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RESUMO

Diversos estudos tém demonstrado que a infeccdo crénica pelo
Helicobacter (H.) pylori esta associada a varias manifestagdes extragastricas incluindo
doenca cardiaca isquémica, doengas neurodegenerativas, metabdlicas e autoimunes,
doencas de pele e também doencgas pancreaticas, colorretais e hepatobiliares. De
fato, o H. pylori foi detectado em amostras de bile e tecidos da vesicula e figado de
pacientes com colecistite cronica, colangite esclerosante, hepatite crbnica, cirrose e
carcinoma hepatocelular (CHC). Sendo assim, pesquisas verificando o papel do
H. pylori na etiopatogenia das doencas hepatobiliares sdo fundamentais para sua
melhor compreensado. Os tecidos parafinados representam uma fonte extraordinaria
para os estudos retrospectivos onde é possivel correlacionar os achados moleculares
com a terapéutica e a evolugéo clinica das doencas. Deste modo, o presente estudo
teve como principal objetivo verificar a presenca do H. pylori em amostras de tecido
hepatico fixado e emblocado de pacientes com CHC. Foram empregadas 86 amostras
divididas em dois grupos. O grupo GA apresentou 57 fragmentos hepaticos de
pacientes com cirrose e CHC. O grupo GB foi composto por 29 amostras de figado de
individuos sem doencga hepatica (grupo controle). O DNA foi extraido pelo método do
fenol cloroférmio em todas as amostras e, posteriormente, foi realizada a amplificacao
do gene 16S rRNA do H. pylori. Amostras positivas para o gene 16S rRNA foram
submetidas ao sequenciamento de DNA. A coloragédo imunohistoquimica e a técnica
de microdissecgdo e captura a laser foram realizadas em algumas amostras para
confirmagéao diagndstica do H. pylori. O estudo da morfologia bacteriana foi realizado
pela microscopia de transmissao eletrénica. Os resultados da amplificacao do gene
16S rRNA revelaram que 28 amostras (49,1%) foram positivas no GA e 8 amostras
(27,6%) amplificaram o gene no GB (p=0.056). No grupo GA né&o foi verificada relagéo
da positividade do H. pylori com os diferentes fatores de risco para o CHC: infeccéo
pelo virus da hepatite tipo B (p=1.00) e tipo C (p=0.93), consumo de éalcool (p=0.14),
hemocromatose (p=1.00), deficiéncia de alfa-1-antitripsina e nos pacientes cuja
etiologia da doenca hepatica foi criptogénica (p=0.61). No mesmo grupo, ndo foram
observadas diferencas significantes com relacdo a presenca da bactéria e os dados
do escore Chil-Pugh e MELD (p=0.29 e p=0.31, respectivamente). Através do

sequenciamento, verificou-se que a sequencia do gene 16S rRNA apresentou 98% de



similaridade com o DNA do H. pylori. A coloragdo imunohistoquimica confirmou a
presenca do H. pylori no figado. Tanto na microdissecgao e captura a laser quanto na
microscopia eletrbnica de transmissdo, foram observados microrganismos
semelhantes ao H. pylori, nos espacos sinusdides e, sobretudo, na forma cocéide. Os
resultados do presente estudo demonstram que o H. pylorifoi detectado em amostras
parafinadas de figado nos pacientes com cirrose e CHC. A presencga da bactéria ndo
estava associada aos fatores de risco para o CHC estudados e ndo apresentou
correlacdo com a gravidade da doenga hepatica.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, Carcinoma hepatocelular, Cirrose hepéatica,
Microdisseccao e captura a laser, Andlise de sequéncia de DNA.



ABSTRACT

Several studies have shown that chronic Helicobacter (H.) pylori infection is
associated with extragastric manifestations including cardiovascular, metabolic,
neurodegenerative and autoimmune conditions, skin disorders as well as pancreatic,
colorectal and hepatobiliary diseases. In fact, H. pylori was detected in bile samples,
gallbladder and liver tissue from patients with chronic cholecystitis, sclerosing
cholangitis, chronic hepatitis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). Thus,
studies verifying the role of H. pyloriin the pathogenesis of hepatobiliary diseases are
essential for their better understanding. The formalin-fixed paraffin embedded (FFPE)
tissue represent an extraordinary source for retrospective studies where it is possible
to correlate the molecular findings with the therapy and the clinical course of diseases.
Then, the aym of this study was to verify the presence of H. pyloriin FFPE liver tissue
from patients with HCC. For this purpose, 86 samples were divided into two groups.
The GA group presented 57 tissue specimens from patients with cirrhosis (CH) and
HCC. The GB group consisted of 29 liver samples from individuals without liver disease
(control group). The DNA was extracted from liver tissue by phenol chloroform method
in all samples and the amplification of H. pylori 16S rRNA was performed. Some
positive samples for H. pylori 16S rRNA gene were subjected to DNA sequencing. The
immunohistochemical staining and laser capture microdissection (LCM) technique
were performed on some samples to confirm the diagnosis of H. pylori. The study of
bacterial morphology was carried out by transmission electron microscopy (TEM). The
results of 16S rRNA gene amplification revealed that 28 samples (49,1%) were positive
in GA and 8 samples (27,6%) amplified 16S rRNA gene in GB (p = 0.056). In the GA
group, it was not verified relationship between the presence of H. pylori and the risk
factors for HCC: infection with hepatitis virus B (p=1.00) and hepatites virus C (p=0.93),
alcohool intake (p=0.14), hemocromatosis (p=1.00), alfa-1-antitripsin deficiency and
those patients whose etiology for liver disease was considered criptogenic (p=0.61). In
the same group, there were no significant differences regarding the presence of the
bacteria and data from Chil-Pugh score and MELD (p = 0.29 p = 0.31, respectively).
The sequencing results demonstrated that 16S rRNA sequence showed 98% similarity
to H. pylori DNA. Immunohistochemistry staining confirmed the presence of H. pylori
in liver. Both in LCM and TEM, microorganisms resembling H. pylori were visualized



in the sinusoidal spaces, especially in the coccoid form. The results of this study
demonstrate that H. pyloriwas detected in FFPE liver samples of patients with cirrhosis
and HCC. The presence of bacteria was not associated with risk factors for HCC and

showed no correlation with the severity of liver disease.

Key words: Helicobacter pylori, Hepatocellular carcinoma, Liver cirrhosis, Laser
capture microdissection, Sequence analysis, DNA.
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1. INTRODUCAO

1.1. Helicobacter pylori

1.1.1. Historico

Durante muitos anos, o estémago humano foi considerado um ambiente
hostil para a maioria das bactérias infectantes devido a presenca de acidez
intraluminal®-2. Entretanto, o isolamento e o cultivo do Helicobacter (H.) pyloriem
1983 pelos pesquisadores australianos Warren e Marshall® mudou
significantemente os conceitos da microbiologia gastrica e permitiu que estes
pesquisadores recebessem o prémio Nobel de Medicina em 2005.

Estudos europeus ja haviam relatado a presenca de bactérias
semelhantes no tecido gastrico*. Entretanto, em 1979, Warren comecou a
observar o microrganismo como uma bactéria de formato curvo presente em
amostras de tecido gastrico obtidas por bidpsia e submetidas a exame
histologico®®7. Porém, a comunidade cientifica demonstrou certo ceticismo
diante de suas descobertas, o que fez com que Marshall infectasse a si préprio
com a referida bactéria, comprovando assim a associa¢do do H. pylori com o
desenvolvimento das doengas gastricas como a gastrite, Ulcera duodenal e a

Ulcera gastrica®.

Inicialmente, a bactéria foi incluida no género Campylobacter, usualmente
composto por bactérias gram-negativas em forma de bastao curvado, oxidase e
catalase positivas, que se locomovem através de flagelos polares. Assim, foi
denominada “gastric Campylobacter like organism”, recebendo, posteriormente,
as denominagcbes Campylobacter pyloridis, Campylobacter pyloricus e
Campylobacter pylor®.

Entretanto, ap6s analises da sequéncia do acido nucléico e estudos ultra-
estruturais, o microrganismo foi designado Helicobacter (forma helicoidal),
diferenciando-se do género Campylobacter (bastdo curvado). A espécie foi
nomeada pylori pelo fato de ser mais frequentemente encontrada na mucosa
antral, proxima ao piloro!®. Este género, juntamente com Campylobacter,
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Arcobacter e Wolinella, constitui a denominada superfamilia VI de bactérias

gram-negativas'!.

1.1.2. Consideracoes iniciais

O H. pylori é uma bactéria que coloniza tipicamente a mucosa gastrica e
pode ser considerada o patégeno mais comum do trato gastrointestinal
humano'?. A maioria dos individuos infectados ndo desenvolve doenca e
permanece assintomatica, levando a hipdtese de que algumas cepas da bactéria
sdo inofensivas ou até mesmo benéficas's. Entretanto, desde o seu isolamento
em 19833, a infecgéo cronica pelo organismo é considerada fator de risco para o
desenvolvimento de gastrite, Ulcera péptica, displasia, neoplasia, linfoma tipo
MALT e adenocarcinoma géstrico'.

A colonizagao gastrica pelo H. pylori afeta cerca de 50% da populagcéo
mundial e a bactéria representa, provavelmente, o patégeno humano mais
ubiquo e bem-sucedido'®'6. Tem sido demonstrado que o H. pylori apresenta
longo periodo de co-evolugcao com o homem, provavelmente desde a migracao
humana a partir do continente Africano ha cerca de 60.000 anos atras'”'8. Além
disso, 0 microrganismo exibe mecanismos de adaptacédo caracteristicos que,
através da selecdo e co-evolucao, foram estabelecidos para se adaptar a

resposta imunolégica humana’®.

A infeccdo pelo H. pylori resulta no recrutamento de neutrdfilos, linfocitos
e macréfagos para a mucosa gastrica através da inducdo de varias citocinas
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-
8 (IL-8)2021.22 Assim, acredita-se que a resposta imunoldgica durante a infecgao
representa importante papel na sua patogénese. O sucesso no estabelecimento
da infeccdo crénica pelo organismo ocorre devido ao delicado balango entre a
resposta imune do hospedeiro e a persisténcia da bactéria durante o processo
inflamatorio através do rearranjo de seus fatores de viruléncia'®.

Autores relatam que a infecgao pelo H. pylori esta diminuindo na maioria
dos paises ocidentais, provavelmente devido ao sucesso do tratamento e da
melhoria das condi¢des de higiene da populagdo. Entretanto, nota-se situacao
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oposta em muitos paises em desenvolvimento devido a falha no tratamento e a

resisténcia aos antibidticos utilizados®23.

As rotas de transmissdao do H. pylori ainda nao estao totalmente
esclarecidas. A transmissdo pessoa-a-pessoa € a propagacao familiar parecem
ser os principais meios de transmissdo®*?5. As criangas sdo geralmente
infectadas por uma cepa geneticamente idéntica aquela dos seus pais,
mantendo este gendtipo mesmo quando ocorre mudanca para outro ambiente?®.
Adicionalmente, acredita-se que possa haver transmissao por agua contaminada
pelo microrganismo?’-28. Qutros possiveis veiculos de transmissdo seriam
moscas, hortalicas, procedimentos diagndsticos e animais domésticos (caes,
gatos e macacos). Todavia, apesar da intensa busca para o entendimento de

seu ciclo epidemioldgico ele continua desconhecidp??-30-31,32,33,34,35,36

1.1.3. Caracteristicas microbioldgicas

O H. pylori apresenta aproximadamente 2,5 a 5,0 um de comprimento e
de 0,5 a 1,0 um de largura®’. De modo geral, € visualizado na forma espiralada,
podendo aparecer como um bastao e, eventualmente, sob condi¢des adversas
a sua sobrevivéncia, pode apresentar-se numa forma esférica denominada

cocodide.

O patégeno apresenta de dois a seis flagelos unipolares de
aproximadamente 3,0 um de comprimento, com um caracteristico bulbo terminal.
Tais estruturas conferem motilidade e permitem movimentos rapidos em
solugdes viscosas como o muco gastrico, favorecendo a colonizagcado pela

bactériass.

Outra caracteristica de sua morfologia € a presenca de um envoltério
celular semelhante ao de outras bactérias gram-negativas, consistindo de uma
membrana citoplasmatica, um periplasma com peptidoglicanas e uma segunda

membrana formada por lipidios®®.

O H. pylori é considerado um organismo microaerofilico, ou seja,
apresenta crescimento 6timo a niveis de O2de 2 a 5%, 5 a 10% de CO:z e alta
umidade. Seu habitat natural € o estbmago humano, com pHs menores do que



27

quatro, apesar de seu crescimento ocorrer de maneira ideal em pHs que variam
de 5.5 a 8.0, preferencialmente no pH neutro*%4!. Isto ocorre devido a produgao
de urease pelo microorganismo, que constitui enzima indispensavel a sua
colonizacdo, pois hidrolisa a uréia presente no meio gastrico em amdnia e
diéxido de carbono. A producao de ambnia promove a neutralizacao do ambiente
acido no estbmago, aumentando o pH do microambiente bacteriano e permitindo

sua sobrevivéncia*?.

Além da enzima urease, o H. pylori também produz catalase e oxidase,
caracteristicas comumente utilizadas no seu diagndéstico. Adicionalmente é
capaz de catabolizar a glicose, porém nao outros agtcares*3>#4. Qutras enzimas
importantes sintetizadas pelo microrganismo sdo as amidases, as deamidases e
a arginase*>*6. Para combater o stress oxidativo, a bacteria expressa varios
mecanismos de resisténcia, como a producdo das enzimas superdxido-

dismutase, utilizando o ferro#’, catalase e alquil-hidroxiperoxi-redutase®.

Como mencionado anteriormente, o H. pylori apresenta varios fatores de
viruléncia que permitem sua adaptacdo ao hospedeiro, favorecendo o
desenvolvimento da resposta inflamatoria e o estabelecimento de diferentes
manifestagdes clinicas durante a infecgdo. Dois destes fatores, os flagelos e a

enzima urease, sao indispensaveis a colonizacao do estbmago pelo patégeno.

ApGs o estabelecimento da colonizagédo, outros fatores denominados
adesinas permitem a interacéo entre o H. pylori e as células da mucosa gastrica.
Estas adesinas reconhecem receptores especificos nas células epiteliais
gastricas e, dentre elas, a BabA (do inglés Lewis b blood group antigen-binding
adhesin) consitui a melhor caracterizada. BabA liga-se aos antigenos do sistema
ABO do sangue e antigenos Lewis b correspondentes (Leb) que sdo expressos
nas células epiteliais gastricas*®. Alguns pesquisadores sugerem uma
associacédo do genotipo babA2 com o desenvolvimento de Ulcera péptica®-20.

Outra importante adesina é a SabA (do inglés sialyl Lewis x antigen-
binding adhesin); a aderéncia do H. pylori a mucosa gastrica é dependente de
SabA e glicanos sialilados/fucosilados na superficie da célula hospedeira. Apos
a colonizacao inicial mediada por BabA, a infeccdo induz a expresséao de Lex,
permitindo a adesdo mediada pela SabA'®. A capacidade para se ligar as células
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epiteliais glicosiladas € essencial para a persisténcia da infecgéo e a ocorréncia
das doencas gastrointestinais®'-%2. Verificou-se ainda que SabA esta envolvida
na ligacdo do H. pylori a laminina3, aos eritrécitos presentes na mucosa gastrica
dos seres humanos e macacos Rhesus®? e aos neutréfilos; nestas células, a
ligacdo pode induzir a ativagdo nado-opsébnica, a fagocitose bacteriana e a
resposta de explosdo oxidativa®.

Outras proteinas do H. pylori envolvidas na adesao ao tecido gastrico sdo
a AlpA e a AlpB®'. Elas constituem lipoproteinas estreitamente relacionadas e
codificadas no mesmo operon do genoma da bactéria®'-%%, podendo ligar-se a
laminina de rato in vitro®®. Adicionalmente, tais lipoproteinas podem induzir a

producao de IL-6 e IL-8 em linhagens de células gastricas®”’.

Como parte das adesinas do H. pylori encontra-se ainda a HopZ cujo
emprego de cepas hopZ “Knock-out” apresentou reducgao significativa na adesao
bacteriana as células epiteliais gastricas®®. Finalmente, a proteina OipA (do
inglés outer membrane protein) apresenta, além do seu papel na ades&o®d,
reconhecida atividade proinflamatéria, sendo também associada aos niveis de
IL-8 na mucosa gastrica®®.

Existem ainda os fatores de viruléncia relacionados a inflamacéo gastrica,
sendo 0 mais conhecido dentre eles a ilha de patogenicidade CagPAl. Esta ilha
constitui uma regiao de 40 kb no DNA cromossdémico do H. pylori que codifica
aproximadamente 31 genes responsaveis pela formacdo de um sistema de
secrecao do tipo IV através do qual a proteina CagA é transportada para o
interior das células do epitelio gastrico®'. Apds a adeséo bacteriana as células
epiteliais, o sistema de secrecao forma um pilus que injeta CagA no citoplasma
das células gastricas através de uma rigida estrutura semelhante a uma agulha
coberta pela proteina CagY. A proteina CagA é o fator de viruléncia melhor

caracterizado da bactéria e o marcador fenotipico da CagPAI.

CagA também foi relacionada a desregulagdo da sinalizagdo da [3-
catenina®?83 e complexos de jungéo apical®, que constituem eventos relativos
ao aumento da motilidade celular e transformacdo oncogénica em varios
modelos de estudo®6. Além disso, alguns pesquisadores confirmam que
CagPAl esta envolvida na indugdo da produgdo de IL-8 no estdmago®’.
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Consequentemente, cepas de H. pylori CagA-positivas estdo associadas aos
niveis mais severos de inflamacao e ao risco aumentado para o desenvolvimento
de Ulcera e cancer tanto no homem quanto nos modelos experimentais para a

infecca@o®®.

A citotoxina vacuolizante VacA é outro importante fator de viruléncia
envolvido na inflamacdo, pois induz a formag¢do de vacuolos no interior das
células do hospedeiro. E secretada pelo H. pylori como um polipeptideo de 140
Kd®® através de uma estrutura de autotransporte tipo V que dispensa o contato
com as células géastricas'®70. VacA penetra o citoplasma celular via endocitose
e forma canais seletivos de anions nas membranas dos vacuolos, os quais
permitem o acumulo de anions cloreto e outras bases fracas, resultando no
“inchago” osmotico”!. Adicionalmente, a citotoxina esté relacionada a disfungéo
das mitocondrias e apoptose’. Foi descrito que VacA também ocasiona a
quebra da fungao de barreira das células epiteliais, permitindo o extravasamento
de nutrientes essenciais como ferro, niquel e aminoacidos que podem contribuir

para o crescimento bacteriano”®.

O gene promotor de Ulcera duodenal do H. pylori (dupA), localizado na
zona de plasticidade do genoma bacteriano, foi inicialmente descrito como fator
de risco para o desenvolvimento de Ulcera duodenal e fator de protegéo para a
atrofia gastrica, metaplasia intestinal e cancer gastrico’*. Entretanto, sua fungao
néo esta totalmente esclarecida. Dois importantes estudos confirmam o papel do
dupA na Ulcera duodenal”’6. Em um deles’®, notou-se que a ocorréncia de
céancer gastrico foi significantemente menor em pacientes com cepas de H. pylori
dupA positivas, sugerindo que o gene poderia ser associado como marcador
negativo para o cancer gastrico. Pesquisadores brasileiros, entretanto,
sugeriram a associacao do dupA com o desenvolvimento do cancer gastrico,
tanto no estagio precoce quanto avancado. O estudo revelou expressivo nimero
de pacientes com adenocarcinoma gastrico e positivos para o gene dupA
(31.46%)"".

A proteina ativadora de neutréfilos do H. pylori (HP-NAP) é codificada pelo
gene napA e atravessa o epitélio e o endotélio gastricos, recrutando neutréfilos
e ativando a enzima NAPDH oxidase. Tal ativacao culmina com a producgéo de
espécies reativas de oxigénio através de uma cascata de ativacdo de eventos
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intracelulares’®7980,  Adicionalmente, HP-NAP estimula tanto os neutréfilos
quanto os mondcitos a produzirem interleucina-12 (IL-12) e interleucina-23 (IL-
23)81.82, Estas citocinas induzem as células T a secretarem interferon-gama (INF-
v) e mediarem a resposta imune celular do tipo Th18'. E interessante notar que
HP-NAP é o principal antigeno na resposta imunolégica a infeccao pelo H. pylori,
constituindo a proteina de escolha para a producéo de vacinas anti-H. pylor384,

Alguns ensaios clinicos nesta area ja foram conduzidos82-85.

Finalmente, o gene induzido pelo contato com as células epiteliais (iceA)
também tem sido descrito como fator de viruléncia do H. pylori. Estudos
mostraram que ele apresenta duas principais variantes alélicas: iceA1 and iceA2.
A expresssao do alelo iceA1 é regulada pelo contato do H. pyloricom as células
do epitélio gastrico®®. Segundo Arents et al. (2001)%, existe associagdo
significante entre iceA71 e a Ulcera péptica. Pesquisadores também mencionaram
a correlagéo do gendtipo iceA1 com o0 aumento da produgéo de IL-8 no processo

inflamatério agudo antral.

1.1.4. Doencas extra gastricas associadas ao H. pylori

Baseando-se nas observagdes de que o H. pyloriinduz, na fase aguda da
infeccdo, a producao de diversas substancias pré-inflamatorias, e de que existe
importante relacdo entre os antigenos bacterianos e o hospedeiro, estudiosos
tém sugerido a participagdo da bactéria na patogénese de diferentes
manifestacdes extra gastricas®89. Nesse contexto, admite-se que o processo
inflamatorio ocasionado pela infecgao possa liberar substancias que atuariam a
distancia, podendo ocorrer ainda a mimetizacdo molecular cruzada entre o

H. pylori e os antigenos do hospedeiro®°.

Deste modo, a infeccdo pelo H. pylori pode estar relacionada ao
desenvolvimento de doencas reumatoldgicas, articulares, dermatolégicas,
cardiacas, autoimunes, hematologicas, respiratérias, metabdlicas e

neurodegenerativas, assim como doengas pancreaticas, colorretais e
hepatobiliare389’90:91’92’93’94!95’96:97!98.
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Dentre as doencas hematoldégicas, a purpura trombocitopénica
imunolégica (PTI) e a anemia ferropriva de causa desconhecida tém merecido
maior destaque®®:100.101,102103 ¢ compreendem enfermidades nas quais o papel
do H. pylori em sua patogenia € amplamente reconhecido’®. Estudos sobre a
infecgdo pelo H. pylori nos individuos com PTIl demonstram que a erradicagao
do patdgeno parece favorecer o progndstico em uma porcentagem consideravel

dos pacientes'04:105.106,

Desde que as espécies de Helicobacter foram isoladas de amostras de
figado de varios mamiferos, pesquisadores tém reforcado que estas bactérias
podem estar envolvidas na etiopatogenia das hepatopatias cronicas, sobretudo
do cancer hepatico'?”-1%, Considerando os estudos que utilizaram tecido
hepatico humano, microrganismos semelhantes ao H. pylori foram inicialmente

detectados em 1996 na mucosa da vesicula de pacientes com litiase biliar?®.

A partir de entdo, o papel da infeccdo pelo H. pylori nas doencas
hepatobiliares foi extensamente estudado por diferentes pesquisadores.
Helicobacter spp. foram identificadas na bile humana''%'" e varios manuscritos
sugerem que elas podem sobreviver no suco biliar de pacientes com colelitiase,
colangite esclerosante primaria e cirrose biliar primaria98112.113.114 'Em um artigo
de revisdo, Pandey e Shukla (2009)''® verificaram que dos 205 casos de
doencas hepatobiliares incluidos em 10 estudos, 115 (56%) foram positivos para
0 H. pylori enquanto que, dos 263 individuos do grupo controle, 53 (20%)
apresentaram positividade para a bactéria. Os autores concluiram que existe
importante evidéncia sugerindo a participacdo das espécies de Helicobacter no
cancer do trato hepatobiliar.

Adicionalmente, outros pesquisadores concentraram seus esfor¢os para
verificar a possivel associacdo entre a infeccdo pelo H. pylori e o
desenvolvimento do CHC, em diferentes areas geograficas. Alguns autores
relataram alta prevaléncia de anticorpos anti-H. pylori em pacientes com cirrose,
comparados com individuos nao-cirréticos''®117.118 Qutros estudos detectaram

com sucesso 0 DNA do H. pylori em amostras de figado de pacientes com
CHC94,119,120,121_
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Contudo, apesar de todos estes esforgos, ainda permanecia uma questao
importante no meio cientifico: estes achados correspondiam a verdadeira
colonizagao pela bactéria ou a presenca do DNA do H. pylori poderia resultar do
seu transporte do estbmago para o figado? A resposta para esta pergunta foi
solucionada quando do isolamento da bactéria em meio de cultura empregando
amostras de figado, reforcando a possibilidade da verdadeira colonizacao

hepatica pelo microrganismo-%.

1.2. Carcinoma hepatocelular

1.2.1. Informacoes epidemioldgicas, clinicas e fatores de risco

O CHC é o principal tumor maligno primario do figado, ou seja, o cancer
derivado das principais células do figado - os hepatdcitos. Compreende uma
doenca de natureza agressiva, com altissimo indice de 6bito ap6s o inicio dos
sintomas, mais comumente ictericia e/ou ascite'?®. Trata-se do quinto tipo de
cancer mais comum nos homens e o sétimo nas mulheres e, anualmente,
estima-se que mais de meio milhdo de casos sdo diagnosticados em todo o
mundo. Dados mais recentes revelaram 748.300 novos casos de CHC e 695.900
mortos associados a doenga'?3124, Adicionalmente, a prevaléncia varia de

acordo com a localizagao geogréfica, sexo, idade e etnia'?®.

Em geral, a distribuicdo dos casos de CHC apresenta grande variacao
geogréfica e sua maior incidéncia ocorre na Asia oriental e Africa sub-Saariana,
sendo maior que 20 por 100,000 individuos e onde a infec¢do pelo VHB é
endémica (prevaléncia do HbsAg € igual ou maior que 8%). Os paises
mediterraneos como ltalia, Espanha e Grécia apresentam taxas intermediarias
de incidéncia, ou seja, 10-20 casos por 100,000 individuos, enquanto a América
do Norte e América do Sul apresentam incidéncia baixa, ou seja, menor que 5
por 100,000 individuos'®. Entretanto, é importante ressaltar que o CHC
relacionado ao virus da hepatite tipo C (VHC) tornou-se causa em maior
ascensao nos Estados Unidos, contribuindo para a crescente incidéncia do CHC
no pais'?’. Adicionalmente, nos Estados Unidos, estudiosos chamam a atengao
para o aumento crescente da obesidade e sua possivel influéncia no
desenvolvimento do CHC'%,
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No Brasil, os dados clinicos e epidemiolégicos sobre o CHC sédo escassos;
uma pesquisa realizada em 1995 no municipio de Sdo Paulo, segundo dados
divulgados pelo Sistema Unico de Saude (SUS), demonstrou que a incidéncia
do CHC foi 2,07 por 100,000 habitantes. A idade média dos doentes foi de 54,7
anos, existindo uma relagcdo masculino/feminino de 3,4:1. A positividade para
HbsAg foi de 41,6%:; para o anti-HVC, de 26,9%; para a presenca de alcoolismo

cronico de 37%:; e da cirrose de 71,2%12°.

Posteriormente, Ledo-Filho et al. (2007)'3° verificaram associagdo do
CHC com VHB (59%), VHC (38%) e até mesmo com o virus da hepatite G (VHG)
(28%) em pacientes do Nordeste Brasileiro. Os autores verificaram que a
prevaléncia do VHG nos doadores de sangue da regido foi 10%; entretanto, néo
consideraram a infeccao exclusiva pelo VHG como fator relevante na etiologia
do CHC.

Paranagua-Vezozzo et al. (2014)'3" demonstraram, em seu estudo coorte
de 10 anos, que a incidéncia anual do CHC nos pacientes cirréticos foi cerca de
2,9% com uma taxa de deteccao de 8,1%. Os autores relataram ainda que as
trés variaveis relacionadas ao risco para o desenvolvimento do CHC foram baixa
albumina sérica, altas taxas de alfafetoproteina e etnia, sendo esta ultima uma
comparacao entre os brasileiros descendentes de asiaticos e outras misturas

raciais.

Gongalves et al. (2014)'%2 demonstraram que o maior fator de risco
associado ao CHC no estado do Espirito Santo é a infeccao pelo VHB, seguida
pelo alcoolismo crénico individualmente ou em associa¢gdo com o VHB e VHC.
Mais recentemente, pesquisadores demonstraram que a incidéncia do CHC no
municipio de Sdo Paulo foi de 3,4 por 100,000 individuos (McGlynn et al.,
2015)133,

O desenvolvimento do CHC € atribuido a varios fatores, sendo que as
infecgcdes virais crbnicas sao consideradas seu principal fator de risco em 75 a
80% dos casos'3413%, Admite-se que o VHB e VHC sao responsaveis por 50-55%
e 25-30% dos casos, respectivamente 36137,

Em 1994, a Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancer (AlIC)
classificou o0 VHB como agente carcinogénico para os humanos'*. Atualmente,
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estima-se que 5% da populagdo mundial (240-350 milhdes de individuos)
estejam cronicamente infectados pelo virus'38. Nestes individuos, a carga viral é
o principal fator de risco para o desenvolvimento do CHC'3%.140, Com relagéo ao
genodtipo do VHB, foram identificados 8 principais tipos (A a H) e varios
subgendétipos, sendo o gendtipo C mais frequentemente associado ao
desenvolvimento do CHC quando comparado com os genétipos A2, Ba, Bj e
D41, Estimativas sugerem que, anualmente, 780,000 individuos infectados
cronicamente pelo virus morrem devido ao CHC e doenga hepatica cronica,
sendo que 35 a 87 milhdes dos sujeitos atualmente infectados provavelmente
morrerdo devido ao CHC'2,

O VHC também foi considerado carcindégeno pela AIIC em 1994. O risco
estimado para o desenvolvimento do CHC nos individuos infectados pelo virus
comparados com aqueles n&o infectados varia de 20 a 30 na maioria dos estudos
epidemioldgicos'34. Autores relatam forte evidéncia da interagdo entre consumo
de alcool excessivo e infeccdo pelo VHC como fatores de risco para o
desenvolvimento do CHC'43144145  gssim como a co-infeccdo entre VHB e
VHC'46.147 Considerando que a maioria dos casos de CHC associado ao VHC
ocorrem na presenca de cirrose hepatica (CH)'48, a infeccdo pelo VHC pode
induzir o desenvolvimento do CHC, tanto indiretamente através do dano tecidual
mediado pelo sistema imunoldgico, quanto pelo processo de renovacao celular
dos hepatdcitos's4.

Outro importante fator de risco para o desenvolvimento do CHC é o
consumo excessivo de alcool, pois esta substancia esta relacionada ao
surgimento da CH. E reconhecido que o &lcool atua em sinergismo com as
infeccdes pelo VHB e VHC, podendo acelerar o processo de fibrose e favorecer
a progressdo para a CH'?, Uma recente meta-andlise envolvendo 19 estudos
prospectivos estimou um aumento de 16% no risco para o desenvolvimento do
CHC entre os individuos que consumiam trés ou mais doses diarias de alcool,
sendo que, para aqueles que consumiram seis ou mais doses diarias, este risco
foi elevado para 22%'4°. Outro estudo revelou que o risco para o CHC aumentou
proporcionalmente com o consumo excessivo de alcool (>60g/dia) e este risco

era duplicado nos individuos infectados pelo VHC'®. De maneira semelhante,
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pacientes infectados pelo VHB apresentaram risco trés vezes maior para o CHC

devido ao consumo excessivo de alcool's!.

Os casos de CHC ocorrem, em sua maioria, devido a CH presente nas
infecgdes cronicas pelo VHB e/ou VHC, consumo excessivo de alcool e doenga
hepatica gordurosa ndo alcdolica (DHGNA)'2, A incidéncia global de CHC nos
individuos cirréticos varia de 3,4% a 5,6% e a presenga de CH ira afetar o
prognostico e o tratamento destes pacientes®31%4. Dados recentes revelaram
que o numero de mortes em decorréncia da CH aumentou de 676,000 em 1980
para mais que 1 milhdo em 2010795, Independentemente de sua etiologia, a CH
constitui um microambiente favoravel a iniciagcao e ocorréncia da carcinogénese,
promovendo alteragbes genéticas e transformacdo celular nos
hepatdcitos8:157.158.159  Dyrante a CH, ha acimulo de fibras de colageno e
outros componentes na matriz extracelular, culminando com alteracbes na
estrutura hepatica caracterizadas pela fibrose'®?. A gravidade da fibrose esta
correlacionada com o aumento do risco para o desenvolvimento do CHC,

especialmente nos pacientes infectados pelo VHC161:162,

A aflatoxina € uma micotoxina produzida por espécies de Aspergillus
(Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus) que contamina gréaos, milho,
amendoim e soja e tem sido associada como fator de risco para o CHC'5. A
AFB1 é a aflatoxina mais potente e a associacao sinergistica entre AFB1 e a
infeccdo pelo VHB tem sido considerada como importante fator de risco para o
CHC'63.164 A erradicacdo da AFB1 dos alimentos € uma importante estratégia
para reduzir a incidéncia do CHC'5, Na China, por exemplo, onde o programa
de erradicagdo foi implantado, observou-se notavel reducdo nas taxas do
CHC'¢8,

A DHGNA é considerada a causa mais importante das hepatopatias
cronicas nos Estados Unidos'?® e, juntamente com a esteatohepatite nao
alcoodlica (EHNA), pode estar associada ao desenvolvimento do CHC. Estudos
do tipo coorte demonstraram que o risco para o CHC em pacientes cirréticos com
DHGNA foi menor quando comparado ao risco nos individuos cuja cirrose estava
associada a hepatite viral. Ainda nestes estudos, foi demonstrado aumento de
risco para o CHC nos pacientes com EHNA'67.168,169,170,171,172 " Entretanto, dois
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estudos populacionais em individuos com estas enfermidades mostraram,
respectivamente, nenhum aumento na incidéncia do CHC e 0,3% de risco para
o desenvolvimento do cancer quando os pacientes foram acompanhados por

seis anos'73.174,

Mais recentemente, a obesidade, o diabetes tipo Il e a sindrome
metabdlica, relacionadas a DHGNA, tém sido associadas como fator de risco
para o desenvolvimento do CHC e sua frequéncia estd aumentando em todo o
mundo'33. Estudos envolvendo cada uma destas doencas isoladamente também
indicam sua possivel participacao na etiopatogenia do CHC. Uma meta analise
envolvendo 11 estudos do tipo coorte demonstrou que o risco relativo para o
CHC foi 1.17 (95%-IC 1.02-1.34) e 1.89 (95% IC 151-2.36) quando foram
comparados, respectivamente, individuos com peso ideal e obesos'’®. Autores
sugerem que os efeitos da obesidade no CHC devem ser mediados, pelo menos

em parte, pela forte associagdo entre o sobrepeso e o diabetes mellitus'76.

Alguns estudos do tipo meta-andlise sobre o papel do diabetes no
desenvolvimento do CHC demonstraram, consistentemente, que o risco relativo
foi 2,0 a 2,5 entre varias populagbes distintas e mostrou-se independente de
outros fatores de risco para o CHC'77:178179.180  Particularmente, o diabetes
aumenta o risco para a DHGNA, que se caracteriza pelo aumento de gordura no
figado e pode ocasionar a progressao da esteatose hepatica para a EHNA. A
EHNA, por sua vez, consiste em uma condicdo mais agressiva e pode progredir
para a fibrose, CH e, finalmente, para o CHC'®!. E interessante notar que, apesar
da infeccao pelo VHB e VHC constituir o principal fator de risco para o CHC nos
paises desenvolvidos, os riscos relativos do diabetes, obesidade e sindrome

metabdlica estdo se tornando mais prevalentes nos paises em desenvolvimento.

Outros fatores de risco para o desenvolvimento do CHC e descritos menos
comumente incluem a hemocromatose hereditaria, deficiéncia de Alfal-
antitripsina, doenga de Wilson, microcistina, hepatite autoimune, algumas

porfirias e fatores genéticos do hospedeiro!20:126.182,183,184,185

A hemocromatose hereditaria (HH) € uma doenca autossémica recessiva
caracterizada pela absorcao excessiva do ferro e sua deposicdo subsequente
nas ceélulas do parénquima do figado, pancreas, nas juntas e na hipéfise. A
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sobrecarga de ferro pode, ocasionalmente, induzir o desenvolvimento de cirrose
e CHC™5, Dados atuais demonstram que existe risco 20 vezes maior de
individuos com HH desenvolverem o CHC, sendo este risco em 10 anos de 6%

para os homens e 1,5% para as mulheres'®’.

A alfa-1-antitripsina é a principal proteinase inibidora do soro humano e é
codificada pelo gene AAT no cromossomo 14. A deficiéncia de alfa-1-antitripsina
homozigoética (fendtipo PiZZ) é a doenga genética mais comumente relacionada
a doenca hepatica em criancas e, nos adultos, esta relacionada ao aumento de

risco para a cirrose e o cancer primario de figado'88.189,

A doencga de Wilson € uma enfermidade autossGmica recessiva do gene
ATP7B que resulta no metabolismo deficiente do cobre e afeta, principalmente,
o figado e o cérebro’™. As manifestagcbes hepaticas da doenca sdo
caracterizadas, histologicamente, pela esteatohepatite que podera desencadear
a CH. Entretanto, como a maioria dos casos da doenca de Wilson é
diagnosticada e tratada precocemente, o risco de desenvolvimento do CHC é
considerado baixo'®'. Recentemente, um estudo multicéntrico europeu incluindo
1186 pacientes com a doenca, demonstrou que apenas 14 desenvolveram
tumores malignos no trato hepatobiliar e destes, 8 apresentaram o CHC. A
prevaléncia das doencgas hepatobiliares foi 1,2% e a incidéncia foi 0,28 para 1000

casos por ano'%,

A microcistina é uma toxina produzida na agua por algas azuis do género
Microcystis. Ela tem sido associada como fator promotor para o desenvolvimento
do CHC pois induz severa hemorragia intra-hepética e necrose do figado'%.
Estudos in vitro e in vivo envolvendo humanos e ratos mostraram que
microcistina pode exercer efeitos hepatotdxicos e promover alteracbes no
citoesqueleto’¥4. Pesquisas epidemioldgicas na China confirmaram o papel da
toxina na incidéncia do CHC e, por esse motivo, o maior controle dos

reservatérios de 4gua tem sido realizado'%.

O CHC tem sido considerado uma complicagao rara da cirrose secundaria
a hepatite autoimune (HAI). Estudando 243 pacientes com HAI, pesquisadores

detectaram o CHC em apenas 15 deles, revelando uma taxa de incidéncia de
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1,1%; neste estudo, foi verificado ainda que o CHC ocorreu na mesma proporgao
em ambos os sexos e estava frequentemente associado a cirrose'%. Resultados
semelhantes foram descritos por outros estudiosos que confirmaram o
desenvolvimento do CHC nos pacientes com HAl e cirréticos97:198,

A porfiria € o resultado de deficiéncias enzimaticas na biossintese da
cadeia heme. Existem dois tipos desta enfermidade que tém sido associados ao
risco aumentado para o CHC: a porfiria cuténea tardia e a porfiria intermitente
aguda'®®200 A porfiria cutanea tardia é o tipo mais comum e também foi

associada a infecgéo pelo VHC?9",

Adicionalmente, fatores genéticos do hospedeiro podem exercer
influéncia na progressdo do CHC. Resultados de duas meta-analises
demonstraram variantes do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) associados ao
alto risco para o desenvolvimento da doenca. Foi verificado que as variantes
TNF-a 308 AA e AG (comparadas a variante GG) estavam associadas com
aumento significante do risco para o CHC?202203 Qutro importante estudo
concluiu que os gendtipos nulos (GSTM1 ou GSTT1) dos genes da enzima
glutationa-S-transferase (GST) também estavam relacionados ao aumento do

risco para a enfermidade?%4.

Contudo, existem pacientes cujos fatores de risco para o0 CHC nao séo
identificados. Estudiosos tém relatado a possivel participacdo de bactérias no
desenvolvimento de tumores. Nesse contexto, o H. pylori é considerado
carcinogeno do tipo | e estd associado ao carcinoma gastrico distal e ao linfoma
gastrico do tipo MALT. Com base nesses achados, espécies de Helicobactertém
sido, potencialmente, consideradas como fator de risco na etiopatogenia do
CHC.

1.2.2. O papel do H. pylori como fator de risco para o CHC

Existem varios estudos correlacionando a presencga do H. pylorino figado
ao desenvolvimento do CHC. Avenaud et al. (2000)'"° detectaram a bactéria em
100% (8/8) dos fragmentos hepaticos estudados através da PCR. Em 2001,
pesquisadores suecos identificaram Helicobacter spp. em pacientes com
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colangiocarcinoma e CHC?%, Estudando pacientes com hepatite cronica, CH e
CHC, Dore et al. (2002)'2° utilizaram a sorologia e a PCR para a pesquisa da
infeccdo pelo H. pylori. Os resultados demonstraram que 54% dos pacientes
apresentaram sorologia positiva para a bactéria, sendo que a prevaléncia da
infeccdo foi maior nos pacientes com CHC (73%) quando comparada aos
pacientes com CH (58%) e hepatite crénica (39%). O DNA de Helicobacter foi
detectado no figado de 17% dos pacientes cirréticos e 55% dos individuos com
CHC.

Verhoef et al. (2003)2% revelaram a presenca do DNA de Helicobacter em
45% das amostras de figado de pacientes com CHC em contraste com 10% das
amostras positivas no grupo controle. A andlise da sequéncia dos fragmentos
indicou similaridade com o DNA do H. pylori; neste estudo os autores também
verificaram semelhanca na sequéncia do DNA bacteriano obtido de trés
amostras gastricas dos pacientes com CHC e que apresentaram cultura positiva
para o microrganismo, sugerindo que o figado é colonizado pela mesma cepa de
H. pylori existente no estémago.

Em 2004, Pellicano et al. (2004)2%7 confirmaram a presenca do DNA de
Helicobacter spp. em 17 de 20 (85%) das amostras hepaticas de pacientes com
CHC e em 33% das amostras controles. No ano seguinte, Rocha et al. (2005)%
demonstraram que o DNA do H. pylori foi encontrado em 3,5% das amostras de
tecido hepatico de individuos com hepatite crénica pelo VHC n&o cirréticos, 68%
das amostras de pacientes com VHC e cirrose e 61,3% das amostras de
pacientes com VHC, CH e CHC. Observando as amostras de tecido hepatico
tumoral os autores verificaram que 90,5% foram positivas para o 16S rDNA do

Helicobacter.

Adicionalmente, varios manuscritos associaram o H. pylori com a
presenga do VHB no desenvolvimento do CHC. A prevaléncia dos anticorpos
anti-H. pylori em pacientes infectados pelo VHB é significantemente maior
quando comparada aos pacientes sem infecgdo viral'17.118:208,209,210,211,212,213
Deste modo, acredita-se na possibilidade de que a co-infec¢éo do H. pylori com
o VHB ou VHC resulte na progressao da CH para o CHC, reforgando a existéncia
de uma cooperacgao sinergistica entre a bactéria e os virus na etiopatogenia do
CHC'35,
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O mecanismo pelo qual o H. pylori coloniza o figado humano nao esta
totalmente esclarecido. A deteccédo do DNA no tecido hepatico pode resultar da
translocacao bacteriana do estdmago para o sangue através do sistema portal,
especialmente nos estagios mais avangados das hepatopatias crénicas, quando
ocorre a hipertensdo portal'3%214215 Além disso, a bactéria pode alcancar o
figado através de fagocitos e macréfagos circulantes ou por transferéncia
retrégrada a partir do duodeno®. Todavia, os estudos envolvendo o cultivo do
H. pylori a partir do figado de pacientes com CHC reforgam a colonizagéo pela

bactéria descartando a possibilidade de contaminagéo retrograda®-,

Além disso, um aspecto importante a ser considerado no sistema
hepatobiliar é a presenca de bile, que apresenta potente atividade
antimicrobiana. Acredita-se que a adaptacao de Helicobacter spp. a bile pode
ser um fator crucial para a invasao e o estabelecimento da infecgéo crénica no
sistema hepatobiliar. Admite-se que a bactéria possa ser eliminada ou
transportada para o intestino, onde ocorreria seu contato inicial com pequena
quantidade de bile. E sabido que os acidos biliares conjugados com glicina e
taurina inibem o crescimento do H. pylori in vitro?'®. Entretanto, estes sais biliares
podem ser precipitados pelo acido gastrico e, nos individuos que apresentam
niveis aumentados de &cido no duodeno, tal precipitagdo ofereceria a
oportunidade que o H. pylori necessita para se adaptar e invadir o novo
ambiente'3. Cabe ressaltar ainda que, apenas Helicobacter spp. e nenhuma
outra bactéria do trato digestivo foi associada a hepatocarcinogénse

humana?17.218,

Os modelos experimentais de camundongos infectados por H. hepaticus
reforcam que a bactéria é capaz de induzir hepatite crénica ativa e CHC em
diferentes cepas de animais'®’21%, Além disso, as espécies entéricas de
Helicobacter sdo capazes de produzir toxinas que podem provocar dano
hepatocelular in vivo??°. Além das toxinas, Helicobacter spp. podem induzir a
producdo de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas, contribuindo para o
desenvolvimento do cancer através do dano no DNA, estimulacdo do
crescimento, aumento da sobrevivéncia, invasdo e angiogénese no tecido do
hospedeiro??!. De modo semelhante, acredita-se que o H. pylori poderia atuar no

figado humano e participar do desenvolvimento do CHC.
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Em um estudo empregando cultura de hepatocitos humanos infectados
pelo H. pylori, Ito et. al (2008)??2 demonstraram que a bactéria é capaz de se
aderir e penetrar no interior dos hepatdcitos. Os autores sugerem que 0 processo
de interiorizacao nos hepatocitos pode ser uma estratégia do H. pyloripara evitar
a reacao imunolégica do hospedeiro e permanecer no figado, resultando em
mudancas na morfologia e fisiologia das células hepaticas.

Além dos mecanismos de evasdo do sistema imune do hospedeiro, a
bactéria apresenta fatores de viruléncia que, comprovadamente, estdo
associados a carcinogénese gastrica. Dentre estes fatores, a deteccdo dos
genes cagA e vacA em amostras de figado de pacientes com CHC pode sugerir

o0 seu papel na carcinogénse hepatica'20.212.223,

Embora os estudos sobre o papel do H. pylori na etiopatogenia do CHC
tenham sido mais frequentes na Ultima década??4, a maioria deles apresenta
natureza prospectiva. Isso se deve ao fato dos estudos retrospectivos
geralmente empregarem amostras de tecido hepatico parafinado, o que muitas
vezes é considerado um fator limitante, pois 0 DNA destas amostras pode nao

apresentar condi¢des propicias para a amplificagao.

Entretanto, a escolha dos tecidos parafinados como fonte para obtencéao
de DNA tem sido uma ferramenta bastante Gtil na compreenséo das doencgas.
Para os geneticistas este material € empregado na investigacdo de doencas
hereditarias; os oncologistas utilizam os tecidos parafinados no estudo das
mutacdes e na identificacao das metastases, assim como os patologistas podem
estabelecer melhor relagdo entre as alteragdes histopatoldgicas e a possivel

presenca de agentes infecciosos?2%.226,227,228,229

Todavia, durante o processo de fixacao tecidual, dependendo do tempo e
do tipo do fixador utilizado, pode ocorrer a degradacdo do material genético.
Pesquisas demonstram que os residuos de formol podem inibir a acdo da enzima
proteinase K (PK), interferindo no processo de digestdo tecidual durante a
extracdo de DNA?2%, Adicionalmente, o processo de fixacdo também pode
ocasionar a fragmentacao do material genético pois, além das ligacdes cruzadas
que se formam entre proteinas e o DNA no interior dos tecidos, ocorre a
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transformacao gradual do formol em &cido férmico, resultando na hidrélise do

material genético?3232,

Assim, & aconselhavel que sejam escolhidos fragmentos de DNA com
menor numero de pares de base (pb) para a amplificacdo, geralmente aqueles
que nao ultrapassem 300pb?232233:234235  Apesar destas implicagdes, alguns
pesquisadores realizaram com sucesso a deteccao do H. pylori e dos seus
fatores de viruléncia (genes vacA e 26 kDa) empregando amostras parafinadas

Deste modo, os estudos sobre o papel do H. pylori no desenvolvimento
do CHC sugerem a participacao da bactéria no processo da carcinogénese
hepatica. Acredita-se que o patdégeno possa atuar no CHC de modo semelhante
ao que ocorre no cancer gastrico onde seu papel € amplamente reconhecido.
Assim, a realizacdo de novos estudos é fundamental para determinar se o
H. pylori exerce seu efeito de forma isolada ou em associagao com outros fatores

de risco previamente estabelecidos para a génese do CHC.

1.3. Justificativa:

Considerando que 1) O carcinoma hepatocelular representa importante
papel epidemiolégico mundial; 2) O papel do Helicobacter pylori como possivel
fator de risco para o desenvolvimento do CHC tem sido descrito; 3) Os estudos
correlacionando o papel do H. pylori no CHC e que utilizam tecido hepatico
parafinado sdo escassos no Brasil, a realizacdo deste estudo foi de suma
importancia para melhor elucidar a possivel participacdo desta bactéria na
etiopatogenia do CHC.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

- Amplificar e sequenciar o gene 16S rRNA do H. pylori em amostras fixadas e

emblocadas de tecido hepatico ndo tumoral de pacientes com CHC.

2.2. Objetivos especificos:

- Utilizar a técnica de microdissecgao e captura a laser (MCL) para confirmagéo
diagndstica e padronizagao do sequenciamento do gene 16S rRNA do H. pylori;
- Comparar os resultados obtidos com a pesquisa do H. pylori nos pacientes com
CHC em fragmentos parafinados de individuos sem doenca hepatica;

- Verificar se a presencga da bactéria esta relacionada a maior gravidade da
doenca hepatica nos pacientes com CHC.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica:

Foram utilizadas 86 amostras fixadas e emblocadas de tecido hepatico de
pacientes atendidos no Ambulatorio de Lesdes Focais Hepaticas, no Ambulatério
de Transplante Hepatico e no Ambulatério de Hepatopatias Crbnicas da
Disciplina de Gastroenterologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas/FCM
da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP. Trata-se, portanto, de um
estudo retrospectivo.

Todas as amostras pertencem ao arquivo do Laboratério de Anatomia
Patologica do Hospital das Clinicas da UNICAMP. Foram selecionados blocos
de parafina incluidos entre 2008 a 2012.

O diagnéstico do CHC foi realizado por dados clinico-laboratoriais,
incluindo marcadores tumorais como a alfafetoproteina, exames de imagem
(ultrassonografia abdominal, tomografia axial computadorizada e ressonancia
magnética) e estudo histopatolégico.

As amostras foram divididas em dois grupos:

- Grupo A (GA): composto por 57 amostras de tecido hepatico ndo
tumoral de pacientes com CHC e CH.

- Grupo B (GB): composto por 29 amostras de figado parafinado de
individuos sem doenca hepatica, constituindo o grupo controle.

3.1.1. Critérios de inclusao:

- Amostras de pacientes com CH e CHC (grupo GA) independentemente
dos fatores de risco para o desenvolvimento da doenca hepatica. As amostras
foram obtidas durante o transplante hepatico (figado explantado), por

nodulectomia ou bidpsias hepaticas cirurgicas (em cunha).

- Amostras de individuos com alteracdes histolégicas minimas ou dentro
dos limites de normalidade (grupo GB), obtidas durante o transplante hepatico
(figado de doadores no tempo zero) e realizadas por agulha. Também foram
incluidas neste grupo, amostras de figado histologicamente classificado como
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reacional, obtidas por agulha nos pacientes ndo doadores, atendidos nos
ambulatérios do Hospital de Clinicas da Unicamp.

- Os pacientes eram de ambos 0s géneros e com idade igual ou superior
a 18 anos.

3.1.2. Critérios de exclusao:

- Amostras de pacientes que n&o apresentavam cirrose, mesmo na

presenca do CHC.

- Amostras que haviam sido incluidas em blocos de parafina ha seis anos
ou mais, para evitar o risco de maior degradacao do material genético.

- Pacientes que receberam tratamento prévio para a infeccao pelo
H. pylori.

- Pacientes cuja CH e CHC estavam associados a hepatite autoimune.
3.1.3. Fonte de dados:

Os resultados de exames e as pastas de acompanhamento dos pacientes
foram avaliados no Servico de Arquivo Médico (SAM) do Hospital das Clinicas
da UNICAMP. Para verificar a relacdo entre a presenca da bactéria e a
severidade da doenca hepatica, os dados do escore Child-Pugh?3® e Model for
End Stage-Liver Disease (MELD) foram obtidos no grupo GA (CHC).

3.1.4. Aspectos éticos:

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e aprovado segundo o parecer
n®414.616 (Anexo 1). Considerando sua natureza retrospectiva, dispensou-se o
preenchimento do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” no
desenvolvimento do estudo, de acordo com a Resolugéo n° 347/05 do Conselho
Nacional de Saude.
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3.2. Métodos:

3.2.1. Extracao de DNA:

Inicialmente foi realizado um estudo piloto utilizando cinco diferentes
métodos de extragdo. Destes métodos, quatro constituiram kits comerciais (1-
QlAamp DNA FFPE Tissue e 2- QlAamp DNA Mini Kit, ambos da Qiagen Inc.,
Chatsworth, California, USA; 3- Wizard SV Genomic DNA Purification System e
4- ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System, ambos da Promega Corp.,
Madison, WI, USA) e foram comparados a metodologia do fenol/cloroférmio
(Anexo 3). Os resultados demonstraram que a técnica do fenol/cloroférmio
apresentou maior rendimento final de DNA2%, sendo posteriormente empregada
na extracdo das 86 amostras incluidas no presente estudo.

Para a extragéo, foram obtidos de 2 a 5 cortes de tecido hepatico de cada
amostra, com 5um de espessura, e adicionados em microtubo de 1,5 ml. Em
seguida, os tecidos foram desparafinizados através de trés banhos consecutivos
em 1,0 ml de xilol. Posteriormente, foram rehidratados em 500ul de solucao de
etanol em concentragdes decrescentes (100%, 95% e 70%). Em cada uma
destas etapas, os cortes histolégicos foram centrifugados a 12.000 rpm por cinco

minutos.

Ap6s a desparafinizacdo e rehidratagdo, foi realizada a extracao e
purificacdo do DNA pelo método do fenol/cloroférmio?®. Durante a digestdo
tecidual em PK as amostras permaneceram em banho-maria imido a 56°C por,

no minimo, dezoito horas.

3.2.2. Quantificacao e analise da pureza do DNA:

Para quantificar e verificar a pureza do DNA extraido, aliquotas de 1ul de
cada amostra foram analisadas por espectrofotometria a 230nm utilizando o
Nanodrop (NANODROP ND - 1000 Full Spectrum UV/Vis Spectrophotometer -
Wilmington, DE 19810 - USA). O valor de referéncia da razao A260/280 durante
a leitura deve estar entre 1,7 e 2,0 para que o DNA seja considerado viavel para

a amplificagdo?°.
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3.2.3. Amplificacao do gene da betaglobina humana:

Apés a analise espectrofotométrica, foi realizada a amplificagdo do gene
da betaglobina humana através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
visando o controle de qualidade do material extraido®*'. As sequéncias dos
iniciadores utilizados e o tamanho do produto amplificado estao descritos na
Tabela 1.

Cada reagao apresentou volume final de 20ul contendo 10% de tampéo,
1,5mM de cloreto de magnésio, 20 pmol de cada iniciador, 2,5 mM de cada
dideoxinucleotideo trifostato, 0,2ul de Platinum DNA Taq Polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) e 1,0ul de amostra. Todas as reagdes foram
realizadas no termociclador (PTC-100, MJ Research Inc., Watertown, MA) e
tiveram como controle positivo DNA extraido de soro humano; para o controle
negativo utilizou-se dgua bidestilada.

3.2.4. Amplificacao do gene 16S rRNA para deteccao do H. pylori:

Posteriormente a amplificacdo do gene da betaglobina, a deteccédo do
H. pylori foi realizada através da PCR para o gene 16S rRNA segundo
metodologia descrita por Pirouz et al. (2009)%%7, com algumas modificagdes. As
sequéncias dos iniciadores utilizados e o tamanho do produto amplificado estao

descritos na Tabela 1.

Cada reacgao apresentou volume final de 25ul contendo 10% de tampao,
1,5mM de cloreto de magnésio, 20 pmol de cada iniciador, 2,5 mM de cada
dideoxinucleotideo trifostato, 0,25ul de Platinum DNA Taq Polymerase
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) e 2,0ul de amostra. Todas as reacdes
foram realizadas em duplicata no termociclador (PTC-100, MJ Research Inc.,
Watertown, MA) e permaneceram por dois minutos a 94°C para denaturacao
inicial, passando por 35 ciclos de 94°C por trinta segundos, 55°C por trinta
segundos para o anelamento dos iniciadores, 72°C por quarenta e cinco

segundos para a extensao, seguindo dez minutos para a extensao final.
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O controle positivo da reacao constituiu uma amostra de DNA obtida de
tecido gastrico parafinado de paciente com gastrite associada a infeccao pelo
H. pylori. Para o controle negativo foi utilizada agua bidestilada.

3.2.5. Analise dos produtos da PCR:

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 1,5% (w/vol) e corados com brometo de etidio para posterior visualizagao no
transiluminador UV e digitalizagao das imagens. Para a amplificacdo do gene da
betaglobina, as amostras foram consideradas positivas quando da obtencao de
um produto final de 110pb. Com relacao a amplificacédo do gene 16S rRNA, as
amostras foram consideradas positivas quando as duas reacodes realizadas por

amostra apresentaram produto final de 139pb.

Tabela 1. Descricdo dos pares de iniciadores utilizados na amplificacao dos

genes da betaglobina humana e 16S rRNA do H. pylori

Gene/Iniciadores Sequéncia (5’-3’) Tamanho/Bibliografia
Betaglobina

PCO3 ACACAACTGTGTTCACTAGC 110pb
PCO4 CAACTTCATCCACGTTTCAC Saiki et al., 1988
16S rRNA

JW21 GCGACCTGCTGGAACATTAC 139pb
JW22 CGTTAGCTGCATTACTGGAGA Pirouz et al., 2009

PCO3/PCO4 e JW21/JW22: par de iniciadores  pb= pares de bases

3.2.6. Coloracao imunohistoquimica (IHQ) para deteccao do H. pylori:

Considerando 1) as dificuldades relativas a padronizagao da PCR para
deteccdo da bactéria no tecido hepatico parafinado; 2) a necessidade de
exclusao das reacgdes falso-positivas e 3) a necessidade de obtencédo de um caso

controle positivo das amostras, foi realizada a coloragdo imunohistoquimica em
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duas laminas diferentes de uma mesma paciente cuja PCR para o gene 16S
rRNA apresentou resultado positivo em varios fragmentos do figado. As laminas
foram enviadas para a Divisdo de Anatomia Patologica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina/USP em Sao Paulo, sob supervisdo da Profa. Dra.
Sheila Aparecida Coelho Siqueira. A coloragao foi realizada naquele servico

conforme metodologia previamente padronizada.

3.2.7. Sequenciamento:

Os produtos da PCR foram recortados do gel com o auxilio de bisturi
descartavel e purificados utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega Corp., Madison, WI, USA).

A reacdo de seqguenciamento foi realizada contendo 1,0ul do produto da
PCR, 2,0ul de tamp&o Big Dye verséo 3.1, 3,2 pmol de cada iniciador e 1,0ul de
Big Dye versdo 3.1 no volume final de 20pl. Os tubos de reacdo foram
submetidos a 96°C por 1 minuto, seguido por 30 ciclos de denaturagao a 96°C
por 15 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos e extensao a 65°C por 4
minutos. Em seguida, para a precipitacdo das amostras, foram adicionados 5ul
de solucdo de EDTA a 0,125mM e 60ul de etanol absoluto e os tubos
permaneceram em temperatura ambiente por 15 minutos. Entdo, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos e o0 excesso de etanol foi
removido. Foram adicionados 60ul de etanol a 70% e os tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos. Para finalizar, todo o etanol foi
removido e os tubos secaram em temperatura ambiente por 10 minutos. Para a
denaturacgao, foram adicionados 13ul de formamida e os tubos permaneceram a
95°C por 2 minutos e foram incubados em banho de gelo por mais 2 minutos. O
sequenciador utilizado foi o ABI 3500xL (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Os cromatogramas foram analisados empregando-se 0 programa
Chromas versao gratuita 2.33 (Technelysium Pty Ltda.,
http://www.technelysium.com.au) e o alinhamento das bases (BLAST) foi feito no

endereco eletrénico http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.
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3.2.8. Microdisseccao e Captura a Laser (MCL):

A metodologia da MCL foi realizada segundo metodologia descrita por
Rabelo-Gongalves et al. (2013)'21.

A) Preparo tecidual: Seis amostras do grupo GA (CHC) e uma
amostra do grupo GB (controle) positivas para o gene 16S rRNA do H. pylori
foram selecionadas e dois a trés cortes de 10um de cada uma delas foram
preparados nas laminas especiais para a microdissec¢cdo (MembraneSlide
0.17mm PEN, Carl Zeiss, Géttingen, Germany) e corados pelo método de carbol-

fucsina (Rocha et al., 1989, com modificagdes)?*2.

B) Microdisseccao bacteriana: as I|aminas coradas foram
visualizadas a 600X no sistema PALM Microbeam Observer Z.1 (Zeiss,
Goéttingen, Germany) para identificacdo das bactérias. As areas contendo
microrganismos foram seleciondas e microdissecadas juntamente com a
membrana das laminas através de emisséo unica de laser. As amostras foram
ejetadas para o microtubo (AdhesiveCap 500 opaque, Carl Zeiss, Gottingen,
Germany) e armazenadas a -80°C até o momento da extracdo do DNA.

C) Extracao de DNA, PCR e sequenciamento: apés a
microdissecgdo, foram adicionados 100ul de tampao em cada microtubo
contendo 0,03% de proteinase K (Promega), 10mM Tris-HCI (pH 8,0), 1mM
EDTA e 1% de Tween 20. Apés a adi¢do do tampao, os tubos foram incubados
em temperatura ambiente, com a posicéo invertida, por 30 minutos e em seguida
foram levados ao banho-maria umido a 55°C por trés horas para digestao celular.
Posteriormente, foram incubados a 95°C por cinco minutos para inativacdo da
PK e o extrato bruto foi armazenado a -20°C e utilizado diretamente na PCR e
sequienciamento do gene 16S rRNA conforme descrito, respectivamente, nos
itens 3.2.4. € 3.2.7.
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Figura 1. Imagens do sistema de microdissecc¢éo e captura a laser. (a): sistema
completo PALM MicroBeam (www.zeiss.de). (b): caminho do feixe de laser e

captura celular.

3.2.9 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET):

Duas amostras parafinadas do grupo GA e positivas para o gene
16S rRNA foram submetidas a técnica de microscopia eletrénica de transmissao
para visualizacdo da morfologia bacteriana no tecido hepatico. O preparo
tecidual bem como a visualizagdo das amostras foi realizado segundo
metodologia utilizada no setor de Microscopia Eletronica do Departamento de
Anatomia Patologica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, sob
supervisao da Profa. Dra. Cecilia Amélia F. Escanhoela.

3.2.10. Estatistica:

Para a comparacao das proporcoes foi utilizado o teste do Qui-quadrado
ou teste exato de Fischer quando necessario. Para comparagdo das medidas
numéricas entre os dois grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney exato. O
programa computacional utillizado foi o SAS System for Windows (Statistical
Analysis System), versdao 9.4. SAS Institute Inc, 202-2012, Cary, NC, USA. Os
resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p-
valor<0.05. O estudo estatistico dos dados foi realizado pelo setor de Estatistica
da Céamara de Pesquisa da FCM/UNICAMP.
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4. RESULTADOS:

4.1. Casuistica:

4.1.1. Grupo GA: Dos 57 pacientes incluidos no grupo GA, 49 (86.0%)
pertenciam ao sexo masculino e 8 (14.0%) eram do sexo feminino. A média da
idade dos pacientes foi 53,5 anos (34-7319,1) (Tabela 2).

Com relacéo aos fatores de risco para o desenvolvimento do CHC, 46
pacientes (80,7%) apresentaram infec¢des virais, sendo que 39 (68,4%) eram
infectados pelo VHC, seis (10,5%) eram positivos para o VHB e um (1,75%)
apresentou coinfeccao pelo VHC e VHB. A etiologia da doenca hepética também
foi relacionada a hemocromatose em cinco pacientes (8,8%), deficiéncia de a-1-
antitripsina em um (3,6%), ingestao de alcool em 34 (59,6%) e foi considerada
criptogénica em trés individuos (5,3%) (Tabela 3 e Apéndice 1). Adicionalmente,
varios pacientes apresentaram mais que um fator de risco para a etiologia do
CHC (Apéndice 1). Com relacdo a ingestdao de alcool, 8 (23,5%) pacientes
apresentaram exclusivamente este fator de risco. Além disso, 23 pacientes
(40,3%) tinham o consumo de alcool associado ao VHC, sendo que 10 deles
amplificaram o gene 16S rRNA (43,5%). Houve associag&o do alcool com VHB
em dois pacientes (3,5%) e com hemocromatose em um deles (1,75%).

4.1.2. Grupo GB: Dos 29 pacientes incluidos no grupo GB, 12 (41,4%)
eram masculinos e 17 (58,6%) pertenciam ao sexo feminino. A média da idade
destes pacientes foi 40 anos (18-67+£14,4) (Tabela 2).

Comparando os dados referentes a idade e sexo entre os dois grupos
notou-se que, no grupo GA, os pacientes apresentaram média maior de idade
(p<0.001) e maior propor¢ao de individuos do sexo masculino (p<0.001) (Tabela
2).



53

Tabela 2. Caracteristicas demogréficas e resultado da PCR para o gene

16S rRNA do H. pylori nos dois grupos do estudo

(n)

Sexo (M/F)

Idade (anos)

PCR positivo

PCR negativo

GA (CHC)
57
49/8
53.5+9.1
(34.0-73.0)
28 (49.1%)

29 (50.9%)

GB (Controle)

29

12/17
40.0+14.4
(18.0-67.0)
8 (27.6%)

21 (72.4%)

p-valor

<0.0001"

<0.00012

0.0562

' Teste de Mann-Whitney ?Teste do Qui-quadrado GA= grupo carcinoma hepatocelular

(CHC); GB= grupo controle

Tabela 3. Fatores de risco para o CHC no grupo GA e sua relacdao com a

presenca do H. pylori

PCR positivo
H. pylori

Fatores de risco *

VHB (n=6)

VHC (n=39)

3 (10,7%)

19 (67,9%)

Consumo de alcool

(n=34)

Hemocromatose (n=5)

14 (50,0%)

Def. a-1 antitripsina

Criptogénica (n=3)

1(3,6%)

2 (7,1%)

2 (7,1%)

PCR negativo
H. pylori

3 (10,7%)
20 (69,0%)

20 (69,0%)

3 (10,3%)

1(3,4%)

p-valor

1.008

0.932

0.142

1.008

0.613

' Teste de Mann-Whitney 2Teste do Qui-quadrado 3 Teste Exato de Fisher

* alguns individuos apresentaram mais que um fator de risco para o CHC (Apéndice 1)
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Tabela 4. Gravidade da doenca hepatica e idade no grupo GA e sua relacdo com

a presenca do H. pylori

Escore Child-Pugh
Child A (n=27)
Child B (n=17)
Child C (n=13)
MELD (n=37)

Idade

PCR positivo PCR negativo
p-valor
H. pylori H. pylori
11 (39,3%) 16 (55,2%)
11 (39,3%) 6 (20,7%) 0.292

6 (21,4%) 7 (24,1%)

24,4+3,1 (n=20) 22,3+4.9 (n=17) 0.31

52,2+7,6 (n=28) 54,7410,3 (n=29)  0.20"

' Teste de Mann-Whitney 2Teste do Qui-quadrado Grupo GA: CHC

MELD: model for end-stage liver disease n= numero de pacientes

4.2. Quantificacao e analise da pureza do DNA:

Os resultados da quantificacdo e andlise da pureza do DNA obtidos nos

dois grupos estudados estao descritos na Tabela 4. A quantidade de DNA obtida

foi maior no grupo GA (p-valor<0.001). Com relagdo a pureza do material

extraido, n&o houve diferenga entre as amostras nos dois grupos (p-valor=0.74).
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Tabela 5. Resultados da média da quantificacdo e da razao A260/280 do DNA
extraido nos grupos GA e GB

Grupo Quantificagdo média do DNA (ng/pl) Média da razdo
A260/280
GA (CHC) 1.9 (1.7-
507.9 (10.6-1688.6+396.6)* ox
(n257) 2.00+0,1)
GB
1,9 (1.5-
(controle) 128.3 (10.7-407.2+118.3)* (
2.340.1)**
(n=29)

* p-valor<0.001 (Teste do Qui-quadrado) ** p-valor=0.74 (Teste de Mann-
Whitney)

4.3. Resultado da amplificacao do gene da betaglobina humana:

A PCR para o gene da betaglobina humana foi positiva em todas as
amostras do grupo GA (57/57 - 100%) e do grupo GB (29/29 - 100%),
demonstrando que o material genético extraido estava viavel para a amplificagao
(Figura 2).

4.4. Resultado da amplificacao do gene 16S rRNA para a deteccao do
H. pylori:

Considerando os 86 pacientes incluidos no estudo, o gene 16S rRNA do
H. pylori foi detectado em 36 amostras (41.9%). No grupo GA, 49.1% das
amostras (28/57) amplificaram o gene 16S rRNA do H. pylori. No grupo controle
(GB), 27.6% dos pacientes (8/29) foram positivos para a bactéria (p-valor<0.056).
(Tabela 2). Os resultados da amplificacao estdo demonstrados na Figura 3.

Quando se verificou a possivel relacdo da presenca do H. pylori com a
idade, sexo, fatores de risco para o CHC, escore Child-Pugh e MELD no grupo
GA, ndo foram observados resultados estatisticamente significantes (Tabelas 3
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e 4). Considerando a combinacao de dois ou mais fatores de risco para o CHC
e a presenca da bactéria, observou-se que, dos 23 pacientes que apresentaram
o consumo de alcool e o0 VHC,10 amplificaram o gene 16S rRNA (43,5%). Houve
apenas um paciente que apresentou ingestdo de 4alcool associada a
hemocromatose e PCR positiva para a bactéria. Adicionalmente, o Unico
paciente que apresentou co-infeccao pelo VHB e VHC também estava positivo
para o H. pylori (Apéndice 1).

MM 1 2 3 4 5. CP CN

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da PCR para o
gene da betaglobina humana (110pb). MM: marcador molecular (100-1000pb).
Linhas 1, 2 e 3: amostras positivas do grupo GA; Linhas 4 e 5: amostras positivas
do grupo GB. CP: controle positivo (DNA extraido de sangue humano); CN:

controle negativo (agua bi-destilada).
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MM 1 2 3 4 5 6 7 CP CN

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da PCR para o
gene 16S rRNA do H. pylori (139pb). MM: marcador molecular (100-1000pb).
Linhas 1 e 2: amostras negativas (GA e GB respectivamente); Linhas 3, 4 e 5:
amostras positivas do grupo GA; Linhas 6 e 7: amostras positivas do grupo GB;
CP: controle positivo (amostra gastrica de H. pylori) e CN: controle negativo

(agua bi-destilada).

4.5. Resultado da coloracao imunohistoquimica:

O resultado da coloragao imunohistoquimica para detecgédo do H. pylori
nas laminas de pacientes com CHC (grupo GA) foi positivo e esta representado
na Figura 4. Este resultado confirmou os dados obtidos na PCR e

sequienciamento do gene 16S rRNA.
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Figura 4. Coloragdo imunohistoquimica para deteccdo H. pylori no figado de
paciente com CHC (grupo GA). Note que os bacilos estdo no interior das células
de Kupffer (setas) (Aumento: 1000X).

4.6. Resultado do Sequenciamento:

O eletroferograma bem como os dados obtidos no alinhamento das bases
(BLAST) estdo representados nas Figuras 5.1 e 5.2 e demonstram que a
seqUéncia do gene 16S rRNA nas amostras estudadas apresentou 98% de
similaridade com o DNA do H. pylori (nimero de acesso do GeneBank
CP003419.1).
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Figura 5.1. Eletroferograma da sequéncia do gene 16S rRNA do H. pylori .

(=) Descriptions
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Sequences producing significant alignments:

Accession Description 5%3 ;I':‘::é ﬂ?\%e _@ i::ﬁ Links

11387572303|CPO03419.1 | Helicobacter pylori XZ274, complete genome 152 305 78% 3e-34 93%
Helicobacter pylori PeCanl8, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori Shil12, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori Shil69, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori Shi417, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori HUP-B14, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori isolate Hp165587Mar 165 ribosomal RNA gene, pa 152 152 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori isolate Hp165563Mar 165 ribosomal RNA gene, pa 152 152 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori isolate Hp165644Mar 165 ribosomal RNA gene, pa 152 152 78% Je-34 98%

Helicobacter pylori isolate Hp165248Mar 165 ribosomal RNA gene, pa 152 152 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylon ELS37, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori strain 1199-10 LPB 165 ribosomal RNA gene, parti 152 152 78% Ze-34 98%

Helicobacter pylori Puno135, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori Puno120, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori clone RIGLD HPD22 165 ribosomal RNA gene, parti 152 152 78% 3e-34 98%

ail332672788|CPO02605.1 | Helicobacter pylori 83, complete genome 152 305 8% 3e-34 98%
11325986870|CPO02571.1 | Helicobacter pylori 2017, complete genome 152 152 78% 3e-34 93%
Helicobacter pylori 2018, complete genome 152 152 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori F57 DNA, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori F32 DNA, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori F30 DNA, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori Gamhiag4/24, complete genome 152 305 78% 3e-34 98%

Helicobacter pylori Lithuania7s, complete genome 152 305 78% Je-34 98%

Figura 5.2. Resultados do alinhamento das bases do gene 16S rRNA do H. pylori
no BLAST (numero de acesso do GeneBank CP003419.1).

4.7. Resultado da Microdisseccao e Captura a laser (MCL):

Os resultados da MCL estdo representados na Figura 6 e também
confirmam os achados da PCR, sequenciamento e coloragao
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imunohistoquimica. O DNA extraido a partir desta técnica foi utilizado na PCR
para o gene 16S rRNA, apresentando resultado positivo em 100% das amostras
estudadas (7/7). Apds a amplificacdo do gene, os amplicons foram submetidos
a reagao de seqienciamento e as sequéncias obtidas apresentaram 98% de

identidade com o H. pylori (Figura 5.2).

Figura 6. Microscopia éptica do figado de pacientes com CHC, corados com
carbol-fucsina e com resultado positivo da amplificagcdo do gene 16S rRNA do
H. pylori. Em (A) e (B) estdo representadas as bactérias (setas) antes da
microdissecg¢do (aumento: 610X). Em (C) e (D) as mesmas amostras apds a
microdissec¢ao (aumento: 610X).

4.8. Resultado da Microscopia de Transmissao Eletronica (MET):

A andlise das imagens originadas na MET das amostras de figado de
pacientes do grupo GA com PCR positiva para o gene 16S rRNA do H. pylori
revelou a presenca de estruturas semelhantes as bactérias, sendo que a maioria

delas se apresentou na forma cocéide (Figura 7).
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Figura 7. Microscopia eletronica de transmissdo de amostras de tecido hepatico
de pacientes com resultado positivo para amplificacdo do gene 16S rRNA do
H. pylori. As setas indicam estruturas semelhantes as células bacterianas, tanto
na forma espiralada quanto na forma cocoide (Aumento: 12.500X).



62

5. DISCUSSAO:

A deteccao do H. pylori no sistema hepatobiliar humano tem sido descrita
por varios pesquisadores e foi associada a diferentes doencgas particularmente o
CHC. No presente estudo, a andlise das caracteristicas demograficas
demonstrou que os individuos com CH e CHC (Grupo GA) apresentaram idade
mais avangada e eram, em sua maioria, do sexo masculino (Tabela 2). Estes
dados sdo semelhantes aos achados epidemiologicos previamente
descritos'26:133:243 g reforcam que idade avancada, duracdo da cirrose e sexo
masculino sao fatores importantes no processo da hepatocarcinogénse nos

individuos cirrdticos244.245.246

Considerando a amplificacdo do gene 16S rRNA do H. pylori, embora
tenha sido notada maior porcentagem de casos positivos nos individuos com
CHC (49,1%) em relacao ao grupo controle (27,6%), os resultados nao foram
estatisticamente significantes (p=0.056) (tabela 2). Entretanto, podem sugerir a
maior prevaléncia da bactéria no figado cirrético dos pacientes com CHC.
Acredita-se que a realizacao de novos estudos que incluam maior numero de

amostras sera fundamental para a confirmacao destes achados.

A detecgao do H. pylorino figado de pacientes com CHC tem sido relatada
por varios grupos de pesquisadores, em diferentes regides do mundo, incluindo
0 Brasil94120,121,205,206,207,237,247.248 * A anglise dos resultados desses grupos, em
conjunto com os dados aqui descritos, sugere importante variagdo na
prevaléncia da bactéria; esta variacdo pode ser explicada, em parte, pelas
diferengas geograficas e clinicas dos individuos incluidos ou, ainda, pelo
desenho dos estudos, tipo de amostra e sensibilidade dos métodos para o seu

diagnéstico.

Com relacdo ao tipo de amostra utilizado, nota-se que a maioria dos
trabalhos existentes na literatura utilizou fragmentos de figado fresco ou
congelado. Os estudos retrospectivos que empregam material hepatico
parafinado, embora realizados em menor quantidade, reforcam a possibilidade
da pesquisa do H. pylori nestas amostras. Entretanto, € importante mencionar
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que o tipo da amostra também podera influenciar na escolha da técnica e,

consequentemente, no diagndstico do microrganismo no figado.

Considerando os estudos que utilizaram tecido parafinado para a
pesquisa do H. pylori, Dore et. al (2002)'® encontraram 55% de amostras
positivas para Helicobacter spp. Entretanto, para a pesquisa especifica do
H. pylori, os autores realizaram a PCR de uma regido conservada do gene vacA,
que confirmou sua presenga em apenas 27,2% dos individuos com CHC. No
presente estudo, foi obtida uma maior prevaléncia do H. pylori (49,1%) no grupo
GA e isto pode ter ocorrido, provavelmente, devido a amplificagdo de uma regiao
conservada do gene 16S rRNA especifico para o H. pylori.

Estudo realizado na Suécia com amostras hepaticas parafinadas
demonstrou que a prevaléncia de Helicobacter spp. foi 58% nos pacientes com
CHC. A deteccao do H. pylori foi confirmada pelo sequenciamento na maioria
das amostras; entretanto, outros microrganismos como H. ganmani e
H. hepaticus também foram identificados®®®. Em nosso estudo, foi realizada
exclusivamente a pesquisa do H. pylori e os dados obtidos no sequenciamento
do gene 16S rRNA confirmam a identificagdo de bactéria que apresentou 98%
de similaridade com o H. pylori (numero de acesso do GeneBank CP003419.1).

Outro aspecto importante relacionado a deteccao do H. pylori no figado
constitui sua presenca nos individuos sem doenga hepatica. O nosso estudo
verificou que 27,6% das amostras do grupo controle foram positivas para a
bactéria. Sabendo que parte destas amostras foram obtidas do figado de
doadores, a possibilidade destes 6rgéos constituirem reservatério em potencial
do H. pylori deve ser avaliada. Neste contexto, cabe ressaltar o papel da forma
cocdide da bactéria, especialmente no estagio onde ela poderia manter sua
atividade metabdlica e patogenicidade®*® bem como reverter-se para a forma
ativa e restabelecer seu crescimento?5-25', Adicionalmente, é sabido que o longo
periodo de laténcia da forma cocdéide no estbmago pode estar associado ao

desenvolvimento do cancer gastrico?2.

A avaliagéo dos fatores etioldgicos no desenvolvimento do CHC revelou
que, na maioria dos pacientes do estudo, o CHC estava associado a infecgéao
pelo VHC (39/57) e também ao alcoolismo (34/57) (Tabela 3). Entretanto, quando
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se verificou a possivel associacao do H. pylori com estes fatores, os resultados
nao foram estatisticamente significantes (p=0,93 e p=0,14, respectivamente). O
mesmo ocorreu quando da observagao dos outros fatores de risco para o CHC
incluidos no estudo (infec¢ao pelo VHB, hemocromatose, deficiéncia de alfa-1-
antitripsina e criptogénica) (p=1,00, p=1,00, p=0,61, respectivamente) (Tabela
3). Cabe ressaltar ainda que o principal fator de risco para o CHC no Brasil e,
portanto, dos pacientes atendidos no Hospital de Clinicas da Unicamp, é a CH
associada ao VHC'33,

Admite-se que cerca de 80% dos pacientes infectados pelo VHC
desenvolve hepatite crdnica, que pode ser representada por amplo espectro de
lesbes hepaticas, variando desde resposta inflamatoria cronica discreta até o
surgimento de CH e CHC. O curso da doenga geralmente varia de um paciente
para o outro e varios fatores como idade, duracdo da infeccdo, consumo de
alcool, sexo masculino e, mais recentemente, esteatose, tém sido associados a
sua progressao. Entretanto, mesmo na auséncia destes fatores, esta progressao
pode ser observada, sugerindo o papel de outros elementos que necessitam ser
identificados. Acredita-se que fatores genéticos do hospedeiro ou fatores

ambientais como a co-infecgdo com o H. pylori podem estar envolvidos?53,

Inicialmente, foram propostos varios estudos sugerindo a interacao
sinergistica entre Helicobacter spp. e o VHC na patogénese do CHC. A
prevaléncia de anticorpos anti-H. pylori em pacientes infectados pelo VHC é
significantemente maior do que nos pacientes sem infeccao
virg|118:209.210.211.212213 Jm estudo francés pesquisou pacientes co-infectados por
Helicobacter spp. e VHC na presenga ou auséncia de CHC. O DNA de
Helicobacterfoi encontrado em 4,2% dos individuos no grupo controle e em 3,5%
dos pacientes com hepatite crbnica nao-cirrética. Entretanto, a detecgdo de
Helicobacter spp no figado cirrético, na presenca e auséncia de CHC, foi 68% e
61,3%, respectivamente. Os autores concluiram que, nos diferentes estagios da
hepatopatia, pode-se notar associagéo entre a presenga de Helicobacter e a
severidade da doenca hepatica®.

O nosso estudo nao apresentou resultados significantes quando se
avaliou a possivel associacdo do H. pylori com o escore Child-Pugh e MELD
(Tabela 3) (p=0.29 e p=0.31, respectivamente). Entretanto, é importante salientar
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que todas as amostras do grupo GA apresentaram CH. Acredita-se, portanto,
que a realizacdo de novas pesquisas incluindo pacientes cirréticos com e sem o
CHC, bem como individuos cujo CHC desenvolve-se na auséncia de CH, poderia
elucidar com maior clareza o papel do H. pylori na progressao da doenca
hepatica em nossos pacientes. Cabe ressaltar ainda que nao foi realizada a
comparacao da classificagdo METAVIR no presente estudo

Esmat et al (2012)24® verificaram que a positividade do gene cagA do
H. pylori foi diretamente proporcional a severidade da doencga hepatica quando
estudaram pacientes com VHC na presenca e auséncia de CH e CHC. Esta
positividade ocorreu em 75% dos pacientes com CH e CHC, 52,9% dos
pacientes cirréticos sem CHC e 32% dos individuos com hepatite crénica. Os
autores verificaram ainda diferenga significante quando compararam a
classificacdo METAVIR entre os grupos, estando o H. pylori fortemente
associado aos estagios mais tardios da fibrose. Contudo, quando analisaram a
positividade do H. pylori e o escore Child-Pugh, também nao foram encontradas

diferencas entre os grupos.

Outros estudiosos verificaram a associacao do H. pylori com a fibrose e
CH nos pacientes com hepatite crénica pelo VHC. Nos individuos co-infectados
pela bactéria, a analise histopatolégica exibiu ndédulos cirrdticos e
comprometimento do parénquima hepatico. Houve também a diminuicao de
glicogénio e proteinas totais nos hepatocitos destes pacientes. Embora néo
tenham sido incluidas amostras de CHC no estudo, os autores mencionaram a
necessidade de avaliar a infecgdo pelo H. pylori nos casos de hepatite crénica
pelo VHC sugerindo, inclusive, o tratamento da infec¢do pela bactéria nestes

casos,

O papel do H. pylori no desenvolvimento da fibrose hepatica também foi
avaliado em estudos experimentais e in vitro. Goo et al. (2009)2% inocularam
H. pylori em camundongos e ratos por via oral e induziram a fibrose hepatica
pela administragéo de tetracloreto de carbono (CCls). Os resultados revelaram
aumento significante no escore da fibrose em animais tratados com o CCL4 e
positivos para a bactéria. Adicionalmente, foi verificado um aumento nos niveis
de alfa-actina de musculo liso e fator de transformacao do crescimento-beta 1
(TGF-B1) nestes animais. Posteriormente, pesquisadores sugeriram ainda que 0
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H. pylori pode estar envolvido no aumento do risco da tumorgénese, mediado
pelo TGF—31256,

Outro estudo in vitro descreveu o aumento das células de Kupffer e dos
niveis de peroxido de hidrogénio durante a infeccao pelo H. pylori, que
possivelmente contribuem para a ativacao das células hepaticas. Esta ativacéao
parece estar associada ao TGF-B1 e ocasiona o0 aumento da resposta
inflamatéria hepatica através da liberagdo de citocinas?”:2%8, Estes dados, em
conjunto, confirmam a possibilidade de que o H. pylori é capaz de estimular os
hepatocitos e induzir a fibrose hepatica.

E importante considerar que o CHC também pode estar relacionado a
combinacao de diferentes fatores de risco, tornando-se complexa a definicdo do
impacto especifico de cada um destes fatores®®®. O consumo de alcool, por
exemplo, é considerado um co-fator para as hepatopatias crénicas e CHC,
especialmente quando associado ao VHB, VHC, hemocromatose e EHNA?260.261,

Neste estudo, notou-se que 23 dos individuos com CH e CHC tinham
como fator de risco o VHC associado ao consumo de alcool. Em 9 destes
pacientes, também foi detectada a infecgcéo pelo H. pylori. Embora a comparagao
destes dados nao seja significante, o possivel efeito sinergistico da bactéria com
o VHC e o alcool merece maior atencao nos estudos futuros sobre a patogénese
do CHC.

A detecgdo do H. pylori no figado humano tem sido frequentemente
realizada utilizando amostras de tecido fresco ou congelado. Entretanto, o
emprego de tecido parafinado para esta finalidade pode ser util tanto na
caracterizacdo das cepas e seus fatores de viruléncia, como também na
correlagao entre os achados moleculares e os dados histopatol6gicos?3°. Além
disso, amostras parafinadas também apresentam como vantagem a facilidade

de obtencéo e possibilidade de estocagem por longos periodos22.

Todavia, um fator limitante dos tecidos parafinados é a obtengdo de DNA
em condicoes favoraveis a amplificacdo. Para isso, € necessario selecionar
métodos de extracdo que permitam a utilizagdo do DNA nos diferentes métodos
moleculares. No presente estudo, foram testados quatro kits comerciais
(QlAamp FFPE Tissue Kit/Qiagen, QlAamp DNA Mini Kit/Qiagen, Wizard SV
Genomic DNA Purification System/Promega e RealiaPrep FFPE gDNA Miniprep
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System/Promega) em comparacédo com a metodologia do fenol/cloroférmio para
a extragao do DNA2%,

De modo geral, a utilizacao dos kits envolveu métodos de execu¢cao mais
rapidos, simples e praticos, requerendo menor nimero de centrifugacbes e
lavagens. Estas caracteristicas sdo importantes pois 0s processos extensos de
purificacdo do DNA podem aumentar o risco de sua contaminagdo em cada
etapa®!. Entretanto, como a maioria dos fragmentos hepaticos do grupo GA
(CHC) apresentavam quantidade abundante de tecido, o método do
fenol/cloroférmio permitiu a obtencdo de maior concentracao de DNA. Acredita-
se que isto ocorreu, pois, 0s kits apresentam colunas para a purificacao das
amostras e, na presenca de maior quantidade de tecido, provavelmente ocorre
0 entupimento destas colunas, dificultando a elui¢ao final do DNA.

Além disso, a técnica do fenol/cloroférmio mostrou-se mais adequada
para a deteccdo da bactéria, pois permitiu a amplificacdo do DNA alvo em
quantidade reduzida nas amostras, o que, possivelmente, ocorre com o DNA do
H. pylori no figado'20223, Cabe ressaltar ainda que a extragcdo pelo método do
fenol/cloroférmio j& havia sido descrita com sucesso na detec¢ao e genotipagem
do H. pylori a partir de amostras gastricas parafinadas’”.

Quando se utiliza tecidos parafinados, outro fator importante € o tamanho
dos fragmentos de DNA amplificados que n&o devem ultrapassar
300pb?232:233234235 No presente estudo, os resultados da amplificagcdo do gene
da betaglobina confirmam a obtencdo de DNA viavel pois todas as amostras
foram positivas para o gene. Todavia, com relagdo a deteccao do H. pylori,
inicialmente foram realizados testes para a amplificagdo de fragmentos com
400pb e 298pb (dados ndo demonstrados). Como nao foi possivel a amplificagéo
destes fragmentos, foi selecionada uma regiao conservada do gene 16S rRNA
cujo produto final apresentou 139pb. Shibata (1994)%%° ressaltou que os
melhores resultados foram obtidos na amplificacdo de produtos entre 80 e
170pb.

A coloracado imunohistoquimica (IHQ) realizada neste estudo revelou a
presenca do H. pylori nas amostras de pacientes com CHC e foi fundamental
para confirmacdo dos resultados iniciais da PCR. Sakr et al. (2013)2%* também
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utilizaram a IHQ para detectar o H. pylori no figado de individuos com hepatite

crénica e visualizaram bactérias no interior das células de Kupffer.

A microdisseccao e captura a laser (MCL) foi o método diferencial do
nosso estudo pois permitiu, além da confirmacao diagnéstica do H. pylori no
figado, a padronizacdao do sequenciamento do gene 16S rRNA. Esta técnica foi
recentemente desenvolvida e promove a identificagdo de uma populagédo celular
especifica através da visualizagao em microscopio éptico. Deste modo, constitui
uma ferramenta util para deteccdo de determinados alvos celulares incluindo

microrganismos.

Neste estudo a MCL favoreceu a identificagdo do H. pylori, isolando-o
completamente do tecido hepatico. Conseqglientemente, o processo de extracao
de DNA resumiu-se a simples digestdo das células bacterianas, por 3 horas, em
solugcdo tampao preparada com PK em pequena concentracédo (0,03%). Isto
permitiu a obtencdo de DNA especifico, puro e concentrado, pronto para ser
empregado na PCR e sequenciamento’?. Tian et al. (2008) foram os os
primeiros autores a descreverem o uso da MCL para a deteccéo do H. pylori no
tecido hepéatico com CHC. Entretanto, uma revisdo bibliografica recente
demonstrou que o trabalho realizado pelo nosso grupo foi, muito provavelmente,
0 segundo na literatura internacional e o primeiro na literatura nacional,
envolvendo o uso desta técnica na identificacdo do H. pylori no figado com CH
e CHC.

A realizacao da microscopia eletrdnica de transmissao (MET) permitiu a
visualizagdo da morfologia bacteriana e confirmou os dados da IHQ e MCL. Nas
amostras submetidas a todas estas técnicas, notou-se a presenca de
microrganismos semelhantes ao H. pylori, geralmente visualizados em numero
reduzido nos espacos sinusbides e, sobretudo, na forma cocéide. Achados
semelhantes foram descritos por pesquisadores chineses quando da realizacéao

da microscopia eletonica no figado de pacientes com CHC®.

Apesar do H. pylori ter sido detectado no figado humano, sobretudo nos
pacientes cirréticos com CHC, é preciso determinar, com maior clareza, os
possiveis mecanismos envolvidos na patogénese da doenca hepética.
Estudiosos relatam que o H. pylori pode exercer efeito citopatico nos hepatocitos
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e ocasionar a hepatite; este efeito foi confirmado por ensaios in vitro com cultura

de células hepaticas e linhagens de células do CHC?20.263,

Uma das hip6teses mencionadas é que Helicobacter pode ocasionar
injuria epitelial com posterior processo inflamatério crénico, de forma similar ao
que ocorre com as pedras vesiculares, culminando com a proliferacao das
células do epitélio biliar?®*. Esta proliferacdo poderia levar a displasia ou
metaplasia e posterior progressao para o cancer de modo semelhante ao que
ocorre com o CHC na cirrose ou o carcinoma de es6fago no eséfago de Barret.
Fox et al. (1998)'% também propuseram mecanismo semelhante de injdria

epitelial mediado pela produgéo de citotoxina.

Matsumoto et al. (1999)2% ressaltaram que a presenga do H. pylori na
cultura de células hepaticas HepG2 provavelmente estimula a producdo de
citotoxinas inflamatoérias, ativando a expressao de beta-integrina-1. Sabe-se que
esta proteina apresenta papel central na invasao e metastase das células no
CHC. Empregando a mesma linhagem celular, outros pesquisadores
demonstraram ainda que uma cepa cagA positiva foi capaz de induzir a
expressdo das enzimas metaloproteinases de matriz (MMP) que estédo

relacionadas a metastase e invaséo celulars.

Os fatores etiopatogénicos envolvidos nos diferentes tipos de cancer tém
sido amplamente estudados; desta forma, notou-se que mudangas moleculares
observadas no CHC séao similares aquelas induzidas no cancer gastrico pelo
H. pylori. Estudos in vitro demonstraram que a bactéria € capaz de induzir a
expressdo da proteina ciclina D1 em linhagens de células gastricas AGS?¢” e
hepaticas HepG22%8. Considerando que o aumento desta proteina esta
relacionado a recidiva no CHC, pode-se sugerir o papel da infecgéo pelo H. pylori

no aumento da expressao de ciclina D1 no figado.

Sabendo que o CHC é um tumor altamente vascularizado e a
angiogénese apresenta importante fator no seu desenvolvimento, o aumento da
expressao do fator de crescimento vascular endotelial (FCVE) também poderia
estar relacionado a progressao do CHC. Estudiosos relataram que o H. pylorifoi
capaz de induzir a expressdao elevada de FCVE, sendo este efeito

by

significantemente associado a expressdo de VacA2%°. Adicionalmente, foi
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descrito que VacA pode danificar os hepatdcitos de pacientes infectados pela

bactéria em conjunto com o aumento das aminotransferases?7°.

As mutagdes no gene p53, que podem ser induzidas por aflatoxinas, pelos
virus das hepatites ou pelo estresse oxidativo, estdo entre as mais
frequentemente relatadas no CHC e cancer gastrico?’!. Os pacientes infectados
pelo H. pylori apresentam elevados niveis de mutagdes no gene p53 que
diminuem apds a erradicacdo da bactéria; acredita-se que a presenga do
H. pylori no figado possa desencadear estas mutagdes?’2. Além disso, as
alteracdes nos genes promotores tumorais como ras, c-myc e c-fos sao
indicadores de transformagdes malignas no CHC e cancer gastrico. Neste ultimo,
a infecgao pelo H. pylori esta associada ao aumento da expressao de ras p21°73

e c-myc®’4,

O fator de crescimento do hepatdcito (FCH) é o mediador mais importante
na regeneracao hepatica. Esta potencialmente relacionado aos mecanismos
moleculares da hepatocarcinogénese, contribuindo para a proliferacdo e
comportamento invasivo das células tumorais. Pesquisadores demonstraram o
aumento da expressdo de FCH na mucosa gastrica dos pacientes infectados
pelo H. pylorii sendo que esta diminuiu quando da erradicagéao
bacteriana®’®276.277_ Acredita-se que achados semelhantes podem ser
observados no figado infectado pelo H. pylori.

Finalmente, estudiosos sugeriram a possibilidade de que espécies de
Helicobacter estejam presentes nas amostras de CHC como consequéncia do
processo tumoral hepatico. Considerando que o CHC pode causar colestase
intra-hepatica crénica e favorecer a persisténcia de microrganismos no figado,
estes microrganismos compreenderiam espécies entéricas de Helicobacter que
colonizariam inicialmente o trato biliar antes de alcancar o figado. Deste modo,
€ possivel que o ambiente intra-hepatico modificado pelo CHC possa criar
condicbes favoraveis para a migracdo e colonizagcdo hepatica. Assim,
Helicobacter spp. ndo atuariam como agentes causadores da doenca, mas
estariam presentes como consequéncia do processo inflamatério previamente
induzido pelo CHC''9,
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Diante destas informacdes e considerando os achados obtidos no
presente estudo, a realizacdo de novas pesquisas que considerem tanto os
fatores de viruléncia do H. pylori como os fatores imunogenéticos do hospedeiro
sera de grande valia para a melhor compreensao da etiopatogenia do CHC. O
esclarecimento do papel do H. pylorino CHC poderd indicar a necessidade do
tratamento da infeccdo nos pacientes com hepatopatias crénicas, auxiliando na
melhora das lesdes hepaticas e até mesmo na prevengédo do desenvolvimento
do CHC.
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6. CONCLUSOES:

A andlise dos resultados obtidos neste estudo permite concluir que:

6.1. Foi possivel amplificar DNA do H. pylori em 36 (41,9%) amostras
parafinadas de tecido hepatico ndo tumoral empregando o método do fenol-

cloroférmio para a extragao;

6.2. . Apesar do H. pylori estar presente em 28 (49,1%) amostras de pacientes
com CH e CHC e 8 amostras (27,6%) do grupo controle, os resultados ndo foram
estatisticamente significantes; entretanto, podem sugerir a tendéncia da maior

prevaléncia da bactéria no figado de pacientes com CH e CHC;

6.3.0 uso da técnica de microdisseccdo a laser foi fundamental para a
confirmagdo dos dados obtidos na PCR e para a padronizagdo do
sequenciamento do gene 16S rRNA do H. pylori;

6.4. O H. pylori foi visualizado nos espacos sinusoidais do tecido hepatico,

principalmente na forma cocoide;
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887003-9 F 19 1
658021-4 F 27 2
697623-3 M 19 1
409566-3 F 18 2
1046172-1 F 28 2
323763-8 F 39 2
980803-5 F 32 2
695472-8 M 51 2
405538-8 M 52 2
990496-6 M 18 1
1007892-6 M 38 1
998082-7 M 39 2
808693-1 M 50 2
1031856-0 F 37 2
278066-4 M 62 2
723429-5 F 59 1
1061630-2 F 43 2
389038-1 F 33 2
1070700-8 F 42 2
683370-2 F 30 2
1092748-8 F 30 1
121390-7 F 38 1
716297-8 F 67 2
1027090-2 F 36 2
859515-0 M 56 2
758361-1 F 59 1
788098-0 M 25 2
684543-8 M 56 2
936763-1 M 56 2

Apéndice 2

1- Positivo
2- negativo
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Titulo da Pesquisa: Pasguisa do Helicobacter pylori em tecido hepdtico fixado ¢ emblocado de pacienies

com carcinoma hepatocelular
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 414 618
Data da Relatoria: 300022013

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de uma emenda 30 projeto original. Neste estudo serd realizado com dois grupos GA ¢ GB. No
grupo GA serdo incluidas 55 emostras de tecido hepifico fixado e emblocado de pacientes com carcinoma
hepalocelutar @ o grupo GB sera composto por 35 amostras de tacido hepatico fixado @ embiocado com
altaragdes histoldgicas

minimas ou dentro dos limites da normalidade, constituindo o grupo controle. Serd exiraido o DNA gendmico
destas amostras para deleccio do Maficobacter pylon stravés da PCR. Os resultados serBo submetdos
para analise estatistica visando a comparagao da presenca da bacléria nos dois grupos, bem como sua
relacio com os virus das hepatites tipo B e C,

Objetivo da Pesquisa:

Amplificar & sequenciar o DNA do H. pylori em amostras fixadas ¢ emblocadas de tecido tumoral @
petilumoral de pacientas com CHC,

- Realizar & tecnica da microdisseccdo a laser para obtengao do DNA especifico da bacténs.

- Verificar a marfologia do H. pylon através da microscopla setrbnica por varredura,

- Comparar os resultados obtidos com a8 pesquisa do H. pylori em fragmentos parafinados do figado de
individuos sem doenga hepatica preexisients,

- Varificar possive! relagao entre a presonga do H. pylori com o8 virus das nepatites tpo B & C nos
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pacientss com CHC,

Avallagso dos Riscos o Beneficios:

N3o havera nscos. tampouco beneficics diretos acs particpantes envolwdos na pesquisa, pors Irats-se de
um estudo uthizando-se de amostras j§ coletadas.

Avaliaglo dos Riscos ¢ Beneficios

Serdo utllizadas amostras fixadas e emblocadas de tecido hepatico de 45 amostras de pacientss stendidos
no Ambulaténo de Lesdes Focais e no Ambulatorio da Gastroenterologia do HCIUNICAMP.

Comentéarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
ests emenda refere-se ao aumente <2 amestra
Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:
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Recomendagdes:

- sem recomendagdes
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Situagdo do Parecer:
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Letter publicada no periddico Helicobacter 18: 244-245, 2013

Helicobacter

LETTER TO THE EDITOR

Hielicobarter 155N 15355308
oz ML el 12000

Improved Detection of Helicobacter pylori DNA in Formalin-
fixed Paraffin-embedded (FFPE) Tissue of Patients with
Hepatocellular Carcinoma Using Laser Capture Microdissection

(LCMm)

Dear Bditor,

Helfenrbager TMA  has been detected  in hepatic
tisses from paticnis with vamoes hepatobiliary diseases,
mainly crrhosis and hepatocellular carcnoema (HOC).
Although the role of Melimbacter spp. in pathogeness
of these discases remains unchear, the available data
suggesl that Heliombacter infection may play a role in
hepatic cardoogenesis [1]. Considering  that HOC s
one of the most common malignancies with more than
S0000 pew mors diagoesed anouoally [2]. Turtber
studies related o N, pplon and  development of HOG
have Tundamcental imponance on the anderstandiog of
its  pathogenesis, Formalin-fixed  paraffin-embedded
(FFPE) tissse represenis an eximordinary source for
molecular shudies a5 genomic DNA can be extracied
[romm this sample. Bowewer, DNA exiracdion rom FFFE
timwes s challenging becanse nudeic adds ane com-
muonly Imgmented and oross-linked with profcing. Fuor-
thermore, methads of DNA  exiraction from  FPH
tiwme amne genemally laborioos and  time-consoming.
Taser capiure mdcrodissection (LCM) B oa recently
developed technique for isolation of pure popaslations
of cells from tssue seotions by microsoopic visualiea-
tion. Because of s high predsion and accurncy, LOM
has been employed o cancer-related audies. In this
work, we osed LM technigoe o improve the debec
thon of M. pplord in FEPE liver from patients with HCC,
With this aim, sx M. pplori-positive samples detected
by polymerase chain reaction (PCR) with M. pelor-spe-
dfic 165 tRNA primers were seleolod. The seqoenor of
ihe senec primer (JW21) was 5-GOGACCTGUTGGAA-
CATTAC- ¥ {position ¢21-710) and the antisense primer
(TW2Z) was F-COTTAGCTUCATTACTGGAGA-3" (posi-
Hon  BES-E0W) [5]. Tsmse samples wene ool oon
017 mm PEN membranc-oovered slides {Carl Feiss,
Micrdmaging GmbH, Gattingen, Germany) and then
routine  saining wilh carbol [uchisin was perdormed
4], Thersafer, stained bacteria were microdisseoied
using a PALM Micofcam system (Carl Zeiss, Microl-
maging GmbH, Gaitingen, Germany) and then ejecied

inty the Eppendod tube cap by a singhe laser shot
{Fig. 1C.0) Afer microdissection. a digestion baffer
was alded ine Eppendodd. for DNA eximaotion. The
crude Iysate was direcilly employed as template for
PCR [4]. The mmples were [urnther amplified osing
I pylorf 165 fRNA primers as previously described [3],
and amplicons were identified by sequenoe analysis.
Microonganisms resernlding FL pylend were observed in
hepatic sinus from HOC amples (Fig. 1AB). The nom-
ber of ooed was greater Lhan of badlli as previcusy
described [5]. PCR resubs showed that all six miberosdis-
wrcled samples were positive Tor 165 tBRNA geoe and
showed 98% dimilarity 0 165 rRNA gene of M, pyplori
by sequence analysis (GeoeBank  scoession  number
CPIO3419.1). Nevertheless, we cannot exchsde the
possibility of cross-readion of these primers wilh otber
Helicobager spp. These resubis demonsirated that LOM
can e extensively applied for identilication of B pplord
im FAME liver tissue of HOC patients, Considering thad
bacteria were mainly found in peritumonal Gissee, this
technigque was highly effeaive for obtaining a wrgeted
bacterial populsion within a sdecied area in the HCC
tigmue. Beyond that, LCM simgpdified the 8. pplori detec-
tion becouse extrocded DNA was used directly as a
temgate for PCR amplification. Funher stedics will be
periormed o isolate H. pplori from other tEssses osing
LM technigue,
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magnibcation: 61000 in ) and |} the same samples are represented after hacterid microdi 2

Elizabeth Maria Afonso Rabelo-Gongalves,* llina C,
Sgardioli,! fscia Lopes-Cendes,! Cevilia Amélia Fazzio
Escanhocla,? Jazon Romilson de Souza Almeida® and

José Murilo Robilotta Zeitune®

*Laborasory of Baceriology, Gastrocenter, State University of
Campinas, Campinas, Sao Paulo Brazl, " Department of
Medical Genetic, Faculty of Medical Sciences, State University

1 within rows) belore microdesection
ation: 610X).

References

1 Tu QV, Okoli AS, Xovach 2, Mende GL. Hepatocellular cardi-
pomx peevalence and molecular pathogenesis of Helliabacter spp.
Fortoere Microkvod 2009; 4: 1253301,

2 Trevisani F, Cantarini MC, Wands JR, Bernardi M. Recent
advances in the nasural history of hepatocellular cardinoma.

of Campinas, Campings, Sao Pawlo Brazil, * Department of
Anatomic Pathology, Faculy of Medical Sciences, State
University of Campinas, Campinas, Sao Pawlo Brazl,
VGastrocenter, Paculty of Medical Saiences, State University of
Campinas, Campinas, Sao Pawlo Brazl

Reprint Requesss 1o Elizabeth M, A, Rabelo-Gongalves,
Laboratory of Bacteriology, Gastrocenter, State
University of Campinas, Rua Carlos Chagas 420, 13083-
878, Campinas, Sao Paulo, Brazil. E-mail: clizabeth,
goncalvesshec unicamp . br

Carci e 2008; 7- 1299305,

3 Piroux T, Zounuhé I, Xeivani H, Rakhshani N, Hormaxd M.
Dvtection of Heficnbager pylory in paraflin-embedded specimens
from paticats with chrooic liver diseases, using the amplitication
method. DNy Dir Sa 2009; 54: 14569,

4 Tan XV, Fan XG, Zhang ¥, Huasg ¥, Dai 14, Yiog RS, Procur-
tion and identiication of bacteria in pasaflin eoabedded liver
tmsanes of hepstocvellnlar carcinoma by baer-assitod microdissec-
ton sechnigque. APMIS 2008; 1162 105,

5 Xuan S, U N, Qang X, Zhou RR, Shi YX, Jang WJ. fefimbacer
ifection in hepasocellular carcinoesa Tissae. World J Castrocsstenal
20061 22335 40,

Anexo 2

106



107

Manuscrito publicado no periédico Pathology Research and Practice 210: 142-145,
2014.

Ol ey - BEREIIT ] Pl 2100 A 1 - e

Condonts hsts pvailoble 81 Sconcoikeocy

journal homapaga: www, alsevier comilscataipep

Pathology — Research and Practice

Ohriginal Artiche

Evaluation of five DNA extraction methods for detection of H. pylori in
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) liver tissue from patients

@ Cronnblail

with hepatocellular carcinoma®
Elizabeth Rabelo-Gongalves ~*, Bruna Roesler®, Ana Carolina Guardia“, Arlete Milan®,

Matalicia Hara®, Cecilia E'r.can]'hurla" Jazom Almeida®, lka
Sl Dol of Cimgias.

Boin®, José Murilo Iﬁi‘llm"
i e, Se P,

* Ligwraliry of Sy, Cealrocaile
® [Tt of Aatins Plinkags. Hcaby of Melivel Seniel. SATe DT verary m’rmtm T P, e

T CGATACAL T, FOCTREY o el ST, St [Ny o

NS, 520 Pk,

ARTICLE TNFD

ARBSTREACT

ATiCle Mgy

Aeceiver 21 Frimsany Ji7

Receiverl in pevisest form 11 Ocieter HI3
Arrrsrs b Noveirier 2017

Reywanix

e aeprier yyiary
FA

Parstiin rbedied

Ly
Vi Ralmisativi] HNA

since Mefrobacrer spe. DA wes identidisd in beer sssoe resected from paenes wish hepatoceliller
cancinoma [CC), researchers have suggested a role of this Bacveriom in bepatic carcinmgeness. fachives
ol Formruilion Dl paralTin - cvsdeddod CEPREN bsues iepresent o esbianndinary souioe o clinical shodees
providing muny advantapes. Hiwewer, 1INA exsraction lrom FIPE tisees i [ahanous, (e ronsamang
and still eeenazins 2 challenpe. The 2 ol this study was o evaloate Bve proeocols for DNA extacion Eom
FFPE Thver ohiaimed Trom patients with HOC o oonder Do detec Halioobaeler ptlord |38, These metbod=
wres (1) Cldamg FPPE Tissue K, (20 CfAame TBRA Mins K, 3 Wizand S Gemome THA Purificatssn
System, (4) RealiaPrep FRPE pOMA Minipren Sy=iem and (5 phesel - cidaroform. 1 prlort descotion wes
e e 165 (RMA g amgddication by 1R The Beglest otal oot of 1188w obiaiesd
=i the phenal-chiomloem methed. Asalyses of 165 rRNA gene amgplification ded nm show st ically
significant differences among the metbods{p - 04651, althouph the highest ol peesitive cases
L) weas o] samides extracied with phenol-chilmolonm, We smgeess sl of the lee metbeds
evahmard, phenolichkareform is the mist ssitie for deteoson of 10 pwledd in P8 Bwer from patienis
weiLh B80T

© 301173 Elsevier Cenbii All ripts reeerved.

Introd wet jon

harterimm canses lver mimons or as @ a oofacor in the prooess
of carcinogenesis in associstion with hepatitis viro needs furiher

Premary hepatocellular cancmoma [ HOD) isome of the most nom-
et il ies, witlnmore G 500000 mew tamors diagpsed
amsally | 101 Smoe Helicobecter spp. DNA was aeotified in bver fs-
s fromn patients with HOC, several researchers love suggesied o
rode af Heticobarter pylori in hepatic carcinagenesis |20},

Pl s ome o e st comemien bateriad agents woridwide
IIEL].WBMMH‘“‘MW qﬂnl.lud -

aiad is classifed as a type | cacinoeen beciise of iB tole o e
development of gastric malignancies | 12]. However, whether this

= FAPE [ EARIHAD 5L
+ Comesposdieg Jeibor si- Loy of Eacenniogy, Castmoener, Sabe i
vers iy of s, Riss Uiy g G0 Canpiiue 5o Baoin 1HET- 50, Rl
T #5519 050 ] MSSV: Ll <55 10 3571 M506
F-mtl siarnesnsy ST eI TRy | [,
LT e e b (F. Rabein- Cnscahns)

(7B TR - e fTUmE FREy o 2001 Pisevier Canli L AN jigals sesend
T e g 1] L § T

AT

b mmost patlwlogy laboratories, aichives of formalin fxed,
paraffin-embedded (FFPE) tissaes represent the only tissue spec-
imens available for rowtine disgnostics. Ooe of e mportant
advantapes of umng FAPE tizswes is that they are fwe eaciest
samgries to store and iranspoet [9, Because of Uhis, FPE tissues
have been ssed m POR-hased sades welated o camoer reseasch,
genelics, infectious diseases and molecolar epidemiology [4]. in
addmiom, eenploying FFPE samples allow retrospective and prospes-
Hive shidhies 1o conrelate molecula hidiegs with theiagpy ol
climical oatoome [27].

Meverthebess, DNA exotraction from FAPE tissoes s challenging
becamse this material i frequently scarce, degraded and costains
auhmrilhumhhlhmﬂacuhmmlrtlm Thee -
i e the DNA, dur to the crosshnking
of progeins and Ihlﬁ.hdﬂym'mmd Py Eraclual Trancor mation
of the it foemnir acid withan tissoe [ 1], This i par-
ticiilaily trosblesome whin hng [NA fegions are smpified, old
paraffin blocks are used or fication time is over tee days ([4.9]
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In revent years, several protocals have been developed o opti
mize DNA perowery from FFPE tissoes 1,245 1300607 231 In
gemeral, the first step of these profocols is removiog pacallin (rom
tissme st be treated 1o liberate DMA. and further purification is
entensne purificarion procedines may increase thi sk off samphe
contamination with each manipulation [4].

I this pager, we companrid fise different protocods for DNA
extraction from FIPE tissue obtained from patients wath HOC in
ather o detect K pyion DNA These protocols ranged from a home-
made method o commercial kits. To the best of oar knowledye,
rwen off the five profocol. have pob been previoosly evalisated in
H. pylori DNA extracton from FFPE liver tissue. The protorols werne
s for tme spent on performing the procedure, quality of
DNA detection and effciency of B pyion detection.

Materizle and methods
Smples

10 cazes of FFPE liver Hssue from patiests with HOT were
incladed oy this amudy, nine from male patients and one froo
females, aged 9654 years old (mean age 55.1 ) Fragments of liver
were obitabned during he patc sargery (elther tansplantation o
jpartial | This is a retrospective study, and the paraffin
e ks imvchided wepe selected from specimens archived froan H08
i 2012 Besides, the study was approved by the Ethics Commitiees
af the Facmlry af Medical Sciemes, State University of Campinas,
UMBCAMP [ CEP 616/ 2005)

Tisrue preparmion

For each paraflin block, two o five 5 pancthick sections weie
ot and placed in five different microtubes related o each method
ol extraciion. Fasily, ome millilier of syese was alded 1o each
imhe amd comtrifuged at 12000 rpen for 5 min, and the sopematant
i iscardhed This procedore wars carried ot Bor e Hmes. The
sperimens were then rehydrated through graded ethamal (500
e b, 500 gl 055 etfumal and 500 gl T ethanal | and cen-
irifeped ar 1000 rpm for 5 min in each washing step. Finally, the
Inahe weee Kepe apen B the remain ng ethanol evaporasian The se
procedures were used for ization of FFPE tisswes in foural
e DINA ex aracton methods desoribed here (M1, M2 M3 and M5).

ONA =racrsn

Frve different methods wese pediormed for DNA cxrraction from
[FFPE liver Hisue as Bollows.

Methad 1 {M1] - Two or thee slioes (5 pmd) from each sample
weie collecied, and DMA extraction was performed using QlAamp
DA FFPE Tisswe {Qiagen Do, Charsweorthy, California, USA) accord-
g to thee manmlactures's iestructions. During tissoee dpestion with
progrimase K, samples remadned ina water bath for 18 b, Samples
were elwted in 30 ol of TAE balfer and sored an - 200C,

Mirthnd ¥ {M2) - Aboait pwo oF three tissue shoes (5 pm) froom
el sungple were collected, amd ONA extraction was performed
using (HAamyp DNA Mini Kit {(apen [nc, Chatsworth, Californa,
HISAY warh mimcwr medifications. For tlssue digestion, 252 Al
buffer 18 pl proteinzse K were added, and samples remainesd in
a weater bath for 186, This imsethod uses tweo propretary buffers
mamed AW and AW Wazhing steps with the s= baffers wene done
e aned wammphes wene elated in 40 gl of TAE Buffer and stored a1
-C

Mlethend 3 (M3 ) - T o thaee slices (5 jum) froem each 2amphe
were collected, and DNA extraction was performed using Wizand

SV Genonmic DA Porification Syatem [Prosmess Conpe, Madizon, Wi,
LISA} arcord img o tihe enanfac e instructions. For dssoe diges-
oy with proteinase K, remained in 2 water bath for 18 h
Samples were eluted in 40 gl of maclease foee water and stored at
A

Method 4 (M4) - Thres 1o five shioes (5 pm) from each sam-
e were coferted. and DNA exiraction was perlormed using
HeliaPrep™ FRPE gDMA Miniprep Syst=m (Promega Corp., Mads-
s, WL UISA ) Thiis eommmedcial kit ises a deqpuraifindzanon method
withaout xylene ar other solvents. Paraffin was eliminated during
a singde step of incubation n mdmerad ol at BT for 1 min Fur-
ther procedanes were done acconding tothe mamfactures’s manual
wiith i msodific ations. After 3 b incubution in 2 wates barh it
was observed that the pellets were s&ill abundanst, so it was nec-
ensary toaibd 100 digestion batfer and 100 of proseinase K o

lete Hsue di Firally, samples were eluted n 30 pl of

elwtton baiffer and svoved at - A=l

Method 5 {M5) - Three o five slices {5 pm) from each sam-
phes were colleceed, and DNA eotraction was performed usang the
phenold - cliloraboom protoco previsesly descriled |3 ] Briefly, after
deparaffinization, the samgiles wore resaspended mA 1%l of diges-
Ao buffer containing 1M Tris- HO (pbl 751 1% sodinm dodecyd
sufate and 11 g of proteimase K{ 10 mginl]. Then, the mcure was
irenlabed at 5500 for 18h for tssoe digestion. DNA s extracted
firoam bysed sampiles by adding 430 a1 of phenal, wrieing the mix-
At ansd centrifuging ivar T2000gm fon 15 imin. The sepermatant
was rermoved and mransferred inin 3 mew tube inowhach $30p of
phenclichloralorn (1:1) miduie was added. Aler vorlexiig and
cemtrifaging at 12.00mm for 15 min, the sapematant was r2ns-
Terred ito a oew vial and 43041 of chiommlormiisoamyd sloohol
(24:1) mixtore was added. Then, supematant was mansfemed o
& iwy tbe to which 75 pll of 2 M amemonium aoetate and 750
ek ethanol were added to precipitate mmckeic acids; the mix.
ture wian cemirifuged at 12,000 rpm for 30 min, snd the sl
was discanded. The precipitate was washed with 500 pl ice-cold
MY ethapal, and the residud was discaded. Tabes were ain dited,
and samples wene resaspended in A0 pl Tres EOTSA {pH §0) baffer
anad srered ar - A1

Evaluation of exrrocted [NA

LA el

The total anoum and panty of DNA for each extraction method
wirre sageisnd by spectrophotometny (MNanolivop 1000 Fll Spec-
trum UV VEs Spectrophotoameter - Wilmington, DE 19810 - USAL
Thee boeal amomnt of [NA was obitained in ngljpd, and the A2 280
ratio was calcubsted for prolein mnpurities. DRA wes considered
wiabde for amplification when A 2E02R0 rabo valwe was from 1.7 1o
2 .

PR gy

I ol r e weri By DINA quaalicy, POR for [-globin gene amgilifics-
o weas performed [30]. For thiz purpose, 1 gl of DNA ssmgle was
adlded 12 final volume of 230 gl PCR mix contaiming desomockee-
siche triplusphates (NP jar concentrations of 200 M each, 20
af 35 mM Mgy, 02 pl of GoTag Hot Stan Polymesse (Promegs
Corps,, Madizen, WL USA), 4.0 ] of 5= GoTay Flexi Bufler [sapplied
wiith the enzyme) and 3 pmol of each primeer (Life Techmologes,
Carlsbed, CA, USAL Amplification reactons mmchaded an imbnal 7-
mimte denaturation step at 894 +C, followesd by 35 cycles of 30<
at Bl 30s st 55=C and s ar T2 A final extension step o
Tminat T2 *C was camied out. The sequence of primers and size of
amglicons are desonibed in Table 1.

The =econd PCR assay was performed to detect 165 cHNA of
H. plord Im all the samples & previonishy desoribed, with miod-
ifications [25]. Therefore, 2l of DNA sample was addsd 10 2
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Tabie 2
L o e Bl Uve Seeail { Eon su il ey oom ey oo ol pgg e Sl epon P re ] oy
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! Prmiers S -F) BBk

Lok

MIE ACACARCTCTCTIC N TAGT 1100

i ] CRACTTCATOC AT TOAD Spikieg al [20)

[

P T TLCTOE A ATTAL i

A CLTTALTOORTTACTUGALS Flouz el al 25
el volume of 25 gl PCR mix b

comtaining deoxynaclenside trip

phates [N TPs) ar comcentratons of 0 M each, 2000 of 35 mM
Mg(ly, 035 pl of GoTag Hot Start Polymerase [Fromega Corp.,
M, W1, USAL 5.0 il af 5 Golag Fexl Buffer (supplied with
the eneyme] and 2 jpmol of each primer. Ampli 1o reac boas
imchided an iminal 2-mimete denaturation step at 40, followsd
by A0 cyeles of 303 a8 94-C, 305 28 5570 aeel 452 ar F2~L A fimal
vatersion step for Tman at 72 0 was carmed aut. All PCR reactinos
wiere performed Bwice in & T 100 Programimable Thermal Codi
wrofier (M) Research, Inc, Watertown, MA, BUA) The soquence of
primers amd size of amplicons are desoribed in Takls 1.

Detection of PLR prosincts

For analysis of the amplified products of each PCR assay in the
fiee dlifferent extraction meethods, 5 gl of the snplicens were elec-
trophoresed on L5 agarose gels stamed by ethidiom bromade
[ gt} The amplicons were visusabized by UV rransillaimination,
amd a M0 base poar Tadder was psed as standlnd.

Data ohtained from iotal amomnt of DNA, AZGH2E0 ratio and
H ot positive samples i all five methods of DN exiraction
were submitted 10 a wariance anabysis to wenify possible diferences.
Fuor atasticd analysis, the SAS System for Windos (Seatistical
Anzlysix System), version 9.2, SAS Institute Inc, 2022008, Cary.
P, LISA weas mseedd. Dafferences wene considered statistically signif-
wcant wehen povalee < 005,

Heslrs

I gemeral, the phenol-chlorofomm method was te most kibo-
mous, Gmeconsuming amnd toxic {phenol} when compared o
commerisl ks, ln eliron 1o deparsffinezation stegs, RealiaPrep
FFPE gDMA Manmprep System (Promega Corpe, Madison, WL USA)
wo consadered the guickest method becasse ot has only one
s tipestion with profeinase K, samples weye kepr at 55-56C
owernight (af least for 18h) in all fve methods. Considering the
DA porificaiion sieps, hands-co-time was lowess amd similag for
both the Wimnd 5V Cenomic DMA Purification Systemn: (Promega:
Corp, Madison, WL USA ) and OFAam p TRA Mini Kit [{lagen o,
Cmtswarth, California, USA), fallowed by RealiaPrep™ FFPE gDNA
Miniprep System (Promega Conp, Madison, W1, SA) and (Acmgy
A FFPE Tissue {Diagen Inc, Charssortly Califonsia, USAL The
phemalrhlcaalorm methad was the mast me consuming, These
results are desoribed iy Tabde 3.

GNA yvekel omadl purity
The mean valses for total amount and purity of DNA for each

methaoed are ahaoan b Tabde 3. The pesults of AZGH280 were higher
mmethods 2 and 5 { Qiafanp DA Mim ¥t and phenol-chlomfonm,

FepaidMinisdom Taser Fmlalnn
g dgestion  Arp
iy

CHAITITp IR T e -l man Dvemigle  Sdhmin
ianmp A WEni Kil ~Jlmin Crermigin Al min
Wileanrl SV Comommis (A 1wl Uz pmighi LR
BB ™ PE gl -2 mm {wermighi s U]
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Fahie 1
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Eariag e Tve NA e raton meilneh

[PMA exdorar o s Paminy (AT in]  Aevorme ol DMA
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Ay 1S FHE Tamae (M1 LM% 2 QU [Pl B
CHAInTp THA, W KW LOT {0 IELEY BB AT
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M

® b Vahee G the Sl n i e amoan of N8 for B i mition 1o &0, KD
M Jia .

* I Wb T T S B el ek, Wi (T e e
WETTERTS IO

reapectively), sugpesting that these methods yielded & lagher
purity of the DNA exiracted {p <0001 ) The highest total amoent of
[ A weas bl wskng the phensol —cblora$orm methad ooamgared
1o the other foor extraction methods (p - L

PR amplificancn

Thie resubts of PUH amplification in i-ullﬂéid‘ﬁ'l\' miethont ol
DNA extraction are described i Table 4. The & pEne Was
anprlified il methods and samplesi Fiz. 1) The 165 (@A H. pyfen

gene positivity was 40 in samples exhacted with DNA
H‘P‘E]mwiuu A DNA M Kin (M2) and ReliaPrep™ FFPE

Fag L idiliction ol 5 110 i bifiiin deta el (MY Tagihoal. Lise b ke

AT S0 A reer ] 100 4000 ke | periay samiple ex cied wieh W), e 7
poalie smplke cxiaried with MZ; oee T poaiiive mnple exraried with S5 e
A prsiliae sl ool facled wilh G b b posEe samiplc crliaclil wilh M
RTP?HMIﬂHH{IM“lW.IMIMKH B O iRl il
W

Anexo 3

109



E Bobeio Cancelnees o ol 7 Folhology - Bessarch end Prociioe 208 (004 142 146 145
Tabie 4
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- KR
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T, Dolal) of preflive amplilclionSoll simghes (E): +, poslilee: -, pepalive.

& p-Nalne for the Corniran's e rmpunng the ive peolnnss peokd sogether,
B powalne Iorihe Mo Nemars st comE nng each pas

Fig. 2. Ampliication of 3 135 pb WL syien 165 NA groe. Lme M: mokeoul e
ey {100 10000 e 1 peilne Sk esinoie will M5 Ane ¥ g
D e 8T negaive cosiml {doobie desiilicd water), dme T positive sampic
emircie willi M1 e & pegalive sample; low & s sample siocied with
B e B poalive sample crlnciend) willl WO Jaee £ posilive sample exineied
i B B o oot ol £ myiert (A from FFPE grsand Dsser)

FONA (M4} 50K in samples extracted with Wizard 5V Genomic
DA (M3) and TOR in samples extracted with phenol-chlonofonm
(M5} Howeever, analyses of 165 rifNA H. pylori gene amplification
did mot ahowe statistically significant differences among the five
methods tested (p - 0468 (Fig. 2.

Discussbon

The diagnosis of H pyler infection in the liver dssue of patients
with HOC has often been comducted using fresh tissue samiples.
Hoswever, the employment of FFPE tissae for H. pylon diagnasis can
e very usefal not only inretrospective studies bat also in the char-
acterization of sirains of vinilence ctors and in the eomelation
with histopathological data and presence of bacteria. Furthermore,

FFPE tissues have several advantages over fresh or froeen s
samples i thar they are easy to handle and have inespensive bong-
termm storage [ 24)

It has frequently been desoribed thar the effectivensss of PCR
uszing DNA oo FIPE tissue iz affectesd by multiple Botors, incdod
ing the type of focative used, the fioction tme, the DRA extraction
method, the lemgih of the PCR target, the concentration of ON& and
the PUR pratocol itsedf [ 11].

Considering the DNA exiaction imethod, we oompared
four commercial kits [(lAamp FPE Tissue Kiti(Qiapen, (HAamp
DMA Mini KitMNagen, Wizard 5V Genomic DNA Purilication
SystemiPramega and RealiaPrep™ FPPE gDNA Minipeep Sys-
teany Promsega) with fee phesol -cllorsiorm method. Although all
fiwe methods were able to prodeoe viable DNA as the E-globin grae
was amplilied inall sumples tested, i peneral the commescial kits
prowed bo be less laborious and toxic than the phenol-chlonoform
technique, These results were confiomed by other authors [#]

Furthermore, routine methods for DNA extrachon froen FRFE
tissiies gemerally inclade an inital deparaffinization step ising
xylene or similar crganic sobvent follosed by several washang steps
with graded ethanod, These steps were performed in foer of the
five methods tested, except for ReliaPrep™ FRPE gDNA Mindprep
SystemPromega which emplowed a single deparaifimizatnon step
using mineral oil only. This is particularly advantageoss since extra
muanipulation nrtmsﬂwpmmalﬁrmnm COMLATMATAT
Moaoreover, the danger of accidentally removing small tissue frag-
meerits by petting s slso reduiced, Awthons also reported the iise of
mineeral pill in deparaffinization of loag-term archived FRPE samiples
13}

i relation to B pryddow DINA amplilication, we olserved taat all
four coommercial protocols had similar reselis. Althosgh a Righer
percentage of positive amplicons rom sumples extracted with
phenol-chloroform techmigee was obtained, these nesults were not
stalistically sipnilicaint. We believe this probably ocommed because
we il A reduced number of cases (o= 10). Then, we sugpest that
hatnire stulies employing a barger mminber of parallin blocks aie
nevded tocanfirm this findang.

It s important to comsider that e Beer frapments employed
here were Larger tissue samples, and phenod -chlomoform was the
most eflicient method in producing a high yiek] of DNA I our
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opinion, this probably occurred because commercial kits have
columns for DNA punfication and a large amount of tissue may dog
these columus, hampering the final DNA elution. This is particu-
larly troublesome when target DNA exists in a small quantity in the
tissue as probably happens with H pylori DNA in the liver [28 30|
Because of this, we suggest that phenol-chloroform is the maost
sultable method for H. pylort DNA extraction using FFPE lNver sam-
ples with 2 large amount of tissue. Italian researchers have observed
that steall section of tisswe resulted in a higher rate of amplification.
This may be explained by a longer fixation time, probably used
«mmmmmhanmamﬁnmm

during
that amplification of 165 fRNA H. pyfor gene was saccessful, despite
the extraction method, because we amplified smaller PCR prod-
wcts (139 bp). Inoue et al. concluded that tissues have to be fixed
mmediately for one day to remain viable for amplification by PCR
of fragments up to 200bp [25]. Sumdlar findings are confirmed by
other investigators [4.5.12, 14 26)

It is important to know that the FFPE liver fragments used here
had tummoral and peritumoral tissue in the same paralfin block.
Considening that the necrotic state and neclease content of tissees
can also be important in recovering intact DNA [ 22], we believe that

was the most suitable method for H. pylori DNA
detection in our samples, although it did not show a statistically
agna resalt.

Shabata (1994) reports that a common source of fallure in the
amplification of DNA extracted from FFPE tissue is the addition of
oo much of the crude extract to the PCR [5]. Infact, the total amount
of DNA in most sections is usually large and 2 10-fold dilution wall
often reduce potential PCR inhibitors. This occurred in some of
our samples extracted with phenol -chloroform, and dilution was
unportant for the detection of H. pylort.

In sumemary, we conclude that of the five methods of DNA
extraction from FFPE liver tested here, the phenol-choroform
method is the most suitable for detection of H. pylon in these sam-
ples. Conssdering that bacterta must be present in small number in
the liver and the phenol chloroform techique resulted ina higher
final concentration of DNA, we suggest that the use of this method
wnay bedp to clarify the role of H. pylori in the pathogenesis of HCC.
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and'or any other alterations shall be made only with prior nmitten authonzation of Elsavier
Ltd. (Please contact Elsevier at permizsions@elsavier com)

. If the permizzion fee for the requested usze of our matenal 1= waived in thus instance,
pleaze ba advised that vour fiture requasts for Elsevier matertals may attract a fee.

7. Beservation of Kights: Publizher reserves all rights not specifically granted in the
combination of (1) the cenze details provided by vou and zccepted m the courze of this
Licenzing transaction, (1) thess terms and conditions and (11) COC= Billing and Payment
terms and condrhons.
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3. Licenze Contingent Upon Pavment: While vou may exercizs the rights licenszed
mmmediately upon izsnance of tha license at the end of the hicansing process for the
framsaction, provided that vou have dizclosed complete and accurate details of your proposed
use, no license 1= finally effactrve unless and wntil full payment is recerved from you (either
by publisher or by OCC) as provided in CCC's Billing and Payment terms and conditions. If
full payment 1= not recerved on a timely basiz, then any hicenze prelimmanky granted shzll be
deamead automatically revoked znd shall be voud 25 1f never granted. Further, in the event
that vou brezch amy of theza terms and conditons or any of CCOC's Billng and Pavment
terms and condihons, the licenza 1z automatically revokad and shall ke void as if never
sramtad. Use of matenials 2z desembed m 2 revokeed licensze, a5 wall as any use of the
materials bevond the scope of an wirevoked licenzs, may constitote copymight infringemant
and publizhar rezarves the right fo takes any and all action to protect its copyright i the
materials.

9. Wamrantizs: Publizher makes ne represemtations or warranties with respect to the licensad
material

10, Indermmity- Voo hereby indemnify and agree to held harmless publisher and CCC, and
thair respective officers, directors, smployvess and apents, from and against any and all
claims arizmg out of vour use of the licensed material other than az specificall zuthorizad
pursuant to thes hieense.

11. Mo Transfer of Licanse: Thiz hicense 1= personal to vou and may not be sublicensad,
azziznad or tramsfarred by vou fo any other person without publisher’s written parmizsion,

11. Mo Amendment Except in Writing: Thiz licenze may not be amended except m 2 writing
signed by both parties (or, m the case of publisher, by CCC on publishar's bahalf),

13. Objection to Contrary Termsz: Publisker hareby objects to any terms contained m any
purchaze order, ackmowledzment, check endorsement or other writing preparsd by vou,
which terms are meonzistent with these terms and condiions or CCCs Bullmg and Payment
terms and condifionz, These tarms and conditions, togethar with CCC'z Billing and Payment
terms and cenditions (which are meorporated herein), comprise the entire agreement
batueen vou and publizher {and CCC) concermmg this licensing transaction. In the avent of
any conflict betarsen vour oblizations estzblizhed by these terms and conditions and thoss
estzblizhad by CCC'zs Billing and Payment terms and conditions, theze terms and conditions
shall comtral.

14 Fevocation: Elssvier or Copyright Clearance Center may deny the peroussions dascrbed
m thiz Licensa at their sole discretion, for any rezson or no reason, with a full refimd payable
o von. MNotice of such demal wall be made uzing the contact information providad by von
Falure to receive such nofice will not alter or mvalidate the demal. In no event will Elseviar
or Copnmght Clearance Center be responsible or liable for anv costs, expenses or damagze
meurred by you as 2 result of a demal of vour permiszion request, other than a refund of the
amount{z) paid by vou to Elsevier and'or Copyright Clearance Center for denied
DAIRISEIONS.

LIMITED LICENSE
The followmg terms and conditions apply only to specific heanse types:

13. Tramzlation: This permiszion 13 granted for non-excluzive world Englizh nghts only
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unless vour license was granted for translation rights_ If you licensed translztion rights vou
may only translate this content mto the languages vou requested. A professional tranzlator
must parform all tranzlations and reproduce the comfent word for word preserving the
misarity of the article. If thiz hicensa 1= to re-use 1 or 2 figures then pemmizsion 1= granted for
non-exelnsrve world nghts in all languages.

16. Posting Licenzed content on any Webazite: The follovwang terms and conditions apply az
follows: Licensing material from an Elsevier jounal: All comtent posted to the welb site must
maintain the copyright mformation line on the bottom of each imapa; A kvper-text mmst be
meledad to the Homepage of the journal from which you are licansmg at

hitp-/ www. sciencedirect com/science joumal yoooo or the Elsevier bomepage for books at
hitp- wonwelzevier.com: Central Storage: This license dosz not michude pernuission for a
seznned version of the matenzl to be stored m a central repository such as that provided b

Licenzmg matenial from an Elsevier book: A hyper-text ink must be meluded to the Elsevier
homeypaze at http-/wonaralzevier com . All content posted to the web zite rmet maintam the
coprright information hne on the bottom of each image.

Posting licensed content on Electronic reserve: [n addition to the zbeve the followms
clznzaz are applicable: The web site must be password-protected and made zvailabls only to
bona fide students registerad on 2 relevant course. This permission 15 granted for 1 vear only.
Tou may obtain a new licenze for futurs website postmz.

17. For journal anthors: the following clanses are apphicable 1n addibon to the abova:
Preprints:

A preprint 1= an author's own wrtte-up of research results and analysiz, # has not been
peer-raviewed, nor has it had sy other value added to 1t by a publisher (such as formatting,
coprnight, technical enhancement etc.).

Authors can share their preprimts anywhere at anv fime. Preprints should not be added to or
enhanced n 2y way in order to appear more ke, or to substituta for, the final versions of
articles bowever authors can update thewr preprints on ariv or RePEc with thewr Aceepted
Author Manusenipt (e balow’).

If aocepted for publication, we encourage authors to link from the praprint to their formal
publication wa its DOL Millions of ressarcher:z have access fo the formal publications on
SecrencelMrect, and 30 links will help users to find, access, cite and use the best avalable
varsion. Pleaze note that Cell Press, The Lancet and some societv-oumed have diffarent
preprmt policies. Infonmation on theze policies 1= available on the journal homaparze.
Accepted Author Manuseripts: An zecapted author mamizeript 1= the marnsenpt of 2n
article that haz bean accepted for publication and which tvpically includes anthor-
meorporated changes suzzested during submission, peer review and aditor-anther
commumications.

Authors can share their acceptad author mannscript:

- mmmediately
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viz ther non-commercial perzon homepage or blog
by npdating 2 preprint i ar¥iv or BePEe with the accepfed mamzenipt

via ther research mstrfute or mesthstionzl reposftory for internzl imstituhiomal
n=as or as part of an imatation-only research collaboration work-group

directly by providing copies to themr students or to rezearch collzborators for
their perzonal uze

for private scholarly sharing as part of an imvitation-only work group on
commercial siez with which Elseviar has an agreement

- after the ambargo panod
iz non-commercizl hosting platforms such az their mehtutionz] repostory
iz commercial sites wath which Elsevier has an agreement
In zll cazaz accepted manuseripts should:
- lmk to the formal publication iz its DOL
- bear 2 CO-BY-MNC-ND licensze - this 1z easy fo do

- if agzregated with other manusenpts, for example in a repository or other site, be
shared m alisyment with our hosting policy mot be added to or ephanead In any way to
zppear mora like, or to substitute for, the published joumal articla.

Puohblished jonrnal article (JPA): A publizhed jourmal article (PTA) iz the definitive final
record of puklizhed research that appears or will appear m the joumal and embodies all
vzlue-addms publishing activities meluding peer reviow co-ordmation, copyv-editing,
formattme, (&f relevant) papination and onhne ennchment.

Policizs for sharms pubhizshins jowrnzl articles differ for subseription and: gold open access
articlas:

Sub=zcription Articles: If vou are an anthor, pleass share a link to vour article rather than the
full-text Mfallionsz of ressarchers have access to the formal publications on SclanceDirect,
and =o lnks will kelp vour wsers to find, acces:. cite, and uze the best available version.

Theses and dissertations which contain embedded PTAs as part of the formal submiszion can
ba posted publicly by the awarding mstrtution with DOT Iinks back to the formal
publications on SciencaDirect.

If vou are affilizted with 2 bbrary that subzenbes to Scienceliract vou have additional
privats sharinz nght= for others' rezearch acceszad under that apresment This mmcludes use
for classroom teaching and mtemal frainmg at the mstihthon (mcludmg wse in course packs
and coursewars programs), and melusion of the article for grant fumding purposes.

Gold Open Aecesz Articles: May be zharad according to the author-zelected end-user
heenze and should comtain 2 Crosshiark loso, the end user licen=e. and 2 DOT Ik to the
formal publication on Sciencelhrect.
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Pleaze refar to Elzevier's posting policy for further mfonnation.

1E. For book authors the follovwing clauses ara zpplicable in addition to the zhove:
Authors are permitied fo place a bref summary of thewr work online only. You are not
zllowed to download and post the published electronic version of vour chaptar, nor may vou
sczn the printed edition to create an electronic version. Posting to a repository: Aunthors are
parmittad o post 2 summary of their chapter only in their metrtution's repozitory.

19, ThesizThszertation: [f vour license 1z for use m a thesia/dissertation your theziz may be
subnputted to vour insttation in either print or electronie form, Should vour thasis be
publizhed commercially, please reapply for pemmizsion. Thess requirements includs
parmiszion for the Library and Archives of Canada to supply =ingle copies, on demand, of
the complete thesiz and include parmizsion for Proquest TURI to supply smzle copies, on
demand of the complete thesis. Should vour thesis ba publizhed commercially, pleaze
reapply for permission. Theses and dizsertations which contam embedded PTAz as part of
the formal submizzion can be posted publicly by the awarding mstsmtion wrth DOT links
back to the formal publications on ScisnceDirect.

Elzevier Access Terms and Conditions

ou can pukhsh open accasz with Elseviar in hundreds of open access joumals or m nearly
2000 sztablizhed subscription journals that support open access publishimg. Permtted third
party re-use of these open access articles 15 defined by the anthor's chores of Creative
Conmmons user license. See our open access hicence poliey for more mformation.

Terms & Conditions applicable to all Open Access articles published with Elsevier:

Amny renze of the article must not represent the author as endorsing the adaptation of the
articla nor skould the articls be modified m mich 3 way as to damage the suthor's honmer or
reputation. If any changes have been made, such changes mmst be clearly indicated

The authors) mnst be appropnately credited and we azk that vou melude the and nzer
licensza and a2 DOT Imk to the formal publication on ScisnceDirect.

If any part of the maferial to be used (for example, fipures) haz appeared m our publication
with credit or acknowledzement to anothar source 1t 1= the responsibility of the usar to
ensure their reuse complies with the terms and conditions determined by the rights holdar

Additional Terms & Conditions applicable to each Creative Commonz uzer license:

CCBY: The CC-BY licensze allows users to copy, to create axtracts, abstracts and new
works from the Article. to alter and revizs the Articls and to make commercial uze of the
Artiels (melidmz reuse and’or resale of the Articls by commercial entriies), provided the
user pives appropriate credit (with a link to the formal publication through the relavant
DO, pronades a lmk to the license, indicates if changes were made and the licensor 15 not
represanted as endorsing the use made of the work. The full details of the licenze ars
Fvailzbla at hitp:/lereativecommons. org/licensas /4.0

CCBY NC 5A: The CC BY-WC-8A licansze allows users to copy, to create axtracts,
zhstracts and new works from the Articla, to alter and reviza the Arhcle, pronaded this 1= not
dome for commeretal purposes, and that the nsar grires appropriate eredit {with a link to the
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formal publication through the relevant DOT), provides a link to the heense, mdicates of
chamees were mads and the licenzor 1= not reprezented as sndorzing the uze made of the
work. Further, any new works must be made available on the same condtions. The full
detail= of the license are available at http:/ creativecommaons ors licensea by-ne-sa'4 {1

CCBY NC ND: The OC BY-NC-ID hicenzs allows uzers to copy and distribute the Article
providad this s net done for commercizl purposes and further doss not permit distnbution of
the Articls if it is changed or edited in any way, and provided the user gives appropriate
cradit (with a lmk to the formal publication through the relevant DOT), provides a link to the
Iicense, and that the licensor iz not representad as endorsing the nze made of the work. The
full detzils of the license are available at http:fereativecommons. org heenses by-ne-pd /4.0,
Any commercial rense of Open Access articles published wath a CCBY WC 84 or CCBY
NC ND licensza requires parmizzion from Elsevier and will be sukject to a foe.
Commercial rense meludes:

- Associating advertizine with the fall text of the Artsele

- Chargmng faes for document delivery or access

- Arhele agpregation

- Swstematic distribotion via e-mail lists or share buttons

Postmg or limkme by commarcial compames for usa by customers of those compamies.

20_ Onther Conditions:

1.7
Questions? customencare@copyright.com or +1-B55-239-3415 (toll free in the US) or
+1-978-646-2777.

13022015 1740

Anexo 5



126

Campinas, 01 de outubro de 2015.

\

UNICAMP

DECLARAGAO

Declaramos, por meio deste documento, que ndo estamos infringindo os
direitos autorais transferidos as editoras “John Wiley and Sons” e “Elsevier”,

referentes aos manuscritos apresentados nesta Tese (Anexos 2 e 3).

Cordialmente,

Byl e ol Rk ~Lovent

Aluna: Elizabeth Maria Afonso Rabelo Gongalves

A Y ey o een

Orientador: Prof. Dr. Jazon Romilson de Souza Almeida

Anexo 6



