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A expressdo do antigeno leucocitario humano G (HLA-G) e do antigeno leucocitério
humano E (HLA-E) em processos fisiolégicos e patologicos permanece pouco
conhecida. Acredita-se que essas moléculas desempenham papel fundamental no
estabelecimento e manutencdo da tolerancia imunoldgica, inibindo as funcGes das
células imunocompetentes. Na literatura internacional, at¢ o momento, ndo foi
encontrado nenhum estudo publicado correlacionando Helicobacter pylori (H. pylori)
com expressaio de HLA-G e HLA-E. O presente trabalho tem como objetivo
correlacionar a expressdao dessas proteinas em bidpsias gastricas de pacientes
acometidos com H. pylori. Sessenta e quatro espécimes gastricas de pacientes
acometidos com H. pylori foram avaliados para expressdo de HLA-G e HLA-E. As
amostras foram estratificadas de acordo com a presenca de carcinoma ou de Ulcera
péptica. Como controle foram analisados espécimes gastricas de pacientes vivos sem H.
pylori. Para detectar a expressdo dessas moléculas utilizou-se a técnica de
imunohistoquimica com os anticorpos monoclonais anti-HLA-G e anti-HLA-E. Outros
critérios como analise do infiltrado inflamatorio (hematoxilina-eosina) e identificacdo
do H. pylori (Giemsa) foram analisados. As moléculas de HLA-G e HLA-E foram
detectadas em grande parte das amostras contendo Ulcera e carcinoma gastrico. No
grupo controle ndo foi detectada a presenca de HLA-G e HLA-E, indicando que a
bactéria H. pylori modula a expressdo dessas moléculas no grupo dos pacientes que
apresentaram Ulcera ou carcinoma gastrico. A presenca da bactéria H. pylori parece
modular a expressdo do HLA-G e do HLA-E, favorecendo assim a evolugdo da

infeccdo, o que confere diferentes graus de lesdo do epitélio gastrico desses pacientes.

Palavras-chave: Antigenos HLA-G, Antigenos HLA-E, Helicobacter pylori.






The expression of human leukocyte antigen G (HLA-G) and human leukocyte antigen E
(HLA-E) in physiological and pathological processes remains unknown, it is believed
that these molecules play a fundamental role in the establishment and maintenance of
immune tolerance by inhibiting the functions of immunocompetent cells. In literature
we found no published study involving the bacterium Helicobacter pylori (H. pylori)
with expression of HLA-G and HLA-E. The objective this study is investigated the
expression of this protein in gastric biopsies of patients with the bacterium H. pylori.
Sixty-four biopsies of the patients with diagnosis of infection by H. pylori were
evaluated to expression of HLA-G and HLA-E. The samples were stratified according
to the presence of carcinoma or peptic ulcers. Patients without H. pylori were used to
control. To investigate the expression of this protein were used immunohistochemistry
technique with monoclonal antibody anti-HLA-G and anti-HLA-E. Other criteria such
as analysis of the inflammatory infiltrate (hematoxylin-eosin) and identification of H.
pylori (Giemsa) were analyzed. We detected HLA-G and HLA-E molecules in the most
samples containing ulcer and gastric carcinoma. In negative control group was not
detected the presence of HLA-G and HLA-E. The presence of H. pylori seems modulate
the expression of HLA-G and HLA-E, favoring the evolution of infection, giving

different degrees of gastric lesion in epithelium of these patients.

Keywords: Antigen HLA-G, Antigen HLA-E, Helicobacter pylori.
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1. INTRODUCAO

1.1 Helicobacter pylori

O Helicobacter pylori (H. pylori) € uma bactéria gram negativa, espiralada em forma
de S ou em bastonete curvo, microaeréfila, e que mede cerca de 3 a 5 pu de comprimento por
0,5 p de largura; possuindo de quatro a seis flagelos unipolares embainhados e com bulbo
terminal (JAWETZ; LEVINSON, 1994; FREIRE; TONELLI, 2000). Apresenta-se como
sendo um dos agentes de infeccdo crénica mais comum em seres humanos, atingindo a
mucosa e microvilosidades gastricas, provocando destruicdo de células gastricas através da
producdo de urease (VOLAND et al., 2003), fosfolipase (MISIEWICZ, 1995) e citotoxina,
alterando a secrecédo &cida gastrica (FREIRE; TONELLI, 2000), facilitando sua aderéncia a
mucosa (MAHDAVI et al., 2002). Ademais, algumas dessas bactérias apresentam o Gene
cagA, agravando sua viruléncia (ATHERTON, 1997).

Aproximadamente, metade da populacdo mundial esta infectada pelo H. pylori (SHI
et al., 2008). Infeccbes por esta bactéria podem induzir patologias que variam desde uma
simples gastrite cronica ou Ulcera péptica, até a evolucdo para o carcinoma gastrico
(BACKERT; CLYNE; TEGTMEYER, 2011). A infeccdo pelo H. pylori é mais prevalente
nos paises subdesenvolvidos e é bem correlacionada com as condigdes socioecondmicas. Nos
paises em desenvolvimento, a prevaléncia nos adultos é de cerca de 80%, enguanto nos
paises industrializados ela ocorre em cerca de 20% a 50%. Nos Estados Unidos ficou
demonstrado que a melhora nas condigdes sanitarias ocorridas no pais na segunda metade do
século XIX reduziu de modo significativo a infeccdo pelo H. pylori (KOUNTOURAS et al.,
2008). No Brasil, a soroprevaléncia do H. pylori foi estimada em 65%. Esta prevaléncia esta
associada a ambientes populosos, condi¢des de higiene precaria, falta de saneamento basico e

contato proximo (ZATERKA et al., 2007). Contudo, estudos com criangas e jovens
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brasileiros até 18 anos, de familias de baixa renda, evidenciou um percentual de 34% de
soropositivos, que aumenta significativamente com a idade (BEDOY A et al., 2003).

O ser humano € o principal reservatério de H. pylori, ndo tendo ainda sido
encontrados animais que sirvam de reservatorios significantes. A infecgdo ndo € autolimitada
e pode persistir por muitos anos (GLYNN et al., 2002). A via pela qual ocorre a infeccéo
pode ser fecal-oral ou oral-oral (BROWN, 2000). A transmisséo interpessoal € considerada a
mais importante, conforme evidenciado em estudos com familias que moram em condicdes
de aglomeracgdo. Estudos utilizando tipagem de DNA confirmaram que membros de uma
mesma familia tendem a ser infectados pela mesma cepa de bactéria (ROMA-GIANNIKOU
et al., 2003).

Apos a infecgdo, a progressdao da doenca gastrica tem sido associada a diferentes
variaveis como cepa infectante, viruléncia bacteriana, predisposi¢ao geneética, resposta imune

a infeccdo e dieta (RADOSZ-KOMONIEWSKA et al., 2005).

1.2 FATORES DE VIRULENCIA

Diversos fatores de viruléncia estdo envolvidos na patogenicidade do H. pylori,
incluindo-se varias enzimas (urease, catalase, lipase, fosfolipase e protease), toxinas e genes
associados a citotoxina (RADOSZ-KOMONIEWSKA et al., 2005). Dentre as enzimas, a
mais importante é a urease, a qual é essencial para a sobrevivéncia da bactéria em meio
extremamente acido, como a luz gastrica, facilitando a colonizacdo da mucosa do estdbmago.
A urease catalisa a degradacdo da uréia em amdnia e dioxido de carbono que torna o meio
mais alcalino, permitindo a sobrevivéncia do microorganismo (HARRIS et al., 1996;

MCGEE; MOBLET, 1999).
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Em relagdo a producdo de toxinas, a primeira descrita foi a toxina vacuolizadora
(VacA), codificada pelo gene vacA, o qual ndo apresenta homologos em outras bactérias ou
outras especimes de Helicobacter sugerindo grande grau de importancia e relacdo especifica
com o0 estbmago humano. Esta presente em todas as cepas de H. pylori, embora apresente
acentuado polimorfismo (RADOSZ-KOMONIEWSKA et al., 2005; MARSHALL, 2002;
SUERBAUM; MICHETTI, 2002). A toxina VacA pode apresentar diferentes mecanismos de
acdo, como a formacgdo de poros na membrana celular do hospedeiro, modificacdo do tréafico
endo-lisossomal, vacuolizagdo celular e apoptose (AMIEVA; EL-OMAR, 2008;
ATHERTON; BLASER, 2009; BACKERT; TEGTMEYER, 2010; POLK; PEEK, 2010).

O fator de viruléncia mais estudado é o gene associado a citotoxina (cagA), o qual foi
descrito pela primeira vez no final dos anos 80 (COVER; DOOLEY; BLASER, 1990).
Atualmente é considerado o marcador de cepas que confere risco aumentado para doencas
péptico-ulcerosa (CRABTREE et al., 1991) e carcinoma gastrico (BLASER et al., 1995).
Este gene caracteriza a chamada “ilha de patogenicidade” (também usualmente conhecida
pela sigla em inglés PAI-Pathogenicity Island) (BLASER; ATHERTON, 2004). A ilha de
patogenicidade cag (cag PAI) é constituida em torno de 29 genes que codificam componentes
bacterianos e podem induzir a inflamacéo (IKENOUE et al., 2001). A producéo de citocinas
e a presenca de cag PAI sdo tidas como os principais fatores de agressividade bacteriana
(RADOSZ-KOMONIEWSKA et al., 2005). A cag PAI codifica componentes do sistema de
secrecdo do tipo IV (T4SS), que atuam introduzindo o gene cagA na célula hospedeira,
permitindo que a bactéria module vias do metabolismo da célula hospedeira, interferindo
com a cascata de sinalizacdo (COVACCI; RAPPUOLLI, 2000; TEGTMEYER; WESSLER,;
BACKERT, 2011).

A sua presenca nao é observada em todas as bactérias da espécie H. pylori, porém as

gue possuem esta caracteristica parecem ser mais virulentas. A regido cag PAI contém
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também genes que induzem a producdo de interleucina oito (IL-8) pelas células epiteliais
(MARSHALL, 2002; FISCHER et al., 2001). Esta, por sua vez, atrai neutréfilos que migram
dos capilares através da lamina propria e emergem entre as células epiteliais, liberando
produtos agressivos (proteases, radicais livres etc.) que agridem o epitélio (YAMAOKA et

al., 1996).

1.3 RESPOSTA IMUNE

O H. pylori é altamente adaptado a mucosa gastrica e possui caracteristicas biologicas
que permitem sua entrada no muco, onde migram e se ligam as células epiteliais. Para
escapar a atividade bactericida da luz gastrica e entrar na camada mucosa, o H. pylori produz
urease que, conjuntamente com sua mobilidade, sdo essenciais no processo inicial da
infeccdo. O H. pylori causa inflamacéo continua que consiste no recrutamento de neutroéfilos,
linfocitos T, linfécitos B e macréfagos provocando um dano as células epiteliais da mucosa
gastrica. Esta resposta inflamatoria € acompanhada de niveis aumentados de diversas
citocinas, entre elas IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, dentre outras acGes decorrentes da cascata
inflamat6ria (WROBLEWSKI; PEEK, 2011; SEPULVEDA, 2001; NAITO; YOSHIKAWA,
2002) como é mostrado na figura 1, adaptada de Monack, Mueller e Falkow (2004). Quando
o H. pylori escapa da resposta imune ocorre colonizacdo persistente e transmissao. A
intensidade da inflamacéo correlaciona-se com a gravidade dos danos induzidos a mucosa e
ao DNA. Ocorre também importante resposta imune humoral, com producéo sistémica de
anticorpos gque ndo sao capazes de erradicar a infeccdo, mas podem contribuir para o dano

tecidual e levar a gastrite e a Ulcera (JAISWAL et al., 2000).
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Figura 1. Infeccdo persistente pela bactéria H. pylori. Interacdo entre H. pylori e a resposta
imune do hospedeiro leva a gastrite crénica e colonizacdo persistente. (adaptada de
MONACK; MUELLER; FALKOW, 2004).

No decorrer de dezenas de milhares de anos de co-existéncia com o seu hospedeiro
humano, o H. pylori tem evoluido adaptacGes elaboradas que permitem que ele persista no
ambiente hostil do estbmago em face de uma resposta inata e adaptativa imune vigorosa,
incluindo a producdo de anticorpos locais e sistémicos que, geralmente, ndo sdo capazes de
elimind-la (MULLER; OERTLI; ARNOLD, 2011; PEREZ-PEREZ et al., 2003; PEEK et al.,
1995).

O sistema imunoldgico inato reconhece o H. pylori através dos receptores “toll-like”

(TLR) que identificam a sua estrutura molecular. O estimulo dos receptores TLR faz com

29



que uma verdadeira cascata inflamatdria seja desencadeada (MULLER; OERTLI; ARNOLD,
2011; BLASER; ATHERTON, 2004; HOLD; MUKHOPADHYA; MONIE, 2011). Os
receptores TLR compdem uma familia de 11 membros (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5,
TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, TLR11) de receptores que se encontram expressos nas
células dendriticas e sdo responsaveis pelo reconhecimento de estruturas que foram
conservadas pelos microorganismos durante sua evolucdo, como o lipopolissacéride e o
acido lipoteicdico. Através da ligacdo aos receptores TLR2 e TLR4, localizados na
membrana das células mononucleares, ocorre a ativacdo de sistemas de sinalizacdo, como o
do fator nuclear kappa-beta (NF-KB) e das proteinas cinases ativadoras de mitose (MAPK),
do que resulta a determinacdo do perfil de secrecdo de citocina por essas células
inflamatdrias. No caso da infeccdo pelo H. pylori os macrofagos do hospedeiro produzem
citocinas inflamatorias, como a IL-1p e IL-6, fundamentais na patogénese da infec¢édo (RAD
et al., 2007).

Por outro lado, quanto ao sistema imune adaptativo, a relagdo entre o H. pylori e 0
hospedeiro tem sido estudada em modelos murinos infectados por Helicobacter ssp,
mostrando que a participacdo das células T é fundamental na resposta do hospedeiro.
Acredita-se que, como o H. pylori é considerado um patégeno que ndo apresenta um ciclo
intracelular, seria de se esperar resposta adaptativa com padrdo predominante Th2. Por outro
lado, na vigéncia da infeccdo pelo H. pylori ha predominancia da ativacdo das células Thi,
responsaveis pela producdo das citocinas inflamatérias IFN-y, 1L-12, IL-18, IL-17 e TNF-a.
Crescente interesse tem sido direcionado a funcdo das células T reguladoras, denominadas
Tregs, na infeccdo pelo H. pylori. Essas células estdo associadas ao controle de respostas
imunes exacerbadas, como ocorre na sensibilizacdo a alérgenos e nas doencgas auto-imunes.
Estudos in vitro tém mostrado que as Tregs podem suprimir a resposta de células T de

memoria e permitir a persisténcia da infeccdo pelo H. pylori (WILSON; CRABTREE, 2007).

30



Outras moléculas também podem estar associadas com a inducéo de tolerancia atraves de um
mecanismo de sinalizacdo inibitoria como ocorre com as moléculas de HLA-G e HL-E.

(WIENDL et al.,2002; ROUAS-FREISS et al., 2005a)

1.4 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC)

Os genes que compdem o MHC humano tém sido agrupados em regifes designadas
de classe I, Il e Ill, de acordo com as suas localizagdes no braco curto do cromossomo 6.
Atualmente, sdo reconhecidos mais de 40 loci no MHC humano (sistema HLA, do inglés
Human Leukocyte Antigen) codificando diversas moléculas, muitas delas diretamente
envolvidas na resposta imune. A regido de classe | engloba os loci HLA-A, B, C, E, F, G, H,
J, K, L,PeV (LAWLOR et al., 1990; GERAGHTY, 1993; MARSH et al., 2010). Os genes
HLA-A, B e C codificam as moléculas classicas de histocompatibilidade presentes em
praticamente todas as células nucleadas (LAWLOR et al., 1990; SULLIVAN et al., 2006;),
enquanto os genes HLA-E e F codificam moléculas encontradas em tecidos fetais e em
alguns tecidos da fase adulta (WEI; ORR, 1990; GERAGHTY, 1993; GERAGHTY;
KOLLER; ORR, 1987; PYO et al., 2006), ja os genes HLA-G sdo responsaveis pela sintese
de moléculas presentes em tecidos do trofoblasto (LOKE; KING, 1991; ISHITANI;
GERAGHTY, 1992; PARHAM, 1996).

O HLA-G, E e F sdo genes ndo classicos de classe Ib do sistema HLA
(GERAGHTY, 1993; PYO et al., 2006). Os genes nao classicos Ib sdo caracterizados por
apresentar baixo polimorfismo e distribuicdo restrita a determinados tecidos, sendo que seu

papel vem sendo associado com a regulacdo da resposta imune (SULLIVAN et al., 2006).
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1.5 MOLECULA DO MHC NAO-CLASSICA HLA-G

O HLA-G, assim como 0s outros genes classicos do HLA, apresenta oito éxons, sete
introns e uma regido 3’ndo-traduzida. A presenga de um codon de terminacdo de cadeia no
éxon 6 e a ocorréncia de edicdo alternativa de RNA permitem a producédo de sete isoformas
da molécula que se expressam, principalmente, no tecido placentéario e no timo (ABBAS et
al., 2004). O baixo grau de polimorfismo e expressdo restrita ao citotrofoblasto desencadeou
a hipétese de que a funcdo do HLA-G estaria relacionada a protecdo do feto contra a resposta
imune provinda da méde. Embora o HLA-G ndo seja o Unico responsavel por este mecanismo,
uma vez que niveis semelhantes de incompatibilidade de HLA-G existem entre casais férteis
e casais com historico de aborto (GAZIT et al., 2004).

O gene HLA-G foi primeiramente clonado em 1987 por Geraghty, Koller e Orr, mas
sO0 reconhecido em 1990, quando Ellis, Palmer e McMichael verificaram que a molécula
atipica HLA de classe I, presente em abundancia na interface materno-fetal, era idéntica ao
HLA-G. Estudos posteriores confirmaram que o HLA-G era expresso em toda a interface
celular onde células maternas e fetais estavam em contato, por exemplo: células
trofoblasticas invasivas, células do endotélio vascular fetal, células do amnion e do liquido
aminiotico (LE BOUTEILLER et al., 1999), sendo recentemente constatado sua expressao
também no sistema reprodutivo masculino e no plasma seminal (LARSEN et al., 2011).

HLA-G é expresso de maneira constitutiva em células timicas, em subpopulagédo de
células do citotrofoblasto, em tecidos coriénicos e cornea (ELLIS et al., 1986; CRISA et al.,
1997; KING et al.,, 2000; LE DISCORDE et al., 2003; ISHITANI et al., 2003), precursores
eritroide e endotelial (MENIER et al., 2004). Estudo mais recente estabeleceu que a molécula
HLA-G é constitutivamente expressa no compartimento endécrino do pancreas humano

(CIRULLI et al., 2006).
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Uma expressdo ectopica da proteina HLA-G pode ser observada em condigdes
patoldgicas, e sua expressdo pode ser detectada em diversas células e tecidos. Dados
experimentais demonstram que os linfocitos T, células apresentadoras de antigenos (APCs),
células tumorais e tecidos transplantados podem expressar HLA-G na isoforma ligada a
membrana ou soluvel (PYO et al, 2006). As primeiras tentativas de elucidacdo da
importancia de HLA-G no controle da resposta imune resultaram de diversos estudos em
complicacBes associadas a gravidez, tais como abortos espontaneos (HVIID et al., 2002;
OBER et al., 2003; HVIID, 2004; HVIID, 2006). Outros pesquisadores investigaram sua
expressao nas células do citotrofoblasto, sua presenca sugere inducdo de mecanismos de
toleréncia dirigidos ao enxerto semi-alogénico fetal pelo sistema imune materno (ROUAS-

FREISS et al., 1997).

Relatos mais recentes demonstraram que as funcdes inibitorias de HLA-G ocorrem
pela interagao da molécula com pelo menos 3 receptores que possuem “motifs” intracelular
inibitorio (inhibitory tyrosine induction motif- ITIM), uma vez associado ao seu ligante, tais
receptores podem promover a inativacdo das tirosinas Kkinases presentes em células

imunocompetentes (LE ROND et al., 2006).

Estes receptores sdéo membros da familia de imunoglobulinas (1g) e sdo denominados
de ILT-2 (Immunoglobulin-Like Trascript-2), presentes nas populagdes de linfécitos T, NK,
monacitos, macrofagos, linfocitos B e células dendriticas; ILT-4, presentes nos mondcitos,
macrofagos e células dendriticas e p49/KIR2DL4, presente em células NK e linfocitos
TCD8+ [54-57]. Se, por um lado, ILT-2 e ILT-4 interagem também com outras moléculas
HLA de classe I, por outro lado KIR2DL4 € um receptor especifico para HLA-G

(SHIROISHI et al., 2003).

Mesmo que a expressdo constitutiva do HLA-G seja firmemente controlada e restrita
a certos tecidos, atualmente sabe-se que essa expressdo pode ser alterada durante varias
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condi¢des patoldgicas, tais como transplantes, cancer e infeccbes virais (LEMAOULT et al.,
2003).

A expressdo de HLA-G foi observada na colite ulcerativa, mas ndo na doenca de
Crohn (TORRES et al., 2004). Outro estudo mostrou que altos niveis de HLA-G5 foram
detectados no fluido sinovial de pacientes com artrite reumat6ide (LEMAQULT et al., 2003).
Também foi descrito que em pacientes com esclerose multipla hd uma baixa regulacdo da
expressao monocitica de HLA-G que pode contribuir para a diminuicdo da capacidade
imunomodulatéria dessas células (WIENDL; MITSDOERFFER; WELLER, 2003). Assim
como também, ha relatos de que altos niveis de sHLA-G foram encontrados na mucosa
genital de pacientes infectados com HIV-1 e vaginose bacteriana (THIBODEAU et al.,
2011).

A expressdo de HLA-G em alguns tecidos e celulas tumorais, embora com algumas
controvérsias, € um fato bem documentado (BUKUR; SELIGER, 2003; PAUL et al, 1998).
Essa expressdo ndo permite o reconhecimento de células tumorais pelas células NK,
conferindo assim uma vantagem ao desenvolvimento do tumor. Andlises por
imunohistoquimica de bidpsias de cancer revelaram o aumento da expressdo da proteina
HLA-G em varios tipos de lesdes malignas, apresentando expressao nas células tumorais
e/ou em células inflamatérias infiltradas (CHANG; MURPHY; FERRONE, 2003;
MARINCOLA et al., 2003).

Embora o HLA-G tenha sido detectado em uma grande variedade de tumores
analisados, a percentagem de lesdes positivas variou de acordo com o tecido analisado com o
minimo de 14% no carcinoma de células basais e 0 maximo de 100% nas molas hidatiformes
(ROUAS-FREISS et al., 2003). Shih e Davidson (2009) relataram genes associados com 0
desenvolvimento de cancer de ovario, dentre eles 0 HLA-G. O HLA-G foi mais expresso em

61% dos carcinomas de ovario de alto grau e em 25% dos carcinomas ductais invasivos de
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mama. Nas lesbes benignas ou de baixo grau de mama e ovario normais, a expressdo tecidual
do HLA-G ndo foi detectada (DAVIDSON et al., 2005; SINGER et al., 2003). Ainda, a
proteina HLA-G também foi detectada em tumores de cérebro, tais como, glioblastomas e
oligoastrocitomas anaplasicos e em carcinoma de pulmdo (WIENDL et al., 2002;
UROSEVIC et al., 2001). Nas doencas linfoproliferativas e em células de carcinoma renal, o
HLA-G foi detectado na forma sollvel (BUKUR et al., 2003a; BUKUR et al., 2003b; SEBTI
et al., 2003). Estudos também demonstram a expressao de mMRNA na maioria dos carcinomas
de células renais, mas nunca em celulas renais normais, associando a expressdo de HLA-G
com o quadro maligno (ARACTINGI et al., 2003). Na leucemia linfocitica cronica de células
B (LLCB), a expressdo de HLA-G foi correlacionada com o grau de imunossupressao celular
e humoral em pacientes com LLCB (NUCKEL et al., 2005). Estudos recentes evidenciaram a
expressdo de HLA-G em carcinoma hepatocelular, indicando que esta molécula pode ser
utilizada como um marcador de progndstico para esse tipo de cancer (WANG et al., 2011;
CAl et al., 2009).

A alta expressdo de HLA-G também foi relacionada a transformacdo maligna em
células melanociticas (PAUL et al, 1998; CHANG; MURPHY; FERRONE, 2003; ADRIAN
et al., 1999; IBRAHIM et al., 2004; PAUL et al., 1999). Da mesma forma que a expressao de
HLA-G protege o feto do efeito citolitico das células NK, esta mesma expressdo tambem
poderia favorecer a evasao de células tumorais (ALGARRA et al., 2004; LE BOUTEILLER,
1997). No caso das células NK, a aquisicdo de HLA-G, muda o seu comportamento
funcional de células de lise para células reguladoras de células tumorais (células alvo)
protegendo-as. A trogocitose de HLA-G1 representa um novo mecanismo de geracdo da
regulacdo celular: uma delas ndo envolve a maturacao de células regulatorias de vida longa, e

outra que envolve a conversao direta e imediata de células efetoras em células que adquirem
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temporariamente, efetiva fungdo regulatéria in situ e assim proporcionam uma supressao

imunolégica local de emergéncia (Figura 2) (CAROSELLA et al., 2008).
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Figura 2. Representacdo esquematica da supressao imune local de emergéncia: um possivel
impacto de trogocitose de HLA-G sobre as respostas imunes. (adaptada de CAROSELLA et
al., 2008).

Apesar da molécula HLA-G ser bastante estudada no contexto de cancer, doencas
auto-imunes e infeccdes virais, ndo foi encontrado relatos na literatura asociando esta
molécula com infecgdo bacteriana por H. pylori, sendo este, portanto, um dos objetivos do

nosso estudo.
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1.6 MOLECULA DO MHC NAO-CLASSICA HLA-E

Diferentemente da molécula de HLA-G, a expressdo e funcdo de HLA-E em processos
fisioldégicos e patoldgicos permanecem pobremente estabelecidas. HLA-E é expresso de
forma constitutiva em linfocitos T, linfocitos B, células NK e macréfagos (COUPEL et al.,
2007). Coupel et al. (2007) demonstraram que em 6rgéos ndo linfoides de individuos normais,
HLA-E é expresso nas células endoteliais destes 6rgdos, e, para que ocorra a estabilizagdo da
molécula para a sua expressao de superficie, HLA-E requer a disponibilidade de peptideos
derivados da seqliéncia lider de varias moléculas HLA de classe | classicas, incluindo, HLA-
A, HLA-B, HLA-C e HLA-G (BRAUD et al., 1998; LEE et al., 1995). Ainda, HLA-E pode
ser encontrado também na forma solivel (HLA-Es). Assim, quando HLA-G é expresso em
células ou tecidos, a co-expressdo na superficie celular da molécula HLA-E também pode
ocorrer (CAROSELLA et al., 2003).

HLA-E tem sido identificado como um ligante para os receptores CD94/NKG2A e
CD94/NKG2C expressos em células NK. A molécula de HLA-E juntamente com peptideos
de seqliéncia lider oriundas das moléculas de HLA de classe | classicas interagem com o
receptor inibitorio CD94/NKG2A presente na célula NK, resultando na inibicao da lise por
estas celulas e por LT CD8+ (POSCH et al., 1998; BRAUD et al., 1998; LEE et al., 1995).
Sendo assim, o complexo HLA-E e peptideos da seqiiéncia lider pode interagir com LT CD8+
expressando TCRs af ou 3, 0 que fornece uma via de protecédo e regulacdo da funcéo de LT
CD8+ (POSCH et al., 1998). Por outro lado, quando o0 HLA-E interage com peptideo sinal
oriundo da molécula de HLA-G, esse complexo se liga ao receptor CD94/NKG2C,
promovendo ativacdo das células NK (LEE et al., 1995; LLANO et al., 1998).

A evidéncia definitiva da importancia de HLA-E na regulacdo da resposta imune foi

obtida da construcdo de animais deficientes de Qal (homdlogo para o HLA-E em humanos)
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(HU et al., 2004). Esses animais apresentaram defeitos na imunoregulacdo mediada pelos LT
CD8+, mostrando o envolvimento de células T CD8+ supressoras restritas a expressao de
HLA-E para antigenos proprios ou estranhos (PANOUTSAKOPOULOU et al., 2004;
SARANTOPOULGQGS; LU; CANTOR, 2004).

A importéancia in vitro da expressdo da molécula HLA-E foi enfatizada em linhagens
de melanoma metastatico, assegurando a funcdo supressora dessa molécula (DERRE et al.,
2006). Recentemente, tambem detectada em sua forma sollvel in vivo em pacientes com
melanoma (ALLARD et al., 2011).

Posteriormente, Schulte et al. (2009) identificaram o aumento da expressédo de HLA-E
em pacientes com hepatite C cronica no qual foram identificados pelo peptideo do virus da
hepatite C (HCV). O HLA-E favorece a inibicdo das células NK, indicando uma importante
funcdo imunomoduladora de HLA-E na hepatite C. Joosten et al. (2010) também
identificaram uma atividade imunomoduladora ao relacionar a resposta imune ao
Mycobacterium tuberculosis com sua ligacdo a novos peptideos HLA-E.

Recentemente, foi avaliada a expressdo da molécula HLA-E em amostras de pacientes
com carcinoma colorretal através da técnica de imunohistoquimica no qual foi constatado
que a molécula de HLA-E favorece a ativacdo da resposta imune ao carcinoma colorretal,
apresentando uma alta correlacdo com a expressdo do HLA-A (BENEVOLO et al., 2011).
Em linhagens de células tumorais representativas das principais linhagens linféides e nédo-
linfoides, o HLA-E foi detectado em todas as amostras, 0 que sugere que o HLA-E pode
representar um mecanismo de evasdo do sistema imune (LO MONACO et al., 2011).

Uma questdo central e que remete a muitas controversias sdo 0s mecanismos de
supressdo dessa molécula. Diferentemente da molécula HLA-G, o papel do HLA-E é mais

restrito. Nesse contexto, nossos estudos estardo focalizados sobre a expressdo de HLA-E e
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seu papel em pacientes com infecgdo com H. pylori, visto que a expressdo dessa molécula
ainda ndo foi avaliada em bidpsias gastricas.

Embora sejam relatados varios estudos de associacdo envolvendo a molécula HLA-G,
em moléstias inflamatorias e cancer, ainda pouco se sabe acerca da relagdo dessa molécula
nas infeccBes bacterianas, assim como em relacdo a molécula HLA-E, especificamente, em
estudos relacionados ao H. pylori. Visto que alguns tipos de cepas H. pylori séo
reconhecidamente carcindgenos, que a expressao de HLA-G e HLA-E podem favorecer o
escape de células tumorais da resposta imune do hospedeiro, desenvolvemos este trabalho
sob a hip6tese de que a expressdo de HLA-G e HLA-E em bidpsias gastricas de pacientes
infectados com H. pylori possa favorecer a evolucdo da infeccdo e resultar em diferentes
graus de lesdo do epitélio géastrico. Celulas epiteliais gastricas expressando a molécula de
HLA-G e/ou HLA-E poderiam favorecer a inibicdo da resposta inflamatoria e o recrutamento
celular, e consequentemente diminuir a inflamacgé@o. Por outro lado, a alta expressdo dessa
molécula pode favorecer as células tumorais escaparem da imunovigilancia, e assim evadir
da resposta imune do hospedeiro favorecendo o estabelecimento de metaplasias e cancer
gastrico.

A compreensdo desse paradoxo contribuira para um melhor entendimento dos
mecanismos que controlam a resposta imune do hospedeiro a infec¢do com H. pylori. Assim,
investigar a possivel participacdo da molécula de HLA-G e HLA-E na fisiopatogenia da

infeccdo com H. pylori torna-se extremamente relevante.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral:
Avaliar a expressdo das moléculas de HLA de classe | ndo classicas, Antigeno
Leucocitario Humano G e E (HLA-G e HLA-E), na patogénese de pacientes acometidos com

H. pylori, em amostras de pacientes com Ulcera péptica e carcinoma gastrico.

2.2- Objetivos especificos:

2.2.1- Correlacionar a expressao do Antigeno Leucocitario Humano G e E
(HLA-G e HLA-E) em bidpsias gastricas, provenientes de pacientes acometidos com
Ulcera e carcinoma gastrico, com 0s seguintes critérios: presenca de H. pylori, idade,
sexo, atividade inflamatoria, cronicidade, metaplasia, hiperplasia foveolar, ulceracao,
dilatacdo cistica, atrofia, eosindfilos, atipia, alteracdo de reparo, acumulo linfoide,
foliculo linféide, localizacdo do tumor, tipo histolégico do tumor. Em relagdo a um
mecanismo que esta associado com a inducdo de tolerancia podemos citar a sinalizacéo
inibitéria mediada pelas moléculas HLA-G e HL-E. Embora os mecanismos pelos quais
HLA-G participa do controle da resposta imune ndo estejam totalmente elucidados, a
molécula de HLA-G vem sendo intensivamente estudada em varias condicGes patoldgicas,
tais como tumores (WIENDL et al., 2002; ROUAS-FREISS et al., 2005a), em doencas auto-
imunes (MITSDOERFFER et al., 2005), em transplante de 6rgdos (LILA et al., 2000; LILA
et al., 2002; CREPUT et al., 2003a; CREPUT et al., 2003b) e infeccdes virais (LOZANO et
al., 2002). Os mecanismos de supressao da molécula de HLA-E durante a resposta imune

também € pouco conhecida. A expressdao de HLA-E tem sido identificada em pacientes com
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hepatite C cronica (SCHULTE et al., 2009), Mycobacterium tuberculosis (JOOSTEN et al.,
2010), carcinoma colorretal (BENEVOLO et al., 2011) e em linhagens de células tumorais
(LO MONACO et al., 2011). Portanto, desenvolvemos este trabalho sob a hip6tese de que a
expressao de HLA-G e HLA-E em bidpsias gastricas de pacientes infectados com H. pylori
possa favorecer a evolucdo da infeccdo e resultar em diferentes graus de lesdo do epitélio
gastrico. Células epiteliais géastricas expressando a molécula de HLA-G e/ou HLA-E
poderiam favorecer a inibicdo da resposta inflamatéria e o recrutamento celular, e

consequentemente diminuir a inflamagao.

2.2.2-Verificar se ha associacdo entre a expressdo dos antigenos de
histocompatibilidade humano HLA-G e HLA-E, em tecido gastrico retirado por
bidpsia, e a evolucéo clinica dos pacientes acometidos pela bactéria H. pylori. Alguns
tipos de cepas H. pylori sd@o reconhecidamente carcindgenos e a expressao de HLA-G e
HLA-E podem favorecer o mecanismo de escape de células tumorais pelas células do sistema
imune do hospedeiro. Posto isto, a compreensdo de fatores imunologicos que controlam e
participam da resposta imune local se faz necessario. Tal abordagem é inovadora dentro do
universo cientifico e, desta maneira, este estudo ampliara os conhecimentos cientificos sobre
o0 potencial uso dessas moléculas como uma grande ferramenta de prognostico da doenca.
Ainda, sera util no combate da forma precoce, fase assintomatica de gastrite aguda, evitando
a evolucdo para gastrite cronica e/ou formacdo de Ulceras duodenais, atrofia de mucosa,
carcinoma gastrico ou linfoma géstrico, além do mais, na literatura internacional nenhum
trabalho foi encontrado associando a presenca da bactéria com a expressdo de moléculas ndo
classicas, nem, tdo pouco, no estado do Rio Grande do Norte nenhum estudo tem sido

registrado até o momento.

42



Haterial e metodos

43



3-MATERIAL E METODOS

3.1- Aspectos éticos do projeto

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Onofre Lopes — UFRN, obedecendo as diretrizes regulamentadas
da pesquisa envolvendo seres humanos, que constam na Resolugdo do CNS n° 196/96.

A pesquisa foi aprovada sob parecer n® 308/09 (anexo 1).

3.2- Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, no qual foram estudados 64 espécimes de
pacientes diagnosticados com a bactéria H. pylori no periodo correspondente aos anos
de 2007 a 2011. Esses pacientes foram selecionados do arquivo do Departamento de
Patologia, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Os dados demograficos e
epidemiologicos dos pacientes, além de outros dados clinicos foram levantados diante

da andlise de prontuarios medicos.
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3.3- Avaliagéo da infecgéo pelo H. pylori

Resultados foram obtidos a partir da endoscopia de um grupo de 64 pacientes
realizada no Departamento de Gastroenterologia do Hospital Universitario Onofre
Lopes. Para todos os pacientes foram realizados o Teste Rapido da Urease (RUT) e a
coloracdo de Giemsa. O RUT é um exame realizado para investigar a presenca da
bactéria H. pylori na mucosa do estbmago. Fragmentos da mucosa, colhidos durante a
endoscopia, sdo colocados em um frasco contendo uréia e um indicador de pH,
fenoftaleina . Gracas a producéo da enzima urease pelo H. pylori, a uréia € metabolizada
em CO, e amdnia, aumentando o pH e mudando a cor da solugdo de amarela para
avermelhada. Portanto, a presenca de infeccdo por H. pylori foi determinada pela

positividade do RUT e pela coloracdo de Giemsa.

3.4. Bidpsias gastricas

A obtencdo do fragmento foi feita por meio de biopsia e realizada conforme
indicacdo clinica no momento do procedimento endoscépico no Hospital Universitario
Onofre Lopes. Apos a obtencdo dos espécimes, os blocos foram arquivados e retirados

no momento da realizacdo deste estudo.
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3.5. Obtencao dos espécimes para andlises histopatoldgicas

Com a finalidade de caracterizar morfologicamente as espécimes gastricas nos
pacientes infectados pela bactéria H. pylori, fragmentos da mucosa gastrica foram
fixados no formol tamponado e, ap6s 6 (seis) horas, desidratados em alcool 70% e
clarificados em xilol. Os fragmentos foram incluidos em blocos de parafina e cortes de
3 pm foram obtidos com o auxilio de um micrétomo. Os cortes foram dispostos em
laminas e incubados a 59- 60°C para fixagdo. Em seguida, foram lavados em xilol para
retirar o excesso de parafina e reidratados em concentracdo decrescente de alcool. Os
cortes reidratados foram corados com hematoxilina e eosina (HE), para analise do
infiltrado inflamatorio e pelo Giemsa modificado para identificagdo do H. pylori. Em
seguida foram desidratados com alcool absoluto, lavados com xilol e cobertos com
laminulas. Os achados histopatologicos foram classificados conforme a classificagdo de
Sydney (MISIEWICZ, 1991). Todas as analises Opticas foram processadas no
Laboratorio de Patologia do Departamento de Patologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte e analisadas por uma equipe de dois patologistas, conforme os
seguintes critérios: presenca de H. pylori, de atividade inflamatdria, de cronicidade, de
metaplasia, de hiperplasia foveolar, de ulceracdo, de dilatacdo cistica, de atrofia, de

eosindfilos, de atipia, de alteracdo de reparo, de acimulo linféide, de foliculo linféide.

46



3.6. Imunohistoquimica - Expressédo protéica de HLA-G e HLA-E

A avaliacdo da expressao de antigenos de histocompatibilidade (HLA-G e HLA-
E) em tecido gastrico foi realizada utilizando-se técnica de imunohistoquimica. A
expressdo de HLA-G e HLA-E foram avaliadas em amostras parafinadas obtidas do
epitélio gastrico proveniente de bidpsia de paciente acometido com H. pylori. Para
caracterizar a expressdo da molécula HLA-G e HLA-E, foram utilizados,
respectivamente, o anticorpo monoclonal anti-HLA-G e anti-HLA-E (Exbio - Republica
Checa) dando inicio com a recuperacdo antigénica em acido citrico 10 mM com

rigorosa afericdo do pH (6,0), durante 40 minutos.

ApOs recuperacdo antigénica, os cortes foram lavados em PBS 0.01M (pH 7.2).
Posteriormente, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena, por meio da
incubacdo dos cortes com peroxido de hidrogénio a 3%, por 20 minutos, seguido de
lavagens com PBS. Depois deste procedimento, os cortes foram incubados com soro de
leite a 1% em agua destilada (leite desnatado Molico, Nestlé) por 30 minutos, a fim de
obter o bloqueio das ligacbes protéicas inespecificas. Em seguida, dispensando dessa
vez as lavagens, os cortes foram incubados com o anticorpo priméario, em camara

Umida, em uma temperatura de 4°C, por uma noite.

O anticorpo utilizado foi o anticorpo monoclonal humano, anti-HLA-G e anti-
HLA-E (EXBIO-REPUBLICA THECA), na diluicdo de 1/50. O anticorpo foi diluido
em PBS, contendo 1% de tween 20 (Sigma). Apds esse periodo, foi aplicado o
anticorpo secundario proveniente do MACH 4 Universal HRP Polymer Detection

(Biocare Medical).

47



Posterior as lavagens consecutivas com PBS, procedeu-se a revelagdo da reacao,
utilizando-se o substrato revelador 3,3 diaminobenzidina (DAB) a temperatura
ambiente. Posteriormente, as reagGes foram interrompidas com PBS e as laminas
coradas com Hematoxilina de Harris por 15 segundos, a temperatura ambiente. Apds
serem lavadas com &gua destilada, as laminas foram imediatamente montadas com meio
para montagem Permount (Merck, Darmstadt, Alemanha). O controle das reacGes foi
realizado através da substituicdo dos anticorpos primarios por PBS. O controle negativo
foi constituido de 25 individuos sem nenhum acometimento gastrico, ou seja, mucosa
gastrica normal para detectar se haveria producdo basal dessas moléculas no tecido
gastrico. Como controle positivo da reacdo foi utilizado fragmento de trofoblasto
humano pertencente ao terceiro trimestre de gravidez para caracterizar a expressdo de

HLA-G e bidpsias deciduais para caracterizar a expressdo de HLA-E.

3.7. Analise Estatistica

Diferencas qualitativas entre os grupos determinados, de acordo com parametros
clinicos, foram avaliadas por meio do teste do qui-quadrado para variaveis
independentes e do teste exato de Fisher com o auxilio do software GraphPad Instat
(San Diego, CA, EUA), com intervalo de confianca de 95% (IC 95%) e valores de p

<0,05 considerados significativos.

48



Resaltados
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4- RESULTADOS

4.1. Andlise histoldgica de bidpsias gastricas

Por ocasido do surgimento de manifestacGes clinicas, foram coletadas 64
bidpsias gastricas de pacientes submetidos ao procedimento endoscépico. Espécimes
gastricas foram coletadas, fixadas e processadas para analise histoldgica, na qual foram
observados 0s seguintes critérios: presenca de H. pylori, atividade inflamatoria,
cronicidade, metaplasia, hiperplasia foveolar, ulceracdo, dilatacdo cistica, atrofia,
eosinofilos, atipia, alteracdo de reparo, acumulo linféide, foliculo linfoide. Os achados
histolégicos da populacdo do estudo séo apresentados nas Tabelas 1 a 4 e Figura 3. A
bactéria H. pylori foi detectada em 64 casos (100%) através da coloracdo de Giemsa
(Figura 3A e B) e do RUT. De acordo com analises histopatologicas, os pacientes foram
estratificados em dois grupos: pacientes com Ulcera péptica (37, 58%) e pacientes com

carcinoma gastrico (27, 42%).
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Figura 3. Critérios histologicos de pacientes acometidos com Ulcera e carcinoma

gastrico. A e B- Intensidade do H. pylori no epitélio gastrico (Giemsa). C- Atividade
inflamatdria, presenca de Eosinofilos (HE). D- Formacdo de Foliculos Linfoides e
AcUmulo Linfoide (HE). E- Adenocarcinoma gastrico de padrdo intestinal. Ndcleos
hipercromaticos (seta) (HE). F- Adenocarcinoma difuso com células em anel de sinete

(seta) (HE). (40 x).
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Tabela 1 — Avaliacdo da expressdo de HLA-G em pacientes com Ulcera péptica associada a
parametros histopatologicos

Expressdo
HLA-G P valor
Parametros N° de

Histopatoldgicos Casos Positivo Negativo Qui-quadrado Fisher
H. pylori 37 35 2 - -
Cronicidade 37 35 2 - -
AlteracOes de reparo 37 35 2 - -
Atividade inflamatoria 34 32 2 0,6658 1,0000
Acumulo linfoide 18 16 2 0,4433 0,2297
Hiperplasia foveolar 10 8 2 0,1162 0,0676
Foliculo linfoide 15 13 2 0,3075 0,1577
Metaplasia Incompleta 5 5 0 0,5654 1,0000
Metaplasia Completa 3 3 0 0,6658 1,0000

(-) Né&o é possivel realizar o teste estatistico quando ha auséncia de amostras para um determinado
parametro.

Tabela 2 — Avaliacdo da expressdo de HLA-G em pacientes com carcinoma gastrico associado a
parametros histopatologicos

Expressao
HLA-G P valor
Parametros N° de

Histopatoldgicos Casos Positivo Negativo Qui-quadrado Fisher
H. pylori 27 23 4 - -
Cronicidade 27 23 4 - -
Alteraces de reparo 25 22 3 0,6735 0,2792
Atividade inflamatoria 26 22 4 0,6709 1,0000
Acumulo linfoide 9 8 1 0,7017 1,0000
Hiperplasia foveolar 15 11 4 0,1636 0,1060
Foliculo linfoide 2 1 1 0,6735 0,2792
Metaplasia Incompleta 8 8 0 0,4163 0,2855
Metaplasia Completa 4 3 1 0,5344 0,4954

(-) Né&o é possivel realizar o teste estatistico quando ha auséncia de amostras para um determinado
parametro.
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Tabela 3 — Avaliacdo da expressdo de HLA-E em pacientes com Ulcera péptica associada a
parametros histopatologicos

Expressdo
HLA-E P valor
Parametros N° de

Histopatoldgicos Casos Positivo Negativo Qui-quadrado Fisher
H. pylori 37 33 4 - -
Cronicidade 37 33 4 - -
AlteracOes de reparo 37 33 4 - -
Atividade inflamatoria 34 30 4 0,5293 1,0000
Acumulo linfoide 18 16 2 0,9543 1,0000
Hiperplasia foveolar 10 10 0 0,4885 0,5571
Foliculo linfoide 15 14 1 0,8957 0,6328
Metaplasia Incompleta 5 5 0 0,9499 1,0000
Metaplasia Completa 3 2 1 0,7333 0,2978

(-) N&o é possivel realizar o teste estatistico quando ha auséncia de amostras para um determinado
parametro.

Tabela 4 — Avaliacao da expressdo de HLA-E em pacientes com carcinoma gastrico associado a
parametros histopatologicos

Expressao
HLA-E P valor
Parametros N° de

Histopatoldgicos Casos Positivo Negativo Qui-quadrado Fisher
H. pylori 27 22 5 - -
Cronicidade 27 22 5 - -
Alterac6es de reparo 25 21 4 0,8063 0,3419
Atividade inflamatoria 26 21 5 0,6271 1,0000
Acumulo linfoide 9 8 1 0,8610 0,6361
Hiperplasia foveolar 15 13 2 0,7818 0,6280
Foliculo linfoide 2 1 1 0,8063 0,3419
Metaplasia Incompleta 8 6 2 0,9840 0,6159
Metaplasia Completa 4 3 1 0,7177 1,0000

(-) Né&o é possivel realizar o teste estatistico quando ha auséncia de amostras para um determinado
parametro.
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4.2. Expressdo da molécula HLA-G

Com a finalidade de verificar associacdo entre expressao da molécula HLA-G e
a contribuicdo desta molécula na inducgdo da tolerancia, comparamos qualitativamente a
expressao dessa molécula em bidpsias gastricas de pacientes infectados pela bactéria H.
pylori apresentando Ulcera péptica e carcinoma gastrico.

A expressdo da molécula HLA-G ndo foi observada em espécimes obtidos de
individuos sem nenhum acometimento gastrico, ou seja, mucosa gastrica normal (Figura
4A).

Dentre as 64 bidpsias avaliadas, 58 (91%) apresentaram expressao
citoplasmatica de HLA-G. Avaliamos o perfil de expressdo dessa molécula em bidpsias
estratificadas em Ulcera péptica e carcinoma gastrico. Assim, entre os 37 (58%)
espécimes avaliados com ulcera péptica, 35 (55%) expressavam HLA-G. Dentre os 27
(42%) espécimes que apresentavam carcinoma gastrico, 23 (36%) expressavam HLA-G
(Tabela 5). A expressdo dessa molécula foi predominantemente difusa no qual os
principais sitios de expressdo foram as células glandulares e linfécitos em ambos os
grupos estudados, sendo que, em alguns casos, detectou-se marcacdo para HLA-G
também em células do intersticio. Células tumorais e alguns casos de plasmocitos
expressaram HLA-G apenas em espécimes com carcinoma gastrico (Figura 4)

Quando aplicamos o Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes e o Teste
Exato de Fisher, observamos que ndo houve significancia estatistica entre os grupos

estudados (Tabela 5).
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Figura 4. Expressao de HLA-G em bidpsias gastricas de pacientes acometidos com a
bactéria H. pylori utilizando a técnica de imunohistoquimica. A- Células da mucosa
gastrica normal que ndo expressam HLA-G (40X). B e C- Expressao de HLA-G pelas
células glandulares da mucosa gastrica (seta) e linfocitos (seta) em espécimes com
Ulcera péptica e acometido pela bactéria H. pylori (40X). D- Expressdo de HLA-G pelas
células tumorais (seta) da mucosa gastrica de espécimes com adenocarcinoma e

acometidos com a bactéria H. pylori (40X) (observar a coloracdo marrom).
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Tabela 5 - Expressdo de HLA-G na mucosa gastrica

] Ulcera Carcinoma

Dados analisados oéptica gastrico Total

HLA-G positivo 35 23 58
(55%) (36%) (91%)

HLA-G negativo 2 4 6
(3%) (6%) (9%)

Total 37 27 64
(58%) (42%) (100%)

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p = 0,4002
Teste Exato de Fisher p =0,2307

Em seguida, estratificamos a expressdo de HLA-G em intensidades no qual (-)
significa auséncia da expressdo de HLA-G, (+) expressdo leve, (++) expressdo
moderada e (+++) expressdo acentuada da molécula de HLA-G (Tabela 6).

A Tabela 6 mostra que as variaveis estdo significativamente associadas (p =
0,0041), ou seja, a intensidade de expressédo de HLA-G varia de acordo com a condicao
clinica. Amostras com Ulcera peptica apresentaram um maior nimero de casos Nnos
niveis moderado e acentuado ao analisar a intensidade de expressdo dessa molécula.
Com o intuito de confirmar esse padrdo de expressdo, re-estratificamos as amostras em
apenas dois niveis de intensidade de expressdo de HLA-G no qual foi utilizado discreto
para amostras negativas e com leve intensidade e intenso para amostras com moderada e
acentuada expressdo de HLA-G (Tabela 7), confirmando os dados anteriormente
obtidos (Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p = 0,0054; Teste Exato de

Fisher p = 0,0034).
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Tabela 6 — Intensidade da expressdo de HLA-G na mucosa géstrica

Expressdo HLA-G

Dados analisados N°decasos (-) (+) (++) (+++) Pvalor
0,0041
Ulcera péptica 37 2 5 17 13
Carcinoma gastrico 27 4 11 11 1

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes

Tabela 7 — Intensidade da expressdo de HLA-G na mucosa
gastrica estratificado em dois grupos

. Ulcera Carcinoma

Dados analisados oéptica gastrico Total

HLA-G Discreto 7 15 22
(11%) (23%) (34%)

HLA-G Intenso 30 12 42
(47%) (19%) (66%)

Total 37 27 64
(58%) (42%) (100%)

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p = 0,0054
Teste Exato de Fisher p =0,0034

De forma geral, a expressao da molécula HLA-G se apresentou elevada,
aparecendo em um maior nimero de biopsias, em epitélios com Ulcera péptica, e sua
expressdo diminuiu conforme aumentou a malignizacdo do tecido, como no caso dos

carcinomas gastricos.

4.3. Expressdo da molécula HLA-E

Com a finalidade de verificar associacdo entre expressdo da molécula HLA-E e a

contribuicdo desta molécula na indugdo da tolerdncia também comparamos
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qualitativamente a expressdo dessa molécula em bidpsias géstricas de pacientes
infectados pela bactéria H. pylori apresentando Ulcera péptica e carcinoma gastrico.

A expressdo da molécula HLA-E também ndo foi observada em espécimes
obtidos de individuos sem nenhum acometimento gastrico, ou seja, mucosa gastrica
normal (Figura 5A).

Dentre as 64 biopsias avaliadas, 55 (86%) apresentaram expressao
citoplasmatica de HLA-E. Avaliamos o perfil de expressdo dessa molécula em bidpsias
estratificadas em Ulcera péptica e carcinoma gastrico. Assim, entre os 37 (58%)
espécimes avaliados com Ulcera péptica, 33 (52%) expressavam HLA-E. Dentre os 27
(42%) espécimes que apresentavam carcinoma gastrico, 22 (34%) expressavam HLA-E
(Tabela 8). A expressdo dessa molécula foi predominantemente difusa, no qual, assim
como constatado na expressdo na molécula de HLA-G, os principais sitios de expressdo
da molécula de HLA-E foram as células glandulares e linfocitos em ambos 0s grupos
estudados, sendo que, em alguns casos, detectou-se marcacdo também em células do
intersticio. Células tumorais e alguns casos de plasmdcitos expressaram HLA-E apenas
em espécimes com carcinoma gastrico (Figura 5).

Quando aplicamos o Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes e o Teste
Exato de Fisher, observamos que ndo houve significancia estatistica entre 0s grupos

estudados (Tabela 8).
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Figura 5. Expressdo de HLA-E em bidpsias gastricas de pacientes acometidos com a

bactéria H. pylori utilizando a técnica de imunohistoquimica. A- Células da mucosa
gastrica normal que ndo expressam HLA-E (40X). B- Expressdo de HLA-E pelas
células glandulares da mucosa gastrica (seta) de espécimes com Ulcera péptica e
acometidos pela bactéria H. pylori. C- Expressdo de HLA-E por linfécitos (seta) em
espécimes com Ulcera péptica e acometidos pela bactéria H. pylori (40X). D- Expressédo
de HLA-E pelas células tumorais (seta) da mucosa gastrica de espécimes com
adenocarcinoma e acometidos com a bactéria H. pylori (40X) (observar a coloracdo

marrom).
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Tabela 8 - Expressdo de HLA-E na mucosa gastrica
Ulcera Carcinoma

Dados analisados oéptica Gastrico Total
HLA-E positivo 33 22 55
(52%) (34%) (86%)
HLA-E negativo 4 5 9
(6%) (8%) (14%)
Total 37 27 64
(58%) (42%) (100%)

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p = 0,6087
Teste Exato de Fisher p =0,4753

Assim como realizado com a molécula de HLA-G, também estratificamos a
expressdo de HLA-E em intensidades no qual (-) significa auséncia da expressdo de
HLA-G, (+) expressédo leve, (++) expressdo moderada e (+++) expressdo acentuada da
molécula de HLA-G (Tabela 9).

Ao contrario do que ocorreu com a molécula de HLA-G, a Tabela 9 mostra que
as variaveis nao estdo significativamente associadas com a expressdo de HLA-E (p =
0,5497), ou seja, a intensidade de expressdo de HLA-E ndo varia de acordo com as
condicdes clinicas estudadas. Para confirmar esse padrdo de expressdo, re-estratificamos
as amostras em apenas dois niveis de intensidade de expressdo de HLA-E no qual foi
utilizado discreto para amostras negativas e com leve intensidade e intenso para
amostras com moderada e acentuada expressdo de HLA-G (Tabela 10), confirmando os
dados anteriormente obtidos (Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p =

0,9553; Teste Exato de Fisher p = 0,8017).
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Tabela 9 — Intensidade da expressdo de HLA-E na mucosa géstrica

Expressdo HLA-E

Dados analisados N°decasos (-) (+) (++) (+++) Pvalor
0,5497
Ulcera péptica 37 4 18 15 0
Carcinoma gastrico 27 5 10 12 0

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes

Tabela 10 — Intensidade da expressao de HLA-E na mucosa
gastrica estratificado em dois grupos

. Ulcera Carcinoma

Dados analisados oéptica Gastrico Total

HLA-E Discreto 22 15 37
(34%) (23%) (58%)

HLA-E Intenso 15 12 27
(23%) (19%) (42%)

Total 37 27 64
(58%) (42%) (100%)

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p = 0,9553
Teste Exato de Fisher p =0,8017

4.4. Expressao das moléculas HLA-G x HLA-E em biopsias gastricas de pacientes

infectados pela bactéria H. pylori apresentando Ulcera péptica

Andlises estatisticas foram feitas com a finalidade de verificar se haveria
associacdo entre expressdo de moléculas HLA-G e HLA-E em bidpsias gastricas de
pacientes infectados pela bactéria H. pylori apresentando Glcera péptica. E possivel
observar que dentre os resultados obtidos ndo houve nenhuma associacdo em relacédo a

expressao dessas moléculas (Tabela 11) ou a intensidade dessa expressdo (Tabela 12).
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Tabela 11 - Expressao de HLA-G x HLA-E na mucosa gastrica de
pacientes com Ulcera péptica
HLA-G HLA-G

Dados analisados . ) Total
positivo negativo

HLA-E positivo 31 2 33
(84%) (5%) (89%)

HLA-E negativo 4 0 4
(11%) (0%) (11%)

Total 35 2 37
(95%) (5%) (100%)

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p = 0,6127
Teste Exato de Fisher p = 1,0000

Tabela 12 - Intensidade de expressdo de HLA-G x HLA-E na
mucosa gastrica de pacientes com Ulcera péptica
HLA-G HLA-G

Dados analisados di ) Total
iscreto intenso

HLA-E discreto 4 18 22
(11%) (49%) (59%)

HLA-E intenso 3 12 15
(8%) (32%) (41%)

Total 7 30 37
(19%) (81%) (100%)

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p = 0,8897
Teste Exato de Fisher p = 1,0000

4.5. Expressdo das moléculas HLA-G x HLA-E em biodpsias gastricas de pacientes

infectados pela bactéria H. pylori apresentando carcinoma gastrico

Anélises estatisticas também foram feitas com a finalidade de verificar se
haveria associacdo entre expressdo de moléculas HLA-G e HLA-E em bidpsias

gastricas de pacientes infectados pela bactéria H. pylori apresentando carcinoma
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gastrico. Assim como ocorreu com 0 grupo de pacientes que apresentavam Ulcera
péptica, foi observado que dentre os resultados obtidos ndo houve nenhuma associagdo
em relacdo a expressao dessas moléculas (Tabela 13) ou a intensidade dessa expressao

(Tabela 14).

Tabela 13 - Expressao de HLA-G x HLA-E na mucosa gastrica de
pacientes com carcinoma gastrico

Dados analisados H LA.'G H LA.'G Total
positivo negativo

HLA-E positivo 19 3 22
(70%) (11%)  (81%)

HLA-E negativo 4 1 5
(15%) (4%)  (19%)

Total 23 4 27
(85%) (15%)  (100%)

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p = 0,7177
Teste Exato de Fisher p = 1,0000

Tabela 14 - Intensidade de expressdo de HLA-G x HLA-E na
mucosa gastrica de pacientes com carcinoma gastrico

Dados analisados dH LA-G HLA-G Total
iscreto intenso

HLA-E discreto 9 6 15
(33%) (22%)  (56%)

HLA-E intenso 6 6 12
(22%) (22%)  (44%)

Total 15 12 27
(56%) (44%)  (100%)

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes p = 0,8966
Teste Exato de Fisher p = 0,7068
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4.6. Caracteristicas demograficas e clinicas estratificadas de acordo com a
expressao das moléculas de HLA-G e HLA-E em bidpsia gastrica de pacientes

acometidos com Ulcera péptica

A expressdo de HLA-G e HLA-E e diversas variaveis como idade, sexo e regido
géstrica sdo relacionadas nas tabelas 15 e 16. N&o foi encontrado uma associagao entre a
regido gastrica e estagios avancados de doenga. Assim como, nenhuma correlagdo
significativa foi constatada entre a expressdo de HLA-G e HLA-E e os parametros de

idade, sexo e localizagdo histoldgica.

Tabela 15 — Avaliacédo da expressdo de HLA-G e parametros demograficos e
clinico-patologicos de pacientes com ulcera péptica

Expressdo de HLA-G
Parametros Clinico-patologicos N°decasos (-) (+) (++) (+++) Pvalor

Idade 0,6744
< Média (46 anos) 21 1 3 8 9
> Média 16 1 2 9 4
Sexo 0,7791
Masculino 16 1 2 6 7
Feminino 21 1 3 11 6
Localizacéo histologica 0,1103
Fundo 9 0 O 3 6
Antro 28 2 5 14 7

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes
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Tabela 16 — Avaliacdo da expressao de HLA-E e parametros demogréaficos e

clinico-patoldgicos de pacientes com Ulcera péptica

Expressdo de HLA-E

Parametros Clinico-patolégicos  N°decasos (-) (+) (++) (+++) Pvalor
Idade 0,1699
< Média (46 anos) 21 2 13 6 0
> Média 16 2 5 9 0
Sexo 0,2255
Masculino 16 1 6 9 0
Feminino 21 3 12 6 0
Localizacdo histolégica 0,8737
Fundo 9 1 5 3 0
Antro 28 3 13 12 0

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes

4.7. Caracteristicas demograficas e clinicas estratificadas de acordo com a

expressdo das moléculas de HLA-G e HLA-E em biopsia géastrica de pacientes

acometidos com carcinoma gastrico

A expressdo de HLA-G e HLA-E e diversas variaveis como idade, sexo, regido

gastrica e tipo histoldgico séo relacionadas nas tabelas 17 e 18. N&o foi encontrado uma

associacdo entre a regido gastrica, o tipo histologico e estagios avancados de doenca.

Assim como nenhuma correlacédo significativa foi constatada entre a expressdo de HLA-

G e HLA-E e os parametros de idade, sexo e localizacdo histoldgica, seguindo o

mesmo padrdo do grupo que apresentava apenas Ulcera péptica.
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Tabela 17 — Avaliagdo da expressao de HLA-G e parametros demogréficos e clinico-patoldgicos de
pacientes com carcinoma gastrico

Expressdo de HLA-G

Parametros Clinico-patoldgicos N° de casos (-) () (++) (++4) P valor

Idade 0,4709
< Média (62 anos) 11 2 6 3 0
> Média 16 2 5 8 1

Sexo 0,7969
Masculino 16 2 7 6 1
Feminino 11 2 4 5 0

Localizacao histolégica 0,6540
Fundo 1 0 1 0 0
Antro 24 3 10 10 1
Pangastrite 2 1 0 1 0

Tipo histol6gico (Lauren, 1965) 0,4347
Adenocarcinoma 17 3 6 8 0
Carcinoma com células em anel de Sinete 10 1 5 3 1

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes

Tabela 18 — Avaliacédo da expressdo de HLA-E e parametros demograficos e clinico-patolégicos de
pacientes com carcinoma gastrico

Expressdo de HLA-E

Parametros Clinico-patologicos N° de casos () (+) () (++4) P valor

Idade 0,2258
< Média (62 anos) 11 3 2 6 0
> Média 16 2 8 6 0

Sexo 0,9962
Masculino 16 3 6 7 0
Feminino 11 2 4 5 0

Localizacao histologica 0,2944
Fundo 1 1 0 0 0
Antro 24 4 9 11 0
Pangastrite 2 0 1 1 0

Tipo histologico (Lauren, 1965) 0,4759
Adenocarcinoma 17 3 5 9 0
Carcinoma com células em anel de Sinete 10 2 5 3 0

Teste Qui-Quadrado para variaveis independentes
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5- DISCUSSAO

Durante os ultimos 20 anos, H. pylori emergiu como um exemplo importante de
um patdgeno bacteriano persistente. Esta bactéria coloniza com sucesso o ambiente
hostil do estbmago humano, e proporciona uma infec¢do regularmente persistente no
hospedeiro por meio de vigorosa e constante adaptacéo a resposta imune (MONACK;
MUELLER; FALKOW, 2004).

Devido as caracteristicas apresentadas pela bactéria H. pylori, estudos sugerem
que esta tem desenvolvido uma série de estratégias que lhe permitem manter-se no
hospedeiro. Estas incluem mecanismos de evasdo da bactéria ao sistema imune,
diversidade genética da bactéria, e estilo de vida intracelular (MONACK; MUELLER;
FALKOW, 2004).

Diante desse contexto, moléculas regulatérias sdo produzidas frente a infeccéo
pelos mais diferentes microorganismos que agem tentando modula-la, a fim de que o
microorganismo permaneca no hospedeiro. Isso ocorre com as moléculas de classe | ndo
classicas, como as moléculas de HLA-G e HLA-E, que desempenham um papel no
estabelecimento da manutencdo da tolerancia imunoldgica através da inibicdo de
funcbes de células imunocompetentes. Estudos indicam que alguns tecidos expressam
HLA-G na tentativa de subverter a resposta imune favorecendo o escape das células
tumorais por células NK e linfocito T citotdxico, ou ainda, inibindo o infiltrado das
células inflamatorias para o local afetado (ROUAS-FREISS et al., 2005b).

Trabalhos recentes demonstram que a indugdo da expressdo da molécula HLA-G
por células infectadas por virus pode ser um mecanismo adicional e induzido que o
ajude a subverter as defesas do hospedeiro, como demonstrou Donaghy et al. (2007) que
verificaram que os niveis de HLA-G solUves sdo maiores em individuos portadores do

HIV. Em trabalhos recentes do nosso grupo demonstrou-se que a expressao de HLA-G
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modula a infecgdo pelo virus da hepatite B em espécimes de figado humano (SOUTO et
al., 2011) e na hepatite C, a expressdo de HLA-G esta associada a estagios mais leves da
doenca (CRISPIM et al., 2011). Outros trabalhos tém detectado a expressdo de HLA-G
em tecido ou cultura de células infectadas com HIV, raiva, herpes simples, HCMV,
HIN1 (GAZIT et al., 2007;. LEBOUDER et al., 2009;. LOZANO et al., 2002;. ONNO
et al., 2000). Em relacdo aos estudos de expressdo das moléculas de HLA-G e HLA-E
no microambiente gastrico e a associacdo com a presenca da bactéria H. pylori, este é o
primeiro estudo na literatura.

Em nossa casuistica confirmamos a presenca da bactéria H. pylori pelos métodos
indicados na literatura internacional. Todos os pacientes estudados apresentaram RUT
positivo e presenca da bactéria confirmada através da coloracdo de Giemsa no
microambiente gastrico.

Alguns estudos apontam que a inflamacdo cronica géstrica induzida pelo H.
pylori € considerada um processo mediado por um linfocito T helper-1 (Thl), pelo
aumento da producao de interferon gama (IFN-y) ¢ estes fatores estdo implicados na
perpetuacdo de intensidades inflamatdrias que mediam a doenca (NAKANISHI et al.,
2001). Adicionalmente, no contexto da inflamacdo crénica a bactéria H. pylori pode dar
origem a tecidos linféides organizados na mucosa gastrica, também chamado de tecido
linfoide associado a mucosa (MALT) (ADAM et al., 2008; BARONE et al., 2008).

Estes dados corroboram com nossos achados no qual observamos na avaliagcéo
histolégica uma intensa atividade inflamatdria, metaplasia, hiperplasia foveolar,
ulceracdo, presenca de eosinofilos, atipia, alteracdo de reparo, acumulo linféide e
foliculo linféide em individuos infectados com H. pylori. A alteracdo histoldégica mais
evidente na mucosa gastrica, induzida pela presenca do H. pylori, € a resposta

inflamatédria, cuja atividade depende da capacidade de resposta do hospedeiro e da
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atividade bacteriana. Nos processos inflamatorios, diferentes fagocitos, tais como
neutréfilos, macrofagos e eosinéfilos, geram radicais livres em resposta a mediadores
pré-inflamatorios e produtos da parede celular bacteriana (LADEIRA; SALVADORI;
RODRIGUES, 2003). Como constatado em nosso estudo, as amostras apresentaram
intensa presenca de eosindfilo nos achados histologicos.

Estudos tem demonstrado uma relacdo entre a presenca da bactéria e o linfoma
de MALT. A presenca de anticorpos IgG anti-CagA foram confirmados ser um fator de
risco para o desenvolvimento dos foliculos linféides em pacientes com gastrite
(ACHYUT et al., 2008; DE LUCA et al., 2008). Em nossa casuistica detectamos a
formacdo de acimulos linfoides e foliculos linfoides.

Interacbes complexas entre o patogeno e os linfocitos e células apresentadoras
de antigenos do hospedeiro podem conduzir a resposta imunologica. Postula-se que
fatores bacterianos importantes para a sua persisténcia no organismo ainda ndo estejam
completamente elucidados, podendo este equilibrio ser influenciado por outras
moléculas regulatérias, assim como as células T reguladoras, induzindo a tolerancia
periférica (MONACK; MUELLER; FALKOW, 2004).

Além disso, a expressdo do HLA-G no microambiente pode induzir citocinas
polarizando a resposta imune para um padrdo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10). Este padrao ndo é
eficaz na destruicdo de patdgenos, permitindo a manutencdo de bactérias e progressdo
das lesdes (NAKANISHI et al., 2001).

No presente estudo, a molécula HLA-G e HLA-E foram expressas em pacientes
infectados com H. pylori tanto no grupo de pacientes que apresentavam Ulcera péptica
guanto nos pacientes que possuiam carcinoma gastrico.

Recentemente autores demonstram que em individuos acometidos com

adenocarcinoma gastrico a expressdo de HLA-G é induzida por citocinas como a IL-10.
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Esta citocina esta associada com o escape de células tumorais do processo de vigilancia
imunolégica (YIE et al., 2007a). Sabe-se que durante 0 acometimento gastrico pela
bactéria H. pylori, as cepas expressando CAG+ sdo responsaveis por intensa resposta
inflamatoria, induzindo a producdo de IL-8, que aumenta a producéo de IL-1 e TNF,
que atua para reduzir a acidez do estdbmago, principalmente em hospedeiros com
polimorfismo que favorecem uma alta expressdo destas citocinas.

As células tumorais podem criar mecanismos para escapar da resposta
imunolégica antitumoral. Estas células podem modular a expressdo do antigeno,
produzindo citocinas imunossupressoras ou por meio da indugdo de tolerancia periférica
(SMYTH; DUNN; SCHREIBER, 2006, UROSEVIC; DUMMER, 2008). As celulas
tumorais que perderam as moléculas HLA classicas que sdo importantes para o
reconhecimento imunolégico tendem a expressar a moléculas HLA-G em suas
superficies, induzindo tolerancia imunolégica (ROUAS-FREISS et al., 2005b). Em
condicdes patologicas, a expressdao de HLA-E foi descrito em varios tipos de tumores
malignos em linhagens de células in vitro e em células tumorais in vivo (MALMBERG
et al., 2002; MARIN et al., 2003; DERRE et al., 2006; BIANCHINI et al., 2006). No
nosso estudo, tanto o grupo de pacientes com ulcera péptica como carcinoma gastrico
expressaram HLA-G e HLA-E. Nossa hipotese € que essas moléculas estariam criando
um ambiente de toleréncia imunoldgica desde a infeccdo inicial no sentido de conter o
processo inflamatorio pela bactéria H. pylori e consequentemente evitar danos ao
epitélio gastrico. Por outro lado, pacientes infectados por cepas mais virulentas,
possuem um background genético e imunolégico que favorece o surgimento e
progressdao de lesdes malignas, a expressdao de HLA-G e HLA-E nesta situacdo seria
maléfica e o paciente iria evoluir com um pior prognostico. A alta expressao de HLA-E

também foi encontrada em um estudo de perfil cDNA do melanoma em estagio Ill.
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Devido aos altos niveis encontrados de HLA-E estd pode vir a ser uma favorével
molecula de progndstico (JOHN et al., 2008).

Pesquisas indicam que a maioria dos HLA de classe I, incluindo HLA-E, HLA-
F, HLA-G, HLA-DR e HLA-DQ, foram mais altamente expressos nos tumores de bom
progndstico (JOHN et al., 2008; MANDRUZZATO et al., 2006). A expressao de HLA-
E na superficie da célula é raramente encontrada em tecidos normais, e tem sido
postulado que a sua expressdo fornece um mecanismo para que 0 tumor escape da
vigilancia imunolégica (MALMBERG et al., 2002; SPEISER et al., 1999). Em
contradi¢do, um estudo recente documentou haver perda da expressédo de HLA-E com a
progressao de um tumor primario para uma doenca metastatica (DERRE et al., 2006).

Um estudo recente sobre glioblastoma mostrou haver uma correlagdo positiva
inesperada entre a expressao de HLA-E por células neoplasicas e o tempo de sobrevida
dos pacientes (Kren et al.,, 2011). No entanto, a maioria dos relatos descrevem uma
sobrevida curta em varias doencas malignas em que as células neoplasicas expressam
moléculas moduladoras imunes (YIE et al., 2007a; YIE et al., 2007b; YIE et al., 2007c;
YE et al., 2007; PEREZ-CHACON et al., 2009; NUCKEL et al., 2005; KLEINBERG et
al., 2006; JUNG et al., 2009; HE et al., 2010; CAI et al., 2009; BIJEN et al., 2010).
Possivelmente, o equilibrio entre a ativacdo e inibicdo das funcGes de HLA-E podem
diferir em tipos histoldgicos de tumores diferentes (BENEVOLO et al., 2011).

Diante do exposto acima poderiamos fazer a seguinte pergunta: Sera que em
nosso estudo 0s pacientes com adenocarcinoma produziriam um padrdo de citocinas
Th2 na fase inicial da infeccdo pelo H. pylori? E consequentemente isto poderia
favorecer a expressdo do HLA-G e do HLA-E? Estudo de seguimento destes pacientes
seria interessante no sentido de avaliarmos a cinética de expressdo dessas moléculas

aplicadas a evolucdo e progressao.
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Com relacdo aos parédmetros histoldgicos, alguns estudos apontam haver uma
correlacdo entre a expressédo de HLA-G com a agressividade do tumor (CRAWFORD,
1994). Estudos com adenocarcinoma gastricos mostraram haver uma maior expressao
de HLA-G em canceres de cardia, que tem o pior prognéstico, quando comparado aos
canceres do corpo ou antro gastrico (YIE et al., 2007a; PINTO-DE-SOUSA et al.,
2001). Em nosso estudo, houve uma maior prevaléncia de canceres de antro gastrico no
qual expressaram HLA-G e HLA-E.

Com estes dados, acreditamos que a expressdo das moléculas de HLA-G e HLA-
E no ambito do H. pylori é um processo complexo, modulado por varios fatores, tais
como a natureza polimdrfica da populacdo bacteriana, o polimorfismo de HLA-G e
HLA-E dos individuos estudados, os padrdes de expressdo das citocinas no

microambiente gastrico, que podem contribuir para um ambiente promotor de infecgéo.
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6- CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou que a infeccdo pelo H. pylori esté associada a expressao
das moléculas de HLA-G e HLA-E em células da mucosa géstrica em espécimes com
Ulcera e carcinoma gastrico. Estes resultados sugerem que essas moléculas podem ser
um fator importante durante a infeccdo como um mecanismo usado pelas bactérias para
escapar da vigilancia imune, ou ainda para modular o processo inflamatério. Desta
forma, estudos posteriores sdo necessarios para que possamos compreender melhor a
relacdo entre a participacdo das moléculas ndo classicas de HLA, fatores genéticos
inerentes a cepa colonizadora e ao hospedeiro. Com esses avangos podemos alcancar
melhorias significativas no tratamento dos pacientes infectados com H. pylori em

diferentes etapas da evolucéo da doenca.
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