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RESUMO 

O citocromo P450 é uma superfamília de hemoproteínas, ligada nos seres humanos 

a vias enzimáticas responsáveis pela metabolização de diversos substratos 

endógenos e exógenos. É altamente polimórfico, com variantes que podem ser 

neutras, causar perda ou ganho de função quando comparadas ao alelo selvagem. 

Para o presente estudo tem importância o citocromo 2C19 (CYP2C19), que conta 

com 32 variantes e 18 subvariantes já catalogadas, e cujas manifestações 

fenotípicas podem se dar como metabolizadores lentos, intermediários, rápidos e 

ultrarrápidos. O CYP2C19 é a principal enzima envolvida no metabolismo dos 

inibidores de bomba de prótons (IBPs). Os IBPs tem papel importante nos esquemas 

de tratamento para erradicação do Helicobacter pylori (H. pylori), que é o fator de 

risco mais relevante para adenocarcinoma gástrico e linfoma MALT, e o principal 

agente etiológico da gastrite crônica e úlcera péptica. Um dos principais fatores para 

o insucesso de seu tratamento é o polimorfismo do CYP2C19. Além do gene original 

(*1), tem importância clínica dois polimorfismos que causam perda de função (*2 e 

*3) e outro que causa ganho de função (*17). Foi realizado um estudo observacional 

transversal, cujo objetivo foi estimar a frequência das variantes *1, *2, *3 e *17 do 

citocromo CYP2C19 entre portadores de Helicobacter pylori atendidos em Manaus. 

Dos 78 pacientes recrutados e que foram submetidos à endoscopia digestiva alta 

(EDA) com biópsia para estudo histopatológico e pesquisa de H. pylori, 50 pacientes 

H. pylori + foram selecionados. Desse grupo foi coletado sangue venoso periférico e 

realizada a genotipagem dos alelos *2, *3 e *17 do CYP2C19 através de qPCR. 

Desses 50 indivíduos, 22 são do sexo masculino e 28 do sexo feminino. Sua idade 

variou de 18 a 67 anos, com idade média de 40,24 anos. Eles foram classificados 

em grupos raciais por autodeclaração, baseados nas categorias do Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE): 8 brancos, 39 pardos, 2 negros, e 1 

indígena. A infecção por H. pylori foi classificada pelo sistema de cruzes, com 15 

apresentando densidade bacteriana leve (+), 15 com moderada (++), e 20 com 

densidade acentuada (+++). A genotipagem do CYP2C19 mostrou uma frequência 

de 20% para o *2 (2% homozigotas e 18% heterozigotas), 10% para o *3 (2% 

homozigotas e 8% heterozigotas) e 30% para o *17 (4% homozigotas e 26% 

heterozigotas). Baseado no perfil fenotípico, os indivíduos foram classificados como 

metabolizadores lentos (10%), intermediários (2%), rápidos (58%) e ultrarrápidos 

(20%). Apesar da percentagem encontrada do alelo *3 ter sido maior que a 

esperada, a percentagem do alelo *17, um possível contribuidor para a falha na 

erradicação do H. pylori, foi significativa. A população parda de Manaus mostrou um 

padrão genotípico semelhante ao de populações caucasianas descritas em estudos 

prévios. Nossos resultados mostram que pequenas populações podem ter 

particularidades genéticas relevantes para os desfechos terapêuticos. 

 

Palavras-chave: Polimorfismo; Metabolizadores de Drogas; Helicobacter pylori; 

Inibidor de Bomba de Prótons.  
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ABSTRACT 

Cytochrome P450 is a superfamily of hemoproteins, linked in humans to enzymatic 

pathways responsible for the metabolization of various endogenous and exogenous 

substrates. It is highly polymorphic, with variants that can be neutral, cause loss or 

gain of function when compared to the wild allele. With importance for this study, the 

cytochrome 2C19 (CYP2C19) has 32 variants and 18 subvariants already cataloged, 

and its phenotypic manifestations can occur as poor, intermediate, extensive or ultra-

rapid metabolizers. CYP2C19 is the main enzyme involved in the metabolism of 

proton pump inhibitors (PPIs). PPIs play an important role in treatment regimens for 

the eradication of Helicobacter pylori (H. pylori), which is the most relevant risk factor 

for gastric adenocarcinoma and MALT lymphoma, and the main etiological agent of 

chronic gastritis and peptic ulcer. One of the main factors for the failure of its 

treatment is CYP2C19 polymorphism. In addition to the original gene (*1), two 

polymorphisms that cause loss of function (*2 and *3) and another that cause a gain 

of function (*17) are of clinical importance. A cross-sectional observational study was 

carried out, whose objective was to estimate the frequency of cytochrome CYP2C19 

variants *1, *2, *3 and *17 among Helicobacter pylori patients treated in Manaus. Of 

the 78 patients recruited and who underwent upper digestive endoscopy with biopsy 

for histological study and H. pylori research, 50 H. pylori + patients were selected. 

From this group, peripheral venous blood was collected, and genotyping of the *2, *3, 

and *17 alleles of CYP2C19 was performed using qPCR. Of these 50 individuals, 22 

are male and 28 female. Their age varied from 18 to 67 years old, with the mean age 

being 40.24 years old. They were classified into racial groups by self-declaration, 

based on the categories of the official Brazilian Institute of Geography and Statistics 

(IBGE): 8 whites, 39 browns, 2 blacks, and 1 indigenous. The H. pylori infection was 

classified by the crosses system, with 15 presenting mild infection (+), 15 with 

moderate infection (++), and 20 with severe infection (+++). Genotyping of CYP2C19 

showed a frequency of 20% for *2 (2% homozygotes and 18% heterozygotes), 10% 

for *3 (2% homozygotes, and 8% heterozygotes) and 30% for *17 (4% homozygotes 

and 26% heterozygotes). Based on the phenotypic profile, individuals were classified 

as poor (PM, 10%), intermediate (IM, 2%), extensive (EM, 58%), and ultra-rapid (UM, 

20%) metabolizers. Although the percentage found of the *3 allele was higher than 

expected, the percentage of the *17 allele, a possible contributor to the failure to 

eradicate H. pylori, was significant. The brown population of Manaus showed a 

genotypic pattern similar to that of Caucasian populations described in previous 

studies. Our results show that small populations may have genetic particularities 

relevant to therapeutical outcomes. 

 

Keywords: Polymorphism; drug metabolizers; Helicobacter pylori; Proton Pump 

Inhibitor.
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RESUMO LEIGO 

O citocromo P450 é uma família de enzimas responsável pelo processamento de 

diversas substancias, como alimentos e medicamentos que usamos. Um grupo de 

medicamentos, chamado de inibidores de bombas de prótons (IBPs), é processado 

por uma enzima dessa família conhecida como CYP2C19. Os IBPs são importantes 

no tratamento para a destruição do Helicobacter pylori (H. pylori), uma bactéria que 

pode causar gastrites, úlceras e canceres no estômago. As pessoas podem ter essa 

enzima alterada, e quando isso acontece o tratamento pode não dar certo. Por isso 

foi feito este estudo, para descobrir qual a chance das pessoas que moram em 

Manaus terem essa enzima alterada. O estudo foi feito com 50 pessoas, 22 homens 

e 28 mulheres, de 18 a 67 anos de idade. De acordo com a declaração dessas 

pessoas, eram 8 brancos, 39 morenos, 2 negros, e 1 indígena. Testes genéticos 

foram feitos para saber o tipo da enzima CYP2C19 que essas pessoas possuem, e 

assim foi descoberto que 10% deles tem uma enzima que funciona bem pouco, 2% 

tem uma enzima que funciona um pouco menos, 58% tem a enzima normal e 20% 

deles tem uma enzima que funciona mais que a normal. O número de pessoas que 

tem a enzima que funciona menos foi maior do que o esperado, mas foi encontrado 

também um grande número de pessoas com enzimas que funcionam mais que o 

normal, o que pode fazer com que o tratamento para destruir o H. pylori não 

funcione. Apesar da maioria das pessoas desse estudo ser morenas, os resultados 

foram parecidos com outros estudos feitos com pessoas brancas. Os resultados 

desse estudo mostram que pequenos grupos de pessoas podem ter características 

diferentes das esperadas, o que pode ser importante na escolha do melhor 

tratamento para muitas doenças. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos históricos e características 

O citocromo P450 é um pigmento celular da classe das hemoproteínas, que tem sido 

pesquisado ao redor do mundo há mais de 55 anos, com diversos cientistas 

dedicando suas vidas a essas pesquisas. O sucesso dessas pesquisas tem 

contribuído em diversos campos do saber, como medicina, agricultura e 

biotecnologia (1), sendo que até o presente momento temos 48990 artigos 

publicados (http://webtools.mf.uni-lj.si/public/medsum.html, em 10/02/2020). 

O P450 foi identificado pela primeira vez em 1958 por Garfinkel nos microssomos de 

porcos (2), e por Klingenberg nos microssomos de ratos (3), porém foi apenas em 

1962 que Omura e Sato (4) demonstraram que ele absorve a luz em 450 nm, 

característica essa que acabou sendo utilizada para a denominação dessa classe de 

proteínas. 

Em 1965, Cooper e cols. (5) comprovaram a função enzimática do citocromo P450, 

sendo que apenas em 2010 Omura evidenciou a existência de três diferentes 

sistemas enzimáticos ligados ao P450 (6). Entre 1967 e 1969, Alvares e cols.(7), 

Hildebrandt e cols. (8) e Sladek e Mannering (9) sugeriram a existência de múltiplos 

P450s. Finalmente, em 2004, Nelson e cols. descreveram 57 genes da superfamília 

P450 humana (10), e em 2005 Guengerich (11) os dividiu de acordo com os 

diferentes tipos de substrato em que eles atuam, quais sejam esteroides, 

xenobióticos, ácidos graxos, eicosanoides e vitaminas. Se por um lado o número de 

genes do P450 no organismo humano já é conhecido, ainda existem várias 

subfamílias com substrato desconhecido (Quadro 1). 

1.2 Nomenclatura 

O sistema de nomenclatura utilizado pela comunidade científica internacional para 

os P450s foi proposto por Nebert e cols. em 1987 (12), como resultado dos esforços 

do Committee on Standardized Nomenclature of the P450 Genes, para acabar com 

a grande diversidade de nomenclaturas até então presente. Esse sistema é mantido 

desde 1995 por Nelson (13). Utiliza o símbolo “CYP” para citocromo P450, que 

abrange toda a superfamília de proteínas P450. A superfamília é dividida em 

famílias, cujos membros são proteínas que compartilham ao menos 40% dos 

aminoácidos, e são designadas por números (CYP1, CYP2, CYP3, etc.). As famílias 

são divididas em subfamílias, cujos membros compartilham ao menos 55% dos 

aminoácidos, e são identificadas por letras (CYP1A, CYP1B, CYP2A, etc.). 

Finalmente as subfamílias são compostas por proteínas individuais, identificadas por 

um número específico (CYP1A1, CYP1A2, etc.) (Figura 1). 

 

http://webtools.mf.uni-lj.si/public/medsum.html
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Quadro 1. Classificação dos P450s humanos baseada nas classes de substratos 

 

 

Figura 1. Nomenclatura do CYP450 

Esteroides Xenobióticos Ácidos graxos Eicosanoides Vitaminas Desconhecido 

1B1 1A1 2J2 4F2 2R1 2A7 

7A1 1A2 4A11 4F3 24A1 2S1 

7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1 

8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2W1 

11A1 2B6 - 8A1 26C1 3A43 

11B1 2C8 - - 27B1 4A22 

17A1 2C18 - - - 4F11 

19A1 2C19 - - - 4F22 

21A2 2D6 - - - 4V2 

27A1 2E1 - - - 4X1 

39A1 2F1 - - - 4Z1 

46A1 3A4 - - - 20A1 

51A1 3A5 - - - 27C1 

- 3A7 - - - - 

Fonte: Guengerich, 2005 
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1.3 Polimorfismo 

Desde a descoberta de indivíduos com erros inatos de metabolismo, suspeitou-se da 

existência de diferenças no P450 desses indivíduos, quando comparados à 

população geral, que ocasionaria perda de função. Porém, apenas com o advento 

da tecnologia de DNA recombinante é que passou a ser possível caracterizar essas 

variações (14). A essas diferenças dá-se o nome de polimorfismo, que é definido 

como uma variação do alelo original, que necessita estar presente em ao menos 1% 

da população (abaixo de 1% é considerado como mutação) (15), e que é transmitida 

como uma herança mendeliana (16). 

Os polimorfismos podem ocorrer por variação de um único nucleotídeo, 

microdeleção ou microinserção. Essas variações podem ser neutras, causar perda 

ou causar ganho de função, quando comparadas ao alelo selvagem (17). A 

repetição desses polimorfismos em múltiplos genomas faz com que a variante possa 

ser catalogada na Human CYP Allele Nomenclature Database. Isso é realizado de 

acordo com um sistema de nomenclatura padrão de alelos estabelecido pela Human 

Genome Nomenclature Society, os “alelos estrela” (*). A nova variante também 

recebe um número de identificação único (rs). Essa base de dados tem sido 

catalogada e revisada por uma comunidade online de pesquisadores, e desde 2017 

está disponível para consulta em www.pharmvar.org, onde estão publicados mais de 

660 alelos, variantes de 29 genes da superfamília P450. 

Por serem transmitidas como herança mendeliana, essas variantes podem ocorrer 

em cada indivíduo de forma homozigota ou heterozigota (16), e uma vez que 

ocorrem em locais diferentes dos genes, os indivíduos podem apresentar mais de 

uma variante ao mesmo tempo (18). 

1.4 CYP2C19 

Para o presente estudo, é de particular interesse a enzima CYP2C19, que é 

responsável pela metabolização de diversos xenobióticos, dentre os quais os 

inibidores de bomba de prótons (IBPs). Os IBPs desempenham importante função 

no tratamento para erradicação do Helicobacter pylori (H. pylori), bactéria prevalente 

em 44,3% da população mundial (19), e que é reconhecida como o fator de risco 

mais relevante para o adenocarcinoma gástrico e linfoma MALT, e o principal agente 

etiológico da gastrite crônica e da úlcera péptica (20,21). O interesse pela CYP2C19 

deve-se ao fato de estar havendo um crescente aumento de falha terapêutica na 

erradicação do H. pylori a nível mundial. Esse aumento está ocasionando uma 

busca por novos tratamentos, além de formas de melhorar o sucesso dos 

tratamentos existentes. 

1.4.1 Variantes alélicas 

A CYP2C19 tem catalogados até o momento 32 variantes e dentro delas mais 18 

subvariantes, sendo que de interesse clínico temos as variantes *2 (rs4244285) e a 

*3 (rs4986893), que causam perda de função, e a variante *17 (rs12248580), que 

causa ganho de função (Quadro 2) (22). 

http://www.pharmvar.org/
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Quadro 2. Variantes da CYP2C19 com interesse clínico 

 

1.4.2 Manifestações fenotípicas 

Os diferentes alelos podem se manifestar fenotipicamente na forma de 

metabolizadores lentos (PM – poor metabolizers), metabolizadores intermediários 

(IM – intermediate metabolizers), metabolizadores rápidos (EM – extensive 

metabolizers) ou metabolizadores ultrarrápidos (UM – ultra-rapid metabolizers), 

conforme resultado das diferentes combinações que podem ocorrer (Quadro 3) (17). 

 

Quadro 3. Diferentes manifestações fenotípicas das variantes do CYP2C19 

Manifestação Fenotípica 
 

Genótipos  

Metabolizador Lento (PM) *2/*2 *2/*3 *3/*3 

Metabolizador Intermediário (IM) *1/*2 *1/*3 
 

Metabolizador Rápido (EM) *1/*1 
  

Metabolizador Ultrarrápido (UM) *17/*17 *1/*17 
 

Incerta *2/*17 *3/*17 *2/*3/*17 

Adaptado de Samer e cols., 2013 

 

1.5 Genotipagem 

É um processo realizado através de técnicas laboratoriais de biologia molecular para 

analisar e descrever o DNA em partes ou em seu todo. Pode ser utilizada para 

pesquisar o genótipo de um indivíduo em busca de um gene ou um erro específico 

em um gene. Essa informação obtida pode então ser comparada com a sequência 

de outros indivíduos ou com uma sequência de referência (15). 

Gene (polimorfismo) Ref. SNP ID Consequência 
Frequência (%) entre 

caucasianos
a
 e afro-americanos

b
 

CYP2C19*1 (Selvagem) - Normal 69,6 80,2 

CYP2C19*2 (Pro227Pro) rs 4244285 Perda de função 14,9 22,2 

CYP2C19*3 (Trp212Ter) rs 4986893 Perda de função 0,7 0 

CYP2C19*17 (-806C>T) rs 12248560 Ganho de função 20,2 17,9 

a
 Calculado a partir de dados de 2.856 alelos obtidos de cinco populações distintas: americana, britânica, hispana, 

turca e italiana. 
b
 Calculado a partir de dados de 682 alelos obtidos de duas populações distintas: afro-americana e etíope. 

c
 Quando o nível de qualquer variante não foi determinado, a frequência residual foi estimada como *1. 

Adaptado de Yamazaki, 2014. 
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Um grande passo nessa direção foi o sequenciamento de DNA desenvolvido por 

Sanger em 1977 (23), que ao sequenciar centenas de bases de uma só vez permitiu 

a identificação de diversos genes. Outra técnica que merece destaque é reação em 

cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida por Mullis em 1984 (24), que tornou 

possível o sequenciamento de DNA em larga escala. Usando essas duas técnicas 

como base, o Projeto Genoma Humano (25), pôde mapear o genoma humano, 

abrindo assim as portas da ciência para inúmeras possibilidades de pesquisas, com 

descobertas relevantes para a humanidade. 

1.5.1 PCR em tempo real 

Desde a publicação da técnica do PCR, diversos pesquisadores buscaram 

simplificar e aprimorá-la, com o intuito de aumentar sua qualidade, baixar os custos 

e ser o menos operador-dependente possível (26,27) até que, em 1992, Higuchi e 

cols. (28) descreveram uma nova técnica que seria a primeira homogênea, ao poder 

ser realizada em tubo fechado, sem necessidade de manipulações intermediárias. 

Além disso, ao permitir monitoração das reações em tempo real, essa nova técnica 

possibilitou a automação do processo, facilitando sua universalização. Surgia o PCR 

quantitativo em tempo real (qPCR), técnica utilizada no presente estudo. 

O qPCR permite a detecção da sequência alvo mesmo com pequenas quantidades 

de DNA disponíveis, e usa sondas específicas que, uma vez ligando-se ao alvo, vão 

emitir um sinal fluorescente, que é então detectado pelo equipamento, evidenciando 

a presença da sequência alvo na amostra em análise (29). Para nosso estudo foram 

utilizadas sondas comerciais desenvolvidas especificamente para detecção da 

presença dos SNPs *2 (rs 4244285), *3 (rs 4986893) e *17 (rs 12248560). 

1.6 Relevância 

Uma vez que algumas variantes da CYP2C19 podem interferir na forma como ela 

metaboliza os IBPs, é de vital importância para a epidemiologia do H. pylori 

conhecermos o perfil genotípico e fenotípico de nossa população, para que 

possamos customizar a dosagem das drogas atualmente em uso, otimizando assim 

os resultados do tratamento instituído sem necessitar de grandes investimentos, 

enquanto em outras frentes de pesquisa são procurados novos esquemas 

terapêuticos. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Estimar a frequência das variantes *1, *2, *3 e *17 do citocromo CYP2C19 

entre portadores de Helicobacter pylori atendidos em Manaus. 

2.2 Objetivos específicos 

1. Descrever as características endoscópicas das gastrites por Helicobacter pylori. 

2. Descrever as características morfológicas das gastrites por Helicobacter pylori. 

3. Relacionar os achados histológicos e a quantidade de Helicobacter pylori. 

4. Relacionar os achados histológicos das gastrites com as variantes. 

5. Relacionar os achados da quantidade de Helicobacter pylori com as variantes. 

6. Descrever as características sócio-demográficas do grupo estudado. 
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Abstract 

Objective: The objective of the present study was to estimate the frequency of 

CYP2C19 cytochrome variants *1, *2, *3, and *17 among Helicobacter pylori carriers 

attended at Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) 

from Manaus - AM. 

Methods: From 78 recruited individuals who underwent upper gastrointestinal 

endoscopy with biopsy and histological test, 50 found positive for H. pylori were 

selected. In this group, peripheral blood was collected, and CYP2C19 *2, *3, and *17 

alleles were genotyped by qPCR. 

Result: A total of 50 individuals H. pylori + were selected, 22 male and 28 female. 

Their age varied from 18 to 67 years old, with the mean age being 40.24 years old. 

Racial groups were classified by self-declaration, based on the official Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) categories: 16% (8) white, 78% (39) 

brown, 4% (2) black, and 2% (1) indigenous. The H. pylori infection was classified by 

the crosses system, with 30% (15) being mild infection (+), 30% (15) moderate 

infection (++), and 40% (20) severe infection (+++). CYP2C19 genotypes results 

showed a frequency of 2% homozygote and 18% heterozygote for *2, 2% 

homozygote and 8% heterozygote for *3, and 4% homozygote and 13% 

heterozygote for *17. Based on the phenotypic profiles, the individuals were 

classified as poor metabolizers (PM, 10%), intermediate metabolizers (IM, 2%), 

extensive metabolizers (EM, 58%), and ultra-rapid metabolizers (UM, 20%). 

Conclusion: Even though the percentage of the allele *3 found was higher than 

expected, the percentage of the allele *17, a possible contributor for H. pylori 

eradication failure, was significant. The brown population from Manaus showed a 

genotypic pattern closer to the Caucasian populations described in previous studies. 

Our results show that small populations may have genetic particularities relevant to 

therapeutical outcomes. 

 

Keywords: Polymorphism; drug metabolizers; Helicobacter pylori; Proton Pump 

Inhibitor. 
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Introduction 

Cytochrome P450 (CYP, P450) is a hemoprotein-class cellular pigment that has 

been researched around the world for over 55 years, with several scientists devoting 

their lives to these researches. The success obtained in the researches has 

contributed to several fields of knowledge, such as medicine, agriculture and 

biotechnology (Yamazaki, 2014), and there are 48,990 articles published to date 

(http://webtools.mf.uni-lj.si/public/medsum.html, on 02/10/2020). 

Since the discovery of individuals with inborn errors of metabolism, it has been 

suspected that these individuals differ in P450 when compared to the general 

population, which would lead to loss of function. However, only with the advent of 

recombinant DNA technology has it become possible to characterize these variations 

(White et al., 1984). These differences are called polymorphism, which is defined as 

a variation of the original cytochrome, which needs to be present in at least 1% of 

individuals in a population, and which is transmitted as a Mendelian inheritance 

(Kallow, 1962 in: Yamazaki, 2014). 

Polymorphisms may occur by single nucleotide variation, microdeletion or 

microinsertion. These variations may be neutral, cause loss or gain of function when 

compared to the wild allele (Samer et al., 2013). The variants are cataloged in the 

Human CYP Allele Nomenclature Database, according to a standard allele 

nomenclature system established by the Human Genome Nomenclature Society, the 

"star alleles" (*). Each variant also receives a unique identification number (rs). This 

database has been cataloged and reviewed by an online community of researchers, 

and since 2017 is available for consultation at www.pharmvar.org, where more than 

660 alleles, variants of 29 P450 superfamily genes, are published. 

http://webtools.mf.uni-lj.si/public/medsum.html
http://www.pharmvar.org/
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Of particular interest to the present study is the enzyme CYP2C19, which has so far 

cataloged 32 variants and 18 sub variants within them, and of clinical interest are 

variants *2 (Pro227Pro, rs4244285) and *3 (Trp212Ter, rs4986893), which cause 

loss of function, and variant *17 (-806C>T, rs12248580), which causes gain of 

function (Lee, 2013). CYP2C19 is responsible for the metabolization of various 

xenobiotics, including proton pump inhibitors (PPIs). 

PPIs play an important role in the treatment for eradication of Helicobacter pylori (H. 

pylori), a bacterium prevalent in 44.3% of the world population (Zamani et al., 2018), 

that is recognized as the most relevant risk factor for gastric adenocarcinoma and 

MALT lymphoma, and the main etiological agent of chronic gastritis and peptic ulcer 

(Malfertheiner et al., 2017; Coelho et al., 2018). The interest in CYP2C19 is because 

there is a growing increase in therapeutic failure in the eradication of H. pylori 

worldwide. This increase is leading to the search for new treatments and ways to 

improve the success of existing ones. 

Since CYP2C19 variants interfere with the way it metabolizes PPIs, it is vitally 

important for H. pylori epidemiology to know the genotypic and phenotypic profile of 

our population so that we can customize the dosage of drugs currently in use, 

optimizing thus the results of the treatment instituted without requiring large 

investments, while in other research fronts new therapeutic schemes are sought. 

 

Materials and methods 

Study model 

An observational cross-sectional study was performed. Participants were selected 

without distinction of gender, color, health status, class or social group, respecting 

the inclusion and non-inclusion criteria among patients referred to the Serviço de 
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Endoscopia Digestiva da FMT-HVD for upper GI endoscopy with H. pylori research 

as requested by a physician. 

Sampling plan 

Between August 2018 and May 2019, 78 individuals underwent upper GI endoscopy 

with biopsy and histological test. From these, 50 individuals positive for H. pylori were 

selected. In this group, molecular technics were performed to search CYP2C19 *2, 

*3, and *17 genotypes by qPCR. 

Including criteria 

Adults of both genders, aged between 18 and 70 years old, H. pylori carriers, with the 

presence of infection confirmed by histological examination of antral and gastric body 

mucosa fragments, signing of the Informed Consent Form (ICF) after duly clarified 

about the study objectives were included. 

Non-including criteria 

Patients submitted to previous treatment for H. pylori; with previous gastric surgery; 

immunosuppressed; which had used antimicrobials within 30 days before performing 

upper endoscopy; in use of anticoagulants (to prevent gastric biopsies), or non-H. 

pylori carriers, with the absence of infection confirmed by histological examination of 

antral and gastric body mucosa fragments, were not included. 

Clinical Procedures 

Patients referred for upper endoscopy with gastric biopsy were submitted to a 

previous interview, where they were invited to participate in the study. After being 

properly instructed, the individuals who agreed to participate in the study signed the 

ICF and had their procedure scheduled. 

During the endoscopic procedure, four biopsy fragments were collected, one at large 

and one at small antral curvature, one at large and one at small curvature of the 
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gastric body, for histological analysis with H. pylori research. Upon delivery of the 

biopsy report and therapeutic approach, five (5.0) cc of peripheral blood was 

collected from the patients and stored for later analysis of the CYP2C19. 

Upon completion of patient recruitment, previously stored peripheral blood samples 

were subjected to real-time PCR (qPCR) research of *2, *3, and *17 alleles. 

Histological analysis 

The specimens for histological analysis were placed in 10% buffer formalin solution 

and routinely processed. The hematoxylin and eosin stain and Warthin-Starry stain 

were used for the identification of H. pylori. The quantification of chronic 

inflammation, the activity of gastritis, and H. pylori was done according to the 

updated Sydney classification (Dixon et al., 1996), Mild (1+), Moderate (2+) and 

Severe (3+). 

Genotyping 

SNPs genotyping was conducted using TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) on a QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems). The probes used were: CYP2C19*2 (Pro227Pro) rs4244285; 

CYP2C19*3 (Trp212Ter) rs4986893; CYP2C19*17 (-806C>T) rs12248560. The 

genotypic frequencies for polymorphisms were analyzed according to the expected 

by Hardy-Weinberg equilibrium. 

Samples in which none of the three alleles were found were considered type *1 

(wild), whereas the other alleles described in the literature have a statistically non-

significant occurrence among the general population (Samer et al., 2013; Zhou et al., 

2017). 
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Ethical issues 

The present study is part of a larger ongoing project entitled "Helicobacter pylori 

Eradication Rate Among CYP2C19 Cytochrome *1, *2, *3 and *17 Variant Carriers 

Attended In Manaus, Amazonas, Brazil", which was submitted for evaluation by the 

FMT-HVD Research Ethics Committee, approved under number CAAE 

87246218.4.0000.0005. 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed in Stata SETM 13 software (StataCorp, USA). P-

values <0.05 were considered significant. The analysis of qualitative or categorical 

variables of three or more groups was performed by the non-parametric Chi-square 

test (x2), corrected by the Mantel-Haenszel and Yates tests. 

 

Results 

Of the 50 volunteers selected, 22 were males (44%) and 28 females (56%). The age 

of the volunteers ranged from 18 to 67 years old with a mean age of 41.55±15.60 

years old to males and 39.21±13.37 to females. 

About ethnicity, the participants were classified by self-declaration, based on the 

official IBGE categories, where 8 (16%) declared themselves white, 39 (78%) brown, 

2 (4%) black, 1 (2%) indigenous and none declared yellow (Supplementary Table 1). 

The main complaint that led patients to seek medical attention was epigastric pain in 

29 cases (58%), followed by dyspepsia in 10 cases (20%) and heartburn in 5 cases 

(10%). This distribution remained unchanged when the reasons were stratified by 

gender (Supplementary Table 2), but when the main complaints were analyzed, it 

was observed that 80% of dyspepsia complaints occurred among men, while 65.5% 

of epigastric pain complaints occurred among women (p = 0.149). 
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When correlating the patients' clinics with the H. pylori bacillary density found in the 

histological studies, it is observed that the reasons did not interfere with the 

distribution of cases (p=0.642) (Supplementary Table 3). 

The most frequent endoscopic findings were mild enanthematous pangastritis (12 

cases, 24%), followed by moderate enanthematous exudative pangastritis (10 cases, 

20%), and mild antral enanthematous gastritis (8 cases, 16%) (Figure 1). 

The histological findings of gastric biopsies with inflammation were severe chronic 

superficial gastritis, with 27 cases (54%), moderate chronic superficial gastritis, with 

21 cases (42%), and mild chronic superficial gastritis, with 2 cases (4%) (Figure 2). 

The H. pylori bacillary density found in the histological studies was 20 severe cases 

(40%), 15 moderate cases (30%), and 15 mild cases (30%). 

Supplementary Table 4 presents the different endoscopic and histological diagnoses 

found in all volunteers. 

When analyzing the distribution of the histological findings according to the H. pylori 

bacillary density found, was observed a significant association among the severity of 

the inflammation of the mucosa and the infection (p=0.009) (Supplementary Table 5). 

The results of the search for CYP2C19 variants *2, *3 and *17 among the volunteers 

of the present study are at the Supplementary Table 6, displayed for each individual, 

correlated with their ethnicity. 

Analyzing the variants *2, *3, and *17 found among the participants, the frequencies 

observed were shown in Table 1. 

Correlating the frequencies of the alleles found with the ethnicity of the individuals, 

with the intensity of the gastritis described in the histological studies and with the 

quantity of H. pylori seen in these histological studies, we obtained p-values ranging 

from 0.164 (*2 and histological studies) to 0.955 (*3 and ethnicity) (Table 2). 
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Classifying genotypic findings according to the possible phenotypic expressions, we 

found 5 PMs (10%), 1 IM (2%), 29 EMs (58%) and 10 UMs (20%) (Table 3). 

 

Discussion 

This monocentric study analyzed a convenience sample of 50 patients with dyspeptic 

symptoms attended in Manaus who were found infected by H. pylori, to determine 

the frequency of CYP2C19 *1, *2, *3 and *17 among them. 

Boyanova and Mitov (2010) found a prevalence of 20-50% failure in the different first-

line treatment regimens for H. pylori. One of the causes of this crescent failure is the 

CYP2C19 polymorphism (Kuo et al., 2012). Knowing the metabolic profile of the 

patients infected with H. pylori can be important information in choosing the most 

appropriate therapeutic regimen, thus increasing the chance of successful 

eradication. 

While *2 and *3 alleles cause loss of function, with slower metabolism of PPIs 

compared to wild allele (*1), allele *17 causes a gain of function, accelerating PPI 

metabolization and decreasing their effectiveness to maintain an optimal intragastric 

pH for antibiotic action. Therefore, poor and intermediate metabolizers when 

compared to extensive metabolizers are expected to have equal or greater rates of 

treatment success, while ultra-rapid metabolizers may have a higher failure rate. 

In a review article, Lee (2013) found ten studies performed among whites, with the 

presence of the allele *2 ranging from 11.4-20.8% of the subjects studied, the allele 

*3 between 0.0-0.8% (not determined in 5 studies), and the allele *17 between 15.4-

27.2% (not determined in 2 studies). He found 6 studies performed among blacks, 

with the allele *2 present in 11.0-25.0% (determined in 4 studies), allele *3 present in 

0.0-0.8% (in the same 4 studies), and the allele *17 in 17.9-21.0% of subjects tested 
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(determined in 2 studies). He also found 14 studies conducted among Asians, where 

12.0-37.5% of individuals presented allele *2 (13 studies), 0.0-12.8% presented allele 

*3 (same 13 studies), and allele *17 was found in 0.5 -4.4% of subjects (6 studies). 

No brown population is described. 

In our study group, 20% of individuals presented allele *2, 10% allele *3, and 30% 

allele *17. In this group, 16% declared themselves white, 78% brown, 4% black, 2% 

indigenous, and no one Asian. 

When comparing these data with Lee's findings, we observe that the highest 

percentage of a finding of the allele *2 was 37.5% among Asians, 25% among 

blacks, and 20.8% among whites, bringing our group's profile closer to the whites 

studied by Lee. 

The allele *17 was the least researched, finding up to 4.4% of presence among 

Asians, 21% of blacks, and 27.2% of whites studied. Comparing to our 30% finding, 

once again our group has a profile closer to the white population. 

The *3 allele was present in 12.8% among Asians, but in only 0.8% of black and 

white individuals, what brings the results of this study closer to Asians. When 

comparing this finding with that of some Brazilian studies, we see that Suarez-Kurtz 

et al. (2010) studied 1034 subjects divided into whites, browns, and blacks, and 

found only one subject with the allele *3 (0.05%). Santos et al. (2011) studied 1212 

subjects divided into indigenous, white, brown and black, and found no carrier of the 

allele *3. Kohlrausch (2014) searched in 179 subjects from the South Brazilian 

population for alleles *2 and *3, and found no allele *3 too. 

However, Vargens et al. (2012) reported the finding of 11.5% of allele *3 carriers in a 

group of 50 Brazilians with >50% indigenous ancestry, a number closer to Lee’s 

findings among some Asian populations, as Japanese and Korean. Although 78% of 
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the individuals in the current study declared themselves brown and only 2% 

indigenous, we could observe characteristic features of indigenous people in many of 

these individuals, which historically are descendants of the miscegenation occurred 

between natives and immigrants, leading us to believe that many of them may have 

indigenous ancestors in their families. This brings us to wonder if there may be any 

relation between the high frequency of the allele *3 found in this study with the 

probable indigenous inheritance of these individuals. 

Even though the percentage of the allele *3 found was higher than expected, we 

found a significant percentage of the allele *17, responsible for the fast 

metabolization of the PPIs, possibly contributing to a higher failure rate in the 

eradication of H. pylori. 

When correlating the inflammation of gastritis with the H. pylori density found in the 

histological exams, we see a directly proportional association (p = 0.009), that is, the 

greater the amount of H. pylori present, the greater the inflammation. On the other 

hand, when correlating the different alleles of the subjects with the H. pylori density 

found or the inflammation of gastritis, no significant association was found. 

The present study shows us that small populations may have genetic particularities 

when compared to bigger ones. It confirms the findings of a systematic review 

recently published by Petrović (2020), which includes national wide studies from only 

20 to more than 40.000 individuals. This revision shows that there is no 

homogeneous distribution of alleles among the population of different European 

countries, and these variations may influence the results of the therapies. 

Therefore, special attention must be driven to the brown population from Amazonas, 

where we observed a tendency to a genotypic pattern closer to the Caucasian 
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populations than African and African-american populations described in previous 

studies (Lee, 2013). 

The small sample size of this study was the main limitation. However, our findings 

were able to detect the polymorphic variants for the first time in the amazon 

population, and the relationship with H. pylori density and the severity of the 

histologic properties of the gastritis. 

The studied group showed 20% of the patients with allele *2, 10% with allele *3, and 

30% of the patients with allele *17. Five individuals (10%) are poor metabolizers, 1 

(2%) intermediate metabolizer, 29 (58%) rapid metabolizers, and 10 (20%) ultra-rapid 

metabolizers. The results obtained shall not be extrapolated to the general 

population, but may be used as a reference in clinical decision. Further studies with 

larger sample sizes are required to answer the influence of these polymorphic 

variants in the pharmacogenetic treatment response. 
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Figure 1. Most frequent endoscopic findings 
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Figure 2. Distribution of histological findings of gastric biopsies with inflammation in 
recruited patients 
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Table 1. Frequency of analyzed variants according to the genotype 

 CYP2C19 

 *2 *3 *17 

Genotype n (%) n (%) n (%) 

Homozygote 1 (2.0%) 1 (2.0%) 2 (4.0%) 

Heterozygote 9 (18.0%)  4 (8.0%) 13 (26.0%) 

Absent 40 (80.0%) 45 (90.0%) 35 (70.0%) 

Total 50 (100.0%) 50 (100.0%) 50 (100.0%) 

n = number of subjects. 

29 subjects have none of the variants. 
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Table 2. Distribution of allele’s frequencies according to ethnicity, the intensity of 
gastritis and quantity of H. pylori 

 Alleles 

 

*2 *3 *17 

Hm 

(%) 

Ht 

(%) 

Ab 

(%) 

Total 

(%) 
p 

Hm 

(%) 

Ht 

(%) 

Ab 

(%) 

Total 

(%) 
p 

Hm 

(%) 

Ht 

(%) 

Ab 

(%) 

Total 

(%) 
p 

E
th

n
ic

it
y
 

Wh 
- 

1 

(2%) 

7 

(14%) 

8 

(16%) 

p
 =

 0
.9

1
3
 

- - 
8 

(16%) 

8 

(16%) 

p
 =

 0
.9

5
5
 

- 
4 

(8%) 

4 

(8%) 

8 

(16%) 

p
 =

 0
.2

8
6
 

Br 

1 

(2%) 

7 

(14%) 

31 

(62%) 

39 

(78%) 

1 

(2%) 

4 

(8%) 

34 

(68%) 

39 

(78%) 

2 

(4%) 

7 

(14%) 

30 

(60%) 

39 

(78%) 

Bl 
- 

1 

(2%) 

1 

(2%) 

2 

(4%) 
- - 

2 

(4%) 

2 

(4%) 
- 

1 

(2%) 

1 

(2%) 

2 

(4%) 

In 
- - 

1 

(2%) 

1 

(2%) 
- - 

1 

(2%) 

1 

(2%) 
- 

1 

(2%) 
- 

1 

(2%) 

Total 

1 

(2%) 

9 

(18%) 

40 

(80%) 

50 

(100%) 

1 

(2%) 

4 

(8%) 

45 

(90%) 

50 

(100%) 

2 

(4%) 

13 

(26%) 

35 

(70%) 

50 

(100%) 

In
te

n
s

it
y

 o
f 

g
a

s
tr

it
is

 

+++ - 
8 

(16%) 

19 

(38%) 

27 

(54%) 

p
 =

 0
.1

6
4
 

- 
4 

(8%) 

23 

(46%) 

27 

(54%) 
p

 =
 0

.2
9

3
 

2 

(4%) 

7 

(14%) 

18 

(36%) 

27 

(54%) 

p
 =

 0
.6

5
2
 ++ 

1 

(2%) 

1 

(2%) 

19 

(38%) 

21 

(42%) 
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(2%) 
- 

20 

(40%) 

21 

(42%) 
- 

5 

(10%) 

16 

(32%) 

21 

(42%) 

+ - - 
2 

(4%) 

2 

(4%) 
- - 

2 

(4%) 

2 

(4%) 
- 

1 

(2%) 

1 

(2%) 

2 

(4%) 

Total 
1 

(2%) 

9 

(18%) 

40 

(80%) 

50 

(100%) 

1 

(2%) 

4 

(8%) 

45 

(90%) 

50 

(100%) 

2 

(4%) 

13 

(26%) 

35 

(70%) 

50 

(100%) 

B
a
c

il
la

ry
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e
n

s
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y
 

+++ - 
3 

(6%) 

12 

(24%) 

15 

(30%) 

p
 =

 0
.6

2
8
 

- 
1 

(2%) 

14 

(28%) 

15 

(30%) 

p
 =

 0
.4

9
9
 

1 

(2%) 

4 

(8%) 

10 

(20%) 

15 

(30%) 
p

 =
 0

.9
1

3
 ++ 

1 

(2%) 

2 

(4%) 

12 

(24%) 

15 

(30%) 

1 

(2%) 

2 

(4%) 

12 

(24%) 

15 

(30%) 
- 

4 

(8%) 

11 

(22%) 

15 

(30%) 

+ - 
4 

(8%) 

16 

(32%) 

20 

(40%) 
- 

1 

(2%) 

19 

(38%) 

20 

(40%) 

1 

(2%) 

5 

(10%) 

14 

(28%) 

20 

(40%) 

Total 

1 

(2%) 

9 

(18%) 

40 

(80%) 

50 

(100%) 

1 

(2%) 

4 

(8%) 

45 

(90%) 

50 

(100%) 

2 

(4%) 

13 

(26%) 

35 

(70%) 

50 

(100%) 

Hm = homozygote, Ht = heterozygote, Ab = absent. 

Wh = white, Br = brown, Bl = black, In = indigenous. 

+++ = severe, ++ = moderate, + = mild. 
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Table 3. Distribution of the genotypic findings according to the expected phenotypes 

Phenotype 
 

Genotypes  Total 

PM 
*2/*2 *2/*3 *3/*3 

5 (10%) 
1 (2%) 3 (6%) 1 (2%) 

IM 
*1/*2 *1/*3 

 1 (2%) 
1 (2%) -  

EM 
*1/*1 

  29 (58%) 
29 (58%)   

UM 
*17/*17 *1/*17 

 10 (20%) 
2 (4%) 8 (16%)  

Uncertain 
*2/*17 *3/*17 *2/*3/*17 

5 (10%) 
4 (8%) - 1 (2%) 

PM = poor metabolizer, IM = intermediate metabolizer, 
EM = extensive metabolizer, UM = ultra-rapid metabolizer. 

50 (100%) 
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Supplementary Table 1. Ethnic distribution accordingly to gender 

 Ethnicity  

Gender White 

n (%) 

Brown 

n (%) 

Black 

n (%) 

Indigenous 

n (%) 

Total 

n (%) 

Male 3 (6%) 16 (32%) 2 (4%) 1 (2%) 22 (44%) 

Female 5 (10%) 23 (46%) - - 28 (56%) 

Total 8 (16%) 39 (78%) 2 (4%) 1 (2%) 50 (100%) 

n = number of subjects 
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Supplementary Table 2. Complaints reported by patients according to gender 

 Male Female Total  

Complaint n (%) n (%) n (%) p-value 

Epigastric pain 10 (34.5%) 19 (65.5%) 29 (100.0%) 

0.149 

Dyspepsia 8 (80.0%) 2 (20.0%) 10 (100.0%) 

Heartburn 2 (40.0%) 3 (60.0%) 5 (100.0%) 

Dysphagia - 1 (100.0%) 1 (100.0%) 

Fullness - 1 (100.0%) 1 (100.0%) 

Globus - 1 (100.0%) 1 (100.0%) 

Reflux 1 (100.0%) - 1 (100.0%) 

Relative with gastric cancer - 1 (100.0%) 1 (100.0%) 

Vomiting 1 (100.0%) - 1 (100.0%) 

Total 22 (44.0%) 28 (56.0%) 50 (100.0%)  

n = number of subjects  
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Supplementary Table 3. Complaints reported according to the bacillary density 
found 

 H. pylori quantity*   

 Mild Moderate Severe Total  

Complaint n (%) n (%) n (%) n (%) p-value 

Epigastric pain 8 (53.3%) 9 (60.0%) 12 (60.0%) 29 (58.0%) 

0.642 

Dyspepsia 2 (13.3%) 4 (26.6%) 4 (20.0%) 10 (22.0%) 

Heartburn 2 (13.3%) 1 (6.7%) 2 (10.0%) 5 (10.0%) 

Dysphagia - - 1 (5.0%) 1 (2.0%) 

Fullness - 1 (6.7%) - 1 (2.0%) 

Globus 1 (6.7%) - - 1 (2.0%) 

Reflux 1 (6.7%) - - 1 (2.0%) 

Relative with gastric cancer 1 (6.7%) - - 1 (2.0%) 

Vomiting - - 1 (5.0%) 1 (2.0%) 

Total 15 (100.0%) 15 (100.0%) 20 (100.0%) 50 (100.0%)  

* Mild = +, Moderate = ++, Severe = +++. 
  n = number of subjects. 
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Supplementary Table 4. The different endoscopic and histological diagnostics 

Diagnostic* Histological   

Endoscopic A B C Total p-value 

1 8 (67%) 3 (25%) 1 (8%) 12 (100%) 

0.949 

2 5 (50%) 5 (50%) - 10 (100%) 

3 4 (50%) 4 (50%) - 8 (100%) 

4 3 (50%) 2 (33%) 1 (17%) 6 (100%) 

5 2 (50%) 2 (50%) - 4 (100%) 

6 2 (67%) 1 (33%) - 3 (100%) 

7 1 (100%) - - 1 (100%) 

8 - 1 (100%) - 1 (100%) 

9 - 1 (100%) - 1 (100%) 

10 - 1 (100%) - 1 (100%) 

11 1 (100%) - - 1 (100%) 

12 1 (100%) - - 1 (100%) 

13 - 1 (100%) - 1 (100%) 

Total 27 (54%) 21 (42%) 2 (4%) 50 (100%)  

* Endoscopic diagnostics 

1 Mild enanthematous pangastritis 

2 Moderate enanthematous exudative pangastritis 

3 Mild enanthematous gastritis of antrum 

4 Moderate enanthematous pangastritis 

5 Mild enanthematous exudative pangastritis 

6 None 

7 Mild exudative gastritis of antrum 

8 Mild enanthematous gastritis of corpus 

9 Mild raised erosive gastritis of antrum 

10 Mild flat erosive gastritis of antrum 

11 Severe nodular gastritis of antrum 

12 Moderate nodular gastritis of antrum 

13 Severe raised erosive pangastritis 

 Histological diagnostics 

A Severe chronic superficial gastritis 

B Moderate chronic superficial gastritis 

C Mild chronic superficial gastritis 
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Supplementary Table 5. Histological findings and H. pylori 

 H. pylori quantity*   

 Severe Moderate Mild Total 
p-value 

Histology** n (%) n (%) n (%) n (%) 

1 15 (56%) 4 (15%) 8 (30%) 27 (100.0%) 

0.009 2 5 (24%) 11 (52%) 5 (24%) 21 (100.0%) 

3 - - 2 (100%) 2 (100.0%) 

Total 20 (40%) 15 (30%) 15 (30%) 50 (100.0%)  

* Severe = +++, Moderate = ++, Mild = +. 
** 1 = severe chronic superficial gastritis, 2 = moderate chronic superficial gastritis, 3 = mild chronic 
superficial gastritis. 
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Supplementary Table 6. qPCR results by subject and ethnicity 

  CYP2C19   CYP2C19 

Subject Ethnicity *2 *3 *17 Subject Ethnicity *2 *3 *17 

1 Br Ht Ht - 41 Br - - Ho 

2 Br - - Ht 42 Br - - - 

3 Br - - - 43 Wh - - - 

4 Br Ht Ht - 44 Wh - - Ht 

5 Br - - - 45 Br - - - 

6 Br - - - 46 Br - - - 

7 Bl Ht - Ht 48 Br - - Ht 

12 Br - - - 49 Br - - - 

13 Br - - Ht 50 Br - - - 

14 Br Ht Ht - 52 Wh - - - 

15 Br - - - 54 Br - - - 

16 Br Ht - - 58 Wh - - Ht 

17 Wh - - Ht 59 Bl - - - 

19 Br - - - 60 Br - - - 

20 Br - - - 61 Br - - - 

21 Br - - - 62 Br - Ho - 

22 Br - - - 63 Br - - - 

24 Br - - - 64 Br Ho - - 

27 Br - - - 71 Br - - - 

29 Br Ht - Ht 72 Br - - - 

32 Br Ht Ht Ht 73 Br - - Ht 

35 Wh - - - 75 In - - Ht 

36 Wh - - - 76 Br - - - 

39 Br - - - 77 Br - - Ho 

40 Br Ht - Ht 78 Wh Ht - Ht 

Wh = white, Br = brown, Bl = black, In = indigenous. 

Ht = heterozygote, Ho = homozygote. 
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4 LIMITAÇÕES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS 

 

O pequeno tamanho amostral deste estudo foi a principal limitação, mas há que ser 

lembrado que o teorema central do limite garante que com um n próximo a 30 as 

médias amostrais tendem a apresentar uma distribuição normal (30), e que em 

estudos com humanos a tolerância estatística é ampla, devido à amplitude do que é 

considerado como normal em uma população, fazendo com que as amostras 

possam ser bem menores que em estudos onde a tolerância é pequena (31). Um 

artigo de revisão publicado no início de 2020 por Petrović e cols. (32) mostra isso de 

forma prática ao elencar 79 estudos realizados em países europeus, com amostras 

que variaram de 44.448 indivíduos em um estudo na Estônia a outro realizado na 

Lituânia com apenas 20 indivíduos. 

Outra limitação deste estudo é a obtenção dos sujeitos da pesquisa através de uma 

amostra de conveniência, porém nem sempre esse procedimento é prejudicial (30), 

podendo inclusive favorecer o estudo quando bem conduzido. 

O fato de ser um estudo transversal também pode ser considerado uma limitação, 

pois dificulta o estabelecimento de relações causa-efeito ao não se poder afirmar em 

que sequência no tempo surgiu cada variável observada (33), porém quando uma 

das variáveis é inata, essa limitação inexiste. 

Apesar das limitações, nossos achados foram capazes de detectar pela primeira vez 

na população amazônica a presença de variantes polimórficas influentes, e sua 

relação com a quantidade de H. pylori e a intensidade das propriedades histológicas 

da gastrite. 
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5 CONCLUSÃO 

 

1- Frequência das variantes *1, *2, *3 e *17 do citocromo CYP2C19 entre 

portadores de Helicobacter pylori atendidos em Manaus: Em uma 

amostra de 50 indivíduos, foram encontrados 10 portadores (20%) do alelo *2, 

5 portadores (10%) do alelo *3 e 15 portadores (30%) do alelo *17. Vinte e 

nove indivíduos (58%) não apresentaram nenhuma das variantes estudadas. 

Segundo a manifestação fenotípica esperada para esse grupo, são 5 

metabolizadores lentos (10%), 1 metabolizador intermediário (2%), 29 

metabolizadores rápidos (58%) e 10 metabolizadores ultrarrápidos (20%). 

 

2- Características endoscópicas das gastrites por Helicobacter pylori: 

Foram encontrados 12 casos de pangastrite enantematosa leve (24%), 10 de 

pangastrite enantêmato-exsudativa moderada (20%), 8 de gastrite 

enantematosa antral leve (16%), 6 de pangastrite enantematosa moderada 

(12%), 4 casos de pangastrite enantêmato-exsudativa leve (8%), 3 indivíduos 

normais (6%), e demais diagnósticos com 1 caso (2%) cada: gastrite 

exsudativa antral leve, gastrite enantematosa de corpo leve, gastrite erosiva 

elevada antral leve, gastrite erosiva plana antral leve, gastrite nodular antral 

acentuada, gastrite nodular antral moderada, e pangastrite erosiva elevada 

acentuada. 

 

3- Características morfológicas das gastrites por Helicobacter pylori: Os 

achados histológicos entre os indivíduos estudados foram gastrite crônica 

superficial acentuada (27 casos, 54%), gastrite crônica superficial moderada 

(21 casos, 42%) e gastrite crônica superficial leve (2 casos, 4%). 

 

4- Relação entre achados histológicos e a quantidade de Helicobacter 

pylori: Foi encontrada associação significativa (p=0,009), onde quanto maior 

a quantidade de H. pylori presente, maior o grau de inflamação da mucosa 

biopsiada. 

 

5- Relação entre os achados histológicos das gastrites e a quantidade de 

Helicobacter pylori com as variantes: Não foi encontrada nenhuma 

associação significativa entre os alelos e os achados histológicos ou a 

quantidade de H. pylori encontrados nas amostras biopsiadas. 

 

6- Características sócio-demográficas do grupo estudado: O grupo foi 

composto por 22 indivíduos (44%) do sexo masculino, com idade variando de 

19 a 67 anos, média de 41,55±15,60, e 28 indivíduos do sexo feminino (56%), 

com idade entre 18 e 65 anos, média de 39,21±13,37. Quanto à cor, 8 deles 

se autodeclararam brancos (16%), 39 morenos (78%), 2 negros (4%), e 1 se 

autodeclarou indígena (2%).  
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7 ANEXOS E APÊNDICES 

 

7.1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Você / seu familiar procurou o Serviço de Endoscopia Digestiva da Fundação de 

Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado para ser submetido a uma endoscopia 

digestiva alta com biópsia, solicitada por seu médico assistente. 

Assim sendo eu, Everton Ricardo de Abreu Netto, pesquisador da FMT-HVD, estou 

convidando você / seu familiar a participar de um estudo chamado “Taxa de 

Erradicação do Helicobacter pylori Entre Portadores das Variantes *1, *2, *3 e *17 do 

Citocromo CYP2C19 Atendidos em Manaus, Amazonas, Brasil”. 

a) Hoje em dia, está reconhecido o papel da bactéria chamada Helicobacter 

pylori como causa de úlceras no estômago e duodeno, além de gastrite, câncer do 

estômago e outras doenças. Ela é uma bactéria presente em grande parte da 

população mundial, e seu tratamento nem sempre tem sucesso. Dentre os vários 

fatores que contribuem para a falha no tratamento, existem algumas variações nas 

células das pessoas que podem causar alterações na forma como cada corpo 

humano modifica e elimina os medicamentos usados para o tratamento. Por essa 

razão, foi criada esta pesquisa, cujo objetivo é avaliar a chance de haver alguma 

dessas variações na população de Manaus e arredores, e com isso ser resistente 

aos medicamentos mais utilizados no Brasil para tratamento do Helicobacter pylori; 

b) Caso você aceite participar da pesquisa, os fragmentos de biópsia que serão 

retirados durante a endoscopia digestiva alta solicitada pelo seu médico serão 

utilizados para avaliar a presença ou não do Helicobacter pylori no seu estômago / 

de seu familiar. Sendo confirmada a presença da bactéria, será colhida uma amostra 

de sangue para avaliar como o seu fígado modifica e elimina os medicamentos 

usados para o seu tratamento / de seu familiar; 

c) É possível que, devido à natureza do exame solicitado pelo seu médico 

assistente, durante a participação na pesquisa você / seu familiar experimente algum 

desconforto, principalmente relacionado à punção de uma de suas veias que será 

utilizada para injetar o sedativo que o fará dormir, e ao spray anestésico utilizado em 

sua garganta para bloquear o reflexo de tosse e vômito durante a passagem do 

endoscópio que será utilizado para realizar seu exame; 

d) Alguns riscos relacionados ao exame de endoscopia digestiva com biópsia 

podem ser: necessidade de mais de uma punção venosa; irritação no local da 

punção; reação alérgica a alguma das medicações utilizadas na sedação ou ao 

spray anestésico; sangramento do local da biópsia; perfuração da parede do órgão 

pela passagem do endoscópio; você estará sendo monitorado durante todo o 
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procedimento para evitar esses problemas e para que, caso algo aconteça, você 

possa ser devidamente tratado; 

e) Caso seja confirmada a presença do H. pylori em seu estômago, você deverá 

realizar o tratamento para essa infecção conforme recomendado pelo IV Consenso 

Brasileiro sobre Helicobacter pylori, e posteriormente será submetido a nova 

endoscopia digestiva alta com biópsia para controle da cura. Estando confirmada a 

cura, você / seu familiar não necessitará mais retornar à FMT-HVD; 

f) Caso não haja sucesso no tratamento, você deverá usar os medicamentos 

recomendados pelo IV Consenso Brasileiro sobre Helicobacter pylori para 

retratamento, e novamente será submetido a uma endoscopia digestiva alta com 

biópsia para controle da cura. Estando confirmada a cura, você / seu familiar não 

necessitará mais retornar à FMT-HVD. Caso não haja sucesso também no 

retratamento, você será encaminhado para acompanhamento ambulatorial durante o 

tempo que for necessário. 

g) Os benefícios esperados com essa pesquisa são: obter mais informações 

sobre o perfil metabólico da população de Manaus e arredores, e como os diferentes 

perfis influenciam no tratamento atualmente utilizado, que permitam ajudar na 

escolha da melhor opção de tratamento para esses diferentes perfis existentes entre 

os membros de nossa comunidade. Caso você aceite participar da pesquisa, você 

será submetido gratuitamente ao exame de endoscopia digestiva alta com biópsia, e 

caso apresente a bactéria em seu estômago, você será acompanhado durante todo 

o tratamento, bem como será submetido a novos exames, também gratuitamente, 

para confirmar o sucesso do seu tratamento; 

h) O pesquisador Everton Ricardo de Abreu Netto, médico endoscopista 

responsável por este estudo, estará disponível para esclarecer dúvidas que você / 

seu familiar possa ter e dar as informações que queira antes, durante ou depois de 

encerrado o estudo, bastando procurar o Serviço de Endoscopia Digestiva da FMT-

HVD pessoalmente às sextas-feiras das 8 às 12hs, ou através do telefone 

(92)99476-7979 de segunda à sexta-feira das 8 às 18hs, ou ainda através do e-mail 

eran.mdt17@uea.edu.br; 

i) O Comitê de Ética em Pesquisa da FMT-HVD, coordenadora Dra. Marilaine 

Martins, telefone (92) 2127-3572, e-mail: cep@fmt.am.gov.br, também está 

disponível para contato de segunda à sexta-feira das 8 às 14hs; 

j) A sua participação neste estudo é voluntária e se você / seu familiar não 

quiser mais fazer parte da pesquisa poderá desistir a qualquer momento e retirar o 

seu consentimento. Essa decisão não prejudicará de forma alguma a realização do 

seu exame; 

k) As informações relacionadas a este estudo poderão ser conhecidas por 

pessoas autorizadas e serão utilizadas na publicação de trabalhos científicos. No 
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entanto, garantimos que a sua identidade / de seu familiar será preservada e 

mantida em segredo; 

l) Pela sua participação no estudo você não receberá qualquer valor em 

dinheiro. As despesas necessárias para a realização da pesquisa (exames 

laboratoriais do sangue e das biópsias) não são de sua responsabilidade. Caso você 

/ seu familiar tenha algum gasto devido à participação no estudo além daqueles 

normalmente existentes para a realização do exame solicitado pelo seu médico 

assistente, você tem a garantia de receber ressarcimento, bastando procurar o 

pesquisador Everton Ricardo de Abreu Netto no Serviço de Endoscopia Digestiva da 

FMT-HVD pessoalmente às sextas-feiras das 8 às 12hs, ou através do telefone 

(92)99476-7979 de segunda à sexta-feira das 8 às 18hs, ou ainda através do e-mail 

eran.mdt17@uea.edu.br; 

m) Você / seu familiar tem a garantia de que se houverem problemas decorrentes 

do estudo como dor ou irritação no local da punção, sangramento digestivo ou 

perfuração do estômago, eles serão assistidos, tratados e acompanhados na FMT-

HVD pelo pesquisador Everton Ricardo de Abreu Netto, sem qualquer custo para 

você / seu familiar, durante todo o tempo que for necessário. Da mesma forma, terão 

garantido o direito à indenização caso ocorra algum dano permanente devido à 

participação nesse estudo; 

n) Os materiais (amostra de sangue e fragmentos de biópsia do estômago) 

coletados de você / seu familiar serão utilizados exclusivamente para atender aos 

objetivos desta pesquisa e, caso haja sobra, serão devidamente eliminados ao final 

do estudo. 

 

 

 

 

Eu,______________________________________________, li esse termo de 

consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em 

participar. Eu recebi explicação sobre os riscos e benefícios do estudo. Eu entendi 

que sou livre para interromper minha participação a qualquer momento sem 

necessitar justificar minha decisão. Eu fui informado de que serei atendido sem 

custos para mim se eu apresentar algum problema dos relacionados no item “m)”. 

Este documento é emitido em duas vias que serão ambas assinadas por mim e pelo 

pesquisador, ficando uma via com cada um de nós. Sendo assim, eu concordo 

voluntariamente em participar deste estudo. 
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________________________________________________ 

Assinatura do participante da pesquisa ou responsável legal / impressão digital 

 

Manaus, _____de ______________________ de _____________ 

 

 

 

_________________________________ 

Assinatura da testemunha 

 

Manaus, _____de ______________________ de _____________ 

 

 

 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 

Esclarecido deste indivíduo ou de seu representante legal para a participação neste 

estudo. 

 

 

 

_________________________________ 

Assinatura do Pesquisador 

 

Manaus, _____ de ______________________ de _____________  
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7.2 FICHA DE COLETA DE DADOS 

 

Número: _____ Data da entrevista inicial: ___/___/2018 

 

Nome: _________________________________________________________ 

Data de nascimento: ___/___/____ Idade: ___ anos Sexo: (  ) M     (  ) F 

Endereço: _______________________________________________________ 

Bairro: ____________________________________        CEP: ________-____ 

Celular: (___)______-______   Residencial: (___)______-_____ 

 

MOTIVO DA SOLICITAÇÃO: ________________________________________ 

 

 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO: 

(  ) Idade entre 18 e 70 anos  (  ) Assinou o TCLE 

 

 CRITÉRIOS DE NÃO INCLUSÃO: 

(  ) Tratamento prévio para H. pylori 

(  ) Cirurgia gástrica prévia 

(  ) Imunodeprimido 

(  ) Uso de anticoagulantes impedindo a realização das biópsias 

(  ) Uso de antimicrobianos nos 30 dias anteriores à EDA (data: ___/___/2018) 

 

Entrevistador(a): _________________________________________________ 
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 PRIMEIRA ENDOSCOPIA – realizada em: ___/___/2018 

Examinador(a): __________________________________________________ 

Diagnóstico: _____________________________________________________ 

Histopatológico: __________________________________________________ 

H. pylori: (..) negativo – alta do estudo em ___/___/2018 

  (  ) positivo (cruzes: ______/IV) 

Data da prescrição inicial: ___/___/2018 

Data do término do tratamento inicial: ___/___/2018 

 

 SEGUNDA ENDOSCOPIA – realizada em: ___/___/2018 

Examinador(a): __________________________________________________ 

Diagnóstico: _____________________________________________________ 

Histopatológico: __________________________________________________ 

H. pylori: (..) negativo – alta do estudo em ___/___/2018 

  (  ) positivo (cruzes: ______/IV) 

Data da prescrição do retratamento: ___/___/2018 

Data do término do retratamento: ___/___/2018 

 

 TERCEIRA ENDOSCOPIA – realizada em: ___/___/2018 

Examinador(a): __________________________________________________ 

Diagnóstico: _____________________________________________________ 

Histopatológico: __________________________________________________ 

H. pylori: (..) negativo – alta do estudo em ___/___/2018 

  (  ) positivo (cruzes: _____/IV) – alta do estudo em ___/___/2018* 

  *encaminhado(a) para acompanhamento ambulatorial. 
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7.3 ANÁLISE MOLECULAR 

 

7.3.1 Procedimento Operacional Padrão para Coleta e Preparação das 

Amostras 

 

1. Coletar 1 tubo de sangue com anticoagulante EDTA; 

2. Ligar a centrífuga e incubadora ambas a 37oC; 

3. Identificar: 

- 1 tubo com EDTA: Polimorfismos de enzimas 

- 1 tubo sem anticoagulante: BIOQUÍMICA 

4. Separar 1 ml de sangue total para extração de DNA sem conservante. 

5. Separar 1 ml de sangue total para reserva futura. 

6. Separar soro por 10 min a 3500 rpm. Reservar o soro para perfis bioquímicos 

(fosfatase alcalina, gama GT, bilirrubinas totais e frações, ácido úrico, creatinina, 

ureia, perfil lipídico completo, glicose). 

 

7.3.2 Extração do DNA Genômico 

O DNA genômico será extraído a partir de 300µL de sangue, utilizando o kit 

comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit, conforme protocolo do fabricante. 

Após a extração, o DNA será armazenado a -20oC até o momento das análises 

moleculares. 

Reagentes: 

REAGENTES PARA AS ETAPAS DE EXTRAÇÃO ARMAZENAMENTO 

Isopropanol Temp. ambiente 

Etanol 70% Temp. ambiente 

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) Temp. ambiente 

 

Obtenção de Sangue Total: 

Obter 300-400µL de sangue total, em tubo microcentrífuga estéril de 1,5 ml 

identificado contendo 15 µL de EDTA. 
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Procedimentos para extração do DNA a partir de tubo, conforme protocolo de 

extração retirado da “bula” do Wizard®Genomic DNA Purification Kit: 

Obs: Antes de dar início ao procedimento homogeneizar bem o tubo com sangue até 

ter certeza que está completamente homogeneizado. 

1. Adicione 900µL de solução CellLysis. Inverta o tubo 5 a 6 vezes para misturar o 

sangue e a solução de lise. 

2. Incube por 10 minutos à temperatura ambiente, homogeneizando por inversão 

duas a três vezes.  

3. Centrifugue entre 13.000 e 16.000 x g por 20 minutos a temperatura ambiente. 

4. Descarte o sobrenadante. 

5. Agite o tubo vigorosamente no vortex. Ressuspenda completamente as células 

brancas. 

6. Adicione 300 µL de solução NucleiLysis. Pipete a mistura 5-6 vezes para lisar as 

células brancas. 

7. OPCIONAL: Adicione 1,5 µL de solução RNAase ao lisado nuclear e misture as 

amostras invertendo o tubo 2-5 vezes. Incube a mistura a 37ºC por 15 minutos e 

esfrie a temperatura ambiente. 

8. Adicione 100µL de solução ProteinPreciptation ao lisado nuclear e homogeneíze 

vigorosamente no vórtex de 10-20 segundos. 

9. Centrifugue o tubo entre 13.000-16.000 x g por três minutos à temperatura 

ambiente. 

10. Transfira o sobrenadante para um tubo limpo de 1,5mL contendo 300µL de 

isopropanol a temperatura ambiente. 

11. Gentilmente misture a solução por inversão até que as brancas cadeias de DNA 

formem uma cadeia visível. 

12. Centrifugue entre 13.000-16.000 x g por um minuto à temperatura ambiente. 

13. Decante o sobrenadante e adicione uma amostra de um volume de etanol a 70% 

à temperatura ambiente. Gentilmente inverta o tubo algumas vezes para lavar o 

precipitado de DNA e os lados do microtubo. 

14. Centrifugue como na etapa 11. 

15. Cuidadosamente aspire o etanol. Inverta o tubo em um papel absorvente limpo e 

seque ao ar o precipitado por 10 a 15 minutos. 
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16. Adicione 100µL da solução DNA rehydration ao tubo e reidrate o DNA incubando 

à 65ºC por uma hora. Periodicamente homogeneíze gentilmente a solução. 

Alternativamente reidrate o DNA incubando a solução overnight à temperatura 

ambiente. 

17. Armazene o DNA entre 2-8ºC. 

 

7.3.3 Genotipagem 

Para genotipagem dos alelos do gene CYP2C19, utilizaremos a técnica de PCR em 

tempo real (qPCR). 

A determinação dos SNPs pela técnica qPCR será realizada com o sistema 

TaqMan® e analisados através da plataforma AppliedBiosystemsQuantStudio 3 

(AppliedBiosystems). 

A reação de amplificação será realizada para um volume final de 10uL/reação, 

contendo 5uL de 2x TaqMan Universal Master Mix, 0,2uL de 20x SNP 

GenotypingAssay, 2,8uL de água esterilizada, com 2 ul de DNA da amostra. 

A tecnologia se baseia na medição da fluorescência durante as ciclagens, emitidas 

através de sondas específicas para cada genótipo. A quantidade de fluorescência 

emitida é proporcional à quantidade do produto da PCR e permite a monitorização 

da reação. A curva de PCR resultante é usada para definir a fase exponencial da 

reação, que é condição prévia para o cálculo do número de cópias produzidas. 

 

Quadro 1. Sondas utilizadas para determinação dos SNP 

 

 

 

 

 

  

Gene (polimorfismo) Ref. SNP ID 

CYP2C19*2 (Pro227Pro) rs 4244285 

CYP2C19*3 Trp212Ter rs 4986893 

CYP2C19*17 (-806C>T) rs 12248560 
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7.4 PARECER ÉTICO CEP 
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