression in the gastric mucosa was observed
by immunohistochemistry in H. pylori-infected patients with
an increased density of H. pylori colonization and an increased
degree of both neutrophil activity and chronic inflammation of
the gastric mucosa. Vinagre et al. (36) detected low levels of
IL-10 in the gastric mucosa of H. pylori-infected patients with
an increased degree of inflammation and increased neutrophil
activity of the chronic gastritis. Could the decrease in IL-
10 expression during H. pylori infection, as observed in this
study, lead to an increase in bacterial colonization and the
bacterial density would to increased glycated hemoglobin levels?
Or, conversely, could the increase in bacterial density induce
decreased expression of 1L-10? Could plasmatic 1L-10 levels be
used as a marker to detect the possible risk of prediabetes in an
H. pylori-infected patient? In this study, although a correlation
between the levels of cytokines in plasma with cytokines in the
gastric mucosa was not demonstrated, the expression of the IL-
10 cytokine showed a corresponding systemic and local pattern
in H. pylori infection. This suggests that plasma levels of IL-
10 reflect the load of bacterial colonization and the intensity of
inflammatory process in the gastric mucosa, which reinforces
the possibility of serum IL-10 being used as a risk marker
for prediabetes in H. pylori-infected patients. Studies indicated
the association between the low levels of 1L-10 with the high
HbAlc levels. For this reason, it is possible to consider the
blood levels of IL-10 as one of the predictors of glycemia
(37, 38).

In this study, we found no correlation between plasma
levels of IL-10 or TNF-u with HbAlc levels. On the other
hand, in the gastric mucosa, we observed a positive correlation
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between IL-10 and TNF-a expression with HbAlc. Wang
et al. (39) observed that plasma levels of IL-10 were positively
associated with prediabetes or T2DM, in disagreement with
other studies that showed that IL-10 improve impaired insulin
signaling (40) and prevent pancreatic beta cell destruction (41).
However, we observed in our study that H. pylori-infected
patients with a higher degree of mucosal inflammation and
higher bacterial density had increased levels of HbAlc and
reduced levels of IL-10 in the plasma and gastric mucosa.
Thus, the increase in HbAlc levels would be dependent on
inflammatory response degree of the host mucosa, which
is dependent of bacterial density. Most studies found that
subjects with insulin resistance or T2DM had increased
levels of TNF-a (42). It has been reported that chronic
exposure of insulin-producing pancreatic cells (B cells) to
the pro-inflammatory cytokine TNF-a can inhibit insulin
secretion and induce apoptosis of pancreatic B cells (42).
The progression from normal glucose tolerance to prediabetes
and T2DM is characterized by continuous defects in
cell function (43). In this study, patients infected with
H. pylori showed a positive correlation between TNF-u
expression in the gastric mucosa and HbAlc levels, which
suggests that the pro-inflammatory cytokines induced by
H. pylori infection play an important role in the disorder of
glucose metabolism.

Another question to keep in mind is whether eradicating
H. pylori infection could reduce HbAlc levels in H. pylori-
infected patients without prediabetes. Data are conflicting
regarding the impact of H. pylori eradication on glucose
metabolism. H. pylori eradication improved the mean HbAlc
values in non-diabetic patients (44) and in patients with
T2DM (45).

We consider H. pylori infection to be a risk factor for
prediabetes, and we believe this is an additional reason to
eradicate H. pylori infection in adulthood. Special attention
should be given to those patients with higher bacterial loads and
higher degrees of inflammation and neutrophil activity of the
chronic gastritis. In these patients, the evaluation of HbAlc levels
would be of interest.

More studies are necessary to elucidate whether
H. pylori per se or host-related factors are involved in
disturbances of glycated hemoglobin. Detailed analysis
of the levels of pro- and anti-inflammatory cytokines in
the gastric mucosa and glycated hemoglobin levels in
patients infected with H. pylori appears to be of relevance
for further study.
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FIGURE S1 | Association between H. pylon infection (HP) with gycated
hemoglobin (HbA 1) levels in patients without (Control) or with H. pylori infection
{HP) according endoscopic diagnosis. Endoscopic diagnosis were evaluated
according endascopic classification of the Sydney System of patients infected
with H. pyfon and with pangastritis (HP gastritis, n = 34) or non-infected with
peptic ulcer (Control paptic ulcer, n = 10).

FIGURE S2 | Correlation between cytokines IL-10 and TNF-a. in plasma and in
gastric mucosa with degree bacterial density of the gastric mucosa. Cytokines
concentration in plasma were measure by CBA. expression of cytokines in the
gastric mucosa were evaluated by immunohistochemistry and degree bacterial
density was evaluated by Sydney System histological classification. Carrelation
between bacterial density of the gastric mucosa with IL-10 (A) and TNF-« (B)
plasma concentration of 47 patients. Correlation between bacterid density of the
gastric mucosa with expression of IL-10 (C) and TNF-a (D) in gastric mucosa of
37 patients. Carrelations were ¢ in=d by Sp 15 correlation tests. Level
of significance, p < 0.05.

FIGURE S3 | Association between H. pyfon infection (HP) with glycated
hemoglobin (HbA 1c) levels in patients non-prediabstic (Non-prediabetic HP) and
pradiabetic (Prediabetic HP) with H. pyfon infection, patients non-prediabstic
{Non-prediabetic control) and predisbetic (Prediabetic control) without H. pylori
infection. HbA1c levels were evaluated in the plasma of patients Non-prediabstic
HP (n = 22), Prediabatic HP (n = 40), Non-preciabetic control {7 = 13) and
Prediabetic control {n = 9) using a method certified by the National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP). p-value was determined by
unpaired two-tailed t-test. *p < 0.05 compared Non-prediabstic HP and
Non-prediabetic control group. **p < 0.0001 compared Non-prediabetic control
and Prediabetic control groups. *p < 0.0001 compared Non-prediabetic HP and
Prediabetic HP groups. Level of significance, p < 0.05.
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APENDICE B — PRODUGAO DURANTE O CURSO
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Figura Suplementar 1. Perfil de expressao de Ciclooxigenase 2 (COX2) na mucosa gastrica de
pacientes com infeccao por H. pylori. A expressdao de COX2 na mucosa foi avaliada por
imunohistoquimica. A densidade bacteriana, a presenca ou auséncia de lesdes pré-neoplasicas e o
diagnédstico endoscépico foram avaliados de acordo com Sistema Sydney, em pacientes infectados
com H. pylori (HP) ou n&o infectados (Control). A densidade foi classificada em densidade 1 (HP dens
1), densidade 2 (HP dens 2) e densidade 3 (HP dens 3) ou densidade 0 (Control). Histologicamente foi
considerada a presenga (HP metaplasia) ou auséncia de lesbes pré-neoplasicas (HP gastritis) em
pacientes infectados. A endoscopia, foram considerados os grupos com Pangastrite enantematosa leve
infectados com H. pylori (HP GAL) e ndo infectados (Control GAL) e os grupos com Gastrite erosiva e
ou Ulcera péptica em infectados com H. pylori (HP GE/UP) ou nao infectados (Control GE/UP).
Expressédo de COX2 na mucosa de pacientes com infec¢éo (HP) e sem infecgao por H. pylori (Control)
(FS1 A). Expressdo de COX2 de acordo com a densidade bacteriana (FS1 B). Correlagdo entre
expressdo de COX2 na mucosa e densidade (FS1 C). Expressdo de COX2 de acordo com a presencga
ou auséncia de lesdes pré-neoplasicas FS1 D). Expressdao de COX2 de acordo com o diagnéstico
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endoscopico (FS1 E). A linha representa a mediana do grupo. p valor foi determinado por teste nao
paramétrico Mann-Whitney test. Nivel de significancia, p < 0.05. N= 35 (HP) e N=33 (Control).
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM

PESQUISA COM SERES HUMANOS

HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
% UNIVERSIDADE FEDERAL DO Wﬂp
e MARANHAO/HU/UFMA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: INFECCAO POR HELICOBACTER PYLORI EM DIABETICOS TIPO 2 E SUA
ASSOCIACAO COM NIVEL DE HEMOGLOB(...)
Pesquisador: NATALINO SALGADO FILHO
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 07989412.0.0000.5086
Instituicao Proponente: Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao/HU/UFMA

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 177.577
Data da Relatoria: 18/12/2012

Apresentacao do Projeto:
Helicobacter pylori (H. pylori) € uma bactéria patogénica que coloniza a mucosa gastrica humana produzindo
processo inflamatério. E uma Importante causa de gastrite cronica, Glcera péptica, adenocarcinoma

gastricoe linfoma gastrico, a infeccao pelo H. pylori tem sido associada a diversas doengas extragastricas.

Estudos que associam diabetes mellitus a infecgcao pelo H. pylori tém resultados conflitantes em relagao a
dados epidemioldgicos, consequéncias clinicas e metabdlicas. Trata-se de um estudo caso-controle que tem
por objetivo avaliar a associagao da infecgao pelo H. pylori aos niveis de hemoglobina glicada e aos
marcadores inflamatdrios em pacientes diabéticos tipo 2 dispépticos. Serao incluidos no estudo um grupo
com 143 pacientes diabéticos tipo 2 e outro grupo com 143 pacientes nao diabéticos, com sintomas
dispépticos,atendidos nos Servigos de Diabetes e de Endoscopia do Hospital Universitario Presidente Dutra
(UFMA), no periodo de setembro de 2012 a agosto de 2013. Os procedimentos para a coleta de dados
incluem aplicagdo de uma ficha protocolo, coleta de duas amostras de sangue para exames |laboratoriais e
realizacao de endoscopia. O diagnostico da infeccao pelo H. pylori sera feito através do teste da urease e do
histopatolégico. Analise dos dados contemplados no projeto. Financiamento préprio.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:Avaliar a associagao entre a infecgao por H. pylori e o nivel de hemoglobina glicada e dos
marcadores inflamatérios em pacientes diabéticos tipo 2.

Objetivos Secundarios:

- Caracterizar a populagao com relagao aos aspectos sociodemograficas, clinicos e

Enderego: Rua Barao de Itapary n® 227

Bairro: CENTRO CEP: §5.020-070

UF: MA Municiplo: SAO LUIS

Telefone: (98)2109-1250 Fax: (98)2109-1223 E-mail: cep@huufma.br
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laboratoriais;

- Determinar e comparar a freqUéncia da infeccao pelo H. pylori em pacientes diabéticos e naodiabéticos;

- Determinar os sintomas dispépticos mais freqlientes da amostra em estudo; Determinar

marcadores inflamatorios relacionados a infecgao por H.pylori: Proteina C Reativa (PCR), Interleucina -6 (IL-
6), Fator de necrose tumoral alfa (TNFa)na amostra em estudo; -Comparar nivel de hemoglobina glicada
entre pacientes diabéticos com e sem a infecgao pelo H. pylori.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos fisicos estdo associados a pungao venosa que pode causar algum desconforto,ou a utilizagao da
medicacgao utilizada para a realizagao da endoscopia digestiva alta, que pode causar sonoléncia e tonturas
passageiras que podem ser momentaneas e podem ser revertidas com a disponibilizagao de
medicamentos. Os beneficios referem-se a oportunidade de verificar os niveis de glicemia em jejum durante
os 3 meses anteriores a coleta de sangue através do exame de hemoglobina glicada, e possibilita o
diagnostico precocemente de casos de diabetes e da infecgao pelo H. pylori.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Proposta de estudo relevante pela associam entre casos de diabetes mellitus a infeccao pelo H. pylori,
podendo trazer resultados conflitantes em relagao a dados epidemioldgicos e consequéncias clinicas e
metabolicas. A relevancia se traduz pela possibilidade de diagndstico precoce das patologias.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O protocolo cumpre com as exigéncias em relagdo aos "Termos de apresentacao obrigatéria®™: Folha de
rosto, Projeto de pesquisa, Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) orgamento e curriculo
do(s) pesquisador(es). Atende portanto as exigéncias da Resolugdo CNS/MS n° 196/96.

Recomendacgoes:

Nao Ha.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

O pesquisador atendeu as pendéncias referidas na versao 12, sendo o protocolo considerado aprovado por
atender aos requisitos da Resolugao n® 196/96 e suas complementares do Conselho Nacional de Saude/
MS.

Enderego: Rua Barao de ltapary n° 227

Bairro: CENTRO CEP: §5.020-070

UF: MA Municipio: SAO LUIS

Telefone: (98)2109-1250 Fax: (98)2109-1223 E-mail: cep@huufma.br
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Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O PROJETO atende aos requisitos fundamentais da Resolugdo n° 196/96 e suas complementares do
Conselho Nacional de Saude/MS.

Eventuais modificagées ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Relatérios parcial e final devem ser
apresentados ao CEP, inicialmente apds a coleta de dados e ao término do estudo

SAO LUIS, 18 de Dezembro de 2012

Assinador por:
Rita da Graga Carvalhal Frazao Corréa
(Coordenador)
Endereco: Rua Barao de ltapary n° 227
Bairro: CENTRO CEP: §5.020-070

UF: MA Municipio: SAO LUIS
Telefone: (98)2109-1250 Fax: (98)2109-1223 E-mail: cep@huufma.br



ANEXO B - APROVAGAO DA COMISSAO CIENTIFICA DO HOSPITAL
UNIVERSITARIO DA UFMA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
HOSPITAL UNIVERSITARIO
DIRETORIA ADJUNTA DE ENSINO, PESQUISA E
EXTENSAO

COMISSAO CIENTIFICA - cCOMIC

PARECER CONSUBSTANCIADO N° do Protocolo: 003156/2012-90

NATUREZA DO PROJETO Data de Entrada no COMIC: 18/07/2012

: N° do Parecer: 56
Graduagiio () Especializa¢io ( ) Mestrado (X ) :
Doutorado( ) Servico/HUUFMA () Outros ( ) Parecer: APROVADO

I - Identificacdo:

Titulo: Infeccdo por Helicobacter Pylori em diabéticos tipo 2 e sua associacdo com nivel de herr:oEEBiET
glicada e marcadores inflamatérios

Identificacdo do Pesquisador Responsavel: Natalino Salgado Filho

Identificacdo da Equipe Executora: Selma Santos Maluf; Flavia Raquel F. Nascimento

Unidade do HUUFMA onde sera realizado: HUPD

| Setor de realizagdo: Servigo de Diabetes Mellitus e Servico de Endoscopia
Cooperacdo estrangeira: Nao | Multicéntrico: Ndo

II - Objetivos
Geral: Avaliar a associacdo entre a infec¢do pelo H. pylori e o nivel de hemoglobina glicada e dos marcadores
inflamatorios em pacientes diabéticos tipo 2.
Especificos: Caracterizar a populagdo com relagdo aos aspectos sociodemograficas, clinicos e
laboratoriais;
Determinar e comparar a frequéncia da infecgdo pelo H. pylori em pacientes diabéticos e ndo-diabéticos;
Determinar os sintomas dispépticos mais freqlientes da amostra em estudo;
Determinar marcadores inflamatérios relacionados & infecgdo por H.pylori: Proteina C Reativa (PCR),
Interleucina -6 (IL-6), Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) na amostra em estudo;
Comparar nivel de hemoglobina glicada entre pacientes diabéticos com e sem a infecgdo pelo H. pylori.

III - Resumo do projeto: (Enfocando o tipo de pesquisa, objetivo, metodologla, cronograma, analise dos
dados, financiamento e relevancia).

Trata-se de um estudo caso-controle, no qual serdo avaliados pacientes portadores de DM tipo 2, atendidos no
Servico de Diabetes do Hospital Universitdric Presidente Dutra-UFMA (HU-UFMA) e ndo-diabéticos
encaminhados para realizar exames de endoscopia digestiva alta no Servigo de Endoscopia do HU-UFMA. Tem
como objetivo Avaliar a associacdo entre a infeccdo pelo H. pylori e o nivel de hemoglobina glicada e dos
marcadores inflamatérios em pacientes diabéticos tipo 2. Os dados coletados serdo armazenados em um banco
de dados especifico criado no programa EPI INFO 2000%. A responsabilidade financeira para o
desenvolvimento do estudo € de responsabilidade dos pesquisadores.
IV - Parecer Consubstanciado

D X APROVADO

D COM PENDENCIA (Em caso de pendéncia fazer a descricio)

D RETIRADO (Em caso de retirada descrever o motivo)

D NAO APROVADO (Em caso de ndo aprovado descrever o motivo)

OBS: Apresentar relatério final.

S3do Luis, 10 de agosto de 2012

ffprofa. Dra. %&&d:jesus Mga’et;.éa 1 e

Coordenadora da COMIC

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhéo
Rua Barao de Itapary, 227 Centro C.E.P. 65. 020-070 S3o Luis - Maranhao
Tel: (98) 2109-1250 E-mail; cep@huufma.br
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ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
Ne°:

Titulo: Infeccdao por Helicobacter pylori em diabéticos tipo 2 e sua
associacao com nivel de hemoglobina glicada e marcadores
inflamatérios.

A) Proposta
Prof. Dr. Natalino Salgado Filho e Prof.2Dr®. Flavia Raquel F. Nascimento, professores

da Universidade Federal do Maranhao (UFMA), estao conduzindo um estudo com a finalidade
de avaliar a infecgdo pelo Helicobacter pylori em pacientes diabéticos atendido no Servigo de
Diabetes do Hospital Universitario Presidente Dutra- UFMA e nao diabéticos atendidos no
Servigo de Endoscopia do mesmo hospital, associando o nivel de hemoglobina glicada ( exame
que indica a variacao da glicose do sangue que ocorre no periodo de 3 meses) e exames de
sangue que indicam inflamagao. Os pacientes com sintomas de dor no estdmago, ma digestao,
enjoos, empachamento, vomitos, azia que sao encaminhados para realizar investigacao
através de exame de endoscopia digestiva alta serao convidados a participar deste estudo.

B) Procedimento
Se vocé concordar em participar, as seguintes coisas acontecerao:

1. Vocé respondera a um questionario que investigara aspectos socioecondmicos, sintomas
atuais, doencgas associadas, medicagdes em uso.

2. Vocé sera submetido a um exame fisico de rotina. O exame fisico é feito para avaliar a sua
saude geral e descobrir outros fatores que podem afetar o plano de tratamento. Isto levara
cerca de 20 minutos.

3. Vocé realizara exames laboratoriais, coletando amostras de sangue por meio de pungao
venosa.

4. Vocé fara um exame de endoscopia digestiva alta para investigar a causa dos seus
sintomas digestivos. Para esse exame vocé recebera dimeticona gotas para eliminagdo de
saliva do estdmago e xilocaina spray na orofaringe. Alguns pacientes necessitam receber um
medicamento na veia, um calmante que relaxa e torna mais confortavel a passagem do
aparelho. Este apds passagem pela orofaringe ira examinar o eséfago, estbmago e duodeno e

sera coletada pequena amostra do estdmago para diagnosticar a bactéria.

C) Riscos e Desconforto

Os riscos para o desenvolvimento de complicacbes médicas sdo muito pequenos. A
puncado venosa podera causar algum desconforto, que durara poucos minutos, O calmante
podera causar sonoléncia e tonturas, que sao passageiras e podem ser revertidas com outras

medicacoes.
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D) Beneficios

Os testes de laboratério irdo auxiliar na investigacao do seu estado de saude , assim
como a endoscopia vai diagnosticar doengas no estdmago e detectar presenga de uma
bactéria, que pode levar a outras doencas como Ulceras no estdmago. Isto podera trazer
beneficio direto para vocé ao participar deste estudo, como também auxiliar outros pacientes

com sintomas similares no futuro.

E) Custo

Vocé nao sera cobrado por qualquer dos procedimentos realizados no estudo.

F) Reembolso
Vocé nao sera reembolsado por participar deste estudo.

G) Confiabilidade dos dados

A participagao em projetos de pesquisa pode resultar em perda de privacidade,
entretanto, procedimentos serao tomados pelos responsaveis por este estudo, no intuito de
proteger a confidencialidade das informagdes que vocé ira fomecer. As informagdes serdo
codificadas e mantidas em um local reservado o tempo todo. Apos o término deste estudo, as
informagdes serdo transcritas dos questionarios para arquivos em computador e estes serao

mantidos arquivados em local reservado. Os dados deste estudo poderao ser discutidos com

pesquisadores de outras instituigdes, mas nenhuma identificagcao sera fornecida.

H) Tratamento e compensacao por injaria

Se vocé apresentar alguma alteracdo em qualquer dos exames laboratoriais e do
exame de endoscopia seu meédico endocrinologista ira lhe orientar e vocé sera encaminhado
para um gastroenterologista.

Se vocé sofrer qualquer injuria, como resultado da sua participagao neste estudo, ou se
acreditar que nao tenha sido tratado razoavelmente, podera entrar em contato com o
pesquisador responsavel por este estudo Dr. Natalino Salgado Filho, no servico de Nefrologia
do Hospital Presidente Dutra ou pelo telefone 98 — 2109.1000. Entretanto, a Universidade
Federal do Maranhao nao prevé nenhuma forma de compensacao financeira por possiveis
injurias. Para qualquer outra informagao devera contatar o médico responsavel.

1) Questdes
Este termo de consentimento explica o projeto de pesquisa. Por favor, leia-o

atentamente. Faca perguntas sobre aquilo que nao compreender. Se vocé nao tiver perguntas
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agora, vocé podera fazé-las depois. Durante este estudo, vocé sera comunicado a respeito de
qualquer novo fato que possa afetar a sua vontade de permanecer no estudo. Vocé devera
compreender estas opgdes antes de assinar este termo. Se vocé tiver perguntas, vocé podera
contatar o médico novamente.

Se vocé concordar a coleta desse material sera armazenado no Laboratorio de
Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhao e vocé podera autorizar a sua utilizagao
em pesquisa futuras, caso o protocolo seja aprovado dentro dos principios éticos. Ou caso
deseje, vocé optara pela necessidade de ser contatado a cada proposta de estudo, que utilize
o material armazenado, para permitir ou nao a sua utilizagao. No final desse documento vocé
podera escolher uma dessas opgoes.

Se vocé tiver alguma pergunta a respeito dos seus direitos como participante deste
estudo de pesquisa, vocé devera entrar em contato com Prof. Dr. Dorlene M® Cardoso de
Aquino coordenadora do Comité de Etica para Pesquisa em Seres Humanos no Hospital
Universitario Presidente Dutra, localizado na Rua Barao de ltapary, 227 — Sao Luis — MA, ou
pelo telefone 2109.1223.

J) Consentimento

As informagoes referentes aos procedimentos estao claras para mim, bem como tenho a
garantia de confidencialidade e a certeza de que terei esclarecimentos a qualquer momento se
precisar. Estou ciente que minha participac@o € isenta de despesas ou ganhos financeiros e
que isto ndo ira interferir no meu tratamento. Ficou claro que poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo
neste servigo.

( ) Caso necessario, as minhas amostras armazenadas no Laboratério de Imunofisiologia da
Universidade Federal do Maranhao precisem ser utilizadas para pesquisas futuras aprovadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario.

( ) Desejo ser contatado para autorizar a utilizagao ou descarte das mesmas cada vez que

seja necessario.

( ) Neste caso, se no futuro ndo tiver condigdes de consentir na utilizagao ou descarte de
meu material bioldgico, amazenado indico o0 nome das pessoas abaixo como responsavel ( s )

pelos direitos sobre este material.

Nome e assinatura do(a) paciente Data

Nome e assinatura do responsavel legal/testemunha parcial Data

pesquisador responsavel Data
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