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RESUMO

A infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori ocorre em todo o mundo. Sua
prevaléncia varia de acordo com o desenvolvimento de diferentes paises e
estd associada a inUmeras doencas gastricas. A presenca da bactéria na
mucosa gastrica induz resposta inflamatéria ativa que determina danos em
diferentes graus: de atrofia, metaplasia intestinal, displasia e carcinoma
gastrico, na presenca ou nao de bacilos detectaveis na mucosa. Estas
manifestacbes estdo associadas ao estabelecimento do cancer da mucosa
gastrica. Apdés a inflamacdo aguda, pode ocorrer aumento da
permeabilidade do epitélio gastrico, exposi¢cdo continua ao antigeno do H.
pylori, recrutamento de células T e ainda a producdo de anticorpos pelas
células B. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar
a densidade de linfocitos T CD8" em gastrites e adenocarcinoma gastrico de
pacientes portadores ou nao de infeccdo pelo H. pylori. Para esta anélise,
foram utilizados 25 casos de gastrite inativa, 26 casos de gastrite ativa leve,
25 casos de gastrite ativa moderada e 14 casos de adenocarcinoma
gastrico, amostras coletadas do periodo de marco de 2014 a abril de 2016
dos arquivos do Laboratério de Imunopatologia de Brasilia. Para verificar a
expressdo dos linfocitos T CD8" nos casos estudados, foi realizado o teste
de imunohistoquimica e as células imunomarcadas foram obtidas, utilizando
o programa ImageJ (1.32j). A maioria dos casos de gastrite foi de pacientes
do sexo feminino (71,2%) e nos casos de adenocarcinoma gastrico foram
pacientes do sexo masculino (71,4%). Verificou-se a progresséo da resposta
inflamatéria a colonizacdo da mucosa gastrica pelo H. pylori. Foram
identificados mecanismos de migracdo celular, aparentemente associados a
liberacdo de antigenos do bacilo no microambiente estabelecido no curso da
infeccdo. Averiguou-se a participacdo das células inflamatérias na
erradicacdo de bacilos e a presenca de linfocitos T CD8" que podem
aparentemente exercer duas fung¢des, tanto modular a inflamacdo como
participar de mecanismos oncogénicos. Estes resultados demonstram que a
colonizacdo da mucosa gastrica pelo H. pylori estabelece uma resposta
inflamatéria, além de promover alteracdes em subpopulacdes de linfécitos.
Esses importantes mecanismos que participam do controle da erradicacéo
dos bacilos também estdo presentes no estabelecimento do carcinoma
gastrico.

Palavras-chave: Helicobacter pylori; Gastrite; Adenocarcinoma Gastrico;
Linfocitos T CD8".



ABSTRACT

Helicobacter pylori infection occurs worldwide. Its estimate of agreement
with the development of different countries and is associated with numerous
diseases. The presence of the bacterium in the gastric mucosa induces an
active inflammatory response that determines gastric mucosa damage in
different degrees: atrophy, intestinal metaplasia, dysplasia and gastric
carcinoma, in the presence or not of detectable mucosa bacilli. These
manifestations are associated with the establishment of cancer of the gastric
mucosa. After an acute inflammation, there may be an increase in the
permeability of the gastric epithelium, a continuous exposure to the H. pylori
antigen, a recruitment of T cells, and an antibody production on B cells. In
view of this, to evaluate a density of CD8" T lymphocytes in gastritis and
gastric adenocarcinoma of patients with or without H. pylori infection. We
analyzed 25 cases of inactive gastritis, 25 cases of moderate active gastritis
and 14 cases of gastric adenocarcinoma, samples collected from March
2014 to April 2016 from the archives of the Laboratory of Immunopathology
De Brasilia. To verify the expression of CD8" T lymphocytes in the cases
studied, the immunohistochemical test was performed and the
immunolabellated cells were obtained using the ImageJ program (1.32j).
Most cases of gastritis were female (71.2%) and cases of gastric
adenocarcinoma were male patients (71.4%). A progression of the
inflammatory response to H. pylori colonization of the gastric mucosa has
been reported. Cell migration mechanisms were identified, apparently
associated with the release of bacillus antigens without microenvironment
established in the course of infection. There was a participation of
inflammatory cells in the eradication of bacilli and a presence of CD8" T
lymphocytes that may apparently exert two functions as modulating an
inflammation as participating in oncogenic mechanisms. These results
demonstrate that colonization of the gastric mucosa by H. pylori is an
inflammatory response, besides promoting the development in
subpopulations of Ilymphocytes. These important mechanisms that
participate in the control of eradication of bacilli are also present in the
establishment of gastric carcinoma.

Keywords: Helicobacter pylori; Gastritis; Gastric Adenocarcinoma; CD8" T
lymphocytes.
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1 INTRODUCAO

A bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) foi isolada e cultivada pela
primeira vez em 1983, pelos pesquisadores australianos Warren e Marshall,
a partir de amostras da mucosa gastrica de pacientes com ulcera. O impacto
dessa descoberta foi um dos avancos mais importantes da
gastroenterologia, possibilitando o esclarecimento de afec¢bes da mucosa
gastrica, como a gastrite, Ulcera péptica, neoplasias epiteliais e linfoides
(OLIVEIRA, 2014).

A infecgcdo por H. pylori ocorre em todo o mundo, mas sua prevaléncia
€ variavel em diferentes paises e em grupos populacionais dentro da mesma
nacdao (BARBOSA & SCHINONNI, 2011). A estimativa da populagdo mundial
infectada pela bactéria é de cerca de 50%, sendo que a predominancia é
maior nos paises em desenvolvimento (MULLER et al., 2007). Evidéncias
epidemioldgicas apontam que essa bactéria é frequentemente adquirida na
infancia. Na fase adulta sua ocorréncia € menor, podendo persistir por toda
a vida (YAMAOKA, 2010).

A colonizacao do H. pylori no tecido géastrico €, na maioria das vezes,
acompanhada por um processo inflamatério (SUERBAUM & MICHETTI,
2002), que promove danos na mucosa gastrica, caracterizados por uma
extensa infiltracdo de granulécitos e linfocitos (ANDO et al., 2006). Uma das
consequéncias presentes em quase todos os individuos infectados é a
gastrite, que se estabelece a longo prazo, embora muitos hospedeiros
permanecam assintomaticos (BARBOSA & SCHINONNI, 2011). Essa
inflamacdo aguda parece determinar o aumento da permeabilidade do
epitélio gastrico e exposicdo continua a antigenos bacterianos, o0 que
provavelmente contribui para o estabelecimento da resposta imune do
hospedeiro contra o H. pylori e, consequentemente, o recrutamento de
células T e inducdo da producado de anticorpos pelas células B (OLIVEIRA,
2014; VIGNALI et al., 2008).

Estudos evidenciaram que a presenca de citocinas pré-inflamatorias
como fator de necrose tumoral (TNF — a), Interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1, IL-6 €
IL-8), no sangue periférico, esta associada com elevacdo de células
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inflamatérias (Thl), células auxiliares (Th2) e a presenca de células T
reguladoras (Treg), sugerindo a importancia da inflamag¢&o crénica como
mecanismo de resposta a presenca de H. pylori (WANG et al., 2007; KANG
et al., 2009; WATANABE et al., 2010; SUGANUMA et al., 2012). A resposta
imune adaptativa ao H. pylori é caracterizada pela inducdo de células T
CD4" mediadas por células Thl e células Treg (ZHANG et al., 2010).
Estudos recentes demonstram associa¢do entre a colonizagao por H. pylori
e 0 aumento de células T CD8" com o desenvolvimento de Ulceras gastricas
(KRONSTEINER et al., 2014; HELMIN-BASA et al., 2011; TABASSAM et al.,
2008). Outro estudo, realizado por Zorzetto et al. (2012), demonstrou que as
repostas de células Thl induzidas pelo H. pylori contribuem, também, para o
desenvolvimento de tumores gastricos.

Um importante fator de risco para o cancer gastrico é a infeccao em
longo prazo pelo H. pylori. Segundo Tonelli e Freire (2000), essa bactéria é
classificada como carcinogénica e esta associada ao desenvolvimento do
carcinoma e do linfoma gastrico. Esse tipo de céancer parece evoluir de
afeccbes inflamatdérias como gastrite atréfica, metaplasia intestinal e
alteracdes displasicas (PARSONNET et al., 1991; YAMAGATA et al., 2000).

O cancer gastrico é uma das afec¢des mais comuns no mundo e pode
ser responsavel por 63% dos casos (THE EUROGAST STUDY GROUP,
1993; LIN et al., 2016). Corresponde a segunda principal causa de morte em
todo o mundo (PARKIN et al.,, 2001; STEWART & KLEIHUES, 2016),
acomete cerca de 50% da populacdo, chegando a 90% nos paises em
desenvolvimento (PARKIN et al., 2001).

Inimeros s@&o o0s mecanismos envolvidos no controle do cancer
géastrico, sendo o principal deles a imunidade inata antitumoral que destroi
células neoplasicas por meio dos linfocitos T citotoxicos CD8" (LTCs).
Essas células tém a funcdo de reconhecer e destruir células malignas que
expressam peptideos derivados de proteinas celulares mutantes ou
proteinas virais oncogénicas (ABBAS et al., 2015, PIVA et al., 2013).

De modo geral, as neoplasias parecem orquestrar uma reacao
inflamatéria crénica para estabelecer infiltrados celulares que promovem a

sobrevivéncia tumoral (WHITESIDE, 2006). Entender as funcdes e
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interacdes dos diferentes linfocitos que infiltram regifes inflamatorias é

crucial para o desenvolvimento de imunoterapias.

1.1 Helicobacter pylori

Um dos primeiros relatos de colonizacdo gastrica, por bactérias,
ocorreu na Europa em 1906, em que foi relatado a presenca de
espiroquetas (SNELDERS, 1997; STEER, 1975). Na década de 30, foram
identificadas espiroguetas em amostras gastricas de seres humanos,
principalmente em portadores de Ulcera péptica (WISE et al., 1955). Mais
tarde, foi observada uma correlacdo entre a presenca de bactérias e Ulceras
gastricas, notando que existiam numerosas bactérias espiraladas, em 80%
de casos estudados, porém, nao foi possivel realizar o isolamento e a
identificacdo dos microrganismos observados, pois a técnica para cultivar
bactérias microaerofilicas s6 seria desenvolvida alguns anos depois
(STEER, 1975).

Em 1983, Warren e Marshall, pesquisadores australianos, cultivaram,
isolaram e descreveram as caracteristicas microbiolégicas da bactéria H.
pylori e sua similaridade com as espécies do Campylobacter (GUSTAFSON
& WELLING, 2010; MOBLEY, 2001; PAJARES & GISBERT, 2006). Em 1985,
Marshall ingeriu suspensao do H. pylori na tentativa de cumprir o postulado
de Koch, que versa sobre a autoexperimentacdo, promovendo os sintomas
gastricos da infeccdo e depois tratando com antibidticos e sais de bismuto.
Desde entdo, essa bactéria est4d intimamente ligada a um espectro
diversificado de doencgas gastrointestinais (LOPES et al., 2014).

O impacto dessa descoberta, que deu aos seus pesquisadores o
prémio Nobel em Fisiologia e Medicina, em 2005, revolucionou a
gastroenterologia (LOPES et al.,, 2014). O manejo das doencas
gastrintestinais foi notoriamente alterado ap6s a comprovacao do seu papel
nas infeccdes gastricas. Esse estudo possibilitou explicagcbes sobre varias
doencas gastricas, como: Ulcera péptica (géastrica e duodenal), gastrite
cronica, linfoma do tecido linfoide associado a mucosa gastrica (MALT) e
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adenocarcinoma gastrico (AG) (ATKINSON & BRADEN, 2016;
HAJIMAHMOODI et al., 2011; OLIVEIRA, 2014).

O H. pylori é uma bactéria gram-negativa, helicoidal e microaerofilica
(LV et al., 2015). Apresenta crescimento lento, mede cerca de 2,5 a 4,0um
de comprimento, 0,5 a 0,9um de largura e 1pm de diametro. Possui de
guatro a seis flagelos uni ou bipolares em uma das suas extremidades
(FIGURA 1), o que lhe permite motilidade para que ela chegue a superficie
gastrica, onde passa a aderir as células do estdbmago (JOSENHANS &
SUERBAUM, 2001; MARSHALL & WARREN, 1984). Sua colonizacao,
normalmente, inicia-se na regido pré-pilérica do estbmago e,
progressivamente, estende-se nos segmentos mais proximais do estdmago
(CUNHA & AREIAS, 2016).

Figura 1 - Aspecto tipico de Helicobacter pylori
Fonte: Marshall et al. (1990); Sycuro et al. (2012).

Sua sobrevivéncia no epitélio gastrico depende da producao de
enzimas importantes como a urease, catalase, protease e fosfolipase. Com
essas enzimas ela é capaz de adaptar-se a mucosa gastrica, onde a urease
catalisa a reacao de hidrélise da ureia em duas moléculas de aménia e uma
de dioxido de carbono (CO;) (FIGURA 2) (LV et al., 2015; MOBLEY, 2001).
Marshall et al. (1990) demonstraram que a potente atividade da urease do
H. pylori explica a sua capacidade de colonizar um meio extremamente
acido. Com a presenca de ureia, a bactéria consegue sobreviver em
ambientes com pH de até 2,5 e a diminuicdo do pH da mucosa géstrica pela

acao da urease diminui sua viscosidade, o que permite uma maior
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quimiotaxia da bactéria (CELLI et al., 2009). Além disso, a urease ¢é
considerada um importante fator de viruléncia, sendo utilizada amplamente

como marcador para diagnosticos dessa bactéria (KROGFELT et al., 2005).

H2O
NH>
c:=< CO,
NH2
NH3

Figura 2 - Esquema da reagdo catalisada pela urease: hidrolise de ureia,
produzindo CO2 e amoénia
Fonte: Uberti (2014).

A infeccdo pelo H. pylori € uma das mais predominantes entre os
seres humanos. Estima-se que aproximadamente metade da populacdo seja
portadora desta bactéria (FOCK & ANG, 2010). Sua prevaléncia pode variar
de acordo com as regifes geograficas, etnia, género, idade, condicdes
socioecondmica, nivel de escolaridade e profissdo (BLASER & BERG,
2001).

Por ser uma infeccdo de distribuicdo cosmopolita, sua prevaléncia e
incidéncia sdo, acima de tudo, uma questdo de salde publica,
especialmente em paises em desenvolvimento e em individuos de baixa
classe socioeconémica (DORJI et al., 2014; HESTVIK et al., 2010; NAGY et
al., 2011; SANTOS et al., 2010). A figura 3 representa a prevaléncia mundial
da infeccdo pelo H. pylori, sendo mais significativa em paises em
desenvolvimento, onde abrange todas as faixas etarias, acometendo 70% e
90% da populacdo. Em paises desenvolvidos a prevaléncia é menor,
variando entre 20% e 50% (WHO, 2016).
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Figura 3 - Prevaléncia global de casos de Helicobacter pylori
Fonte: The Helicobacter Foundation (2016).

No Brasil, a prevaléncia em adultos encontra-se em torno de 82%
(WHO, 2016). Estudos realizados em Sao Paulo e Minas Gerais apontaram
prevaléncia de H. pylori entre 40% e 70%, respectivamente (ARAF et al.,
2010; ROCHA et al., 2003). Outro estudo na zona rural do Amazonas
reportou prevaléncia de 82% na populacado geral, sendo 53% criancas e
adolescentes e 47% adultos e idosos (MONTEIRO et al., 2013). E estudo
realizado em Fortaleza/CE demonstrou um percentual de 44% de pacientes
infectados pela bactéria H. pylori (ROCHA, 2013).

Em nivel mundial, estudos sugeriram que a prevaléncia de H. pylori
tem uma tendéncia de queda tanto nos paises desenvolvidos quanto nos
subdesenvolvidos (MIENDJE DEYI et al., 2011), devido & melhoria das
condicdes de vida das populacdes (DACOL et al., 2014; PARENTE &
PARENTE, 2010).

Com isso, muitos estudos verificaram que os principais fatores de
riscos que promovem o desenvolvimento da infeccdo por H. pylori estdo
relacionados as condicdes socioeconémicas da populacao afetada, como o
baixo nivel de renda familiar (LIM et al., 2013; ZHU et al., 2014) moradores
de area rural (HANAFI & MOHAMED, 2013; LIM et al., 2013; VILAICHONE
et al., 2013) familia com muitos individuos (BASTOS et al., 2013; DORJI et
al., 2014) e baixo nivel de escolaridade (ALVARADO-ESQUIVEL, 2013;
BENAJAH et al., 2013; DEN HOLLANDER et al., 2013; MANA et al., 2013;
ZHU et al., 2014).
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As vias de transmissfes do H. pylori ainda ndo estdo completamente

compreendidas na literatura, no entanto, admitem-se as seguintes vias: (i)
fecal-oral, (ii) oral-oral e gastro-oral (KHALIFA et al., 2010; SHANKS & EL-
OMAR, 2009).

(i)

(if)

(iii)

A via fecal-oral ocorre, principalmente, por meio de agua
contaminada, geralmente em paises em desenvolvimento, onde
o tratamento dos fluentes ndo é adequado, o que potencializaria
a contaminacgdo por meio das fezes (SHANKS & EL-OMAR, 2009;
KHALIFA et al., 2010). Atualmente, o H. pylori estad presente em
95% dos pacientes com Uulceras duodenais e em 70% daqueles
com Ulceras gastricas; 0s quais sao tipicamente contaminados
pela via fecal-oral durante a primeira infancia (FASHNER &
GITU, 2015).

Ja a via oral-oral baseia-se no fato da bactéria ter sido
encontrada no suco gastrico, em regurgitacbes e voOmitos,
tornando-se possiveis fontes de contaminacdo. Diferentes
estudos tém relatado a presenca de DNA do H. pylori oriundos
de materiais como saliva, biofilme sub-gengival e placa dental
(BURGUERS et al., 2008; SOUTO & COLOMBO, 2008).

E a via gastro-oral ou via iatrogénica, que se da principalmente,
por equipamentos usados em exames de pessoas contaminadas
e que sao esterilizados ou manuseados incorretamente
(MAZZOLENI & MAZZOLENI, 2010).

Sugere-se, também, que a transmissdo deste microrganismo ocorra

por meio de contato de pessoa-pessoa e a disseminacdo intrafamiliar
(CALVET et al., 2013).

1.2 Relacao H. pylori e gastrite

As gastrites sdo caracterizadas por reacdes inflamatérias na parede

do estbmago e quando essa barreira mucosa € danificada permite que o

suco gastrico produzido pelo estdbmago cause erosdes ou possibilite
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infeccdes no revestimento de protecdo do estdmago (AGUIAR et al., 2002).
De acordo com Lopes (2013), o conceito de gastrite deve ser utilizado nos
casos em que coexiste lesdo celular, processo regenerativo e infiltracéo
inflamatéria, acrescidos da presenca de foliculos linfoides na mucosa
gastrica, como também neutrofilos, plasmécitos, linfocitos e eosindfilos, de
evolucdo aguda ou crbénica, achados associados quase sempre a infeccao
por Helicobacter pylori.

A gastrite possui diversos fatores etiolégicos que podem ser
classificados de acordo com 0 mecanismo patogénico, a localizacédo
anatdbmica, a evolucdo temporal e caracteristicas histolégicas (LONGO &
FAUCI, 2014).

Dentre os principais mecanismos patogénicos envolvidos, estdo os
fatores de viruléncia do microrganismo, como a aderéncia (MAHDAVI et al.,
2002), a urease (VOLAND et al., 2003), a fosfolipase (MISIEWICZ, 1995) e
as citotoxinas (ATHERTON, 1997; CENSINI et al., 1996); a resposta
inflamatéria na mucosa gastrica, induz a um infiltrado inflamatério por
neutrofilos, mondécitos, linfécitos e plasmocitos e a expressdo de citocinas
pro-inflamatérias como IL-1, IL-2, IL-6 e IL8, TNF — a e interferon — gama
(IFN — y) (HUNT et al., 1995; MISIEWICZ, 1995); e alteracdo da secrecao
acida gastrica, que esta associada com a diminuicdo da liberacdo da
somatostatina e aumento da liberacdo de gastrina pelo antro gastrico (HUNT
et al., 1995; MISIEWICZ, 1995).

Atualmente, o H. pylori é considerado o principal agente etiolégico da
gastrite, da ulcera péptica, do cancer géastrico e do MALT (GODOY et al.,
2007; DDINE et al., 2012; ZULLO et al., 2013). Quanto a sua localizacao
anatébmica, o H. pylori coloniza a mucosa gastrica, especificamente as
microvilosidades situadas acima da camada de células epiteliais do
estdbmago e tem preferéncia pela regido do antro gastrico, onde reconhece
antigenos (AGUIAR et al., 2002; BLACK, 2002; MINCIS, 1999). A sua
evolucdo temporal consiste principalmente em aguda e crbnica, e €
considerado um dos processos inflamatérios mais frequentes nos seres
humanos (JEONG et al., 2000; MINCIS, 2003).

A gastrite aguda caracteriza-se por alteragcbes histolégicas que

incluem um intenso infiltrado neutrofilico da mucosa e da lamina prépria,
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podendo ocasionar uma inflamacdo apenas superficial ou escoriacfes da
mucosa gastrica pela propria secrecdo do estbmago (HU et al., 2016; LEE,
2016; SOBALA et al., 1991). Tanto os neutréfilos como o H. pylori sao
responsaveis pela destruicdo do epitélio (SOBALA et al.,, 1991). A
inflamacao neutrofilica e a presenca de foliculos linfoides com centros
germinativos sdo as duas principais alteracdes histoldégicas oriundas da
infeccdo pelo H. pylori e sua erradicagcdo provoca rapido desaparecimento
dos neutréfilos; desta forma, a permanéncia dos neutréfilos € um bom
indicador da falha terapéutica. Apés a erradicacdo das bactérias, ha uma
rdpida reversao das alteracdes histolégicas e as células voltam as suas
formas normais e reorganizacao espacial (KONG et al., 2014).

Apés a infeccao, a gastrite aguda produz uma hipocloridria transitoria,
facilitando a colonizacao inicial e promovendo a ativagdo da inflamacgéo.
Este mecanismo ndo estd totalmente compreendido, entretanto, hipodteses
sugerem que a interleucina 1B (IL-1B) e IL-8 sejam responsaveis (SAHA et
al., 2010). Nesta fase, a inflamacao é de curta duracdo e na minoria dos
casos a infeccao resolve-se espontaneamente (SOBALA et al., 1991). Além
disso, a gastrite pode ser assintomatica ou provocar dores e indigestao
(BLACK, 2002; HU et al., 2016) ou ainda pode evoluir para gastrite crdénica,
como na maioria dos casos (KUSTERS et al., 2006).

Pesquisas apontam que 95% das gastrites cronicas possuem como
agente etiolégico o H. pylori (LEE, 2016; MINCIS, 2003). Esta bactéria
reside primariamente na camada mucosa imoOvel, adjacente as células
epiteliais e fovéolas gastricas (BLASER & ATHERTON, 2004). A gastrite
cronica localiza-se, predominantemente, no antro ou no corpo gastrico,
podendo afetar ambas as zonas do estdmago, pangastrite. Pacientes com
esse tipo de patologia desenvolvem um padrdo inflamatério da mucosa,
caracterizado principalmente pela presenca de células mononucleares, e
também por neutréfilos (SUERBAUM & MICHETTI, 2002). Alguns individuos
tém o predominio de células mononucleares e o desenvolvimento de uma
atrofia da mucosa que pode levar a acloridria, ou seja, o estémago deixa de
secretar o acido cloridrico (MINCIS, 2003; SHIU & BLANCHARD, 2013).

A infeccdo pelo H. pylori também estad associada ao desenvolvimento

da Ulcera péptica, devido a superproducdo acida derivada desta infeccao
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(CARVALHO, 2000). A ulcera duodenal, geralmente, é derivada de uma
gastrite antral, que é a forma mais comum de gastrite causada pelo H.
pylori. Ja individuos que apresentam gastrite no corpo e atrofia multifocal
sao mais propensos ao desenvolvimento de Ulcera gastrica, atrofia gastrica,
metaplasia intestinal e, por dltimo, do carcinoma gastrico (SUERBAUM &
MICHETTI, 2002).

A Ulcera péptica ¢é uma patologia na qual se observa
macroscopicamente uma lesdo na membrana mucosa intestinal duodenal ou
gastrica. Esta resposta inflamatoria induz a secrecdo exagerada de gastrina
pelas células G do antro, que atinge o corpo gastrico, estimulando as
células parietais com consequente aumento da secrecdo acida. Niveis
persistentemente elevados de gastrina e de acido gastrico podem danificar
o duodeno e resultar numa ulcera duodenal (BLACK, 2002; JANEWAY et al.,
2006; MINCIS, 2003; DE & ROYCHOUDHURY, 2015; AHN & LEE, 2015).
Com a perpetuacdo da inflamacdo, ha uma perda gradual de células G,
produtoras de gastrina e células parietais, condicionando uma queda da
secrecao acida e o desenvolvimento de atrofia gastrica com metaplasia
intestinal, fatores que facilitam a migracdo do H. pylori para o corpo
gastrico. Este padrdo de gastrite associa-se preferencialmente as ulceras
gastricas (EGAN & O’'MORAIN, 2007; SCHUBERT & PEURA, 2008).

Um dos avancos significativos na compreensdo da doencga
gastroduodenal foi a percepcao de que a infeccao por H. pylori € uma causa
significativa de ulceras gastroduodenais, correspondendo a 90% a 95% das
causas de Ulceras duodenais e de 70% a 75% de Ulceras gastricas
(FASHNER & GITU, 2015).

1.3 Relacao H. pylori e cancer gastrico

O céancer é uma doenca genética caracterizada pela proliferacéo
descontrolada e desordenada de células anormais que possuem uma
capacidade invasiva, pois tem potencial de disseminacao por varios tecidos
do corpo (ESTELLER & HERMAN, 2002). O cancer géastrico possui etiologia
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multivariavel, pela interacdo entre fatores genéticos dos pacientes, fatores
socioambientais, bem como pelos fatores de viruléncia das cepas de H.
pylori (SUERBAUM & MICHETTI, 2002).

Desde a descoberta de H. pylori em 1983 (MARSHALL & WARREN,
1984), varios estudos demonstraram associacdo entre a infeccdo pela
bactéria e o desenvolvimento de diversas doencas gastricas, incluindo o
cancer gastrico (PARSONNET et al., 1991; YAMAGATA et al., 2000). Este
trata de uma doenca em que a infecgcdo, a inflamacédo crbonica e as
alteracdes epigenéticas encontram-se interconectadas (HU et al., 2016;
LEE, 2016). A associacédo entre infeccao pelo H. pylori e o cancer gastrico é
forte e bem descrita pela literatura mundial (BRENNER et al., 2000).

Em 1994, o H. pylori foi classificado como agente cancerigeno da
classe | (definitivo) pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o
Cancer (IARC - International Agency for Research on Cancer), uma divisao
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (IARC, 1994; AHN & LEE, 2015).
O cancer gastrico € um importante problema de saude publica. Além de ser
considerada uma das principais causas de mortes em todo o mundo
(VALENZUELA et al., 2015). Apesar da incidéncia e mortalidade ter
diminuido nas dudltimas décadas, ele continua sendo uma das doencas
malignas mais comuns (LIN et al., 2016).

Um importante fator de risco para o individuo desenvolver o cancer
gastrico é histéria familiar positiva para a doenca, pois estudos
epidemioldgicos reportam significancia estatistica para a referida relagao
(MARCOS-PINTO et al.,, 2012). Este tipo de cancer provoca danos em
glandulas gastricas, desencadeando gastrite atroficas associada a
hipocloridria ou acloridria e altos niveis de gastrina. Tais alteracdes
gastricas evoluem em varias etapas, incluindo metaplasia intestinal,
displasia e adenocarcinoma (AMIEVA & EL-OMAR, 2008; NAM et al., 2011;
AHN & LEE, 2015; DE & ROYCHOUDHURY, 2015).

Conforme a classificacdo de Lauren, o adenocarcinoma gastrico
possui dois tipos histolégicos: intestinal e o difuso (SANTORO et al., 2007;
NAM et al., 2011). O adenocarcinoma do tipo difuso tem associacdo com o
H. pylori por possuir aspecto histolégico com poucas glandulas gastricas e

células ndo coesivas com infiltrado na parede gastrica e sua maior
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incidéncia ocorre em pacientes jovens (SANTORO et al.,, 2007; POLK &
PEEK, 2010; AHN & LEE, 2015). Ja a sequéncia da evolucao de
manifestacdes clinicas da infeccdo pelo H. pylori até o desenvolvimento do
cancer gastrico do tipo intestinal sdo: gastrite crénica, que esta presente na
maioria dos pacientes e em muitos se encontram assintomaticos; Ulceras
duodenais, que ocorre de 10% a 15% dos individuos; Ulceras gastricas e
adenocarcinoma que podem evoluir até cancer gastrico em 1% a 3% dos
individuos infectados e linfoma MALT, que se desenvolve em 0,1% dos
individuos (SANTORO et al.,, 2007; AMIEVA & EL-OMAR, 2008; AHN &
LEE, 2015).

Estima-se o surgimento de 20.520 novos casos de cancer gastrico no
Brasil, sendo 12.920 em homens e 7.600 em mulheres, no ano de 2016.
Estes valores correspondem a um risco estimado de 13,04 casos novos a
cada 100 mil homens e 7,37 para cada 100 mil mulheres. A tabela 1
representa a distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais
incidentes estimados para 2016 por sexo, exceto cancer de pele nao
melanoma (INCA, 2016).

Tabela 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céancer mais incidentes
estimados para 2016 por sexo ocorre por meio de uma sequéncia de
multiplos passos a partir de exceto cancer de pele nao melanoma.

Localizacdao primaria Casos Novos % Localizacdo primaria Casos NoVos %
ST restata 61200 86% Mama 57.960 281%
: Homens Mulheres :
Tragueia, Brénguio e Pulmao 17.330 8,1% : Colon e Reto 17.620 8,6%
Célon e Reto 16.660 7,8% = Colo do Utero 16.340 7.,9%
Estémago 12.920 6,0% | Traqueia, Bronquic e Pulmdc  10.390 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 3,7% : ( Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovario 6.150 3,0%
Laringe 5.360 3,0% Glandula Tirecide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% ] Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% = Sistema Nervoso Central 4.330 2,3%

Fonte: INCA (2016).

O adenocarcinoma gastrico origina-se nas células epiteliais gastricas
e assume formas, tamanhos e caracteristicas invasivas muito diversas.
Tanto a macroscopia quanto a histopatologia fornecem elementos Uteis para
a classificacdo que melhor se correlaciona com o prognostico (ADU-ARYEE

s

et al., 2016). O desenvolvimento do cancer gastrico é: gastrite cronica,
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gastrite atréfica crbnica, metaplasia intestinal, displasia e, finalmente,
adenocarcinoma gastrico ap6s um periodo prolongado de tempo (CORREA,
1995; HUANG et al., 2016).

1.4 Infec¢cdes por H. pylori e sua resposta imune

O risco de desenvolver doenca gastrica na presenca do H. pylori,
depende da interacdo de uma variedade de fatores, dentre eles, bactéria,
hospedeiro e meio ambiente (KUSTERS et al.,, 2006). O H. pylori
desenvolveu estratégias que |lhe permitem sobreviver e persistir na mucosa
gastrica, regulando negativamente a resposta imune do hospedeiro por meio
de seus fatores de viruléncia. Além disso, suas caracteristicas como a forma
espiral com os flagelos, facilitam a mobilidade e penetracdo na mucosa,
conseguindo, assim, colonizar a superficie do epitélio celular de onde retira
micronutrientes importantes como, por exemplo, o ferro (TAN et al., 2008).
Entretanto, a maioria dos portadores desta bactéria é assintomatica e
apenas uma pequena porcentagem dos pacientes infectados desenvolve
respostas mais severas a infeccdo, sendo a gastrite o quadro clinico
aparente mais comum (BARBOSA & SCHINONNI, 2011).

A presenca do H. pylori, aléem de estimular a imunidade inata, estimula
também as respostas imunes humorais e mediadas por células. Contudo, as
respostas humorais ndo estdo envolvidas na protecdo; em contraste com as
respostas mediadas por células que atuam na eliminacdo da bactéria e na
patogénese em modelos animais e em seres humanos (EATON et al., 2001).
Essa reacdo inflamatoria, provocada na infec¢cdo pelo H. pylori na mucosa
gastrica do hospedeiro apresenta infiltrado de leucécitos
polimorfonucleares, macrofagos e linfécitos T e B. Tanto o H. pylori quanto
as citocinas induzidas durante a infeccdo podem estimular o recrutamento e
a ativacdo das células inflamatérias (SHIMADA et al., 2011). Ap6s a
inflamacdo aguda que desencadeia alterac6es na permeabilidade do epitélio

géastrico, haverd uma exposicdo continua ao antigeno, que implicara,
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consequentemente, no recrutamento de células T e uma inducdo na
producdo de anticorpos pelas células B (KANG et al., 2009).

Na infeccdo pelo H. pylori o que predomina é o perfil de reposta
célular Thl, o qual esta associado com a liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias e ativacdo de macrofagos. Essa resposta imune adaptativa ao
H. pylori tem sido extensivamente estudada em experimentos com rato
infectados e seus resultados sugerem que uma forte resposta com células
Th1l desenvolveram uma gastrite intensa, mas com baixa carga bacteriana;
enquanto que em ratos com perfil de resposta celular Th2 foi observado o
contrario, com diminuicdo da inflamacao e atrofias géastrica (SMYTHIES et
al., 2000; FOX et al., 2000). Semelhantes aos seres humanos, os modelos
de animais infectados por H. pylori, sdo caracterizados pela indugcédo de
respostas mistas de células T CD4" mediadas por Thl, Thl7, e
subconjuntos de células Treg, que também ndo erradicam a bactéria
(ZHANG et al., 2010).

As células T helper expressam CD4 e podem se diferenciar em dois
subtipos funcionais: os macré6fagos M1 que normalmente participam da
resposta imune inicial para microrganismos invasores e promovem células
Thl, que sao secretoras de IL-2, IFN -y e produtos microbianos; e o0s
macrofagos M2 que sao induzidos durante a fase de resolugcdo da
inflamacdo e estdo envolvidos na eliminacdo de detritos, remodelacdo de
tecidos, e promocdo de células Th2 ou citocinas anti-inflamatérias, que
secretam fatores de crescimento, incluindo IL-4, IL-5, IL-10 e TGF- B
(MARTINEZ et al., 2009; MOSSER & EDWARDS, 2008). Existem evidéncias
de que a resposta de células Thl induzida pelo H. pylori contribui para o
desenvolvimento de tumores gastricos (ZORZETTO et al., 2012). A inducao
da inflamac&o no microambiente do estdbmago encontra-se associada com a
producdo de citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8.
Varios estudos demonstraram que 0s niveis destas citocinas na mucosa sao
significativamente mais elevados em pacientes infectados com H. pylori
(KANG et al., 2009; WATANABE et al., 2010; SUGANUMA et al., 2012).

Nesse contexto das respostas imunes ao H. pylori, dados recentes de
estudos clinicos humanos enfatizam a relevancia potencial de outro

subconjunto de células T como os linfécitos T citotéxicos CD8 positivos
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(LTCs CD8"). Estudos clinicos com humanos, tanto em criancas quanto em
adultos, sugerem a associacdo entre a colonizacdo por H. pylori e o
aumento de células T CD8" com o desenvolvimento de ulceras gastricas
(GRAHAM et al., 2004; HELMIN-BASA et al., 2011; KRONSTEINER et al.,
2014).

O principal mecanismo de defesa da imunidade antitumoral € a morte
de células neopléasicas por linfécitos T CD8 citotéoxicos (PIVA et al., 2013).
As células citotoxicas T CD8" sdo responsaveis por limitar infeccbes por
patégenos, sendo mais comum o virus. Estas eliminam os alvos infectados
com grande precisdo, poupando as células vizinhas normais. O mecanismo
de acdo das células T CD8" da-se a partir da liberacdo de granulos
citotoxicos que contém trés classes de proteinas: a perforina, que sao
proteinas que formam poros na membrana da célula alvo, permitindo a
entrega de moléculas efetoras como as granzimas, ou de agua, 0 que causa
a lise por osmose; as granzimas, que entram na célula alvo por meio dos
poros previamente formados, ativam proteinas intracelulares e induzem
apoptose; e a granulisina, que possui acdo antimicrobiana e também pode
induzir apoptose (MURPHY et al., 2016; TORREZINI & ATHANAZIO, 2008).
Essa resposta imune as doencas infecciosas representa um equilibrio
complexo entre a inducdo bem sucedida de respostas inflamatérias e anti-
inflamatérias, necessarias para limitar os danos aos tecidos do hospedeiro
(TAAMS et al., 2006).

A H. pylori é vista como uma bactéria extracelular. No entanto,
descobertas recentes demonstraram a sua presenga no ambiente
intracelular de células epiteliais e mieléides, além de serem detectadas
respostas de células T CD8" em individuos infectados por esta bactéria
(GRAHAM et al., 2004; HELMIN-BASA et al., 2011; KRONSTEINER et al.,
2014). No que se refere a alteracdo na secrecdo gastrica do hospedeiro,
estudos indicam que individuos infectados com essa bactéria apresentam
maior concentracao de gastrina plasmatica, elevados niveis de interleucina-
1R (IL-1R), IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a e nesse mesmo estudo, foi observado que
a secrecdo de acido em pacientes ndo infectados retornam ao normal apés
tratamento adequado (CRABTREE et al., 1991; YAMAOKA et al., 2002).
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Essas observacbes destacam o fato de que a eficacia da resposta
imune na supressdo da repostas inflamatorias € altamente dependente do
tipo de patologia e do momento em que é realizada a ativacao imune (ZHU
et al.,, 2014). No entanto, até o momento existem poucos estudos que
relacionam a densidade de células T CD8" com a infec¢do causada pelo H.
pylori e consequente resposta inflamatoéria, por isso o papel dessas células

na resposta imune ao H. pylori tem sido mal definido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a densidade de linfocitos T CD8" em gastrites e
adenocarcinoma gastrico de pacientes portadores ou nao de infeccdo pelo
H. pylori.

2.2 Especificos

v' Verificar a associacdo entre género e a presenca de H. pylori nos
casos de gastrites e do adenocarcinoma gastrico;

v' Avaliar a progressdo da resposta inflamatéria a colonizagdo da
mucosa géstrica pelo H. pylori;

v' Constar a participacdo das células inflamatérias na erradicacao de
bacilos e a presenca de linfécitos TCD8" que podem aparentemente
exercer duas func¢des, tanto modular a inflamacdo, como participar de
mecanismos oncogénicos;

v ldentificar mecanismos de migracdo celular, aparentemente
associados a liberacdo de antigenos do bacilo no microambiente
estabelecido no curso da infeccéo;

v' Avaliar a associacdo da quantidade de bacilos do H. pylori com a
densidade de linfécitos T CD8" em pacientes com diagnosticos de
gastrite e adenocarcinoma gastrico;

v’ Comparar a densidade de linfocitos célula T CD8", em gastrites e
adenocarcinoma gastrico associadas ou ndo a infeccdes causadas

pela bactéria H. pylori.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

O presente estudo foi desenvolvido de acordo com as normas do
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP), da Faculdade de
Medicina, da Universidade de Brasilia/lUnB, aprovado sob o numero do
CAAE 41240815.3.0000.5558 (ANEXO 1).

As amostras de biopsias foram selecionadas por conveniéncia no
periodo de marco de 2014 a abril de 2016. O nimero de amostras selecionadas
para a pesquisa foi definido de acordo com Pereira (2011), em que especifica que as
amostras foram usadas intencionalmente e ndo se busca a generalidade de
resultados, mas investigar melhor as situagOes estudadas. A coleta foi realizada
nos arquivos do Laboratério de Imunopatologia de Brasilia, sob a
responsabilidade técnica da Dr.2 Raquel Pedrosa Ferreira Moreira, CRM-DF
9284.

Foram selecionadas amostras dos seguintes casos: (i) 25 casos de
Gastrite Inativa do Antro (GIA); (ii) 26 casos de Gastrite Ativa Leve de Antro
(GALA); (iii) 22 casos de Gastrite Ativa Moderada de Antro (GAMA); e (iv)
14 casos de adenocarcinoma gastrico (AG). Os casos foram analisados e
classificados de acordo com a presenca ou nao de atividade inflamatdria,
intensidade do infiltrado inflamatério, formacf6es de agregados linfoides ou
hiperplasia linfoide folicular e presenca ou auséncia da bactéria H. pylori.

Os critérios para inclusao das amostras no estudo foram: 1) casos de
gastrite e adenocarcinoma gastrico associada ou ndo a bactéria H. pylori,
confirmado por meio de técnicas de rotinas hematoxilina e eosina (HE) e/ou
métodos de imunohistoquimica; 2) laudos bem preenchidos, segundo os
critérios do Laboratério de Imunopatologia de Brasilia; 3) blocos
parafinizados em bom estado de conservacdo e tecido integro. Como
critérios de exclusdo, foram considerados: 1) blocos defeituosos que
impossibilitassem a analise; 2) casos com laudos mal preenchidos; 3) casos
de pacientes que tenham sido submetidos a tratamentos prévios
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(radioterapia e/ou quimioterapia); 4) casos de AG redicivantes; e 5)

presenca de outras malignidades no prazo de 5 anos antes do diagnéstico.

3.2 Processamento histolégico das amostras

O processamento histolégico das amostras foi realizado no
Laboratério de Imunopatologia de Brasilia/DF em que, a partir das amostras
emblocadas em parafinas foram obtidos cortes consecutivos de 5
micrometros (um) de espessura e colocados sobre laminas de vidro. Os
diagnosticos foram confirmados, por procedimento as cegas, por dois
patologistas por meio da técnica de HE.

3.3 Técnica imunohistoquimica

A avaliacdo da expressdo de linfocitos T CD8" e de H. pylori foi
realizada por imunohistoquimica, utilizando-se o Kit MACH4 Universal HRP-
Plymer Detection System (Polymer Detection; Universal Blocker; DAB
Chromogen), do fabricante BIOCARE Medical, I1SO 9001 & 13485
CERTIFIED.

Apbés a selecdo prévia das amostras, os tecidos foram
desparafinizados em trés banhos de xilol, por 10 minutos cada, e depois
hidratados por submersdo em &lcool etilico em concentracdes decrescentes,
partindo-se de &lcool absoluto, alcoois a 95% e a 70%, em banho de dois
minutos cada. Em seguida, as laminas foram lavadas duas vezes em
solucéo de Tris Buffered Saline (TBS), incubadas em solucédo de Citrato (pH
6,0) e colocadas em banho-maria digital (DeLeo), a temperatura de 95°C,
por 30 minutos, para recuperacdo antigénica dos epitopos alvos. Apoés
resfriamento progressivo, em temperatura ambiente por 10 minutos, as
l[Aminas foram lavadas duas vezes em TBS e incubadas em peréxido de

hidrogénio (H,0;) a 3%, por 30 minutos, para o blogqueio da peroxidase
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enddgena tecidual para evitar possiveis falso-positivos. As laminas foram
lavadas, secas cuidadosamente e os cortes foram demarcados com a
caneta hidrofilica. Em seguida, procedeu-se a incubacdo com o background
sniper (Biocare Medical), por 10 minutos, para bloqueio de proteinas
inespecificas, como por exemplo, crescimento de fungos. Posteriormente,
retirou-se o excesso da solucao e as laminas foram incubadas por 18 horas
com o anticorpo primario monoclonal anti-CD8 a concentracdo 1:200
(C8/144B, Dako) e anticorpos primarios policlonal anti-H. pylori a
concentracao 1:200 (Dako/Carpinteria, CA) em camara umida a temperatura
de 4° C.

Apéds incubacdo com anticorpo primario, as laminas foram lavadas trés
vezes em TBS e incubadas com MACH 4 Mouse Probe (Biocare Medical) e
em seguida, com o polimero MACH 4 MR HRP-Polymer (Biocare Medical)
por 30 minutos cada em temperatura ambiente. A revelacdo da reacédo foi
realizada com diaminobenzenzidine — DAB (Biocare Medical) por 10
minutos. Para finalizar, as laminas foram contra coradas com Hematoxilina
por 50 segundos, montadas e observadas em microscépio 6ptico. Como
controle positivo, foram utilizados cortes de amigdala e para controle
negativo foram utilizados os cortes dos casos de GIA, GALA, GAMA e AG
sem a adicdo de anticorpo primario.

Abaixo, representando na figura 4, estd o esquema de como
desenvolveu-se a técnica de imunohistoquimica.

Bloqueio da Kit MACH4
Selecdo Recuperacio peroxidase Universal HRP-
Histoldgica Antigénica endogena Plymer Detection
tecidual System (Biocare)

Revelacdo com ;
- Anticorpo Bloquei
: SIS queio de
(romogeno . Polimero . primirio proteinas
DAB {anti-CD8: anti-H. pylori) inespeciﬁcas

Contra _ iy
Observacdo
Coradas - Montagem . (Microscépica)

Figura 4 - Esquema de como desenvolveu-se a técnica de imunohistoquimica.
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3.4 Quantificacdo de células

Para realizacdo da morfometria de linfécitos T CD8" as amostras
foram fotografadas, utilizando-se camera digital “Leica DMC 2900” acoplada
ao microscopio Optico e software “Leica Application Suite, Version 4.4.0".

Para a quantificagao, foi realizada uma varredura inicial das laminas
na objetiva de 10x para selecdo de &areas a serem fotografadas.
Aleatoriamente, foram selecionados 5 campos fotografados na objetiva de
40x (CHEN et al., 2011) de modo que eles representassem a totalidade do
corte (CARMO et al., 2016). As células imunopositivas foram visualizadas,
marcadas e contadas com o auxilio do sistema analisador de imagens
Image j 1.32) (National Institute of Health, USA). Para a obtencdo da
densidade de células de cada caso, dividiu-se o numero de células contadas

pelo valor da area total fotografada.

3.5 Analises estatisticas dos dados

A andlise estatistica foi realizada por meio do software SPSS, versao
18 (Chicago, lllinois). Para analise de associagcdo entre os parametros
avaliados, foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson. Para verificar se
as distribuicbes das amostras eram normais ou néao, foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. As variaveis com distribuicdo normal foram avaliadas
pelo teste “t” de Student para comparacao de dois grupos e ANOVA para
comparacdo de mais de dois grupos seguidos pelo teste de Tukey. As
varidveis com distribuicdo ndo normal foram avaliadas pelo teste de Mann
Whitney para comparagdo de dois grupos ou Kruskall Wallis para
comparacdo de mais de dois grupos seguidos pelo teste de Dunn. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p for
<0,05. Os graficos serdo apresentados com média + epm (erro padrdo da

média).
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3.6 Consideracdes éticas

Os materiais analisados foram provenientes de cirurgias para a
remocao das lesdes estudadas. Desta forma, a pesquisa ndo acarretou em
riscos fisicos para os pacientes e suas identificac6es foram mantidas em
total confidencialidade, sendo identificados por cddigos numéricos. Da
mesma maneira, sera mantido sigilo na divulgacdo e publicacdo dos dados.
Os beneficios gerados pela pesquisa ndo serdo direitos e nem usufruidos
pelos sujeitos participantes, mas os resultados poderdo servir como base

para estudos futuros.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados epidemioldgicos

Analisaram-se 87 casos, dos quais 22 (25,3%) foram de GIA, 26
(29,9%) de GALA, 25 (28,7%) de GAMA e 14 (16,1%) de AG. Em relacdo a
distribuicdo por género, observou-se que dos 73 casos de pacientes
portadores de gastrite, 52 (71,2%) foram mulheres e 21 (28,8%) homens. No
gue se refere aos pacientes portadores de AG, 4 (28,6%) foram mulheres e
10 (71,4%) homens. Os dados clinicos relativos aos casos analisados estéo
demonstrados na tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo das amostras quanto aos tipos de casos clinicos e sexo.

GIA GALA GAMA AG
Dados clinicos (n=22) (n=26) (n=25) (n=14)
n % n % n % n %
Sexo
Feminino 68,2(15) 69,2 (18) 76 (19) 28,6 (4)
Masculino 31,8(7) 30,8 (8) 24(6) 71,4(10)

4.2 Anélise cruzada dos dados clinico-patolégicos

A andlise cruzada foi realizada para verificar se havia associacao
entre as variaveis: tipos de gastrite (GIA, GALA e GAMA) e sexo (GRAFICO
1) e AG e sexo (GRAFICO 2). Em todos os tipos de gastrites, observou-se
uma predominancia de pacientes do sexo feminino (64,3%). No entanto,
guando analisados os dados clinicos de pacientes portadores de AG,
verificou-se uma predominancia em paciente do sexo masculino (71,4%) nas
amostras avaliadas. Assim, infere-se que h& associac¢do significativa entre

as duas variaveis (p=0,021; valor p < 0,05).
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Em relacdo a diferenca de densidade média de linfécitos T C8" nos
casos de GIA, GALA, GAMA e AG para os individuos do sexo masculino e
feminino, conclui-se que ndo hé& diferenca significativa entre as médias
populacionais de linfocitos T CD8" para os individuos conforme o sexo
(p=0,86; valor p>0,05):

80
70
60
50
40
30
20
10

GIA GALA GAMA
B FEMININO = MASCULINO

Gréfico 1 - Representagdo gréafica das amostras de gastrites associadas ao sexo

B FEMININO m MASCULINO

Gréfico 2 - Representagdo gréafica das amostras de AG associadas ao sexo
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4.3 Avaliacdo histopatoldgica

Em relacdo a analise histopatolégica das amostras selecionadas,
observou-se que 100% dos casos de gastrite (GIA, GALA e GAMA) e 21,4%
dos casos de AG apresentaram hiperplasia foveolar.

A presencga de alargamento da lamina propria ocorreu em 100% dos
casos de gastrite. Observou-se também um aumento da populacdo de
células mononucleares e auséncia de lesdo do epitélio de revestimento
glandular em 100% dos casos de GIA. J& em GALA observou-se um
infiltrado de células inflamatérias mono e polimorfonucleares de intensidade
leve. Em relacdo aos eventos de GAMA, 100% apresentaram caracteristicas
observadas nos episodios de GALA, porém, com atividade moderada ou
acentuada do infiltrado inflamatério da lamina prépria, com presenca de
lesdo do epitélio de revestimento glandular e formacédo de microabcessos.

Em complementariedade aos resultados anteriores, os acumulos
linfoides foram observados em 05 (22,7%) dos casos de GIA, 20 casos
(76,9%) de GALA e 10 casos (40%) de pacientes portadores de GAMA. Nao
foram relatados casos de acumulos linfoides em pacientes portadores de
AG.

Em relacdo a Hiperplasia folicular linfoide (HFL), foi possivel observar
gue ndo ocorreu nos casos de GIA, mas foi observada em 10 casos (38,5%)
de GALA, 20 (40%) de GAMA e em um casos (7,1%) de AG.

4.4 Avaliacdo por imunohistoquimica para a presenca de H. pylori nas

amostras gastricas

A avaliacdo imunohistoquimica para a presenca de H. pylori revelou
auséncia de bacilos nas amostras de gastrite inativa, na gastrite ativa leve e
no adenocarcinoma  gastrico. Nos casos de gastrite ativa

moderada/acentuada, foram observados bacilos imunopositivos com leve
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(+/++++) (08 casos), moderada (++/++++) (08 casos) e acentuada
(+++/++++) (09 casos).

4.5 Avaliacdo imunohistoquimica da densidade de linfocitos T CD8" nas

amostras gastricas

A avaliacdo imunohistoquimica para a densidade de linfocitos T CD8" entre os
grupos estudados, gastrite inativa e gastrite ativa leve, gastrite ativa
moderada/acentuada e adenocarcinoma gastrico revelou diferenca estatisticamente
significativa entre a gastrite inativa e o carcinoma gastrico (p=0,012; * p<0,05). Foi
possivel observar uma maior densidade de linfécitos T CD8" no carcinoma gastrico
quando comparado com a gastrite inativa (GRAFICO 3).

Na figura 5, é possivel observar as fotomicrografias das reacdes
imunohistoquimica, em que se evidenciam as diferencas na expressao
imunohistoquimica de linfocitos T CD8" nos casos de gastrites (GIA, GALA e
GAMA) e no AG.
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Gréfico 3 - Comparacdo da densidade de linfécitos T CD8" entre os grupos de
pacientes com gastrite ativa moderada/acentuada de antro (GAMA),
gastrite ativa leve de antro (GALA), gastrite inativa de antro (GIA) e
adenocarcinoma gastrico (AG)
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Figura 5 - Fotomicrografia das imunomarcac&o de Linfocitos T CD8" em aumento de 40x: A) GIA; B)
GALA; C) GAMA; D) AG. A imunomarcacéo para Linfocitos T CD8" pode ser vista em
contorno marrom, com maior nimero nos casos de AG quando comparado aos demais
casos

4.6 Comparacdo entre a densidade de linfocitos T CD8" e a quantidade de
Helicobacter pylori

Ao comparar a quantidade de bacilos de H. pylori entre os casos de
gastrite ativa moderada/acentuada, foi possivel observar uma correlacao

positiva e estatisticamente significativa (*rS= 0,67; p<0,001), como observa-se
no grafico 4.
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Gréfico 4 - Correlacédo entre densidade de linfocitos T CD8" e a quantidade de H.
pylori nos pacientes com GAMA
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5 DISCUSSAO

Buscou-se avaliar correlacdes entre a presenca de linfécitos T CD8”,
gastrites e adenocarcinomas gastricos de pacientes portadores ou nédo de
infeccdo pelo H. pylori. A descoberta do H. pylori e a anédlise de sua relagao
com as alteracdes inflamatdrias das mucosas digestivas tém sido objeto de
varios estudos. Muitos apontam relacdo entre esta bactéria e ampla
variabilidade de doencas gastroduodenais, modificando o entendimento da
fisiopatologia que as produz (BLASER & BERG, 2001; FUKUDA et al.,
2000).

Nos casos analisados neste estudo, houve uma predominancia de
pacientes do sexo feminino (71,2%) com diagndsticos de gastrite e
predominancia de paciente do sexo masculino nos casos de AG, sugerindo-
se associacdo significativa entre essas duas variaveis (sexo/gastrite e
sexo/AG). Embora, em um estudo realizado por Siqueira et al. (2007), foi
demonstrado uma contradicdo com os resultados aqui encontrados, qual
seja, foi comprovado que a gastrite apresenta-se igualmente em ambos os
sexos, no entanto, foi relatado em outro estudo, realizado por Mata et al.
(2016), uma possivel associagdo entre gastrite e o género, corroborando
com os dados aqui encontrados. J& para os dados clinicos de pacientes
portadores de AG, nos estudos de Adu-Aryee et al. (2016), observou-se
maior prevaléncia de pacientes do sexo masculino com diagndéstico de
cancer gastrico e portadores de H. pylori com propor¢cdo de 3:1 se
comparada a prevaléncia no sexo feminino. Outro estudo também apontou
associacao significativa entre o cancer gastrico e género, observando que
homens sdo mais frequentemente afetados (WATANABE et al., 1997),
semelhante com os dados aqui encontrados.

No presente estudo, foi verificado que a presenca de bacilos de H.
pylori esta associada a uma resposta inflamatéria progressiva da mucosa
gastrica com a presenca de células inflamatorias polimorfas e
mononucleares. O H. pylori promove a migracdo de leucdcitos para a
mucosa gastrica com a participacdo de mediadores quimicos, citocinas e

guimiocinas, comprovando assim a importancia da inflamac&o no controle
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dessa afeccdo (BROIDE et al., 2007; FARAH & KHAMISY-FARAH, 2014;
FEHLINGS et al., 2012). A medida que essas lesdes eram mais intensas,
verificou-se a correlacdo positiva com a quantidade de bacilos. Desta forma,
tais resultados confirmam a capacidade dessa bactéria em promover
resposta inflamatéria da mucosa gastrica.

Graham et al. (2004) e Molnar et al. (2010) mostraram que geralmente
nesse processo de atividade inflamatdria dois outros elementos podem estar
presentes: (i) a observacdo de Ilinfécitos dispostos em agregados
inflamatérios e foliculos linfoides bem definidos e com centros germinativos
proeminentes; (ii) a ocorréncia de formas bacilares do H. pylori, tanto no
revestimento epitelial superficial envolvendo as fovéolas como no
revestimento epitelial glandular.

Outro dado relevante foi caracterizarem-se por hiperplasia foveolar,
observado em 100% dos casos investigados de GIA. Os resultados obtidos neste
estudo estdo em conformidade com dados obtidos com outros pesquisadores, em
gue se pode observar que com o avanco da doenca, ao longo de muitos anos, as
reacdes inflamatérias estendem-se para dentro da camada glandular da mucosa
com uma destruicdo progressiva das glandulas especializadas. Ao longo do tempo,
a mucosa €é substituida por uma mistura de areas de hiperplasia foveolar e
proeminente metaplasia glandular pilérica. Casos que indicam uma perda completa
das glandulas especializadas e uma inflamacdo minima representam,
provavelmente, a fase final da doenca (GOLDMAN & KRANZ, 1998; KRASINSKAS
et al., 2003; TORBENSON et al., 2002).

Notou-se que em 100% dos casos de GIA analisados, todos
apresentaram celularidade mononuclear aumentada com o alargamento de
[amina propria, igualmente apresentado nos estudos de Fukuda et al. (2000)
e Warren e Marshall (1983) que mostraram resultados semelhantes aos
deste estudo, em que a mucosa gastrica dos pacientes apresentaram
atividade inflamatéria em gastrites ativa ou inativa. Os quadros de gastrite
inativa decorrem de estimulos inflamatérios prévios da mucosa, os quais a
partir da eliminacdo do estimulo determinam um quadro caracterizado pelo
alargamento da lamina propria. Esse alargamento € caracterizado pelo
edema e aumento da populacédo celular habitual desse compartimento, em
que sao identificados histiocitos, plasmaécitos e linfocitos. J& nos casos de
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GALA e GAMA, além da presenca de células mononucleares, apresentam
células polimorfonucleares, tendo maior intensidade nos casos de GAMA.
Neste ultimo, ainda foi observada a presenca de células inflamatdrias em
contato com as células de revestimento epitelial glandular, formando
microabcessos nessas estruturas. Com o aumento da populacao de células
mono e polimorfonucleares, os leucécitos polimorfonucleares foram as
células efetoras da atividade lesiva do epitélio glandular. Bedoya et al. (2003)
demonstraram que a resposta celular inclui uma resposta ndo especifica inata
representada principalmente por células polimorfonucleares e macrofagos.

A infeccdo pela H. pylori € a principal causa de gastrite cronica ativa
(ASHORN, 1995; KAWAGUCHI et al., 1996) e estudos sugerem que esse
agente desempenha importante papel na génese da Ulcera péptica (RAUWS
& TYTGAT, 1990). Pacientes com H. pylori positivo apresentaram risco 10
vezes maior de desenvolverem algum grau de lesdo da mucosa gastrica do
gue aqueles com auséncia (MULLER et al., 2007). Segundo Méndez-Tenorio
et al. (2014), essa bactéria esta presente em 95% dos casos de gastrite
ativa moderada, localizada no antro e em 65% dos casos de GIA. Conforme
Nogueira et al. (2001), existem bacilos em situacbes de gastrite inativa,
assim como na mucosa normal. Essa situacdo pode estar associada tanto a
cepa bacilar envolvida, assim como a intensidade da infecgcdo presente na
mucosa gastrica. Ao comparar com o0s dados apresentados nesta
dissertacdo, observou-se auséncia de bacilos nas amostras de GIA e
também nas amostras de GALA e AG, mostrando-se contraditoria a esses
dados citados na literatura.

De acordo com dados da literatura, o H. pylori pode induzir uma série
de alteracdes morfolégicas com diferentes expressfes clinicas: gastrite,
Ulcera gastrica, metaplasia intestinal, alteracdes displasicas e neoplasias
(CHERDANTSEVA et al., 2014; MULLER et al., 2007), no entanto a maioria
dos portadores dessa infeccdo permanece assintomatica (LADEIRA et al.,
2003). A diversidade de manifestac@es clinicas decorrentes da infeccao pelo
H. pylori estd associada a fatores ambientais, bacterianos e do hospedeiro,
de acordo com Marshall et al. (1990). Esses resultados foram obtidos a
partir da inducdo de infeccdo pelo H. pylori em individuos saudaveis. Os
estudos histopatolégicos demonstram que as lesdes da mucosa gastrica, na
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infeccdo pelo H. pylori, sdo determinadas por células inflamatdrias que
migram dos vasos sanguineos para a lamina prépria e a lesédo do epitélio de
revestimento glandular resulta da liberacdo de antigenos SABA e HP-NAP
(proteina ativadora de neutréfilos) do bacilo. Essa migracdo celular ocorre
em resposta a IL-8, via receptores das quimiocinas CXCR1 e CXCR2
(BACKHED et al., 2003; SCHMAUSSER et al., 2004). Se por um lado existe
comprovacdo da participacdo de antigenos do H. pylori na migracdo de
leucdcitos, por meio de citocinas, por outro lado, ndo foi estabelecida a
eficiéncia desta via na erradicacdo dos bacilos, que muitas vezes
permanecem latentes. Estudos recentes mostram que uma das explicacdes
para manutencdo da colonizacdo da mucosa pelo H. pylori € a capacidade
da bactéria inibir os receptores das quimiocinas CXCR1l e CXCR2 e
consequentemente reduzir a migracdo dos leucécitos polimorfonucleares.
Sendo assim, € possivel observar sua permanéncia na mucosa gastrica,
apresentando assim a complexidade da patogenia das manifestacdes
clinicas em decorréncia da infeccdo pela H. pylori (ALGOOD & COVER,
2006; BACKHED et al., 2003; SCHMAUSSER et al., 2004).

No presente trabalho, além dos leucocitos polimorfonucleares, o
infiltrado inflamatdério observado na lamina prépria, nos quadros de gastrite
ativa, em decorréncia da colonizacdo pelo H. pylori, também apresenta
macréfagos e linfécitos em quantidades variadas. Os macréfagos exercem
papel fundamental na defesa contra agentes infecciosos (FEHLINGS et al.,
2012; MAI et al., 1991; MILLS et al., 2000; MOOS et al., 2010), cujo contato
resulta na producdo e secrecdao de substancias capazes de promover
resposta microbicida, contudo, ao interagir com o H. pylori, verifica-se o
bloqueio da producdo de o6xido nitrico em decorréncia da presenca de
arginase liberada pelo bacilo (ALGOOD & COVER, 2006). Estes achados
mostram a complexidade da resposta inflamatoria contra esse bacilo.
Considerando ainda que macréfagos empregam a producao de 6xido nitrico
como uma das principais vias em sua atividade microbicida. Paradoxalmente
sua interacdo com o H. pylori promove a inibicdo de sintese desses
mediadores, resultando na manutencao dos bacilos na mucosa gastrica,

portanto eventos da resposta inflamatéria, além de contribuirem para a
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eliminacdo desse patdgeno, podem participar de eventos que facilitam a
perpetuacéo da infeccdo (BUSSIERE et al., 2005).

Juntamente com os leucécitos polimorfonucleares e com o0s
mononucleares fagociticos, monécitos e macr6fagos, verificou-se que os
linfocitos T CD8" também estdo presentes. Na medida em que ocorreu
intensificacdo da resposta inflamatdria, na mucosa do antro gastrico, houve
também aumento progressivo desses linfécitos. Nas amostras de gastrite
ativa moderada/acentuada, observou-se também uma correlagcdo positiva e
significativa entre a quantidade de bacilos de H. pylori e a densidade de
linfocitos TCDS8®. Esse resultado demonstra que, além da resposta
inflamatéria ao H. pylori, na mucosa gastrica, ha o estabelecimento de
eventos da resposta imune, como descrito na literatura (CHEN et al., 2011;
JANG, 2009; KRONSTEINER et al., 2014). Resta saber se 0 mesmo teria
papel modulador da inflamacdo e eliminacdo da bactéria. Neste sentido,
estudos clinicos enfatizam a relevancia dos linfécitos T na gravidade da
infeccao pela H. pylori, bem como no controle das gastrites.

Ja, especificamente, em relacdo aos adenocarcinomas gastricos
avaliados, apresentam-se discreto infiltrado inflamatério de leucdcitos,
auséncia de H. pylori e elevada densidade de linfécitos T CD8" que foi
estatisticamente significativo quando comparado com a gastrite inativa.
Muito embora um elevado percentual dos individuos infectados pela H.
pylori mantenham-se assintométicos, boa parte dos infectados apresentam
diferentes manifestacbes gastricas, inclusive presenca do cancer gastrico
(AXON, 2014; UNO et al., 2016; YAN et al., 2014). A correlagao entre H.
pylori e cancer sdo precedidos por eventos inflamatdrios (BRESCIANI et al.,
2011; BARBOSA & SCHINONNI, 2011). Resultados controversos foram
encontrados aqui, enfatizando a auséncia de H. pylori nos casos de
adenocarcinoma gastrico.

Estudos epidemiolégicos confirmaram risco aumentado em até 6
vezes para o desenvolvimento de AG em individuos infectados pelo H. pylori
(BRENNER et al., 2000; THE EUROGAST STUDY GROUP, 1993; FORMAN
et al., 1991; PARSONNET et al., 1991). Cerca de 2 milhdes de novos casos
de cancer a cada ano em todo o mundo sdo atribuiveis a esse tipo de
infecbes (MARTEL et al., 2012). A resposta inflamatéria, em geral, pode
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necessitar de eventos moduladores com a participacdo de diferentes
subpopulacdes de linfocitos, como os linfécitos T CD8 (AMEDEI et al.,
2012). Nos resultados aqui encontrados, fica evidente a participacdo dessas
células quando foi verificado seu aumento progressivo na medida em que a
infeccdo evoluiu de inativa para ativa e ainda com o aumento da intensidade
da inflamacado. Desta forma, pode-se considerar que tanto no estudo aqui
realizado quanto nos gerais, o H. pylori € responsavel por intensificar os
efeitos da gastrite, tornando-os prevalentes no desenvolvimento de Ulcera e
cancer devido aos aspectos inflamatérios (AZEM et al., 2006). Assim, resta
avaliar a participacdo de células T CD4 e da imunidade humoral na
modulacdo da resposta inflamatéria da mucosa gastrica ao H. pylori.

Sobre essa resposta imunoinflamatdria, existem poucos estudos que
examinaram o papel de células T CD8" em infeccdes causadas pelo H.
pylori, no entanto os estudos relataram que essas células podem aumentar
supostamente nos estdmagos dos individuos infectados por aquele
microrganismo (AGNIHOTRI et al., 1998). E possivel que elas contribuam
para inducdo patoldgica da doenca, tal como foi demonstrado que a
expressdo de CD8 em criancas infectadas por essa bactéria tem correlacao
positiva com a gravidade da gastrite (AZEM et al., 2006; MACIORKOWSKA
et al., 2004).

Outros resultados indicaram que as células T CD8" sdo os principais
contribuintes para a gastrite e as células T CD4" exercem uma funcgéo
reguladora dominante, limitando assim a gravidade da infecgcdo. Tal
associacao foi realizada em outro estudo clinico em criancas e adultos,
sugerindo que a associacao entre a colonizacdo da H. pylori com células T
CD8" aumentou a predisposicdo ao desenvolvimento de Ulceras gastricas
(GRAHAM et al., 2004; HELMIN-BASA et al., 2011; KOTLOWSKA-KMIEC et
al., 2009). Além disso, pacientes com menor numero de células Treg sao
mais propensos ao desenvolvimento de Ulceras pépticas e sdo afligidos por
gastrites mais intensas (ATHERTON, 2006).

Em todos os casos de cancer gastrico analisados, a densidade de
células T CD8" foi elevada. A presenca dessas células teria duas funcdes
basicas: (i) atuariam como células T citotoxicas, promovendo em parte a

eliminacdo dos bacilos; (ii) e a modulacdo da resposta inflamatoria,
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importante para o controle da infeccdo. Na primeira funcdo, destaca-se a
liberacdo de inumeros antigenos do H. pylori, muitos desses responsaveis
pelos eventos da migracdo celular e estabelecimento da resposta
inflamatéria, além dos mecanismos de transformacdo das células epiteliais
da mucosa gastrica até o estabelecimento do adenocarcinoma (BARBOSA &
SCHINONNI, 2011; AMEDEI et al., 2012).

Relatos na literatura demonstram transformacdes oncogénicas
induzidas pelo H. pylori (ZORZETTO et al., 2012). Camundongos
transgénicos com expressdo de antigenos do H. pylori podem desenvolver
varios tipos de neoplasias, inclusive cancer gastrico (OHNISHI et al., 2008).
Ademais, encontra-se devidamente estabelecida a associacdo entre H.
pylori e o linfoma tipo MALT (KUO & CHENG, 2013; SUZUKI et al., 2009),
portanto, pode-se reafirmar que essa bactéria possui atividade
carcinogénica (McNAMARA & EL-OMAR, 2008). A patogenia das neoplasias
envolve mecanismos da imunidade. No presente caso, considera-se que
com a progressao da infeccao pelo H. pylori e o estabelecimento da
resposta inflamatoéria, os linfécitos T CD8+ vao elevando-se e estado

presentes nos casos de neoplasia.
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6 CONCLUSAO

Existiu uma predominancia de pacientes do sexo feminino nos casos
de gastrite e do sexo masculino nos de adenocarcinoma gastricos.

Houve a progressdao da resposta inflamatoria a colonizacdo da
mucosa géstrica pelo H. pylori.

Identificaram-se mecanismos de migracdo celular, aparentemente
associados a liberacdo de antigenos do bacilo no microambiente
estabelecido no curso da infecgéao.

Foi possivel correlacionar a quantidade de bacilos do H. pylori com a
densidade de linfécitos T CD8" nos pacientes com diagnostico de gastrite
ativa moderada de antro.

Constatou-se a participacdo das células inflamatérias na erradicacao
de bacilos e a presenca de linfocitos TCD8" que podem aparentemente
exercer duas funcbes, tanto modular a inflamacdo, como participar de
mecanismos oncogeénicos.

Foi exequivel comparar a densidade de linfocitos célula T CD8", em
gastrites e adenocarcinoma gastrico associadas ou ndo a infeccdes
causadas pela bactéria H. pylori.

Convém melhor avaliar a correlacdo existente entre H. pylori, resposta

inflamatéria e a imunidade celular no estabelecimento do cancer gastrico.
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ABSTRACT

Infection by the bacterium Helicobacter pylori occurs throughout the world.
The prevalence of this pathogen varies according to the development level
of different countries and is associated with various gastric diseases. The
presence of bacteria in the gastric mucosa induces an active inflammatory
response that leads to different degrees of damage in the gastric mucosa,
including atrophy, intestinal metaplasia, dysplasia and gastric carcinoma.
Bacilli may or may not be detectable in the mucosa in such cases. These
pathological manifestations are associated with tumorigenesis in the gastric
mucosa. Several effects can be observed following acute inflammation,
including increased permeability of the gastric epithelium, continued
exposure to the H. pylori antigen, the recruitment of T cells and the
production of antibodies by B cells. In the present work, we assessed the
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presence of CD8" T lymphocytes in patients with gastritis and gastric
adenocarcinoma, with or without concurrent infection by H. pylori. We
verified the progression of the inflammatory response to the colonization of
the gastric mucosa by H. pylori. We identified cell migration mechanisms,
which appear to be associated with the release of bacillus antigens in the
microenvironment established during the course of infection. We observed
the participation of inflammatory cells in the eradication of bacilli, as well as
the presence of CD8" T lymphocytes that can apparently exercise two
functions, namely, modulating inflammation and participating in oncogenic
mechanisms. These results show that the colonization of the gastric mucosa
by H. pylori leads to an inflammatory response and promotes changes in
lymphocyte populations. These important mechanisms that participate in the
eradication of bacilli also play a role in the establishment of gastric
carcinoma.

KEYWORDS: Gastritis, Gastric Adenocarcinoma, T CD8 Lymphocytes,
Helicobacter pylori.

INTRODUCTION

Helicobacter pylori was isolated and cultivated for the first time in
1983 (WARREN & MARSHALL, 1983) from mucosa samples of patients with
gastric ulcers. The isolated bacterial concentrate was found to induce
transient gastritis, and colonization of the gastric mucosa is associated with
the induction of an inflammatory response (MARSHALL et al., 1985). This
discovery made it possible to better understand gastric mucosa diseases,
such as chronic gastritis, peptic ulcers and epithelial and lymphoid
neoplasms (OLIVEIRA, 2014).

The H. pylori bacterium is Gram-negative, flagellated, spiral, and
microaerophilic and produces enzymes that allow its adaptation in the
gastric epithelium. The colonization of the mucosa depends on the
establishment of a neutral environment that primarily results from the
conversion of urea into ammonia and carbon dioxide (MOBLEY et al., 2001).

The prevalence of H. pylori infection varies by country and population
groups within the same nation. This variability is based on differential
exposure through diet and is influenced by environmental factors (McCOLL
& EL-OMAR, 2002). Typically acquired in childhood, H. pylori infection
occurs less in adults but may remain present for life (SUERBAUM &
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MICHETTI, 2002). Despite the high infection rate, most infected individuals
do not present any symptoms (BARBOSA & SCHINONNI, 2011).

The observed inflammatory process is associated with a superficial
chronic gastritis that can progress to chronic atrophic gastritis, intestinal
metaplasia, dysplastic changes of the gastric mucosa and gastric carcinoma
(FIGUEIREDO et al., 2002).

The histopathologic evaluation is characterized by granulocyte and
lymphocyte infiltrates (ANDO et al., 2006). This acute inflammation seems to
cause the increased permeability of the gastric epithelium and continuous
exposure to bacterial antigens, likely contributing to the development of the
host’'s immune response against H. pylori. Thus, the presence of this
bacterium in the gastric mucosa can induce a specific microenvironment that
results from inflammatory response-induced damage, which is likely
modulated by the immune response.

Local evidence, such as the presence of pro-inflammatory cytokines
(e.g., TNF-q, IL-1, IL-6 and IL-8), an increase in Thland Th2 cell numbers in
the peripheral blood and the presence of regulatory T cells, suggest the
importance of chronic inflammation in the response mechanism to H. pylori
(WANG et al.,, 2007; KANG et al., 2009; SUGANUMA et al., 2012). The
adaptive immune response to H. pylori is characterized by the induction of T
CD4+ cells mediated by Thl and regulatory T cells (ZHANG et al., 2010).
Recent data demonstrate an association between the colonization by H.
pylori and increased T CD8" cells, with the development of gastric ulcers
(KRONSTEINER et al., 2014; HELMIN-BASA et al., 2011; TABASSAM et al.,
2008).

Gastric cancer appears to evolve from inflammatory diseases, such as
atrophic gastritis, intestinal metaplasia and dysplastic changes. As such
changes are also present during the course of infection by H. pylori, there is
apparently a correlation between the bacterium and gastric cancer
(PARSONNET et al., 1991; YAMAGATA et al., 2000).

Given this evidence, the objective of the present study was to evaluate
the presence of CD8" T Iymphocytes in gastritis and gastric

adenocarcinomas patients with and without infection by H. pylori.
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MATERIALS AND METHODS
Samples

The samples analyzed were chosen by convenience in the period from
March 2014 to April 2016, with the following clinical cases: (i) 22 cases of
inactive antrum gastritis (IAG); (ii) 26 cases of mild active antral gastritis
(MAAG); (iii) 25 cases of moderate/severe active antral gastritis (MSAG);
and (iv) 14 cases of gastric adenocarcinoma (GA).

Immunohistochemistry

T CD8 lymphocytes and H. pylori were identified using antibodies
against LT CD8 (clone 236AE7; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA; at 1:100). For the immunohistochemical assessments, successive 5
Mm cross-sections were acquired and mounted on silanized slides (Dako,
Carpinteria, CA, USA). The tissue sections were then deparaffinized,
rehydrated, and immersed in EDTA buffer (pH 9.0) for 25 minutes. The
slides were cooled for 30 min at room temperature, washed in distilled water
(2 times for 5 min each) and then incubated in 3% hydrogen peroxide for 10
min. The slides were subsequently washed in distilled water (twice for 5 min
each), washed in 0.1% T-TBS for 5 min and incubated with blocking solution
(5% bovine serum albumin in T-TBS) for 1 h at room temperature. After
removing the blocking solution, the sections were incubated overnight at 4 C
with the primary antibody diluted to the above -mentioned concentration. The
sections were then incubated with the Universal Dako LSAB kit (K0690).
Diaminobenzidine substrate was added to the sections for 5 min, and the
reaction was monitored under a microscope. Lastly, the slides were
counterstained with hematoxylin and mounted. Negative controls were
obtained by the omission of the primary antibody, which was replaced with
1% PBS-BSA and pre-immune mouse serum (X501-1, Dako). The
immunohistochemical expression of the antibody was evaluated using an
AXIOLAB-ZEISS microscope (40x objective lenses) (Shinjuku, Tokyo,
Japan). A total area of 0.09614 mm2 was evaluated for each sample.
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Microscopic fields with strong staining were selected, and the
immunohistochemical expression data were expressed as the mean and

standard error.

RESULTS

Histopathological assessment

After evaluation of the slides using hematoxylin-eosin (H&E), it was
possible to observe the histopathological characteristics of the samples.
Cases of inactive gastritis were characterized by foveolar hyperplasia (17
cases); enlargement of the lamina propria, with an increased population of
mononuclear cells; an absence of injury in the glandular lining epithelium (22
cases); lymphoid accumulations (5 cases); and the absence of bacillary
forms of H. pylori. The mild active gastritis cases, in addition to foveolar
hyperplasia, showed enlargement of the lamina propria, with mild intensity
mono- and polymorphonuclear inflammatory cell infiltrates (26 cases);
lymphoid accumulation (16 cases); follicular lymphoid hyperplasia (6 cases);
and the absence of bacillary forms of H. pylori. The cases of
moderate/severe active gastritis showed the characteristics observed in the
cases of mild active gastritis but with moderate or acute inflammatory
infiltrates in the lamina propria. Tissue injury was also observed in the
glandular lining epithelium, as was the formation of microabscesses (25
cases). These cases additionally exhibited lymphoid accumulation (5 cases),
follicular lymphoid hyperplasia (15 cases), and the presence of bacilli
suggestive of H. pylori. The gastric adenocarcinoma cases (14 cases) were
represented by two histological types, diffuse or tubular pattern, with seven
cases in each group. The diffuse pattern was characterized by infiltration of
the lamina propria with individual atypical cells having well-defined borders,
broad homogeneous or vacuolated (signet ring-like) cytoplasm and
pleomorphic hyperstained nuclei; these cells were commonly mitotic. The
tubular pattern was represented by tubular structures lined by atypical cells
with well-define borders, homogeneous cytoplasm and pleomorphic and

hyperstained nuclei; these cells were also commonly mitotic.
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Assessment of H. pylori presence in gastric samples

The immunohistochemical assessment for the presence of H. pylori
revealed the absence of bacilli in samples of inactive gastritis, mild active
gastritis and gastric adenocarcinoma. In the cases of moderate/severe
active gastritis, immunopositive bacilli were observed in 1: mild (+/++++) (08
cases), 2: moderate (++/++++) (08 cases) and 3: considerable (+++/++++)

(09 cases).

Immunohistochemical assessment of CD8" T lymphocyte density in

gastric samples

The immunohistochemical assessment for the density of CD8" T
lymphocytes among the groups studied, inactive gastritis and mild active
gastritis, moderate/severe active gastritis and gastric adenocarcinoma,
revealed a significant difference between inactive gastritis and gastric
carcinoma (p=0.012). A greater density of CD8" T Iymphocytes was

observed in gastric carcinoma when compared with inactive gastritis.
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FIG 1 Comparison of the density of CD8" T Iymphocytes among the
groups.MSAG=moderate/severe active gastritis, MAAG=mild active gastritis,
IAG=inactive gastritis and GA=gastric adenocarcinoma (* p<0.05)
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Comparison between the density of CD8" T lymphocytes and the

guantity of Helicobacter pylori

When comparing the quantity of H. pylori bacilli among the cases of
moderate/severe active gastritis, a positive and statistically significant

correlation was observed.
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FIG 2 Correlation between the density of CD8" T lymphocytes and the
guantity of H. pylori in patients with moderate/severe active gastritis. * rS=
0.67 p<0.001. Quantity of Helicobacter pylori: 1: mild (+/++++), 2: moderate
(++/++++) and 3: considerable (+++/++++)

DISCUSSION

We observed that the presence of H. pylori bacilli is associated with a
progressive inflammatory response of the gastric mucosa, characterized by
the presence of polymorpho- and mononuclear inflammatory cells. As
described above, H. pylori promotes the migration of leukocytes to the
gastric mucosa, with the participation of chemical mediators, cytokines and
chemokines, demonstrating the importance of inflammation in the control of
infection (BROIDE et al., 2007; FARAH & KHAMISY-FARAH, 2014;
FEHLINGS et al., 2012). As these injuries became more intense, we
observed a positive correlation with the quantity of bacilli. Thus, our results
confirm the ability of this bacterium to promote an inflammatory response of
the gastric mucosa. According to the literature, H. pylori can induce a series
of morphological changes with different clinical expressions, from gastritis,
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gastric ulcer, intestinal metaplasia, dysplastic changes and neoplasms
(CHERDANTSEVA et al.,, 2014; MULLER et al., 2007). However, most
patients with an infection remain asymptomatic (LADEIRA et al., 2003). The
diversity of clinical manifestations arising from infection by H. pylori is
associated environmental, bacterial and host factors, as demonstrated by
Marshall (1995). These results were obtained from the induction of infection
by H. pylori in healthy individuals. Histopathological studies have
demonstrated that in patients infected by H. pylori, gastric mucosa lesions
are characterized by inflammatory cells that migrate from blood vessels to
the lamina propria. In these cases, injury of the glandular lining epithelium
results in the release of SabA and HP-NAP (neutrophil-activating protein)
antigens of the bacillus. This cell migration occurs in response to IL-8 via
receptors of the chemokines CXCR1 and CXCR2 (BACKHED et al., 2003;
SCHMAUSSER et al., 2004). Although there is evidence of the participation
of H. pylori antigens in leukocyte migration via the action of chemokines and
cytokines, the efficiency of this pathway in the eradication of bacilli, which
often remain latent, is not established. Recent studies show that one of the
explanations for maintenance of mucosa colonization by H. pylori is the
ability of the bacterium to inhibit the receptors of CXCR1 and CXCR2,
consequently reducing the migration of polymorphonuclear leukocytes.
Therefore, the bacterium can become a permanent resident of the gastric
mucosa, demonstrating the complexity of the evolution of the clinical
manifestations of H. pylori infection (ALGOOD & COVER, 2006; BACKHED
et al., 2003; SCHMAUSSER et al., 2004).

As our results demonstrate, due to colonization by H. pylori, the
inflammatory infiltrate in the lamina propria of active gastritis cases contains
varying numbers of macrophages and Ilymphocytes as well as
polymorphonuclear leukocytes. Macrophages play a fundamental role in
defense against infectious agents (FEHLINGS et al., 2012; MAI et al., 1991;
MILLS et al., 2000; MOOS et al., 2010), and their interaction with pathogens
results in the production and secretion of substances capable of promoting a
microbicidal response. However, when macrophages interact with H. pylori,
nitric oxide production is blocked due to the presence of arginase released
by the bacillus (ALGOOD & COVER, 2006). These findings demonstrate the
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complexity of the inflammatory response against this bacillus. Moreover, the
interaction of macrophages with H. pylori paradoxically inhibits the synthesis
of nitric oxide, which is normally one of the main pathways in the
microbicidal activity of these cells. This inhibition results in the maintenance
of the bacilli in the gastric mucosa. Therefore, inflammatory response
events, in addition to contributing to the elimination of this pathogen, can
also participate in events that facilitate the perpetuation of infection
(BUSSIERE et al., 2005).

In our results, we also found that along with the polymorphonuclear
leukocytes and mononuclear phagocytes, monocytes and macrophages,
CD8" T lymphocytes are also present. As the inflammatory response
intensified in the antral gastric mucosa, there was also a progressive
increase in the number of these lymphocytes. In moderate/sever active
gastritis cases, we also observed a positive and significant correlation
between the amount of H. pylori bacilli and CD8" T Iymphocytes density.
This result demonstrates that in addition to the inflammatory response to H.
pylori in the gastric mucosa, an immune response is established, as
described in the literature (CHEN et al., 2011; JANG, 2010; KRONSTEINER
et al., 2014). It is unclear if the same immune events modulate inflammation
and elimination of the bacteria. If the effectiveness of the inflammatory
response is dependent on modulatory mechanisms, it can be concluded that
cellular immunity plays a primary role in this process. For this reason,
clinical studies emphasize the relevance of T lymphocytes in both the
severity of H. pylori infection and in the control of gastritis.

Our analysis, specifically in relation to the evaluated cases of gastric
adenocarcinomas, revealed discreet inflammatory leukocyte infiltrates, an
absence of H. pylori and a high density of CD8" T lymphocytes. These
results were statistically significant when compared with inactive gastritis. In
addition, a high density of CD8" T lymphocytes was observed in the cases of
active gastritis; however, this effect was not statistically significant. Although
a high percentage of individuals infected by H. pylori remain asymptomatic,
many infected patients present different gastric manifestations, including
gastric cancer (AXON, 2014; UNO & SHIMOSEGAWA, 2016; YAN et al.,
2014). The connection between H. pylori and cancer is mediated by
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inflammatory events (BRESCIANI et al.,, 2011; BARBOSA & SCHINONNI,
2011). The inflammatory response, in general, may require certain
modulatory events, with the participation of different subpopulations of
lymphocytes, such as CD8" T lymphocytes (AMEDEI et al., 2012). In our
results, the participation of these cells was evident given that we observed a
progressive elevation in their numbers with increasing disease severity (i.e.,
from inactive to active gastritis) as well as with an increased intensity of
inflammation. However, it will be necessary to evaluate the roles of T CD4+
cells and humoral immunity in modulating the inflammatory response of the
gastric mucosa to H. pylori.

As we observed, the density of T CD8" cells was high in all cases of
gastric cancer. These cells, according to our understanding, have two basic
functions: (i) acting as cytotoxic T cells to promote the elimination of bacilli;
and (ii) modulating the inflammatory response, which is important for
controlling infection. The release of a number of H. pylori antigens is
important in terms of the former function. Many of these antigens are
responsible for cell migration and establishment of an inflammatory
response, as well as other mechanisms involved in the transformation of
gastric mucosa epithelial cells to adenocarcinoma (BARBOSA &
SCHINONNI, 2011; AMEDEI et al.,, 2012). Reports in the literature
demonstrate that H. pylori can induce oncogenic transformation (ZORZETTO
et al., 2012). Transgenic mice expressing H. pylori antigens develop several
types of cancer, including gastric cancer (OHNISHI et al., 2008). In addition,
the association between H. pylori and MALT-type lymphoma has been
established (KUO & CHENG, 2013; SUZUKI et al.,, 2009). Therefore,
carcinogenic activity can be attributed to this bacterium. The pathogenesis
of neoplasms involves immunity-related mechanisms. Given this fact, we
believe that with the progression of the H. pylori infection and the
establishment of the inflammatory response, CD8" T lymphocyte numbers
increase and are present in cases of neoplasia.

In the present study, we observed a progression of the inflammatory
response to the colonization of the gastric mucosa by H. pylori. We identified
cellular migration mechanisms. This effect was apparently associated with
the release of antigens of the bacillus in the microenvironment established
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during the course of infection. We also observed the participation of
inflammatory cells in the eradication of bacilli and the presence of CD8" T
lymphocytes, which can exert two functions: modulating inflammation and
participating in oncogenic mechanisms. However, a better assessment of the
correlation between H. pylori, the inflammatory response and cellular

immunity in the establishment of gastric cancer is still necessary.
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