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RESUMO

O papel de fatores genéticos na suscetibilidade a dispepsia funcional (DF) ainda ndo estd esclarecido. A in-
terleucina 1-beta (IL-1B) é uma citocina que induz e amplifica a resposta inflamatdria, sendo que a inflamacdo
na mucosa gdstrica pode estar envolvida com os sintomas dispépticos. O objetivo do presente estudo foi analisar
a associacdo entre o polimorfismo -31C/T do gene da IL-1B e a DE Foram analisados 73 pacientes dispépticos,
positivos para a infeccdo pelo Helicobacter pylori. Os resultados preliminares indicam que o polimorfismo pode
estar associado ao sucesso da terapia de erradicacao do H. pylori.

Palavras-chave: Dispepsia funcional, interleucina 1-beta, polimorfismo genético, sintomas dispépticos,
Helicobacter pylori.

' Académica do Curso de Biologia/ULBRA 4 Médico Gastroenterologista do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

2 Mestranda do PPG Diagndstico Genético e Molecular/lULBRA  ° Professor-Orientador do Curso de Biologia/ULBRA e do PPG

3 Professor do Centro Universitario FEEVALE Diagnostico Genético e Molecular/ULBRA (daniel.simon@
ulbra.br)

Revista de Iniciacéo Cientifica da ULBRA - 2008



ABSTRACT

The role of genetic factors in susceptibility to functional dyspepsia (FD) remains unknown. The interleukin- 1
beta (IL-1PB) is a cytokine which induces and amplifies the inflammatory response. Inflammation of the gastric
mucosa may be related to dyspeptic symptoms. The aim of the present study was to ascertain if the polymorphism
-31C/T in the promoter of the IL-1B gene is associated with FD. Seventy three dyspeptic patients, positive for
Helicobacter pylori infection, were analyzed. Preliminary results indicate that the polymorphism may be asso-
ciated with the success of the therapy for eradication of H. pylori.

Key words: Functional dyspepsia, interleukin 1-beta, genetic polymorphism, dyspeptic symptoms, Helico-

bacter pylori.

INTRODUCAO

A dispepsia funcional é definida como a presen-
¢a de sintomas que tém origem na regido gastroduo-
denal, na auséncia de qualquer doenca orgénica,
sistémica ou metabdlica, que os justifique. Os
pacientes dispépticos apresentam pelo menos um
desses sintomas: plenitude pds-prandial, saciedade
precoce, queimagio ou dor epigastrica. Os sintomas
devem estar presentes nos Gltimos trés meses e com
o aparecimento dos sintomas seis meses antes do

diagnostico (TACK et al., 20006).

Estudos confirmam a heretogeneidade da dis-
pepsia funcional, através da observagio da asso-
ciacio entre distarbios fisiopatolégicos especificos
e sintomas dispépticos (TACK e LEE, 2005). A
fisiopatologia da dispepsia funcional néo é total-
mente conhecida, envolvendo um grande ntimero
de mecanismos, que podem incluir o esvaziamento
géstrico atrasado, hipersensibilidade visceral, capa-
cidade gastrica diminuida, anormalidade motora,
infecgio pelo Helicobacter pylori e disfungdes do
sistema nervoso central (BAKER, FRASER e
YOUNG, 20006).

A infecgio pelo H. pylori e a sua relagio com a
dispepsia funcional ainda é contraditéria (TACK e

LEE, 2005). Existem algumas evidéncias de que a
estimulacfo da secrecio de 4cido pela bactéria pode
causar sintomas dispépticos. Pacientes positivos paraa
infeccdo pelo H. pylori tém a estimulacio da secrecio
de 4cido aumentada em duas vezes e meia quando
comparados com individuos controle que nfo tém

infeccio pela bactéria (O'MORAIN, 2006).

A prevaléncia da dispepsia funcional varia con-
sideravelmente entre as diferentes populagoes. O
uso de diferentes defini¢des de dispepsia funcional
também pode contribuir para essa discrepancia.
Estudos populacionais utilizando o Consenso Roma
II observam uma prevaléncia de dispepsia funcio-
nal variando entre 11% e 29% (MAHADEVA e
GOH, 2006).

Ha poucos dados relativos a epidemiologia da
dispepsia funcional no Brasil. Estudo transversal
realizado por Oliveira et al. (2006) com 3.934 indi-
viduos moradores da cidade de Pelotas-RS, entre os
anos de 1999 e 2000, demonstrou que a prevaléncia
da dispepsia funcional foi de 44% e de dispepsia
freqiiente 27%. Um estudo de base populacional
de abrangéncia nacional avaliou a prevaléncia de
dispepsia ndo investigada no Brasil (SANDER,
FRANCESCONI e MAZZOLENI, 2007). Nessa

pesquisa foram entrevistados, por telefone, 1.510
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individuos em todo o Brasil, através de aplicacio
de questionario de sintomas dispépticos. Através de
amostras foram avaliados individuos de 223 cidades
brasileiras, que representaram 83,5 milhoes de habi-
tantes, ou aproximadamente 51% da populacio de
todo o pafs. A idade média da populagio avaliada
foi de 37,6 anos e a prevaléncia de sintomas dispép-
ticos foi de 40,9%. A prevaléncia em homens foi de
33,2% e nas mulheres de 45,6%. Individuos mais
jovens, do sexo feminino e com menor escolaridade
apresentaram maiores prevaléncias de dispepsia.

Existem moléculas responsaveis pela indugio
e amplificagdo da resposta imune e inflamatdria,
chamadas de citocinas, que sdo produzidas pelas
células do sistema imune adquirido (linfécitos) e
também pelas células do sistema imune inato (ma-
crofagos, mastécistos, mondcitos) (GORCZYNSKI
e STANLEY, 2001). Duas citocinas de vertebrados
sdo especialmente importantes na inducéo de res-
postas inflamatdrias — o fator de necrose tumoral-o

(TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1) (ALBERTS et
al., 2004).

O agrupamento génico da IL-1 est4 localizado
no cromossomo 2q e contém trés genes: IL-1 alfa
(IL-1A), IL-1 beta (IL-1B) e IL-RN, que codificam,
respectivamente, as citocinas pro-inflamatorias IL-
la, IL-1B e o seu receptor antagonista enddgeno,
IL-1ra (EL-OMAR et al., 2000). A IL-1B é uma
das mais importantes citocinas pro-inflamatérias e
tem como principal fun¢io mediar a resposta imune
e inflamatéria do hospedeiro na imunidade inata,
sendo produzida principalmente pelos macréfagos
(ABBAS, LICHTMANN e POBER, 2000).

Estudos associaram os polimorfismos -511T/C
e -31C/T, localizados na regifo promotora do gene
da IL-1B, com o aumento de risco de desenvolver
gastrite, Ulcera péptica, cAncer gastrico, outros
cAnceres na regifo nio cardia e infeccio pelo H.

pylori (EL-OMAR et al., 2000; MACHADO et
al., 2001; HWANG et al., 2002; FURUTA et al.,
2004; KAMANGAR et al., 2006). Nio existem
estudos que associam esses polimorfismos com os
sintomas dispépticos.

A IL-1B possui um papel muito importante na
inducéo e amplificagio da resposta inflamatéria. A
inflamagAo na mucosa géstrica pode estar envolvida
na geragio dos sintomas dispépticos. O alelo C do
polimorfismo -31 C/T do gene IL-1B foi associado
com o aumento da expressdo da IL-1B, podendo
ter como conseqiiéncia o aumento da resposta
inflamatéria (EL-OMAR et al., 2000). O objetivo
do presente estudo foi analisar se existe associagio
entre o polimorfismo -31 C/T do gene IL-1B e os
sintomas dispépticos, bem como correlacionar os
gendtipos do polimorfismo com o sucesso da tera-
pia de erradicagdo do H. pylori em pacientes com
dispepsia funcional.

MATERIAL E METODOS

Pacientes

Foram analisados pacientes com dispepsia fun-
cional participantes do estudo clinico “Evolugéo dos
sintomas da dispepsia funcional apds a erradicac@o
do Helicobacter pylori em pacientes com diferentes
achados endoscopicos: ensaio clinico randomizado,
duplo-cego, controlado com placebo, com 12 me-
ses de seguimento HEROES Trial (Helicobacter
Erradication Relief Of Dyspetic Symptoms)” do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Este
estudo clinico possui como autores os médicos Luis
Edmundo Mazzoleni, Carlos Fernando Francesconi
e Guilherme Becker Sander. Os pacientes do estudo
foram avaliados no momento de inclusao (basal),
4, 8 e 12 meses ap6s término dos medicamentos
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da pesquisa. A avaliacio basal j4 foi realizada em
todos os pacientes, sendo que as reconsultas estfo
em andamento.

Delineamento do estudo e
randomizacao

Foram estudados dois extratos de pacientes, que
foram divididos pelos achados endoscépicos e uso
de medicagoes:

Extrato A — pacientes dispépticos funcionais
H. pylori positivos que apresentavam exames
endoscopicos normais ou com apenas gastrites ou
duodenites enantematosas, e que nao eram usuarios

de AINES/AAS

Extrato B — pacientes dispépticos funcionais H.
pylori positivos que apresentavam exames endoscé-
picos com gastrites/duodenites erosivas e/ou que

eram considerados usudrios de AINES/AAS.

Os pacientes dos dois extratos (A e B) que preen-
chiam os critérios de selecio foram randomizados em
blocos de dez em proporcéo de 1:1 para cada um dos
extratos de pacientes, de acordo com lista de compu-
tador, para receberem um dos seguintes esquemas:

EXTRATO A dividido em:

GRUPO A1l (Grupo Antibiético): omeprazol
30mg, amoxicilina 1000mg, claritromicina 500mg
(Omepramix)

GRUPO A2 (Grupo Controle): omeprazol
30mg e placebos dos antibidticos.

EXTRATO B dividido em:

GRUPO Bl1- (Grupo Antibiético): omeprazol
30mg, amoxicilina 1000mg, claritromicina 500mg
(Omepramix)

GRUPO B2 (Grupo Controle): omeprazol 30mg
e placebos dos antibioticos.

Analise genética

Amostras de sangue total foram coletadas dos
pacientes com dispepsia funcional e utilizadas para
extragdo de DNA conforme descrito por Lahiri e
Nurnberger (1991).

A genotipagem do polimorfismo -31 C/T da
IL-1PB foi realizada através da reacdo em cadeia
de polimerase (PCR, do inglés, Polymerase Chain
Reaction), utilizando os ‘primers’ 5’-AGAAGCT-
TCCACCAATACTC-3’ e 5-AGCACCTAGT-
TGTAAGGAAG-3’, conforme descrito por Yang
et al. (2004). As condicoes de amplificacio da
PCR consistiram na desnaturago inicial da dupla
fita de DNA a 94°C por 3 minutos, seguido de
35 ciclos de 94°C por 10 segundos, 55°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos e uma extensio
final & 72°C por 5 minutos. As concentragdes
utilizadas nas reagées foram MgCl, 1,5mM,
‘primers’ 0,5 uM, dNTPs 0,17 mM e Taq DNA
polimerase 1U.

Ap6s a PCR, as amostras foram clivadas com a
enzima Alul. O tamanho dos fragmentos gerados
ap0s a clivagem foram de 234 e 5 pares de bases (pb)
para o gendtipo CC, 137,97 e 5 pb para o gendtipo
TT e234,137,97 e 5 pb para genétipo CT. Os frag-
mentos foram separados em gel de poliacrilamida
10%, corado com nitrato de prata.

Aspectos éticos

Este projeto foi submetido a avaliagio ético-

legal e de mérito dos Comités de Etica e Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e
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da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA). O
estudo clinico foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa
e P6s-Graduagio do HCPA (protocolo nidmero
05-422). Os estudos moleculares foram aprovados
pelo Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacio do HCPA
(protocolo nimero 07-590) e pelo Comité de Etica
em Pesquisa da ULBRA (protocolo nimero 2007-
376H).

Analises estatisticas

Varidveis continuas foram expressas como
médias e desvios padrdo. Varidveis qualitativas
foram expressas como percentagens e comparacoes
realizadas usando o teste exato de Fisher ou o teste
de qui-quadrado, conforme indicacio. Todos os
testes foram bi-caudais. P<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Esse trabalho apresenta resultados parciais das
andlises moleculares dos 407 pacientes participan-
tes do ensaio clinico HEROES. Até o momento 73
pacientes foram genotipados para o polimorfismo
-31C/T do gene IL-1B. O ensaio clinico encontra-
se em andamento e ser4 finalizado no més de maio
de 2009, com a revelagio do tratamento prescrito
a cada paciente. As anélises moleculares serdo
realizadas para todos os pacientes e a partir do seu
encerramento serdo realizadas correlagdes com os
dados clinicos. Na Tabela 1 sdo apresentados os
dados clinicos e demogrificos dos 73 pacientes
analisados até o momento.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas da
populacdo estudada.

PACIENTES DISPEPTICOS FUNCIONAIS
49 + 13 anos

MascuLino 17 (23,3)
Feminino 56 (76,7)

FUNDAMENTAL 26 (36,1)
Mebio 24 (33,3)

SUPERIOR COMPLETO 22 (30,6)
Nunca Fumou 43 (59,7)

Fuma ATuALMENTE 9 (12,5)
Ex-Fumante 20 (27,8)

Nunca Beseu 66 (91,7)
Bese atuaLvenTE 0 (0)
Besia 6 (8,3)

PADYQ, umenia + pesvio pario 10,7 £8,2

SINDROME DO DESCONFORTO POS-PRANDIAL 30
.7

SINDROME DE DOR EPIGASTRICA 36 (50)
Outros 6 (8,3)

Dor 36 (50)

NAuseas 4 (5,5)

Vomrro 1 (1,4)

DisTensio 29 (40,3)

Saciepape PRecoce 1 (1,4)

Ourtros 1 (1,4)

IDADE, MEDIA * DESVIO PADRAO

SExo, N (%)

EscoLARIDADE, N (%)

TaBAGisMo, N (%)

BeBipas ALcooLicas, N (%)

TiPo DE DISPEPSIA, N (%)

PRINCIPAL SINTOMA, N (%)

Os sintomas dispépticos foram analisados
através do questionario PADYQQ (do inglés, Porto
Alegre Dyspeptic Symptoms Questionnaire) que
avalia os sintomas de dor no abddémen superior,
inchaco no abddmen superior e ndusea quanto a
intensidade, duracio e freqiiéncia (SANDER et al.,
2004). Sintomas como vOmito e saciedade precoce
foram avaliados quanto a freqiiéncia. O indice do
PADYQ foi comparado entre os pacientes com
gendtipos CC + CT versus pacientes com gendtipo
TT. A média e desvio padrio obtida entre os ge-
noétipos CC + CT foide 11,2 = 9,0, ndo diferindo
significativamente dos pacientes com o gendtipo

TT (10,0 = 11,0; p>0,05).

Com relagio aos achados endoscdpicos observou-
se que nos pacientes analisados 27 (37%) apresen-
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tavam gastrite enantematosa, 17 (23,3%) gastrite
erosiva plana, 13 (17,8%) gastrite erosiva elevada, 2
(2,7%) duodenite enantematosa, 4 (5,5%) duodenite
erosiva, 1 (1,4%) tlcera gastrica e 22 (30,1%) apre-
sentavam outras alteracdes. Nenhum dos pacientes
apresentou alteragdes como gastrite hemorrégica,
gastrite atrofica, pregas hiperplasicas e tlcera duode-
nal. Na Tabela 2 sdo apresentados os dados clinicos de
47 pacientes avaliados quanto o grau de inflamacfo,
atividade inflamatdria, atrofia, infeccdo pelo H. pylori
e metaplasia intestinal. Foram analisadas 3 bipsias do
antro, 2 da incisura angular e 3 do corpo géstrico. O
ndmero amostral de 47 pacientes avaliados quanto a
inflamacfo est4 relacionado ao fato de que os dados
aqui apresentados sdo aqueles relativos a avaliagio
realizada 4 meses apds o inicio do tratamento (segunda
consulta), e alguns pacientes ainda nio tiveram todos
os dados clinicos desta consulta analisados.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas observadas nas
endoscopias digestivas dos pacientes dis-
pépticos funcionais estudados (n=47).

INFLAMAGAO  ATiviDADE  ATROFIA DENSIDADE DE  METAPLASIA
INFLAMATORIA H. pyLORI
ANTRO 12 25 30 28 AUSENTE
AUSENTE 17 1 16 10 5
Leve Mo- 16 10 1 5 PRESENTE
DERADA 2 1 - 4 42
SEVERA
Corpo 13 29 43 26 AUSENTE
AusenTe 24 13 4 16 47
Leve Mo- 10 4 - PRESENTE
DERADA 0 1 R 1 R
SEVERA
INCISURA
ANGULAR 9 25 36 28 AUSENTE
Ausente 19 12 1 12 42
Leve 17 10 - 6 PRESENTE
MODERADA 2 0 - 1 5
SEVERA

As freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimor-
fismo -31C/T do gene IL-1B analisadas na amostra
estdo representadas na Tabela 3. A populagio
encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg e
as freqiiéncias alélicas e genotipicas encontradas

sdo semelhantes as freqiiéncias encontradas em
estudos em populacoes caucaséides (KAMANGAR
et al., 2000).

Tabela 3 - FreqUéncias alélicas e genotipicas do poli-
morfismo -31C/T do gene IL-1B nos 73 pa-
cientes dispépticos funcionais estudados.

FREQUENCIAS ALELICAS N %
C 43 36

T 59 64
FREQUENCIAS GENOTIPICAS N %
cC 14 19

CT 29 40

T 41

A proporgio de pacientes que eliminou o H.
pylori e apresentou os gendtipos CC e CT foi de
65,1% enquanto 40,0% dos pacientes que apre-
sentaram o genétipo TT também eliminaram a
bactéria. Esta diferenca foi tangencial ao limite de
significAncia (P=0,055; OR=2,8; 95% CI 0,97-
8,21), indicando que o polimorfismo parece estar
associado ao sucesso da terapia de erradicacio da
bactéria. Estudo realizado por Wang et al. (1999)
demonstrou que antes do terapia para a erradicagio
do H. pylori foi observada uma relacio significativa
positiva entre a quantidade de RNA mensageiro
da IL-1B na mucosa gastrica dos pacientes que
tinham a infeccio pela bactéria. Apds o tratamento,
reducdes significativas na quantidade de RNAm da
IL-1pB foram observados nos pacientes que erradi-
caram o H. pylori, enquanto néo foram observadas
mudangas significativas nos pacientes sem erradica-
¢do. Outro estudo sobre a erradicacio do H. pylori
demonstrou que o polimorfismo -511T/C no gene
da IL-1B esta associado com o sucesso da terapia
(FURUTA et al., 2004). Estudos prévios mostram
que os polimorfismos -511T/C e -31C/T estio em
completo desequilibrio de ligacio de uma forma
reversa, ou seja, o alelo -511T sempre é encontrado
associado ao alelo -31C e o alelo -511C sempre é
observado na presenca do alelo -31T (EL-OMAR
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et al., 2000; HAMAJIMA et al., 2001; HWANG
et al.,, 2002). Desta forma, a andlise de apenas
um polimorfismo € suficiente para determinar os
gendtipos de ambos os polimorfismos.

Estudos reportam a existéncia de predisposi¢ao
genética na geragio dos sintomas dispépticos. O
principal gene estudado é o gene GNB3, que codi-
fica a subunidade B3 da proteina-G heterotrimérica
(composta de trés subunidades - B, a, e y). Este
gene apresenta o polimorfismo C825T, localizado
no éxon 10, no qual o alelo T foi associado com
o splicing alternativo e aumento da transdugio
de sinal intracelular, o que intensifica a ativa¢éo
da protefna-G e aumenta a resposta celular e
fisiologica (BAUMGART et al., 1999). Os indi-
viduos homozigotos 825C s@o caracterizados pela
diminuigido da resposta de transdugido de sinal
celular, o que pode levar a anormalidades como
alteracoes na fungio sensorial e motora, observadas
em pacientes com dispepsia ndo investigada ou
sindrome do intestino irritdvel (HOLTMANN et
al., 2000). Outros genes estudados foram os genes
da cicloxigenase (COX-1), do receptor CD14, da
colecistoquinina (CCK) e da subunidade A do
receptor 5-HT, de serotonina (NIESLER et al.,
2001; CAMILLERI et al., 2006; ARISAWA et al.,
2008; LELYVELD et al., 2008; TAHARA et al.,
2008). O pequeno nimero de estudos realizados
indica a necessidade de maiores esforgos visando
a determinacdo das bases genéticas da dispepsia
funcional.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo indicam que
o polimorfismo -31C/T do gene IL-1B pode estar
associado ao sucesso da terapia de erradicacio do
Helicobacter pylori em pacientes com dispepsia fun-

cional. O estudo encontra-se em andamento e serd
finalizado com a revelacdo do tratamento feito por
cada paciente incluido no ensaio clinico. Correlagdes
dos gendtipos do polimorfismo com sintomas dispép-
ticos e outras variveis clinicas serdo realizadas apds
o encerramento do ensaio clinico.
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