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RESUMO

Desde sua associacdo com as doencas gastroduodenais como a Ulcera péptica, a
gastrite crbnica e o cancer gastrico em 1982, a infeccdo por Helicobacter pylori, é
reconhecida como uma das mais prevalentes, infectando cerca de 50% da populacao
mundial. No entanto, devido a sua imensa variabilidade na prevaléncia, nos fatores de
viruléncia e no desfecho da infeccdo, estudos regionais sdo sempre recomendados. Por
ser uma bactéria fastidiosa, H. pylori tem no seu isolamento um método demorado, nao
possuindo um meio de cultivo ideal e por isso apresenta diferentes resultados com esta
metodologia. A histologia, € o método mais utilizado na préatica para a deteccéo deste
microrganismo, permitindo também a avaliacdo da mucosa gastrica e do seu grau de
inflamacgé&o. Técnicas moleculares como reacdo em cadeia da polimerase também séo
muito usadas em pesquisas para deteccdo da bactéria e de genes de viruléncia, a
exemplo, do gene cagA. Estudos demonstram que a presenca deste gene pode
caracterizar as linhagens de acordo com a maior intensidade da inflamacao deflagrada
nas regides gastricas. No presente estudo, coletamos biopsias do antro e corpo gastrico
de 72 pacientes entre 19 e 77 anos, com lesdes gastroduodenais evidenciadas na
endoscopia digestiva alta. O isolamento da bactéria a partir de fragmento do antro, foi
realizado em meio Brucella com albuMAXII ®. Em 64% (46/72) das amostras visualizamos
colonias puntiformes que imediatamente foram positivas no teste da urease. O DNA
destes isolados foram submetidos a PCRs para os genes glmM (codifica uma
fosfoglucosamina mutase) e vacA (codifica a citotoxina vacuolizante VacA), obtendo-se
amplificacdo em 91% (42/46) e em 82% (38/46) dos isolados, respectivamente. Para as
amostras negativas em cultivo, procedemos a extracdo do DNA diretamente do tecido
gastrico e posterior amplificacdo do gene gimM. Das 26 amostras testadas, o gene gimM
foi amplificado em 4 (15%) amostras de tecido gastrico. Para caracterizar as linhagens,
as amplificacdes também foram realizadas para o gene cagA, sendo este evidenciado
em 65% (30/46) dos isolados. As analises histopatologicas a partir de bidpsias do antro
e corpo revelaram a bactéria em 77% (56/72) das amostras, além de avaliar o grau de
inflamacédo nestas duas regides. Estes achados foram entdo associados com as
respectivas linhagens cagA+ e cagA-. Os resultados demonstraram atividade inflamatoria
moderada-acentuada no antro (54,1%-45,8%) e corpo (58,3%-37,5%) gastrico
associados a linhagens cagA+, e também no antro associado a linhagens cagA- (46,1%-
38,4%). No corpo gastrico, no entanto, resultados diferentes foram observados para as
linhagens cagA- com amostras apresentando leve (46,1%) ou acentuado infiltrado
inflamatorio (38,4%). Esses dados podem representar a interacdo de outros fatores no
desfecho da inflamacdo como polimorfismos nos genes relacionados a resposta
inflamatoria e ainda, a presenca de outros genes de viruléncia nas linhagens estudadas.
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ABSTRACT

Since its association with gastroduodenal diseases such as peptic ulcer, chronic
gastrites, and gastric cancer in 1982, Helicobacter pylori infection has been recognized
as one of the most prevalent, infecting about 50% of the world population. However, due
to its immense variability in prevalence, virulence factors and outcome of infection,
regional studies are always recommended. Because it is a fastidious bacteria, H. pylori
is a time-consuming in its isolation method, having no ideal culture medium and therefore
presents different results with this methodology. Histology is the most common method in
clinical practice for the detection of this microorganism, allowing the evaluation of the
mucosa and the degree of inflammation. Molecular techniques such as polymerase chain
reaction are also widely used in research to detect the bacteria and virulence genes, like
cagA gene. Studies have shown that the presence of this gene may characterize the
strains according to the greater intensity of inflammation triggered in gastric regions. In
the present study, we collected biopsies of the gastric antrum and body of 72 patients,
with ages between 19 and 77 years old, whose endoscopy showed gastroduodenal
lesions. The isolation of the bacteria from an antral biopsy was accomplished in Brucella
media with albuMAX II®. In 64% (46/72) of the samples, we visualized pinpoint colonies
that were immediately positive in the urease test. We performed PCR assays on DNA
from the isolates for the glmM (encodes for a phophoglucosamine mutase) and vacA
(encodes the production of a vacuolating cytotoxin) genes, resulting in amplification of
91% (42/46) and 82% (38/46), respectively. For negative samples in culture, we proceed
to DNA extraction directly from gastric tissue and subsequent amplification for the gene
glmM. Of 26 samples tested, the gimM.gene was amplified in 4 (15%) of the gastric tissue
samples. To characterize the strains, the amplifications were also performed for the cagA
gene, which was evidenced in 65% (30/46) of the isolates. The histopathological analysis
using samples of the gastric antrum and body, revealed the bacteria in 77% (56/72) of the
samples besides evaluating the degree of inflammation in these two regions. These
findings were then correlated with the respective cagA + and cagA- strains. The results
showed moderate to severe inflammatory activity in the gastric antrum (54.1%-45.8%)
and body (58.3%-37.5%) associated with cagA + strains and also in the antrum associated
with cagA- strains (46.1%-38.4). In the gastric body, however, different results were
observed for cagA- strains with samples presenting mild (46.1%) or severe (38.4%)
inflammatory infiltrate. Such data may represent the interaction of other factors in the
outcome of inflammation as polymorphisms in the genes related to inflammatory
response, and the presence of other virulence genes in the studied strains.
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1. INTRODUCAO

1.1. Ulcera péptica: historico e patogenia

A Ulcera péptica € uma lesdo cronica no tecido epitelial do trato digestorio,
majoritariamente no estdmago e duodeno, inicialmente associada a fatores ambientais,
tabagismo e/ou estresse social que acarretassem desequilibrio entre a secrecéo acida e
0 mecanismo de defesa da mucosa gastrointestinal (1). Na maioria dos casos, as lesdes
sd0 Unicas, mas cerca de 5% a 20% dos individuos apresentam multiplas lesbes
simultaneas no estdmago e duodeno (2).

As primeiras observacfes de Ulcera péptica advém do século IV a.C. quando foi
relatada a primeira cirurgia para Ulcera gastrica no Templo de cura (Templo de Asclépio)
na Grécia Antiga (revisto por Graham 2014 (3)). Dados paleontolégicos reforcam a
presenca desta doenca milenar através da deteccdo de Ulcera péptica em autopsia de
mumia de 2000 anos (homem da dinastia de Han Ocidental falecido em 167 anos a.C.)
na China (4). Diferentes relatos de Ulcera péptica foram reportados entre o século XVI e
XIX, mas sem definicdo dos mecanismos envolvidos na patogénese da doenca.

O primeiro relato de Helicobacter gastrico foi feito pelo anatomista italiano
Bizzozero em 1893 ao estudar a mucosa gastrica de caes. Suas anotacdes desenhadas
a mao, mostravam microrganismos nos canaliculos de células parietais e nas glandulas
gastricas. O trabalho de Bizzozero foi ampliado por Salomon que conseguiu infectar uma
colonia de ratos ao alimenta-los com mucosa gastrica de cées e gatos (5).

No século XX médicos patologistas e anatomistas descreviam de tempos em
tempos microrganismos na mucosa gastrica humana adjacentes as lesées neoplasicas.
Nos anos 40 Freedberg e Baron nos Estados Unidos, relataram a presenca de
espiroquetas em espécimes gastricos ressecados. Nos anos 50 e 60, Susumu Ito na
escola de Medicina de Harvard, além de detalhada descricdo da mucosa gastrica
observada sob microscopia eletronica, publicou fotografia da bactéria com seus flagelos
e morfologia em espiral dentro de uma célula da glandula parietal. Posteriormente nos
anos 70, Steer e Colin-Jones notaram numerosas bactérias espiraladas em mais de 80%
de espécimes de Ulceras gastricas, no entanto foram incapazes de cultiva-las, pois nesta

época, as técnicas de microaerofilia ainda eram pouco conhecidas (5).
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Anos mais tarde, em 1979, Robin Warren, um médico patologista em Perth na
Australia ocidental, notou que bactérias curvas estavam frequentemente presentes em
espécimes de bidpsias géastricas submetidas a exame histopatoldgico (6). Estes
microrganismos ndo estavam presentes dentro da mucosa gastrica, mas na camada de
muco sobre o tecido (7). Warren observou que organismos semelhantes haviam sido
descritos desde o final do século XIX, no entanto, nunca tinham sido isolados. Em 1983,
um jovem estagiario de medicina, Barry Marshall, interessou-se pelas observactes de
Warren e juntos procuraram isolar o organismo. Baseado na aparéncia de bastonete
curvo e sua identificagdo como bactéria gram-negativa, métodos para isolamento de
espécies de Campylobacter foram entdo aplicados para cultivo desta bactéria: meio
seletivo sob condicdo de microaerofilia. Um total de 30 biopsias de pacientes foram
cultivadas e apenas 1 amostra, que acidentalmente foi cultivada por periodo mais longo,
apresentou crescimento bacteriano (8). Posteriormente, microrganismos foram isolados
de onze pacientes, sendo caracterizados e inicialmente nomeados Campylobacter
pyloridis (8) e mais tarde Campylobacter pylori, até que em 1989 recebeu a atual
denominacéo de Helicobacter pylori (6). Diversas pesquisas se iniciaram pelo mundo
confirmando H. pylori como agente patogénico de gastrite, Ulceras duodenal e gastrica
e cancer gastrico (9). H. pylori também esta associado ao desenvolvimento de linfoma
MALT (mucosa associated lymphoid tissue) (10; 11), sendo declarado como carcinbgeno
do tipo | para humanos pela Agéncia Internacional para a Pesquisa do Cancer, um érgao
da OMS, em 1994 (6).

As descobertas de Warren e Marshall renderam-lhes o prémio Nobel de Medicina
e Fisiologia do ano de 2005, pois desafiaram dogmas e permitiram avancos na area da
gastroenterologia. O sucesso do isolamento e cultivo deste microrganismo permitiu a

associacao de H. pylori, a importantes doencas gastroduodenais como a Ulcera péptica.

1.2. Doencgas gastroduodenais causadas por H. pylori: epidemiologia, caracteristicas
clinicas e transmisséo.

A infeccao por H. pylori acomete metade da populacdo mundial e € considerada a
mais frequente e persistente infec¢do bacteriana no mundo (9). A incidéncia e prevaléncia
desta infeccdo possui alta variabilidade segundo regido geografica, idade, etnia, raca e

fatores socioeconémicos. Dados de vigilancia epidemiologica revelam maior prevaléncia
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da infeccdo por H. pylori nos paises em desenvolvimento comparados a paises
desenvolvidos (12). Estes indices podem alcancar 70% da populacdo em paises em
desenvolvimento, enquanto em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, este
perfil de infecgéo é geralmente inferior a 30%. No entanto, a prevaléncia da infec¢éo por
H. pylori é variavel em paises de primeiro mundo, a exemplo da EscoOcia que possui
elevada prevaléncia (65%), sendo 95% das lesfes ulceradas associadas com a infeccao
bacteriana (13; 2).

A aquisicdo da infecgdo ocorre principalmente durante a infancia e, como
geralmente ndo ha cura espontanea, o individuo passa a albergar a bactéria por toda sua
vida (14). Na infancia, a prevaléncia da infeccdo por H. pylori nos paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento pode atingir até 50% das criancas aos  cinco
anos de idade, e acima de 70% aos 10 anos de idade (14). Em contraste, em paises
desenvolvidos as taxas de prevaléncia nao ultrapassam 10% aos 10 anos de idade (15).
Com relacao a populacao adulta, hA uma menor taxa de aquisi¢cao da infeccao, resultando
em pequeno incremento na taxa de prevaléncia ao longo desta fase da vida.

Como exemplo da variabilidade na prevaléncia da infeccdo por H. pylori entre
diferentes paises ou mesmo entre populacdes de um mesmo pais, podemos citar o
estudo randomizado multicéntrico realizado no periodo de 2009 a 2012, onde populacdes
de seis paises da América Latina foram analisadas pelo mesmo método de diagndstico
(teste da urease). Os dados demostraram uma prevaléncia de 70,1% e 80,4% para duas
regides diferentes no México; 82,6% em Honduras; 77,6% na Costa Rica; 83,3% na
Nicaragua; 76,8% no Chile e 83,1% na Colémbia (16). Em outro extremo, o estudo
populacional realizado na Dinamarca entre os anos 2003 e 2009 evidenciou prevaléncia
estimada de 20% para aquela populacéo (17). Por conseguinte, as taxas de prevaléncia
observadas nas diversas populacgdes refletem, sobretudo, aquelas condi¢des de vida que
os individuos apresentavam durante a infancia (uma vez que a aquisi¢do da infeccao
ocorre nesta faixa etaria), sendo consideradas fatores de risco determinantes para a
aquisicao da infeccao por H. pylori (18).

Apesar das altas taxas de infeccdo em certas regibes do globo (Figura 1), a
frequéncia da infeccao por H. pylori esta progressivamente declinando em todo o mundo

(18). Este fato parece estar associado a industrializacdo dos paises e ainda, a terapia de



erradicacao da infeccédo do individuo e melhorias das condi¢fes sanitarias (15), sendo

mais evidente em paises desenvolvidos (19).

Figura 1- Prevaléncia da infecgao por H. pylori no mundo. O mapa foi baseado em dados reunidos por Lunet e Barros
(2003) e complementado com outros estudos. O critério usado para a selecao de novos estudos estd também descrito
em Lunet e Barros 2003. N.D. representa locais onde estudos consistentes sobre a prevaléncia de H. pylori ainda ndo
foram realizados. Mapa extraido do artigo de Azevedo NF e cols,2007 (19) (Crit. Rev. Microbiol,33(3):157-169)

No Brasil, a maioria dos estudos de prevaléncia da infeccdo por H. pylori é
referente a uma populagéo infantil e/ou adolescente. Alguns poucos estudos avaliaram a
prevaléncia da infec¢cdo em adultos e ainda, sao limitados a populacéo de alguns estados.
Em uma comunidade em Fortaleza, por exemplo, a prevaléncia da infeccdo alcancou
73,3% na faixa etaria de 11 a 20 anos e 87% em individuos da terceira idade (=60 anos)
(20). No Mato Grosso, a prevaléncia soroldgica para a infec¢do por H. pylori foi de 84,7%
(21) enquanto no Rio de Janeiro a prevaléncia de 67,8% foi descrita numa populacéo
adulta no ano de 1994 (22).

Considerando o0s aspectos étnicos, a analise de soroprevaléncia em negros,
hispanicos e brancos revelou elevado indice de soropositivos na raca negra e hispanica
nos Estados Unidos (23). Diferencas étnicas também foram evidentes na Nova Zelandia,
onde a infecgdo por H. pylori foi mais prevalente em grupos das ilhas do pacifico,

intermediaria nos Maori e menos prevalente nos europeus. ApoOs ajuste por idade e



estado socioecondémico o risco relativo para os dois primeiros grupos em relacdo a este
altimo foi de 1.8 e 1.4, respectivamente (24). Estas diferencas na prevaléncia de H. pylori
podem refletir diferencas em fatores sociais e/ou sanitarios e no amplo uso de antibiéticos
para tratamento de outras infecgbes comuns, principalmente na infancia (25). Ainda, esta
variabilidade também pode estar relacionada com diferencas na predisposicdo genética
a infec¢do por H. pylori (15). Nao ha evidéncias conclusivas quanto a prevaléncia da
infeccdo em relacdo ao género (15), mas estudos demonstram que a Ulcera péptica
acomete um pouco mais os homens do que as mulheres (1.3:1) e apesar de ocorrer em
qualquer faixa etaria, as Ulceras duodenais geralmente surgem entre 30 e 55 anos,
enguanto as Ulceras gastricas sdo mais comuns entre 55 e 70 anos (26).

Uma vez adquirida a infeccéo por H. pylori, esta persiste por toda a vida ha auséncia
de tratamento, e a maioria dos individuos serdo portadores assintomaticos (80-90%).
Embora todas as linhagens causem algum grau de inflamacdo, somente 15% ira
apresentar Ulceras gastrica ou duodenal e 0,5-2,0% adenocarcinoma gastrico (27). A
Ulcera péptica caracteriza-se pela ruptura da mucosa gastrica que surge quando 0s
fatores defensivos sao sobrepujados por fatores luminais agressivos. As Ulceras ocorrem
cerca de 5 vezes mais frequentemente no duodeno do que no estbmago, e neste,
localizam-se mais comumente no antro (60%). A dor epigastrica, que é caracteristica da
doenca, ndo é sensivel e especifica o suficiente para servir como critério de diagnostico
e a histéria clinica ndo distingue acuradamente as Ulceras gastricas das duodenais,
sendo o diagnostico e a diferenciacao inclusive com lesGes neoplasicas, baseadas na
observacédo endoscopica e na realizacéo de biopsias para avaliacdo histopatolégica, que
permite ainda a verificagdo da presenca de H. pylori. (28)

O papel patogénico de H. pylori em 90% das Ulceras duodenais e 80% das Ulceras
gastricas ja foi comprovado (29). Sabe-se hoje que todas as linhagens de H. pylori
causam gastrite histolégica de longa duragéo caracterizada por infiltrado linfocitico e em
algum grau neutrofilico, embora essa gastrite seja clinicamente silenciosa (30). Alguns
individuos colonizados podem desenvolver gastrite do corpo associada a hipocloridria,
atrofia gastrica, Ulcera gastrica e risco aumentado para cancer gastrico (31).
Inversamente, outros podem desenvolver gastrite predominantemente antral associada

a hipercloridria gastrica e risco aumentado de Ulcera duodenal (32). As figuras abaixo



7

exemplificam diferentes intensidades de gastrite e um caso de Ulcera péptica

endoscopica.

Figura 2- A imagem mostra um caso de gastrite antral leve diagnosticado a endoscopia digestiva. Observe no canto
superior esquerdo pequena area de eroséo (exame realizado pela autora- arquivo do HESFA).

Figura 3- A imagem revela um caso de gastrite antral acentuada. Observe as inimeras erosdes planas e elevadas
(exame realizado pala autora — arquivo do HESFA).



Figura 4- Nesta imagem observa-se extensa leséo ulcerada gastrica em fase de cicatrizagdo na pequena curvatura do
antro dista (exame realizado pela autora — arquivo do HESFA).
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A progressiva alteragcdo na mucosa pode acarretar o surgimento do cancer

gastrico. O cancer gastrico do tipo intestinal progride da seguinte forma (33):

H. pylori

l

gastrite multifocal
gastrite ndo atréfica sem
atroéfica MEIETENE]
intestinal

metaplasia
intestinal tipo
completa

mucosa gastrica
normal

metaplasia
intestinal tipo
incompleta

adenocarcinoma displasia de alto displasia de baixo
invasivo grau grau

Figura 5— Representacdo esquematica da sequéncia evolutiva a partir da infecgédo por H. pylori até o cancer gastrico
(adaptado de Correa P e Piazuelo MB — J Dig Dis 2012,13(1);2-9)

H. pylori também desempenha um papel no desenvolvimento e na progressao do
linfoma MALT, sendo a erradicacéo desta bactéria, o tratamento para a doenca localizada
em estagio | (10).

O levantamento Globocan 2012, o mais completo sobre o 6nus global de céancer
no mundo, divulgado pela Agéncia Internacional para Pesquisa do Céancer (6rgdo da
OMS), relatou 952 000 novos casos de cancer gastrico no mundo, totalizando 6.8% de
todos as neoplasias, 0 que a torna a quinta mais comum malignidade em humanos, com
uma incidéncia duas vezes maior em homens do que em mulheres. Estes dados
representaram uma mudanca substancial desde 1975, quando o cancer gastrico ocupava
a primeira posi¢cao no ranking das neoplasias (34).

As maiores taxas de ocorréncia do cancer gastrico acontecem em paises em
desenvolvimento, onde séo observados valores superiores a 70% dos casos (34), sendo
as variacdes regionais devido a padrdes dietéticos, fatores do hospedeiro, prevaléncia
da infeccdo por H. pylori e seus fatores de viruléncia (35). H. pylori, além de ser um

carcindbgeno de classe | para humanos, é ainda considerado o mais comum fator
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etiolégico de cancer relacionado a infeccfes (36) ocorrendo em 2,9% dos pacientes
infectados (37).

O cancer gastrico é incomun antes dos 40 anos e a idade média no momento do
diagnostico é de 63 anos (28). Geralmente é assintomatico até que a doenca esteja
avancada, ainda assim os sintomas séo inespecificos e dependentes da localizacdo do
tumor sendo a endoscopia digestiva com realizacao de biopsias, exame de eleicdo para

seu diagnéstico (26). A figura 6 exemplifica um caso de cancer gastrico avancado.

Name:

Figura 6- Imagem de cancer gastrico avancado no corpo distal. A lesdo exibe areas ulceradas e elevadas com
interrupcéo abrupta das pregas gastricas (a esquerda) (exame realizado pela autora-arquivo do HESFA).

Vérias outras patologias foram associadas a infeccdo por H. pylori, todas com
estudos ainda muito controversos e ndo comprovados. A excecdo da anemia de etiologia
desconhecida (nivel de evidéncia 1a) e de purpura trombocitopénica idiopatica (nivel de
evidéncia 1b), a infec¢do por H. pylori ndo tem papel comprovado em outras doencas
extra-intestinais (38). Ha relatos da associacdo de anemia por deficiéncia de ferro e H.
pylori (39).
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Embora o quadro clinico seja bem estabelecido, a transmissédo de H. pylori ndo
estd completamente esclarecida, mas a propagacéo durante a infancia entre humanos
atraves das vias oral-oral e fecal-oral € considerada a mais plausivel (40). O papel de
irm&os mais velhos e principalmente de mées infectadas é relatado como possivel fonte
de infeccéo, sendo considerado um importante fator de risco (41).

A infeccao via oral parece ser mediada por alimentos e agua contaminados. A
deteccdo de H. pylori em amostras de agua para consumo humano, por métodos
moleculares, aponta para uma possivel via de transmissao desta bactéria. No entanto, a
viabilidade e sua capacidade patogénica ndao foram determinadas (40).

Recentemente, estudos de meta-analise revelaram maior prevaléncia de H. pylori
na cavidade oral de pacientes com infec¢do gastrica em relacdo aos individuos sadios.
Além disso, a taxa de erradicacdo de H. pylori do estdmago foi muito superior a
erradicacdo da cavidade oral, levantando questbes sobre a permanéncia da bactéria
nesta regidao como fonte de reinfeccdo apds tratamento de sucesso (42).

H. pylori é muito sensivel aos acidos biliares (43) no entanto, em casos de intensa
aceleracdo do transito intestinal € possivel seu isolamento e cultivo a partir das fezes,
reforcando a rota de transmissao fecal-oral (44). Ha relatos de transmissao sexual de H.
pylori via oral-anal (45) e ainda, infec¢Bes acidentais através de endoscopios
contaminados durante exame endoscopico ou procedimento cirargico (43). O tabagismo
e a ingestao de bebida alcodlica ndo estdo implicados na doenca e, portanto, ndo sao
considerados fatores de risco (46).

Entender a forma de transmisséo de H. pylori é fundamental para que medidas
eficazes de saude publica possam ser implementadas com o objetivo de reduzir e/ou
prevenir sua disseminacgao (40). Entre as principais medidas destacamos (i) a melhoria
das condicbes de vida das populagdes, (ii) saneamento basico e distribuicdo de agua
potével, (iii) educacdo sexual e higiene pessoal.

Recente atualizacdo das diretrizes da Sociedade Japonesa para Pesquisa de
Helicobacter em 2009 enfatizou a importancia da erradicacdo de H. pylori na prevencéo
do céncer gastrico, recomendando que todos os infectados tenham a bactéria erradicada
independentemente do desfecho clinico. Esta medida ira prevenir ndo somente o
desenvolvimento de doencas relacionadas a H. pylori como também sua futura

disseminagéao (47).
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1.3. Tratamento e Diagnéstico

Ha varios consensos ao redor do mundo referentes ao manejo e tratamento de H.
pylori. No Brasil, O Terceiro Consenso Brasileiro de H. pylori organizado pelo Nucleo
Brasileiro para o Estudo do Helicobacter atualizou em 2011 as recomendacfes para o
manejo desta infec¢cdo sendo as seguintes as principais recomendacdes referentes ao
tratamento antimicrobiano (48):

1. O tratamento triplice convencional de primeira linha é composto de IBP (inibidor
de bomba de proétons), amoxicilina 1,0 g e claritromicina 500 mg, administrado duas vezes
ao dia durante 7 dias. A terapia triplice ainda € a mais recomendada e utilizada no Brasil
(49). A maioria dos consensos recomenda um periodo de tratamento de 7 dias,
principalmente devido ao fator custo (48). Este esquema de tratamento é relativamente
eficiente, apresentando taxa de erradicacdo em torno de 80% (49).

2. Os esquemas terapéuticos de segunda e terceira linha incluem IBP, amoxicilina
e levofloxacina por 10 dias ou IBP, levofloxacina e furazolidona por 7-10 dias e ainda,
esquemas quadruplos empregando IBP, subcitrato de bismuto coloidal, tetraciclina e
metronidazol durante 10-14 dias (48).

Um dos consensos considerados pela Organizacdo Mundial de Gastroenterologia
como padréo ouro para o tratamento da infec¢cdo por H. pylori, € o IV Consenso de
Maastricht /Florence elaborado em 2010. Algumas das diferencas entre este e o
Consenso Brasileiro é que o primeiro ndo oferece a opc¢ao do uso de furazolidona uma
vez que gue esta droga nao esta disponivel nos Estados Unidos e Unido Europeia (12),
recomendando como opcéao terapéutica de segunda linha a rifabutina (50), droga nao
disponivel no Brasil.

Assim, a descoberta de H. pylori nos anos 80 e a disponibilidade de terapia efetiva
revolucionou a histéria natural da doenca ulcerosa péptica, acarretando um declinio na
doenca recorrente e suas complicagbes como a hemorragia, perfuragdo ou obstrucdo
gastrica (31). A erradicacao da bactéria reduziu a taxa de recorréncia anual de 80% e
60% para as ulceras duodenais e gastricas, respectivamente, para menos de 5% (51).
Ainda, a erradicacéo da infeccdo por H. pylori proporciona beneficios cumulativos a longo
prazo com a reducdo de sintomas dispépticos graves que requeiram consultas médicas
por até sete anos. A reducdo dos custos devido a erradicacdo da bactéria numa

comunidade, acrescidos de outros beneficios tedricos devem fazer com que estes
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programas recebam atencao especial, principalmente em regides com alta prevaléncia
da infecgao por H. pylori (52).

Atualmente no Brasil, 0 Consenso Brasileiro de Helicobacter pylori em sua ultima
revisao (ano de 2012) recomenda o tratamento para erradicacdo em todos os pacientes
dispépticos, sendo esta, a primeira alternativa terapéutica nestes casos. As vantagens
adicionais nesta circunstancia incluem a reducédo da transmisséo da infeccédo e também
de suas principais sequelas, a Ulcera péptica e o cancer gastrico (48).

Considerando-se o diagnostico da infeccdo por H. pylori, varios sdo os métodos
atualmente disponiveis, cada um com suas vantagens, desvantagens e limitacées. Um
modo classico de classificar estes métodos é através da necessidade ou ndo da
realizacdo de endoscopia. Os testes que se baseiam na coleta de bidpsias incluem
histologia, cultura, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o teste da urease. Todos
realizados a partir de tecidos obtidos durante a endoscopia. Alternativamente, o teste
respiratorio com ureia marcada com carbono 14, a sorologia e a pesquisa de antigeno
fecal classificam-se como procedimentos nao invasivos (9).

A histologia € um dos métodos mais comumente usados, a0 menos em paises
onde a endoscopia é frequentemente realizada (43). Permite uma avaliacdo critica da
mucosa além da pesquisa da bactéria. Varias coloracdes podem ser usadas, no entanto,
a coloracao pelo método de Giemsa é a preferida na pratica clinica por ser tecnicamente
simples, muito sensivel e barata (53).

A cultura ndo é considerada um método de diagnostico de rotina e ndo esta
disponivel em muitas instituicbes médicas no mundo. Uma amostra de bidpsia gastrica
recente é o ideal para o cultivo de H. pylori, pois, desse modo a contaminacgdo pela flora
comensal € menor (9). O cultivo é o método mais especifico para se detectar H. pylori,
embora os resultados dependam da qualidade da amostra e do uso do meio de transporte
(54).

A reacdo de PCR permite que pesquisadores e clinicos identifiguem H. pylori em
amostras onde haja um pequeno nimero de bactérias. E um método que ndo requer
armazenamento ou transporte especial da amostra e pode ser realizado a partir de
material obtido tanto por métodos invasivos (bidpsias) quanto néo invasivos (suco

gastrico, saliva ou fezes). Além disso PCR pode ser realizada rapidamente como método
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diagnéstico para identificar genotipos bacterianos diversos ou em estudos
epidemioldgicos (9).

O teste da urease baseia-se na capacidade de H. pylori produzir grandes
quantidades de urease. As bidpsias obtidas durante a endoscopia sdo colocadas em um
meio contendo ureia e um indicador de pH. Se a urease esta presente a ureia € quebrada
em diéxido de carbono (CO:) e ambnia (NHs) que aumenta o pH do meio e causa uma
subsequente mudanca de cor no indicador (figura 7). O resultado pode ser obtido em um
intervalo de minutos até 24h. O teste da urease € barato, rapido, amplamente disponivel

e altamente especifico (9).

r

o+ =
http://1.bp.blogspot.com/-Huywal Mf248/TccluD1ttol/AAAAAAAAAFM/-
ge7byrdy6Y/s1600/teste+da+urease.bmp (visto em 05/1/2015)

Figura 7- Testes da urease, evidenciando dois possiveis resultados: positivo em rosa e negativo em amarelo

A maioria dos testes soroldgicos baseia-se na deteccdo de IgG. A lenta queda nos
niveis de anticorpos apoés erradicacdo (25% dos titulos em seis meses ou mais) € uma
causa de resultados falso-positivos. Por esta razdo, testes soroldgicos sao preferiveis
para deteccao da infeccéo ativa (43).

Teste respiratério com ureia marcada baseia-se na capacidade de H. pylori, (quando
presente na mucosa gastrica), de quebrar a molécula de ureia marcada com **C ou "“C
em CO2 e amobnia, apds sua absorcao oral. O *CO2 ou "“CO2 se difunde para a corrente
sanguinea é eliminado através dos pulmdes e medido no ar expirado. O teste respiratorio
é de facil realizacéo e nédo requer endoscopia (9).

O teste do antigeno fecal tem acuracia diagnéstica equivalente a do teste

respiratorio quando anticorpos monoclonais sdo usados (38).


http://1.bp.blogspot.com/-HuywaLMf248/Tcc1uD1ttoI/AAAAAAAAAFM/-%20%20%20%20ge7byr4y6Y/s1600/teste+da+urease.bmp
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1.4 Helicobacter pylori

De acordo com o site List of Prokariotic Names with Standing in Nomenclature até o
momento foram reportadas 35 espécies de Helicobacter (55). Estas espécies estao
inseridas na classe Proteobacteria, subdivisdo delta e épsilon, subclasse
Epsilonproteobacteria, ordem Campylobacteriales e familia Helicobacteriaceae (56).
Diferentes espécies infectam diferentes hospedeiros e 6rgdos diversos. De todas as
espécies no entanto, a mais estudada sem duvida é H. pylori.

H. pylori é uma bactéria gram-negativa, microaerofila, que se apresenta espiralada
e com extremidades arredondadas na microscopia, porém quando cultivados em meio
sélido ou liquido adquirem a forma de bastéo (57). Ap6s o cultivo prolongado as formas
cocoides se tornam predominantes. Estas, sdo formas metabolicamente ativas, porém
nao podem ser cultivadas (58).

Diversos sdo os meios de cultivo para H. pylori, cujos componentes incluem agar,
suplementos de crescimento e de selecdo. Varios meios a base de agar podem ser
usados como BHI (brain heart infusion), Columbia agar e agar Wilkins Chalgren. O
suplemento de crescimento pode ser sangue ou soro de ovelha ou cavalo a 5%, 7% ou
preferencialmente a 10% (43), no entanto sangue humano também pode ser adicionado
(59). As hemécias podem ser lisadas para que as substancias de crescimento estejam
mais rapidamente disponiveis. Suplementos seletivos contendo antimicrobianos a
exemplo: vancomicina, teicoplanin, polimixina, acido nalidixico, colistina, trimetropim,
cefsulodina, nistatina, anfotericina s&o usados para minimizar o crescimento de
contaminantes (43). Algumas substancias como ureia, indicador de pH (vermelho fenol)
e ainda 2,3,5, cloreto de trifeniltetrazolium também podem ser adicionados ao meio para
facilitar a visualizagéo e identificagcdo das colonias (43).

H. pylori possui de quatro a seis flagelos unipolares que sé&o essenciais para a
motilidade (Figura 8). A morfologia curva e a motilidade polar causada pelos flagelos em
uma das extremidades, promove movimentos em “parafuso” capacitando o organismo a
penetrar na camada de muco (60; 61). Testes para identificacdo fenotipica da bactéria
que utilizam reagfes enzimaticas sdo usados como método diagnéstico, uma vez que a
mesma apresenta positividade para as reagfes de catalase e oxidase, além de possuir

alta atividade de urease (57). O microorganismo prolifera bem em condi¢cdes de
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microaerofilia, ou seja, com concentracdes de O, que variam de 2 a 8% e a temperatura

otima de 37° C (57), compativel com sua adaptacdo no organismo humano.

O género Helicobacter € composto de espécies que compartilham propriedades
comuns, especialmente aquelas relacionadas com a vida no estdmago, onde podem
localizar-se no fundo e no corpo, mas € principalmente no antro onde as bactérias sédo
encontradas em maior densidade (62). Ainda no estébmago, localizam-se no interior ou
sob a camada de muco que recobre o epitélio da superficie ou das fovéolas, em intimo
contato com a membrana luminal das células epiteliais que revestem a mucosa gastrica
(63).

Figura 8- Imagem de H. pylori isolado (A) e associado ao epitélio gastrointestinal (B) visualizado por microscopia
eletrbnica de transmissdo e varredura, respectivamente. As Imagens foram retiradas do artigo de Dave Levitan (2014)
(http://www.consultantlive.com/gastrointestinal-disorders/eradicating-h-pylori-could-help-prevent-gastric-cancer-asians) e Rina
Shaikh-Lesko 2014  (https://scopeblog.stanford.edu/2014/09/25/treating-an-infection-to-prevent-a-cancer-h-pylori-and-stomach-
cancer/), respectivamente.

1.5. Aspectos genéticos: viruléncia e patogenicidade

Do ponto de vista genético H. pylori € uma espécie bacteriana extremamente diversa

(64; 65). Aproximadamente 50% dos isolados de H. pylori contém plasmidios de variados


http://www.consultantlive.com/gastrointestinal-disorders/eradicating-h-pylori-could-help-prevent-gastric-cancer-asians)%20e
https://scopeblog.stanford.edu/2014/09/25/treating-an-infection-to-prevent-a-cancer-h-pylori-and-stomach-cancer/
https://scopeblog.stanford.edu/2014/09/25/treating-an-infection-to-prevent-a-cancer-h-pylori-and-stomach-cancer/
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tamanhos (66), que também contribuem para a diversidade genética observada, no
entanto a funcdo destes plasmidios em grande parte é desconhecida (64).

A localizacéo variavel de varios genes no mapa genémico sugere seu extensivo
rearranjo (67). Este microrganismo apresenta ainda grande diversidade de sequéncia em
multiplos genes incluindo os que produzem VacA (citotoxina vacuolizante) (68) e CagA
(citotoxina associada ao gene A) (65). H. pylori é naturalmente competente na recaptagéo
do DNA o qual através da recombinagdo propicia um mecanismo para a diversidade
observada (6).

E fato que, os avancos na biologia molecular, incluindo a aplicacdo da reacio em
cadeia da polimerase (PCR), permitiram a deteccéao e tipagem do organismo diretamente
de espécimes clinicos. Em relacéo a H. pylori, um dos alvos da reacao de PCR para sua
deteccao € o gene ureC. Este gene codifica uma fosfoglucosamina mutase mas, por ndo
estar relacionado a producdo de urease foi posteriormente renomeado glmM.
Considerado um gene constitucional, o gene glmM participa diretamente da sintese da
parede celular (69) sendo extensivamente utilizado para confirmar a presenca de H. pylori
(70).

A evolucdo clinica da infeccdo por H. pylori € um evento complexo determinado
pela interacdo entre os fatores relacionados a genética do hospedeiro, ao ambiente e a
viruléncia da linhagem infectante. Apesar de metade da populagcdo mundial estar
infectada, somente cerca de 15% apresentara algum dos desfechos relacionados, como
gastrite, Ulcera duodenal, Ulcera gastrica, adenocarcinoma gastrico ou linfoma MALT
(71). Fatores genéticos do hospedeiro desempenham um papel importante (65). Por
exemplo, polimorfismos nos genes que controlam a resposta inflamatéria podem tanto
acentuar como atenuar esta resposta e, portanto, a incidéncia de um desfecho adverso
associado a infeccao (72; 73). A duracéo e a idade de aquisi¢ao da infec¢cao também séo
fatores importantes, assim como a desnutricdo na infancia (ou infecgbes) que levam a
uma reducdo da secrecdo acida e aumento na suscetibilidade para o desenvolvimento
de gastrite atrofica e cancer gastrico (65).

Fatores ambientais também tém importante participacdo no desenvolvimento de
doencas relacionadas a H. pylori principalmente o cancer gastrico. Alguns destes fatores

sdo conhecidos como “protetores” para esta doenga, como a refrigeracao dos alimentos
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e 0 alto consumo de vegetais e frutas frescas; opostamente correlacionados com o cancer
gastrico, estdo o elevado consumo de sal e nitratos (74; 65).

Os fatores relacionados ao hospedeiro permanecem pouco conhecidos, enquanto
que a identificacdo daqueles relacionados a bactéria avangcam continuamente (63). Os
fatores de viruléncia sdo caracteristicas presentes em algumas bactérias que as
capacitam mais do que outras a causar doencas (30). Dentre os principais fatores
relativos a H. pylori estdo a mobilidade dada pelos flagelos, a capacidade de aderéncia,

a producéo de urease e 0s genes vacA e cagA.

1.5.1. Motilidade de H. pylori e sua adeséo ao epitélio gastroduodenal

A bactéria, na fase precoce de colonizacao, necessita atravessar a camada de
muco, que protege o epitélio gastrico. Tal camada € formada por um gel viscoelastico
composto principalmente de mucinas, que confere protecdo quimica e mecanica ao
revestimento epitelial, inclusive contra bactérias. No entanto, lipases e proteases
sintetizadas por H. pylori degradam este muco, facilitando a progressao da bactéria. Além
disso, H. pylori move-se facilmente devido a sua morfologia em espiral e os flagelos, o
gue permite atravessar esta camada onde condi¢cdes de pH mais neutro permitem o
crescimento (75). Outra caracteristica importante dos flagelos deste microrganismo, é
que eles também estéo ligados a quimiotaxia. Assim, a bactéria pode ser atraida por
substancias especificas, como a ureia, alguns carboidratos (principalmente frutose e
glicose) e alguns aminoéacidos (como fenilalanina) produzidos pelo epitélio gastrico. A
motilidade direcionada pela quimiotaxia é crucial para o crescimento de H. pylori na
mucosa do hospedeiro (76).

E amplamente aceito que H. pylori adere a receptores no epitélio gastrico através
de adesinas especificas (6; 61), dentre elas OipA (outer inflamatory protein), SabA (sialic
acid binding adhesin) e a mais estudada, BabA (blood group antigen bind adhesin).
Estudos dos alelos de babA, evidenciam uma distribuicdo geogréfica, que reflete a

adaptacao de linhagens as diferentes populagbes humanas (77).
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1.5.2. Urease

A resisténcia ao acido cloridrico é de vital importancia na patogénese de H. pylori,
visto que, sem este atributo biolégico, a bactéria ndo teria condicbes de colonizar a
mucosa gastrica. A enzima urease, que € uma proteina de alto peso molecular (500 a
600 kDa), atua promovendo a hidrdlise da ureia, presente em condic¢des fisioldgicas no
suco gastrico, levando a producdo de amoénia. Esta atua como receptor de ions H+,
gerando pH neutro no interior da bactéria, o que confere a H. pylori resisténcia a acidez
géstrica (78). Desta maneira, a bactéria fica protegida dos efeitos deletérios do pH &cido
do estbmago. A urease compreende uma importante fracdo- 6%- do contetdo proteico
da bactéria, o que representa grande investimento energético motivado pela sua acéo
essencial como fator de colonizagao (63).

A maior parte da urease sintetizada pela bactéria situa-se em seu citoplasma. A
producdo de amoénia depende da entrada de ureia na bactéria, que é controlada por uma
proteina de membrana sensivel ao pH. A urease € codificada por um “cluster” de genes
conhecidos como ureA, ureB, ureE, ureF, ureG e ureH. A ativacdo da urease
citoplasmatica pela queda do pH é mediada pela expressdo de um outro gene do “cluster”
de genes da urease, conhecido como urel. O produto deste gene, a proteina Urel,
aumenta a permeabilidade da membrana a ureia em até 300 vezes de acordo com a
reducdo do pH ao redor da bactéria (79). Cepas de H. pylori com delecdo de urel ndo
sobrevivem em pH &cido. A entrada de ureia é altamente especifica, ndo sendo
facilmente saturada, e independente de temperatura e energia (80). Portanto, H. pylori
possui um mecanismo que permite a liberacdo do substrato ureia sobre a urease em
condigbes em que é necessaria a alcalinizagdo local do meio ambiente (Figura 9). A
proteina Urel atua como portdo de um canal, que também permite o refluxo de urease,
aumentando o pH periplasmético e do microambiente préximo, prevenindo acumulo

téxico de ureia dentro da bactéria (80).
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Figura 9- Principio da reacéo de quebra de uma molécula de ureia pela urease bacteriana e consequente alcalinizacéo
do pH local (scienceblogs.com.br- visto em 05/01/2015)

1.5.3. Gene cagA

O primeiro gene cepa-especifico identificado em H. pylori foi o cagA (gene
associado a proteina A). As linhagens cagA+ estdo associadas a inflamacdo mais
intensa e a expressao de citocinas pré-inflamatérias no estbmago humano in vivo quando
comparadas com as linhagens cagA- (81). Estudos demonstraram que pacientes
infectados por linhagens que expressam cagA tém probabilidade trés vezes maior de
desenvolver cancer géastrico do que aqueles infectados por linhagens cagA- (82). O gene
cagA é considerado marcador da ilha de patogenicidade cag (cag-PAl), um elemento
insercional de 40 kb, que contém cerca de 31 genes e é encontrado em aproximadamente
60% a 90% das cepas mundiais. A ilha cag-PAIl é um componente do genoma de H. pylori
gue contém genes homoélogos ao de outras bactérias que codificam componentes de um
sistema de transporte de proteinas efetoras para as células do hospedeiro, (a exemplo a
proteina CagA) permitindo que estas modulem vias do metabolismo celular desta ultima,
incluindo a expressao de proto-oncogenes (83; 11).

A proteina CagA de H. pylori atua como antigeno altamente imunogénico. A
estrutura do gene revela uma regiao 5’ altamente conservada, mas com uma regiao 3’
com numero variavel de sequencias repetitivas, o que leva a variagcdo do comprimento

da proteina. Como a proteina CagA é fortemente imunogénica, qualquer variacdo em seu
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comprimento pode levar a diferentes respostas do hospedeiro, incluindo diferentes graus

de resposta inflamatoria (63).

1.5.4. Gene vacA

O gene vacA (gene codificador da citotoxina vacuolizante VacA) é o segundo fator
de viruléncia de H. pylori mais extensivamente estudado. Esti presente em todas as
cepas de H. pylori e compreende duas partes variaveis: s e m. A regido s (codifica o sinal
peptidico) esta localizada na extremidade 5’ e possui dois alelos, s1 ou s2, sendo que
para o alelo sl existem trés subtipos: sla, slb, slc; a regido média m possui os alelos
m1 ou m2 (84). A combinacdo em mosaico dos alelos da regido s com os alelos da regido
m determina a producdo de citotoxina, responsavel pelo grau de viruléncia da bactéria.
As cepas portadoras do genétipo vacA slml produzem grande quantidade de toxina,
enguanto as cepas s1m2 produzem quantidade moderada, e as cepas s2mz2, pouca ou
nenhuma toxina. As cepas vacA do tipo sla parecem ser mais patogénicas que as slb e
slc ou s2, sendo mais relacionadas a Ulcera péptica. As cepas do tipo ml estdo
associadas a maior risco de danos as células epiteliais do que as do tipo m2 (85). Além
disso, € interessante notar que quase todas as linhagens cagA+ sao classificadas como
sl, enquanto quase todas as cagA- sao classificadas como s2mz2 (65).

A toxina produzida por este gene, é considerada importante fator de viruléncia na
patogénese da ulceracéo péptica e do cancer gastrico. Esta toxina pode induzir multiplas
atividades celulares incluindo vacuolizacdo das células, formacao de canais de

membrana e apoptose (84; 65).

1.5.5. Gene cagE

O predominio de neutrofilos na mucosa gastrica, observado em pacientes infectados
por cepas cag-PAl+, é ligado ao aumento de secrecéo de interleucina-8 (IL-8) secretada
pelas células epiteliais. Entretanto, cepas cagA- também induzem aumento da secrecao
de IL-8 (86). Isto se deve ao fato de que a proteina CagA nao atua diretamente sobre IL-
8. O gene ligado ao aumento da producao de IL-8 € o cagE (gene associado a citotoxina

E), que é um dos genes da ilha cag (87).
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1.5.6. Gene babA

Embora trés alelos deste gene tenham sido descobertos, babB, babAl e babA2,
somente o produto deste ultimo, uma adesina denominada BabA (blood group antigen
binding adhesion) é necessaria para a atividade de ligagdo ao antigeno b de Lewis
(expresso nas células epiteliais gastricas humanas) (88). Ele pode ser um importante
produto de patogenicidade ao permitir o contato entre a bactéria e o epitélio e ainda,
facilitar a liberac&o de fatores de viruléncia como as proteinas CagA e VacA (63). Alguns
estudos mostram que babA2, cagA e vacA s1ml quando expresso na mesma linhagem,
agem sinergicamente aumentando a inflamacgéo, podendo ser risco em potencial para a

metaplasia intestinal (89; 11).

1.5.7. Gene dupA

A funcéo deste gene (duodenal ulcer promoting gene A) ndo esta completamente
entendida, tendo sido associado ao aumento na producgéo de IL-8 na mucosa antral in
vivo, assim como de células epiteliais gastricas in vitro (11). Descrito pela primeira vez
em 2005 por Lu e colaboradores, foi relatado que a infec¢do por linhagens dupA+ em
diferentes populacdes estariam fortemente associadas a Ulceras duodenais e
negativamente associadas ao cancer gastrico (90). Opostamente, outros estudos
relacionam o dupA ao céancer gastrico, mostrando que sua funcdo ndo esta ainda
completamente entendida (11).

Embora haja muito conhecimento a respeito dos fatores de viruléncia de H. pylori,
ha diversas questbes ainda sem respostas, especialmente aquelas referentes a

especificidade de cada um dos fatores de viruléncia e o desfecho clinico relacionado (11).

1.6 Resposta Imune

H. pylori pode colonizar seu hospedeiro humano por toda a vida sendo, portanto,
bem adaptado a vida no estdbmago. Como toda linhagem deflagra ao menos alguma
inflamagé@o no hospedeiro, o organismo deve encontrar um equilibrio de modo a néo
provocar uma resposta imune vigorosa o suficiente para ser eliminado (5). Embora os

fatores determinantes para desfechos clinicos ndo sejam completamente conhecidos, o
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desenvolvimento de uma atividade inflamatoria e resposta imune sustentada parecem
ser essenciais para o desenvolvimento da doenca (91).

Faremos aqui uma breve descri¢cao das etapas que levam a resposta inflamatoria do
hospedeiro (figura 10) iniciando com a ingestado de H. pylori que tem que evadir-se da
atividade bactericida da luz gastrica, atravessar a camada de muco e estabelecer contato
com o epitélio, o que é feito através da enzima urease e dos flagelos. Uma vez sobre o
epitélio gastrico, a bactéria se adere fortemente por intermédio de adesinas, como a
proteina BabA, e desencadeia a resposta imune inata e adaptativa (91).

O contato da bactéria com monacitos e outras células apresentadoras de antigenos
leva a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-18 e IL-8 que exercem
quimiotaxia sobre neutrdfilos (92). Varios estudos demonstram ainda que o contato entre
H. pylori e as células epiteliais gastricas resulta em rapida ativacdo do NF-kB e do fator
de transcricdo ativador de proteina 1 (AP-1) que € seguido pelo maximo aumento de IL-
8 (93). A ruptura celular junto as “tight junctions” (juncdes apertadas) aumenta a
apresentacdo de antigenos na lamina propria resultando também no aumento da
producédo de citocinas proé-inflamatérias como a IL-8 (92).

H.pylori causa uma inflamagéo géastrica continua em praticamente todos os
individuos levando a resposta imune adaptativa que consiste inicialmente de neutréfilos,
seguida de linfécitos T e B, células plasmaticas e macréfagos com variados graus de
degeneracdo celular e injaria (94). A producdo de inUmeras substancias antigénicas
incluindo, urease e LPS (lipopolissacarideos) que sao processados por macréfagos na
lamina prépria ativam as células T (95).

Esta resposta do hospedeiro é predominantemente Th-1, e por sua vez se associa
a maiores niveis de INF-x¥ e promove a resposta celular. Estes achados levantam a
hipotese de que uma resposta Th-1 aberrante do hospedeiro contra um organismo que
deveria induzir uma resposta secretora (Th-2) deve influenciar e perpetuar a inflamacéao
gastrica (79). O aumento de células T na lamina propria caracteriza a gastrite cronica
(91).

Para sobreviver no ambiente gastrico hostil e escapar da resposta imune, H. pylori
ativa uma série de mecanismos para modificar o0 microambiente a seu favor e reduzir a
atividade fagocitica e apresentadora de antigenos (96). A exemplo podemos citar a

resisténcia ao menos parcial ao ataque de fagocitos, talvez devido ao dano nas
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membranas dos fagosomos causado pela amoénia produzida pela bactéria (97). A
expressdo dos antigenos de Lewis na superficie de H. pylori pode ajudar na sua
camuflagem. Outro mecanismo em potencial para a evasao do sistema imune pode ser
a modificacdo de sua morfologia. Seu significado na infeccao € desconhecido, podendo
representar uma forma ambiental latente de resisténcia ou fase dormente que pode ser
induzida a reverter a forma bacilar virulenta in vivo (6). Formas cocoides j& foram
demonstradas na mucosa gastrica humana (98).

A colonizacao por H. pylori induz uma resposta humoral sistémica vigorosa, assim
como uma resposta local. No entanto, a producdo destes anticorpos nao leva a
erradicacao, sugerindo que o muco gastrico funcione como barreira protetora contra o
acesso destes anticorpos (79). Ainda, a ineficaz resposta humoral contra H. pylori e seus
componentes pode na verdade contribuir para a patogénese, pois alguns anticorpos
monoclonais contra esta bactéria apresentam reacao cruzada com o epitélio gastrico (99).

Sabemos que LPSs séo classicos ativadores da inflamacao, no entanto, quando se
comparou a estrutura dos LPSs de H. pylori com a de enterobactérias, observou-se que
aqueles sdo 1000 vezes menos ativos e fracamente ativam macréfagos (100). A
dificuldade de entender a resposta imune protetora e porque a resposta natural parece
ser ineficaz, se deve ao incompleto conhecimento da patogénese da bactéria e também

da contribuigdo dos fatores do hospedeiro (61) .
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Figura 10-Patogénese de H. pylori e resposta inflamatoria. H. pylori coloniza o epitélio gastrico através da urease. A
adesdo de H. pylori as células epiteliais e a injecdo da CagA resulta em producgdo de IL-8 e outras quimiocinas e
ativacao da resposta inata e adaptativa. Para evadir-se da resposta imune a bactéria desenvolveu mecanismos para
reducdo de seu reconhecimento pelos sensores imunes, de reducédo da ativacdo de células imunes e escapar de
efetores imunes. PMN=células polimorfonucleares IL=interleucina Th=células T "helper”’ INFx=interferon gama NO=
Oxido nitrico. Esquema retirado de Portal-Celhay e Perez-Perez (Clin Sci 2006, 110; 305-14)

A persisténcia da colonizacdo depende da capacidade de responder as mudancas
do microambiente e de contornar os mecanismos de defesa do hospedeiro que se
iniciaram durante a infeccdo. Um importante fator para persisténcia da infeccdo € o
rearranjo gendmico do DNA gue permite a expressao de antigenos de superficie e evasao

da resposta imune.
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2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo por H. pylori € uma das mais prevalentes no mundo. H4 uma grande
variabilidade nas taxas de infeccdo entre os diversos paises, podendo estar presente em
80% ou mais nas populacdes de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, a
exemplo o Brasil.

Dada a sua importancia na etiologia de doencas gastroduodenais, como a gastrite,
a Ulcera gastrica, a Ulcera duodenal, o cancer gastrico, o linfoma MALT e ainda, a grande
variabilidade genética caracteristica deste microrganismo, é de fundamental importancia
gue estudos regionais sejam desenvolvidos.

Embora o Rio de Janeiro seja a segunda maior cidade do Brasil e a trigésima-quinta
mais populosa do planeta raros estudos abordam a caracterizacdo de linhagens e os
aspectos relacionados a patogenicidade e consequente desfecho clinico, podendo
contribuir para futura otimizacado da abordagem terapéutica. Esta dissertacdo se alinha
com esta proposta e busca associar 0 gene cagA com a intensidade do infiltrado

inflamatorio no tecido gastrico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar casos humanos com lesdes gastroduodenais associados a infecgdo por H.

pylori.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Diagnosticar lesdes gastroduodenais nos pacientes incluidos no estudo.

3.2.2 Detectar a infeccao por H. pylori a partir de biopsias gastricas dos pacientes.

3.2.3 Caracterizar geneticamente H. pylori através da identificacdo do gene de viruléncia

cagA.

3.2.4 Relacionar o status cagA de H. pylori com o processo inflamatério do epitélio

gastrico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi aprovado pela dire¢cdo do Hospital Escola S&o Francisco de Assis
(H.E.S.F.A), cenério de pratica deste trabalho (Anexo 1). ApGs inscricdo na Plataforma
Brasil, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundacéo
Oswaldo Cruz/Instituto Oswaldo Cruz estando registrado com o numero do Certificado
de Apresentacao para Apreciacio Etica (CAAE) 12423113.8.0000.5248.

4.2 Populagéo estudada e critério de exclusdo

A populacéo do estudo foi constituida por 72 individuos com idade variando entre
19 e 77 anos, provenientes da demanda espontanea do Servigo de Endoscopia Digestiva
do Hospital Escola Sao Francisco de Assis (HESFA) - unidade pertencente ao Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e, portanto, integrante do
Sistema Unico de Satide (SUS). A participacéo destes individuos se deu no periodo de
18/06/2013 a 08/04/2014.

Individuos com queixas digestivas e encaminhados para a realizacdo de exame
endoscopico foram convidados a participar e receberam orientacées sobre o exame e 0s
objetivos do projeto de pesquisa. Apos leitura e informagdes sobre o “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” foi obtida a assinatura que formalizou a autorizacéo
destes pacientes como voluntarios neste estudo.

Pacientes sem tratamento prévio para erradicacdo de H. pylori e que apresentaram
achados endoscopicos de gastrite, Ulcera duodenal, Ulcera gastrica, linfoma MALT e/ou
cancer gastrico foram incluidos. Em contrapartida, os critérios de exclusao consistiram
de: pacientes que fizeram uso de IBP (inibidores de bomba de prétons), bloqueadores H2
ou anti-inflamatorios nos ultimos 15 dias, de antibidticos nas ultimas 8 semanas,
pacientes em programa de anticoagulacdo ou com disturbios da coagulacdo sanguinea
e gestantes.

Considerando o sintoma/motivo predominante relatado por cada paciente que

justificava o exame, podemos listar: epigastralgia (56,9% dos casos), pirose e sintomas



30

relacionados a DRGE (23,6%), plenitude pdés-prandial (5,5%), dor abdominal (1,3%),
controle de Ulcera gastrica (2,7%), gases estomacais (1,3%), queimacao epigastrica
(8,3%).

4.3 Coleta e processamento de material biolégico

Antes do exame de endoscopia, foi preenchido protocolo com dados de
identificacdo, histéria clinica, medicamentos em uso e comorbidades (Anexo 2). A
endoscopia digestiva foi realizada sob sedag&o consciente, utilizando-se 4 ou 5
borrifadas de xilocaina spray a 10% na faringe posterior, além de meperidina 100mg/mL
em doses que variavam de 20 a 50 mg intravenosa e midazolam 5mg/mL em doses de 3
a 7mg intravenoso. Sob visdo direta, o aparelho foi introduzido pela cavidade oral,
examinando-se todo o trato digestorio até a segunda porcado duodenal. As biopsias
géastricas foram coletadas ao final do exame, usando pinca reutilizavel, sem espicula,
cardiaca e saturacdo de oxigénio foram continuamente monitorados e, ao término do
mesmo, o0 paciente foi encaminhado a sala anexa onde permanecia 0 tempo necessario
para se recuperar da sedacao

Todos os exames foram realizados com videoendoscépio GIF160 (Olympus,
Japan). Apds cada procedimento todo equipamento era submetido a limpeza, enxague e
a desinfeccdo com Cidex® OPA (Johnson & Johnson, UK) durante 30 minutos conforme
recomendacdo da ANVISA. Nos exames incluidos neste estudo foram coletados tecido
gastrico do antro e corpo, que foram processadas de acordo com 0S ensaios
experimentais. Para cultivo bacteriano in vitro, um fragmento do antro foi transferido para
microtubo de 1,5 mL contendo 1,0 mL de solucéo salina a 0,85% e agitado em vértex por
10 segundos. Apoés lavagens sucessivas (3x), o fragmento foi transferido para outro
microtubo (2,0 mL) contendo 500 pL de caldo Tioglicolato e conservado a 4°C por um
periodo de até 6 horas para posterior cultivo em placa.

Outro fragmento do antro foi transferido para tubo estéril, seco e preservado a -20
°C até seu processamento para extragdo do DNA bacteriano. As amostras de antro e
corpo destinadas as analises histopatoldgicas foram fixadas e processadas como

descrito a seguir.
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4.4 Andlise histopatologica

Apos coleta e fixacdo em 20 mL de formol a 10%, dois fragmentos de tecido (3 a 5
mm), sendo um do antro e um do corpo géstrico, foram desidratados em série crescente
de alcool etilico (70%-99,7%, 1h cada), clarificados com xilol (3X durante 1h) seguido de
infiltracdo e inclusdo em parafina. Esta etapa foi realizada em autotécnico (Lupe, Brasil).
Os espécimes emblocados em parafina foram seccionados em microtomo (Leica,
Alemanha), e cortes de 4 um foram coletados e dispostos para flutuacdo em superficie
de &gua aquecida, permitindo sua aderéncia as laminas. Em seguida, o material foi
colocado em estufa a 60°C para desparafinizacdo por 30 min. Posteriormente corado pelo
método de Giemsa durante 10 minutos e por Hematoxilina e Eosina num total de 5
minutos, sendo lavado e montado, entre lamina e laminula, com meio de montagem
Balsamo do Canadéa. As preparagcfes foram entdo, examinadas ao microscoépio de luz
(Nikon €200, Japan) por médicos patologistas experientes da UFRJ.

Com o objetivo de uniformizar os laudos histolégicos para as gastrites, foi aplicada
a classificacéo internacionalmente conhecida como Sistema Sydney. Este sistema utiliza
uma escala visual analoga que representa a intensidade de 5 variaveis histolégicas
analisadas: a densidade de H. pylori na amostra estudada, a atividade neutrofilica
polimorfonuclear, a inflamacao cronica, a atrofia glandular e a presenca de metaplasia
intestinal. Todas estas variaveis séo classificadas quanto a sua intensidade em leve,
moderada e intensa (acentuada). Em relacdo a inflamacdo croénica, o infiltrado
inflamatorio inicial € composto por neutréfilos, sendo logo seguido pela migracdo de
células mononucleares como mastoécitos, eosindéfilos, mondcitos, linfocitos B, mas,
principalmente linfocitos T. De modo geral, aceita-se como esperado um numero de 2 a
5 linfécitos intra-epiteliais por campo de grande aumento sendo valores acima destes,

diagnosticados como gastrite cronica (101).

4.5 Cultivo em placa e extracdo térmica do DNA

Os fragmentos de tecido destinados ao isolamento de H. pylori em cultivo in vitro
foram transportados para o Instituto Oswaldo Cruz/ Fiocruz e, em cabine de seguranca

biologica, foram macerados com a parte posterior de uma alca de Drigalski dentro do
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préprio frasco de transporte, com minima quantidade do Tioglicolato. A seguir, as
amostras foram semeadas em placa de Petri com auxilio de uma alca flambada, por
técnica de esgotamento, em meio de cultura seletivo constituido de agar Brucella com
albuMAX 11® a 1% (Gibco-BRL®, EUA) e suplemento seletivo de Skirrow® (Oxoid,UK)

composto de vancomicina 10 mg/l, trimetropim 5mg/l e polimixina B 2.500 UI/L.

As placas foram incubadas em jarra hermeticamente fechada contendo uma placa
adicional aberta, com um comprimido de Sonrisal® (GSK, UK) e um pedaco de cerca de
2 cm de 1a de aco em 20 mL de agua. O periodo de incubacédo foi de até 10 dias em
estufa bacteriolégica a 37 °C.

As colbnias foram identificadas morfologicamente como puntiformes, translicidas e
sem pigmentacdo. Identificacdo fenotipica foi realizada através do teste da urease ao
inocular com agulha bacteriolégica flambada algumas colénias em microtubo de 0,2 mL
contendo 0,1 mL de ureia e indicador de pH. Apos sua identificacdo, parte das colbnias
visualizadas foram preservadas em criotubos (2,0 mL) com TSB (Tryptona Soya Broth) e
glicerol a 20% e ainda, em microtubos com leite desnhatado a 10%, sendo mantidas a -
70°C. O restante (aproximadamente 1/3 das colbnias visualizadas) foi colocado em
microtubo (2,0 mL) com cerca de 500 pL de 4gua destilada, agitadas em vortex por alguns
segundos e levadas a fervura em banho-maria durante 15 minutos, sendo o DNA total
obtido pelo método de choque térmico apds imediato resfriamento a -20°C. Este material
foi posteriormente descongelado a temperatura ambiente e centrifugado a 13000 rpm
(Brinkmann Eppendorf Centrifuge 5415C, Alemanha), por 1 minuto para utilizagdo nas

reacdes em cadeia da polimerase (em inglés Polymerase Chain Reaction - PCR).

4.6 Extracdo do DNA bacteriano a partir de amostras de tecido gastrico

Para as amostras negativas para H. pylori no cultivo in vitro, a extragdo do DNA
bacteriano a partir do tecido gastrico (preservado a -70°C) foi realizada com o kit QlAamp
DNA Mini Kit® (QIAGEN, Holanda) de acordo com as instrucdes do fabricante (32 edicdo-
2012).
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4.7 Reacdes de PCR

Os genes gimM, cagA e vacA foram alvos das reacdes de PCR de amostras
positivas no cultivo bacteriano in vitro, enquanto para amostras onde ndo se obteve o
cultivo da bactéria, o alvo foi o gene glmM, por ser um gene constitutivo. As reacdes de
PCR foram realizadas no termociclador TX 96 (AmpliTherm, EUA) e consistiram da
incubacédo de 5uL de DNA total em 10uL de tampé&o 1x, 6 pL de MgCl2 3mM, 0,3uL de
Tag DNA polimerase 1,5 Ul (todos da marca Promega®, EUA), 1uL de dNTP 0,2 mM
(ultrapure dNTP set — GE Healthcare®, UK), 2uL do primer (iniciador) especifico (100-
200ng) dos genes alvo (Tabela 1), completando a reacao para um volume final de 50uL
com agua Mili-Q. Em seguida, as amostras foram submetidas a diferentes condi¢cfes de
termociclagem (Tabela 1).

Para cada reacéao foi adicionado um padréo de peso molecular de 668 pb para os
genes cagA e vacA e 294 pb para o gene glmM, um controle negativo composto pelo mix
de reagentes sem DNA e um controle positivo que consistiu de amostra inicial do estudo
cujo sequenciamento e comparacdo com banco de dados GenBank confirmou a
presenca dos genes de H. pylori em questdo. Em caso de amplificacdo negativa para os
genes alvos cagA proveniente do cultivo e do gene glmM proveniente da amostra de

tecido gastrico, a reacao de PCR era repetida mais uma vez.
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Tabela 1- Sequéncia dos primers, tamanho dos produtos de PCR em pares de base (pb) e condi¢des de
termociclagem para os genes gimM,cagA e vacA

Primers

Sequéncia do primer (5’ — 3)

Tamanho do
produto de PCR

Condicbes da
reacao de PCR

gmM F

gmM R

AGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT

AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC

294 pb

294 pb

94°C — 3’ hold
94°C - 30”
55°C-30" 40x
72°C - 30"

72°C — 10’ hold

4° C - infinito

cagA F

cagA R

AATACACCAACGCCTCCAAG

TTGTTGGCGCTT GCTCTC

493 pb

493 pb

95°C - 5’ hold
95°C - 30”
55°C - 30" L40x
72°C -1

72°C — 10’ hold

4°C - infinito

vacA F

vacA R

ACAACCGTGATCATTCCAGC

ATACGCTCCCACGTATTGC

600 pb

600 pb

95°C - 5’ hold
95°C - 30”
55°C - 30" L40x
72°C -1

72°C — 10’ hold

4°C - infinito
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4.8 Analise dos produtos amplificados

Os produtos das reacdes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% para o gene glmM e a 1,5% para os genes cagA e vacA em cuba contendo
TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA). Foram utilizados 10 pL de cada amplicon. O tempo e
voltagem iniciais para o gene glmM foram de: 15 min — 80 volts seguido de 30 min- 60
volts. Apos impregnacdo em brometo de etidio por 30 segundos, o gel foi submetido
novamente a 60 volts por mais 10 minutos. Para 0os genes cagA e vacA foi utilizado tempo
e voltagem de 15 min-60 volts seguido de 30 min-40 volts. Apos impregnacdo com
brometo de etidio aplicou-se novamente a voltagem de 40 volts por mais 10 minutos. Os
produtos amplificados foram analisados em transiluminador UV (Kodak Gel Logic 112
Imaging System- Carestream Health, EUA).

4.9 Purificacdo e Sequenciamento dos produtos de PCR

Para se obter as sequéncias dos genes glmM, vacA e cagA de cada amostra, 0s
produtos amplificados nas reacdes de PCR foram purificados com o kit PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, UK) seguindo as instrucbes do fabricante.
Novas reacdes de PCR foram realizadas com 5uL dos amplicons purificados acrescidos
de 5uL de solucéo tampéo (corante azul de Bromofenol e TAE 50X). A concentracao de
DNA purificado foi estimada pela visualizacdo das bandas em gel de agarose. A reacéo
de sequenciamento foi realizada de acordo com o protocolo recomendado pelo kit Big
Dye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v 3.1 (Applied Biosystems, EUA),
utilizando somente os primers “R”. As sequéncias foram obtidas no sequenciador
automatico 3730xI DNA Analyser (Applied Biosystems, EUA). Esta técnica encontra-se
padronizada e vem sendo rotineiramente utilizada no Laboratério de Genética Molecular

de Microrganismos do 10C.
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4.10 Analise dos dados gerados pelo sequenciamento

Os resultados foram analisados através do programa CHROMAS versao 2.01 e
comparadas com as sequéncias depositadas na base de dados do NCBI, (GenBank -
http://www.ncbi.nhm.nih.gov) usando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment

Search Tools) para que através da identidade com as linhagens depositadas,

efetivamente se confirmasse H. pylori.


http://www.ncbi.nhm.nih.gov/

RESULTADOS
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5. RESULTADOS

No presente estudo coletamos biopsias gastricas através de exame endoscopico
para isolamento de H. pylori e confirmacé@o de sua presenga utilizando o método da
urease e analise histopatoldgica e amplificagdo dos genes glmM e vacA. As amostras
foram coletadas de 72 pacientes consistindo de 51 mulheres (70,8%) e 21 homens
(29,2%) com idades entre 19 e 77 anos. O principal achado endoscopico foi de gastrite
(86,1%), seguido de Ulcera péptica em diferentes estagios (11,1%), cancer gastrico e

duodenite erosiva (1,3% cada) (Figura 11).

1,38%

11,11%

86,11%

M gastrite
M Ulceras pépticas
M cancer

M duodenite

Figura 11 — Perfil de lesGes gastricas evidenciadas a endoscopia digestiva alta (%). Note a maior incidéncia de gastrite
guando comparada as demais lesdes gastricas diagnosticadas.

Das 72 amostras, 71 foram submetidas ao cultivo em meio seletivo com albuMAX
[1® a 1%, um suplemento altamente purificado a base de albumina bovina e rico em

lipideos, adicionado ao meio como substituto do tradicional uso de sangue. Apés um
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periodo de incubacdo que variou de 2 a 10 dias, obtivemos o crescimento de coldnias
bacterianas em 64% (46/71) das amostras, com um periodo minimo de tempo para
crescimento e visualizacdo adequada das coldnias de 3 a 5 dias em 76% (35/46) das
amostras positivas cultivadas.

Usualmente o reconhecimento das colénias de H. pylori é realizado através de sua
visualizacdo. Em nosso estudo, realizamos tanto a caracterizacdo fenotipica quanto
genotipica. No primeiro caso, as diminutas coldnias translicidas, ndo pigmentadas,
caracteristicas de H. pylori (Figural2), foram submetidas ao teste de urease. Este teste
colorimétrico, que detecta a presenca de urease produzida por H. pylori através da quebra
de ureia em amonia e CO2 acarretando mudancga de coloracdo do meio amarelo para
rosa, demonstrou a presenca da bactéria em todas as amostras positivas (64%) em meio
albuMAX 11®, revelando-se, portanto, um método de isolamento de H. pylori bastante

eficiente.

Figura 12 - Cultivo de material biol6gico proveniente de biopsia gastrica em meio sélido com albuMAX 1I®. A manuteng&o
das culturas em microaerofilia revelou diminutas colénias translicidas caracteristicas de H. pylori.

Além da analise fenotipica, identificamos a bactéria nas amostras positivas em
cultivo (46/71) por PCR, através da amplificacdo dos genes gimM e vacA. Obtivemos a
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amplificacdo do gene gimM em 91% (42/46) dos isolados, e do gene vacA, em 82%
(38/46).

Dando continuidade a identificacdo genotipica dos isolados obtidos em cultura, os
fragmentos amplificados resultantes das PCRs foram purificados e sequenciados
utilizando somente os primers R do gene glmM, comparando-se com as sequéncias
depositadas no banco de dados GenBank, a fim de obter por identidade a confirmacao
com as linhagens de H. pylori. Nas amostras de cultivo negativas para o gene gimM o
sequenciamento foi realizado para a identificacdo do gene vacA. Em ambos os casos foi
confirmada identidade de todas as nossas amostras sequenciadas com as linhagens de
H. pylori depositadas no banco de dados.

Nas 26 amostras negativas em meio Brucella com albuMAX 1I®, avaliamos a
presenca de H. pylori pela detec¢cdo do gene glmM através da PCR. H. pylori foi
identificado em 15% (4/26) das amostras de tecido do antro que se revelaram negativas
em cultura. Neste conjunto de amostras (4), somente 1 biopsia se revelou positiva apenas
por este método. De um total de 72 amostras,13 (18%) ndo evidenciaram a bactéria por
nenhum método.

Além de utilizarmos PCR como ferramenta para identificacdo, estas reacdes
também foram usadas para caracterizar as linhagens cultivadas (46 amostras) através
da identificacdo do gene cagA. Os resultados das amplificacbes e sequenciamento de
fita unica “R” deste gene de viruléncia revelaram a presenca do cagA em 65% (30/46)

dos isolados de cultura.
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A figura 14 evidencia os valores absolutos e percentuais da positividade no teste

da urease e da amplificacéo dos genes glmM, vacA, cagA para os isolados obtidos.

42 (91%)

38 (82%)

30 (65%)

tal de amostras [teste da urease [glmM [JvacA McagA

Figura 13 - Teste da urease e amplificacdo dos genes gimM, vacA e cagA a partir dos isolados obtidos. Os resultados
estao expressos em valores absolutos e percentuais

Considerando o cagA um gene de viruléncia de H. pylori e sua relacdo com a
patogenicidade, avaliamos a correlagdo dos achados endoscépicos com a presenca
deste gene em bactérias isoladas em cultivo (46). Nossos resultados revelaram a
presenca de linhagem cagA+ em 60% dos casos de gastrite (24/40), 100% dos casos de

Ulcera (5/5) e no Unico caso de cancer gastrico da populacdo estudada (figura 14).
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Ulceras pépticas cancer gastrico

total de amostras cultivadas  H cagA+

Figura 14 — Achados endoscdpicos e status cagA+ nas linhagens cultivadas

Ainda, as bidpsias gastricas processadas rotineiramente para analise
histopatologica foram coradas pelo método de Giemsa e hematoxilina e eosina,
permitindo assim a confirmacédo do diagnostico de gastrite, Ulceras e cancer dentre outras
lesbes, além da pesquisa de atividade inflamatoria, alteragbes precursoras do cancer
gastrico, da presenca de H. pylori e sua densidade nos fragmentos de bidpsia coletados.

A presenca de H. pylori, evidenciada pela coloracdo de Giemsa, foi demonstrada
em 77% (56/72) dos pacientes. A figura 16 exemplifica a presenca de H. pylori em

amostra de tecido gastrico corado pelo método de Giemsa.
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Figura 15- Imagem representativa de 56 amostras positivas para H. pylori ao histopatolégico. A coloragdo pelo método
de Giemsa permitiu evidenciar microrganismos espiralados (circulo) na regido do antro. Aumento 400x. Inserto com
imagem da bactéria e sua associagdo com o epitélio gastrico.
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Na tabela abaixo uma visdo detalhada dos métodos utilizados para deteccdo e
caracterizagao de H. pylori com seus respectivos resultados.

Tabela 2- Resultados obtidos com os métodos de detecgéo e caracterizagdo de H. pylori nas 72 amostras
do estudo. NA=ndao se aplica; +=positivo; - =negativo

N© Cultivo Histopatologico glmM glmM cagA vacA

amostras tecido cultivo cultivo cultivo
21 + + NA + + +
11 + + NA + - +
5 + + NA + + -
3 + + NA - + +
1 + + NA - - +
3 + + NA + - -
1 + - NA + + -
1 + - NA + - +
9 - + - NA NA NA
2 - + + NA NA NA
1 - - + NA NA NA
13 - - - NA NA NA
1 NR + + NA NA NA

Total 72 46/72 56/72 (77%) 4126 42/46 30/46  38/46
(64%) (15%) (91%) (65%) (82%)

Em nosso estudo, nos casos de gastrite em que H. pylori foi isolado,
correlacionamos a intensidade do infiltrado inflamatério das regides do antro e corpo
géstrico, com o perfil de viruléncia das linhagens, ou seja, com a presenca do gene cagA.

As analises histopatologicas das amostras cagA+ (total de 24 amostras) demonstraram
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um predominio de inflamacédo moderada e acentuada na regido do antro e corpo. Para
as linhagens cagA™ (total de 13 amostras) o perfil do infiltrado inflamatorio variou entre as

intensidades leve a acentuada no antro e majoritariamente leve no corpo. Destacamos a
auséncia de infiltrado inflamatério de intensidade leve nas amostras positivas para o gene
cagA. Uma diferenca relevante foi evidenciada na regido do corpo gastrico, onde o
infiltrado inflamatorio leve estava presente no maior nimero de amostras cagA-, embora
exibisse em outro extremo, valor semelhante as linhagens cagA+ para amostras com
acentuado grau de inflamacéo no corpo (Figura 17). Vale ressaltar que trés amostras
cagA- ndo foram incluidas nas andlises por falta de representacdo de uma das regides

(antro ou corpo).

70

60

50
40
30
20
1

antro cagA+ corpo cagA+ antro cagA- corpo cagA-
Mleve % 0 4,1 15,3 46,1
M moderado % 54,1 58,3 46,1 15,3

‘ 4 acentuado % 45,8 37,5 38,4 38,4

Figura 16 - Os dados mostram o valor percentual de amostras cagA+ e cagA- e sua associa¢cdo com a intensidade da
inflamacao tecidual nas regides do antro e corpo gastrico

o

o

A figura 18 revela a presenca de infiltrados inflamatorios na mucosa gastrica do
antro. Intenso infiltrado inflamatdério, frequentemente observado nos casos de linhagens
cagA+ e casos de gastrite crénica com evidéncia de infiltrado inflamatério acentuado e

difuso e ainda a presenca de hemorragia no tecido gastrico.
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Figura 17 - As figuras acima evidenciam infiltrados inflamat6rios em laminas coradas pela H&E. A- intensa infiltracéo
de neutrdfilos no antro gastrico (setas brancas). Aumento 100x. B- Inflamag&o crénica com intenso infiltrado linfocitario
(setas brancas) e hemorragia. Aumento 40x.

Por fim, avaliamos a prevaléncia da infeccdo por H. pylori de acordo com a faixa
etaria dos pacientes. Nossos resultados revelaram a presenca de H. pylori em 81,9%

da populacéo adulta, com pico na faixa etaria de 30-39 anos (27,11%). Em faixas etarias



47

superiores, ha reducao global na prevaléncia da infec¢cédo, com decréscimo acentuado no

grupo da terceira idade (=260 anos). Alcancando uma prevaléncia de apenas 10,16%

(figura 18).

20

18

16

14

12

10

numero de individuos

(27,11%)
13
13 (22,03%)

11 (18,64%)

6 (10,16%)

19-29 30-39 40-49 50-59 60 e mais
total de individuos = individuos Hp+

Figura 18 - O gréafico mostra a curva de prevaléncia para as diferentes faixas etarias em relagcao ao total de participantes
em cada faixa etaria. Observar o pico de prevaléncia na faixa dos 30-39 anos e seu decréscimo a partir dos 60 anos.
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6. DISCUSSAO

Desde seu isolamento e caracterizacdo como agente patogénico e causador de
lesbes gastroduodenais em 1982, H. pylori tem sido objeto de intensas pesquisas no
mundo todo. Pouco mais de trinta anos depois, sabe-se que H. pylori coloniza
aproximadamente 50% da populacdo mundial e que, no entanto, somente cerca de 15-
20% destes individuos irdo apresentar um dos desfechos clinicos relacionados a
infeccdo: Ulceras pépticas, adenocarcinoma gastrico e linfoma MALT. Estas duas ultimas
patologias levaram H. pylori a ser classificado pela Organizacdo Mundial de Saude como
carcinégeno tipo |. Para o restante dos infectados algum grau de resposta inflamatéria
ocorre, mas nem sempre associada a sintomas detectaveis.

Esta bem estabelecido que fatores relacionados ao ambiente, ao hospedeiro e a
prépria bactéria sdo fundamentais para se entender o resultado desta infec¢do. Até o
presente momento, fatores inerentes do hospedeiro ainda tém muito a ser desvendado,
enquanto os fatores relacionados a bactéria estdo em constante descoberta, a exemplo,
a presenca ou auséncia de linhagens portadores de genes de viruléncia como o cagA,
sua prevaléncia nas diferentes populagdes e o resultado da infeccao por estas linhagens.
A intensa variabilidade genética de H. pylori, resulta em diferentes desfechos nédo sé a
nivel de paises, mas também dentro das diversas regiées de um mesmo pais. Estes fatos
nortearam a realizacao deste estudo, que na pratica teve inicio com a coleta de biépsias
gastricas a partir de exames endoscopicos.

Embora o cultivo seja um método caro e que consome tempo, é essencial quando
se deseja otimizar tratamentos através de antibiograma. O isolamento primario de H.
pylori € um processo dificil com taxas de sucesso variando entre 70-80%, n&o existindo
um meio de cultivo “ideal” (102).

H. pylori € uma bactéria fastidiosa de dificil isolamento (43). Em nosso estudo
usamos o albuMAX II®, suplemento a base de albumina bovina altamente purificada e
rica em lipideos, como alternativa ao uso de sangue. Inicialmente usado para crescimento
de Plasmodium falciparum como substituto do sangue, o albuMAX II® foi usado para
crescimento em meio de cultura sélido ou liquido para varias linhagens de H. pylori com
sucesso. As vantagens desse suplemento estdo em fornecer nutrientes (lipideos e

colesterol) em concentragdes constantes de um lote para outro, dispensar refrigeracao e
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evitar as dificuldades existentes em alguns locais para importacdo de produtos animais
(soro fetal bovino) para uso em meio de cultura (103).

Das 71 amostras do antro coletadas para cultivo, 46 (64%) evidenciaram a bactéria.
Na tentativa de maximizar os resultados usamos estratégias descritas na literatura como
eficazes: agitacdo em vortex com solucdo salina a 0,85%, uso de meio seletivo e
realizacdo das coletas para cultivo antes das coletas para o histopatolégico (43). Todos
0s pacientes foram ainda selecionados de modo que nenhum fator externo pudesse
alterar a colonizacao gastrica e, portanto, a representacdo da bactéria nos fragmentos.
No entanto, a distribuicdo irregular de H. pylori na mucosa géstrica, assim como a
presenca de metaplasia intestinal no antro, a possivel contaminacédo da pinca de biopsia,
a perda da viabilidade durante o transporte séo fatores que podem contribuir para falsos
negativos (104). Ainda assim nossos resultados ficaram dentro do esperado e bem acima
de outros a exemplo de estudo realizado no Chile, onde foram observadas coldnias em
apenas 41,3% das amostras cultivadas em meio agar com 7% de sangue de carneiro e
1% de extrato de levedura (105) e no Parand, onde se obteve coldénias em 51,9% das
amostras usando BHI (brain heart infusion) com sangue de carneiro desfibrinado a 10%
(106).

Para confirmacdo genotipica das bactérias, usamos PCR para amplificacdo dos
genes gimM e vacA. PCR foi desenvolvida nos anos 80 e desde entédo tem sido aplicada
ndo s6 para a deteccdo de H. pylori, mas também para genes relacionados a
patogenicidade e mutacGes associadas a quimiorresisténcia.

A escolha destes genes baseou-se no fato de ambos estarem presentes em todas
as linhagens, além disso, foi demonstrada por Lu e colaboradores, maior especificidade
do glmM na detecc¢éo de H. pylori quando comparado com 16sRNA e ureA dentre outros
(107). Em nossos isolados obtivemos taxa de amplificacdo de 91% (42/46) para o gene
glmM e de 82% (38/46) para o gene vacA. Por ser o gimM um gene constitutivo, seria
esperado uma amplificacdo em todas amostras como bem demonstrado (70) no entanto,
obtivemos taxa de amplificacdo de 91%. Como nosso objetivo era somente confirmar
geneticamente a presenca da bactéria em cada amostra, as reagcdes com resultado
negativo ndo foram repetidas, confirmando-se entdo a presenca do H. pylori através do
gene vacA. E fato conhecido que H. pylori exibe significativa diversidade em multiplos

genes incluindo aqueles que codificam proteinas estruturais, cagA e vacA (6). Esta
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grande diversidade, com a presenca de multiplos alelos, pode ser fator limitante nas
reacoes de PCR. Além disso, as concentracdes dos reagentes, as condi¢cdes de reacao,
(apesar de ajustadas) e a possibilidade da presenca de inibidores dentre outros, sao
fatores limitantes das reacfes de PCR que néo podem ser descartados embora todas
as medidas protocolares tivessem sido tomadas para evitar tais interferéncias.

As reacOes de sequenciamento que se seguiram e a comparacao das sequencias
obtidas com as do banco GenBank confirmaram todos os isolados como H. pylori.

Para as amostras onde ndo se observou a presenca da bactéria pelo cultivo, demos
seguimento as reacdes de PCR fazendo a extracdo do DNA diretamente do tecido
géstrico tendo como alvo o gene glmM. Das 26 amostras testadas, 4 (15%) amplificaram
este gene, no entanto em somente uma, nenhum outro método realizado havia
evidenciado a bactéria. H& relatos de que a densidade da bactéria nas amostras tem
influéncia nos resultados das PRCs (108), além disso o alto grau de plasticidade
gendmica entre as linhagens de H. pylori também pode gerar resultados negativos (109;
110).

A aplicacdo da PCR para deteccdo de fatores de viruléncia e consequente
classificagcdo de linhagens nos permitiu a identificacdo do gene cagA em 30 das 46
amostras ou seja, um percentual de 65% dos isolados caracterizou-se como cagA+. Este
valor esta de acordo com dados da literatura que apontam para uma prevaléncia global
de 60-70% de linhagens cagA+ (111).

No entanto, outros estudos realizados no Brasil, evidenciaram valores bastante
divergentes para as linhagens cagA+ como 92% em Braganca Paulista -SP- (106), 78%
em Belém -PA- (112), 70,5% em Recife -PE- (113) e em 81,7% em Belo Horizonte -MG-
(114), exemplificando a grande diversidade regional desta bactéria. As linhagens cagA+
sao tidas como mais agressivas, estando associadas a maior intensidade inflamatéria na
mucosa e por conseguinte a desfechos como Ulcera péptica e cancer gastrico (65).

O Unico caso de cancer gastrico de nossa amostragem era cagA+, bem como os 5
casos de Ulceras pépticas em que conseguimos isolar a bactéria (em trés amostras com
este diagndéstico ndo obtivemos sucesso no isolamento). As demais amostras cagA+
estavam relacionadas a gastrite, e para analisar a intensidade da inflamacéo e verificar

sua associa¢ao com o status cagA, foram realizados exames histopatolégicos.
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A coleta de bidpsias gastricas para realizacdo de exame histopatologico € rotina
em todo exame endoscopico. Além de verificar a presenca de H. pylori, permite ainda
determinar o grau de atividade inflamatoria e as les6es consequentes da infecc¢éo cronica
causada pela bactéria. Embora ndo exista uma coloracao especifica para deteccao de H.
pylori, existem varias colora¢gfes com este fim, sendo a hematoxilina e eosina (H&E) e o
meétodo de Giemsa os mais usados. A H&E € uma coloracdo muito boa para avaliar os
tecidos, no entanto ndo é adequada para a verificagcdo da presenca de H. pylori, pelo
fraco contraste entre a bactéria e 0 muco. A coloragéo pelo método de Giemsa é a mais
popular devido a sua simplicidade e bom contraste (43). Em nosso estudo foram
utilizadas as duas coloracfes sendo a presenca da bactéria verificada em 77% (56/72)
das amostras, valor bem acima por exemplo, do encontrado no interior do estado de S&o
Paulo por Rasmussen e colaboradores, que identificaram a bactéria em apenas 30.6%
dos casos utilizando a mesma coloragdo (115). Em nosso estudo detectamos H. pylori
em um valor bem préximo ao valor total de amostras positivas para este microrganismo,
que foi de 81,9%, quando considerados todos os métodos de deteccéo.

Os achados histopatolégicos em sua descricdo seguiram as recomendacfes do
Sistema Sydney modificado. Este sistema propdem o uso de uma escala visual analoga
para que a classificacdo dos achados seja replicavel. A andlise da inflamacao cronica
(dentre outros fatores), deve ser realizada em todos os casos de gastrite e deve ser
graduada em leve, moderada e acentuada (101).

Em nosso estudo, nas amostras cagA+ a intensidade da inflamacéo foi semelhante
no antro e corpo, variando de moderada (54,1% e 58,3% respectivamente) a acentuada
(45,8% e 37,5% respectivamente) enquanto nas amostras cagA- a intensidade da
inflamag&o foi maior no antro (moderada 46,1% e acentuada 38,4%). Estes achados
estdo em conformidade com dados da literatura a exemplo de estudo realizado por
Alvares e colaboradores (116). Além disso, inflamaco leve no antro para as amostras
cagA+ teve um valor muito pouco expressivo (4,1%), confirmando uma significante
associagao entre estas linhagens e a maior severidade da inflamacéo cronica (117).

A inflamacdo mais intensa no antro é o esperado, uma vez que, a gastrite por H.
pylori costuma ser mais acentuada no antro do que no corpo gastrico (101), principal

regido de colonizacdo da bactéria.
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Dado interessante, no entanto, obtivemos na regido do corpo colonizada por
amostras cagA-. Nestas amostras, na regido do corpo gastrico, os resultados foram
semelhantes nos dois extremos da intensidade da inflamacgédo, ou seja, inflamacao
acentuada em 38,4% e leve em 46,1%. O achado de inflamacao mais intensa no corpo
gastrico néo reproduz os relatos de estudos anteriores como por exemplo, o de Alvares
e colaboradores, sugerindo que outros fatores podem estar envolvidos neste desfecho.

Como bem estabelecido na literatura, um dado fator de viruléncia por si s6 nédo é o
anico determinante do resultado da inflamacéo. Polimorfismos genéticos do hospedeiro
principalmente em relacéo aos genes relacionados a atividade inflamatéria como os que
produzem IL-10, TNF-q, IL-8 e até mesmo fatores ambientais interagem no sentido da
sequela da infeccdo (118). Estes padrdes nem sempre sao avaliaveis morfologicamente.

Sabe-se ainda que a inflamacgé&o gastrica quase sempre precede o desenvolvimento
de Ulcera péptica e € um componente critico no inicio dos varios passos na progressao
para o cancer gastrico (79). No entanto ha relatos de casos de Ulcera e cancer gastrico,
embora pouco comuns, associados a linhagens onde a ilha cag-PAl estava ausente (118)
e portanto, também o gene cagA. Este fenbmeno apesar de ndo ser comum também
poderia explicar parte dos achados de intenso infiltrado inflamat6rio no corpo gastrico
associado a linhagens cagA-.

Um outro fator a ser mencionado, € que usamos somente bidpsias do antro nas
andlises genotipicas e, portanto, a influéncia de erros amostrais ndo pode ser excluida,
devido a possibilidade de ndo haver concordancia absoluta entre o genétipo da linhagem
estudada e os achados histoldgicos no corpo, uma vez que que alguns pacientes podem
ser infectados por linhagens diferentes nestas duas regiées. Contudo, 0 antro € o principal
local de colonizacédo de H. pylori, e a chance de falsos negativos em amostras desta
regido é menor do que em biépsias do corpo (119).

Apesar de alguns genes como o cagA estarem relacionados a maior viruléncia desta
bactéria, ainda ndo existem estudos conclusivos para boa parte dos genes de viruléncia
relacionados a patogenicidade (84). Embora ndo tenhamos contemplado outros fatores
de viruléncia, a presenca e expressao de outros genes nao pode ser descartada.

Ainda de acordo com Alvares e colaboradores (116), a gastrite € um processo dinamico
e a utilizacado de protocolos diferentes implica muitas vezes em resultados diferentes

gerando controversias.
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Um outro fendbmeno que ndo podemos deixar de mencionar, € que o resultado do
histopatolégico depende da experiéncia do patologista, da densidade da colonizacao na
mucosa, e de técnicas de coloracao especificas para H. pylori. O nimero de fragmentos
coletados também influencia o resultado (9). Em nosso estudo dois fragmentos foram
coletados, um do antro e outro do corpo para analise histolégica. Apesar da sugestéo de
coleta de cinco fragmentos por protocolos internacionais, na pratica isso raramente &
realizado, pois a endoscopia € um exame invasivo e demorado (9), além disso, outros
métodos para deteccdo da bactéria foram utilizados neste estudo a partir de bidpsias
gastricas. Embora tenhamos coletado dois fragmentos para analise histolégica, somente
em trés amostras onde a bactéria ndo foi detectada, outros métodos a detectaram, duas
pelo cultivo e uma por PCR a partir do DNA extraido do tecido, evidenciando assim um
bom resultado com a metodologia empregada. A principal limitacdo, no entanto, foi a nao
realizacdo dos histopatolégicos por um mesmo patologista, sujeitando os resultados a
variacfes de observacéao (115; 120).

A prevaléncia do gene cagA é bastante heterogénea em diferentes partes do mundo
estando presente em cerca de 60-70% das linhagens.

Em varios paises da Europa Ocidental e nos Estados Unidos este valor esta entre
59-75%; na Italia e Portugal estas taxas estdo acima de 80% (106). No Brasil um pais
de dimensdes continentais, as variacdes regionais na prevaléncia do gene cagA sao
bem marcantes, tendo sido evidenciado valores como 92% no Parana (106); 48,5% em
Marilia, interior de S&o Paulo (120) e 65% no interior do Rio Grande do Sul (121). Nosso
estudo encontrou resultado igual ao de Ramis e colaboradores, (65%) embora este autor
obtivesse o DNA diretamente a partir de biépsias gastricas e nao do cultivo.

Para as varias patologias relacionadas a H. pylori, as gastrites evidenciaram
associacao com linhagens cagA+ em 60% das amostras, valor semelhante ao relatado
em estudo anterior que mostrou ainda uma associagao entre linhagens cagA+ e o cancer
gastrico em 70,6% dos casos (116). Apesar de inumeros relatos da presenca de
linhagens cagA+ nos casos de Ulceras pépticas, a exemplo de trabalho realizado em
Recife onde foram evidenciadas linhagens cagA+ em 90,5% dos casos de Ulceras
duodenais (113), outros estudos ndo demonstraram esta correlagdo (106). Em nossa

casuistica, Ulceras pépticas e cancer gastrico representaram 10,8% e 2,17% do total de
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lesdes endoscopicas a partir do qual se obteve isolamento de H. pylori. Todos estes
casos estavam associados com linhagens cagA+.

Estes dados podem refletir a intensa variabilidade nas linhagens de H. pylori, além
dos relatados fatores inerentes ao hospedeiro, e ainda a presenca de outros genes que
podem contribuir decisivamente para um determinado desfecho.

Apesar de ser uma das mais comuns infec¢des bacterianas no mundo e de ter sua
prevaléncia bem documentada em diversos paises, no Brasil hd somente alguns poucos
relatos epidemiolégicos (106), com grande variabilidade regional a exemplo de valores
encontrados em Curitiba (51,9%) (106) e no interior de Mato Grosso (84,7%) (21). Valores
elevados como o encontrado em nosso estudo (81,9%) séo caracteristicos de paises em
desenvolvimento, onde as questdes socioecondmicas/sanitérias principalmente durante
a infancia, ainda representam um problema para boa parte da populagéo.

Nos paises em desenvolvimento a prevaléncia da infeccdo tem seu pico dos 20 aos
30 anos de idade, no entanto varia entre subpopulacfes dentro do mesmo pais,
principalmente em relacdo a idade (18), o que pode justificar o pico de prevaléncia um
pouco mais tardio encontrado em nosso estudo.

Reducdo da prevaléncia no grupo acima de 60 anos, também foi observado em
outros estudos, que relatam a reducéo no niumero de microrganismos como resultado da
atrofia gastrica decorrente da longa duracdo da infeccao, criando condicbes adversas

para a colonizagao (20).
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7. CONCLUSOES

[ —
1

O percentual de isolamento obtido em nosso estudo foi bastante satisfatorio com
a metodologia empregada, sendo todas as linhagens confirmadas fenotipica e
genotipicamente, atraves do teste da urease e da amplificagdo e
sequenciamento dos genes glmM e vacA.

A caracterizacao dos isolados com a verificagdo do gene cagA mostrou valores
compativeis com a média mundial, observando-se ainda acentuada atividade
inflamatoria no antro e corpo gastrico associados a linhagens cagA+.

A identificacdo de linhagens cagA- na regido do corpo gastrico, associada a
maior intensidade inflamatéria, sugere a importancia de fatores relacionados ao
hospedeiro e a extensa variabilidade genética de H. pylori.

Comparando-se os métodos de deteccdo de H. pylori utilizados em todas as
amostras deste estudo (histopatoldgico e cultivo), o histopatologico evidenciou a
presenca da bactéria em maior numero de casos (77%), confirmando este, como
método de escolha na prética didria, embora neste estudo tenha sido utilizado

um unico fragmento de biépsia para o isolamento desta bactéria.
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8. PERSPECTIVAS
Realizar estudos relacionando as linhagens cagA+ e cagA- com a resisténcia in vitro,

aos antibidticos utilizados nos tratamentos de primeira e segunda linha no Brasil. As
linhagens utilizadas serdo as linhagens deste estudo e que foram preservadas a -70°C.
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EDA

Data: [/ |/ Pront: Procedéncia: HESFA |:|

Externa |:|
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Procedéncia externa:
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B Il - HPP
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