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RESUMO

INTRODUCAO: Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria altamente prevalente em
nosso meio e esta diretamente envolvida em varias doencas do trato digestivo superior como
gastrite, Ulcera péptica e cancer gastrico. Muito se tem estudado acerca da agressividade desta
bactéria na etiopatogenia principalmente do cancer gastrico. E neste estudo foram pesquisados
dados preditivos do ponto de vista clinico, endoscépico, anatomopatolégico bem como os
mecanismos da resposta imune frente a presenca desta bactéria. OBJETIVOS: Estudar a
presenca de infeccdo por H. pylori na mucosa géastrica com a histéria clinica, antecedentes
clinicos, doengas concomitantes, dados no exame de endoscopia digestiva alta (EDA) do
exame anatomopatolégico (EAP) e da resposta imune. METODOLOGIA: Foram avaliados
126 pacientes submetidos ao exame de endoscopia digestiva alta com queixas clinicas do trato
digestivo superior. Para este estudo, antes da realizacdo do exame de endoscopia digestiva alta
foi feito um questionario clinico, e durante o exame endoscépico, realizaram-se bidpsias
multiplas do eséfago, corpo e antro gastrico e teste rapido da urease. O material obtido das
biopsias foi levado ao laboratorio de patologia para exame anatomopatologico e em parte do
material obtido do corpo gastrico de 49 pacientes, escolhidos de modo randomizado, foi feito
um estudo da resposta imune através da realizacdo da PCR em tempo real para quantificar a
expressdo de mRNA para citocinas e fatores de transcricdo. RESULTADOS: Néo
encontramos nenhum dado clinico que pudesse estar relacionado a presenca do H. pylori no
estdbmago. Achados endoscopicos tiveram relevancia com a presenca e auséncia da bactéria,
isto é, estbmago normal, auséncia da bactéria e alteragdes endoscopicas com a presencga da
bactéria. Ja no exame anatomopatoldgico tanto a gastrite no corpo gastrico e no antro gastrico
tiveram significancia com a positividade da bactéria (p<0,05). O H. pylori esteve presente no
antro gastrico de 42 (33,3%) dos 126 pacientes pelo EAP. Apesar de néo ter sido encontrada
diferenca significativa na expressédo do IFN-y, IL-4, IL-10, essas citocinas foram detectadas
nos paciente com gastrite e com infecdo pelo H pylori juntamente com a expressao dos seus
fatores de transcricdo (T-bet, GATA-3 e FoxP3). Existiu uma correlacdo positiva entre as

citocinas do padrdo Thl, Th2, Treg com seus respectivos fatores de transcricdo. A IL-17 foi



significativamente maior nas bidpsias da mucosa do corpo gastrico dos pacientes com mais
intenso processo inflamatério local. CONCLUSOES: O H. pylori ndo mostrou nenhum fator
clinico preditivo de infeccdo. No exame de endoscopia digestiva alta destacaram-se dados do
laudo do exame como sugestivos de provavel infeccdo da bactéria e o exame
anatomopatolégico mostrou-se necessario para classificar as diferentes gastrites e/ou
alteracGes histopatologicas provocadas pela bactéria. A I1L-17 pareceu ser a principal
interleucina responsavel pela manutencdo do processo inflamatorio crénico gastrico em

pacientes infectados pelo H. pylori.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, gastrite, citocinas, fatores de transcricao.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Helicobacter pylori (H. pylori) is a highly prevalent bacteria in our
environment and is directly involved in various diseases of the upper digestive tract such as
gastritis, peptic ulcer and gastric cancer. Much has been studied about the aggressiveness of
this bacterium in the pathogenesis of gastric cancer mainly. And this study predictive data
from a clinical, endoscopy, pathology and mechanisms of the immune response due to the
presence of this bacterium were investigated. AIMS: To study the presence of H. pylori
infection in gastric mucosa with clinical history, medical history, concomitant diseases,
examination of data in endoscopy (EDA) histopathological examination (EAP) and the
immune response. METHODOLOGY': 126 patients undergoing upper endoscopy examination
with clinical complaints of the upper digestive tract were evaluated. For this study, before the
examination of upper gastrointestinal endoscopy was done a clinical questionnaire and during
the endoscopic examination, there were multiple biopsies of the esophagus, gastric body and
antrum and rapid urease test. The material obtained from the biopsies was taken to the
pathology laboratory for pathological examination and in part from material obtained from the
gastric body of 49 patients, selected randomly allocated to a study of the immune response
was done by performing the real-time PCR to quantify mRNA expression for cytokines and
transcription factors . RESULTS: We found no clinical symptom that could be related to the
presence of H. pylori in the stomach. Endoscopic findings have relevance to the presence and
absence of bacteria, i.e. normal stomach, the absence of bacteria and endoscopic changes with
the presence of bacteria. You either pathological examination gastritis in the gastric body and
antrum were significant with the positivity of bacteria (p < 0.05). H. pylori was present in the
gastric antrum of 42 (33.3%) of 126 patients in EAP. Although no significant difference was
found in the expression of IFN-y, IL-4, IL-10, these cytokines were detected in patients with
gastritis and H pylori infection by the expression along with its transcription factors (T-bet
GATA-3 and FoxP3) . There was a positive correlation between cytokines of Thl, Th2, Treg
with their respective transcription factors. IL -17 was significantly greater in mucosal biopsies
of patients with gastric body more intense local inflammatory process. CONCLUSIONS: The
H. pylori showed no clinical factor predictive of infection. On examination of endoscopy

stood out data from the test as suggestive of probable infection of the bacteria and the



pathology examination was necessary to classify the different gastritis and/or
histopathological changes caused by the bacterium. IL-17 appeared to be the major interleukin

responsible for the maintenance of chronic gastric inflammation in patients infected with H.

pylori.

Keywords: Helicobacter pylori, gastritis, cytokines, transcription factors
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1. INTRODUCAO

Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria gram-negativa, espiralada, altamente
movel, encontrada na superficie luminal do epitélio gastrico sendo isolada pela primeira vez
em 1983 por Warren e Marshall ( WARREN; MARSHALL, 1983). Outros estudos para esta
bactéria também foram realizados por estes dois autores e posteriormente publicados ja no
proximo ano (MARSHALL; WARREN, 1984).

Inicialmente a bactéria foi classificada como pertencente ao género Campylobacter,
gue é composto por microrganismos gram-negativos em forma de bastdo curvado, oxidase e
catalase positivas, que se locomovem através de flagelos polares. Com isto, foram
primeiramente chamados de “gastric Campylobacter like organism”, e sd posteriormente
recebendo denominacdes de Campylobacter pyloridis, Campilobacter pyloricus e
Campylobacter pylori (GOODWIN et al., 1985).

Em 1989, apoés estudos ultra estruturais e de anélise da sequéncia de acidos nucléicos,
a bactéria passou a receber a denominacdo de Helicobacter (forma helicoidal), diferenciando
do género anteriormente enquadrado Campylobacter (bastdo curvado). A espécie, por ser
mais encontrada na mucosa do antro gastrico, préxima ao piloro, por fim ficou sendo
chamada de Helicobacter pylori (GOODWIN, 1989)

1.1 H. pylori (aspectos gerais)

H. pylori apresenta de 3 a 5um de comprimento e de 0,5 a 1lum de largura.
Usualmente tem um formato espiralado, porém pode aparecer como um bastéo, enquanto que
raramente formas cocoides também podem surgir (KUSTERS; VAN VLIET; KUIPERS,
2006).

A bactéria apresenta de 2 a 6 flagelos unipolares de aproximadamente 3um de
comprimento, com um bulbo em seu final. Estas estruturas fazem com que ela tenha
motilidade e movimentos rapidos em solugfes viscosas como 0 muco que recobre células
epiteliais (O'TOOLE; LANE; PORWOLLIK, 2000).
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O H. pylori é provavelmente a infeccdo bacteriana crénica mais comum nos seres
humanos e esta presente em quase metade da populacdo mundial. A presenca da bactéria na
mucosa gastrica € associada com gastrite cronica ativa, esta envolvida em doencas gastricas
mais graves, incluindo a gastrite crénica atrofica (um dos precursores do carcinoma gastrico),
Ulcera péptica e de tecido linfoide associado aos linfomas (COVER; BLASER, 1996).

Desde 1994 a Organizacdo Mundial de Saude estabeleceu ser esta bactéria um fator
essencial na patogénese do carcinoma gastrico, isto é, agente carcinogénico tipo | (UEMURA
etal., 2001; WEN; MOSS, 2009).

O microrganismo pode sobreviver em ambiente acido do estbmago particularmente
devido a sua alta producdo de urease que converte a ureia presente no suco gastrico em
amonia alcalina e dioxido de carbono (MARSHALL et al., 1990).

O H. pylori induz a inflamacdo crénica da mucosa subjacente e a infeccdo €
geralmente contraida nos primeiros anos de vida e tende a persistir indefinidamente, a menos
que seja tratada (EVERHART, 2000).

A transmissao do H. pylori pode ocorrer de diferentes formas de pessoa para pessoa:
oral-oral (ALLAKER et al., 2002), fecal-oral (GRUBEL et al., 1997), gastrica-oral
(NGUYEN; BARKUN; FALLONE, 1999). A cavidade bucal pode ser importante no
processo de transmissao da bactéria ou na reinfeccdo do estbmago apds ter feito o tratamento
de erradicacdo (DOWSETT; KOWOLIK, 2003).

Sua prevaléncia aumenta com a idade avancada e com um menor nivel
socioecondmico durante a infancia e, portanto variando consideravelmente em torno do
mundo (WOODWARD; MORRISON; MCCOLL, 2000).

A maior prevaléncia em grupos etarios mais velhos faz pensar em piores condic6es de
vida das criancas em décadas anteriores. Pelo menos 50% da populacdo do mundo tem
infeccdo pelo H. pylori (EVERHART, 2000; SHI et al., 2008)

No Brasil, a prevaléncia do H. pylori foi estimada em torno de 70%, aumentou com a
idade, independe do sexo e foi mais baixa na populacdo branca. Nao foi observada relacdo

entre infeccdo e cigarro, drogas e alcool. Uma relacdo positiva foi observada com realizacdo
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de endoscopia digestiva alta, do tipo de agua potavel, independente se atualmente ou durante
a infancia. Maior taxa de infeccdo também foi observada por falta de vaso sanitario em casa
durante a infancia. Menor renda familiar e nivel de escolaridade demonstrou uma positividade
para a infeccdo. Uma maior associacdo também foi observada em ambientes com maior
aglomeracdo (ZATERKA et al., 2007).

1.2 H pylori e afec¢des no trato gastrointestinal superior

O processo basico que o H. pylori induz como dano € a gastrite com seus mecanismos
imunoldgicos celulares e humorais. Obviamente a extensdo e a distribuicdo desta gastrite €
que determina o resultado clinico e com isto trés fendtipos gastricos sdo identificados. O
fendtipo mais comum é uma gastrite simples e benigna, caracterizada por uma pangastrite
leve e com um minimo de perturbacdo de secrecdo de &cido gastrico. Este fenotipo €
comumente observado em individuos que sdo assintomaticos e que de um modo geral ndo
desenvolvem doencas gastrintestinais severas. O segundo fenétipo é chamado como Ulcero
duodenal e €é responsavel por até 15% dos individuos infectados, particularmente em paises
ocidentais onde estes tipos de Ulceras sdo mais comuns. Neste fendtipo a gastrite tem um
padrdo antral e a producdo de acido cloridrico pelo corpo é mantida e sendo produzida em
maior quantidade, pois corpo gastrico é preservado. Uma maior quantidade de Ulceras
duodenais surge. O terceiro e mais grave fenotipo € o do “fendtipo de cancer gastrico”
caracterizado pela presenga de gastrite predominante no corpo e atrofia géstrica multifocal
com hipo ou acloridria. Estas anormalidades afetam 1% dos individuos infectados que
desenvolvem inflamacdo crénica induzida pela infeccdo e assim aumenta o risco de cancer
gastrico. Este fendtipo é mais prevalente em regides da Asia, onde este tipo de cancer é mais
comum (AMIEVA; EL-OMAR, 2008).

Com isto, a infeccdo pelo H. pylori é um cofator no desenvolvimento de trés
importantes doencas do trato gastrointestinal superior: Ulceras duodenais e gastricas
(reportada a desenvolver-se em torno de 1 a 10% dos pacientes infectados), cancer gastrico
(em 0,1 a 3%) linfoma tipo MALT (em <0,01%). O risco destas doencas em pacientes

infectados varia amplamente entre as populacdes. A grande maioria dos pacientes com
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infeccdo por H. pylori permanecerdo assintomaticos e consequentemente ndo terdo nenhuma

complicacdo, nem manifestacédo clinica (MCCOLL, 2010).

Um grande namero de estudos foi feito para estudar a relacdo entre a infecgdo pelo H.
pylori e Doenga do Refluxo Gastroesofagico (DRGE), porém esta ainda permanece
indefinida. Sabe-se que a infec¢do por H. pylori resulta em diferentes niveis de gravidade e
padrdes de inflamacdo gastrica de individuo para individuo. Isto por sua vez pode conduzir a
efeitos variados sobre a secrecdo de &cido cloridrico. Por exemplo, foi proposto que o0s
pacientes com predominancia de gastrite antral, que é o fen6tipo mais encontrado nos Estados
Unidos, exibem aumento da secrecdo &cida e estdo em risco aumentado de desenvolvimento
de ulcera duodenal (hipersecretores). Por outro lado, aqueles individuos com gastrite
predominante no corpo ou pangastrite tendem a decrescer a secrecdo acida gastrica e
aumentam o risco de desenvolver cancer (PANDOLFINO; HOWDEN; KAHRILAS, 2004)

Sabe-se que a erradicacdo desta infeccdo pode estar associada a um amplo espectro de
efeitos sobre a secrecdo de &cido gastrico, dai se o paciente tem baixa pressdo do esfincter
inferior do es6fago ou falha dos mecanismos de clearance do eséfago, que predispem a um
maior risco de Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE), que sem davida, também afetam
os resultados. Desta forma, podem-se imaginar cenarios onde a erradicacao da infec¢cdo por H.
pylori poderia estar associada a um agravamento, nenhuma mudanga ou até mesmo melhora
da DRGE. Um estudo recente descobriu que a gastrite predominantemente antral foi a mais
comum associada ao este fenotipo do H. pylori em paises ocidentais e que a terapia de
erradicagdo neste subgrupo de pacientes levou a melhorias nas condicbes de azia e

regurgitacao no periodo de um ano de acompanhamento (VAKIL et al., 2006).

Diante das doencas trazidas por esta bactéria foram estabelecidas indicagdes para o
diagnostico e tratamento do H. pylori conforme enunciadas a seguir (CHEY; WONG;
PRACTICE PARAMETERS COMMITTEE OF THE AMERICAN COLLEGE OF, 2007):
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Estabelecidas:

e Doenca ulcerosa péptica ativa (Glcera gastrica ou duodenal)

e Historia confirmada de doenca ulcerosa péptica (ndo previamente
tratados para H. pylori)

e Linfoma gastrico tipo MALT (baixo grau)

e Ap0s resseccdo endoscopica de cancer gastrico precoce

e Dispepsia ndo investigada (dependendo da prevaléncia de H. pylori)
Controversas:

o Dispepsia ndo ulcerosa

e DRGE

e Pessoas usando anti-inflamatdrios nao esteroides
e Anemia por deficiéncia de ferro inexplicada

e PopulagGes com maior risco de cancer gastrico

1.3 Aspectos imunoldgicos do H. pylori em afeccbes no trato gastrointestinal

superior.

O H. pylori é reconhecido pelo sistema imunologico inato através dos receptores toll-
like (TLR) que identificam a sua estrutura molecular. O estimulo dos receptores TLR faz com
que uma verdadeira cascata inflamatoria seja desencadeada (BLASER; ATHERTON, 2004).

A presenca do H. pylori no estdmago da inicio a uma resposta inflamatoria
inespecifica e dai levando a uma producdo de citocinas e quimiocinas pelas células da mucosa
géstrica. Estas células reconhecem a presenca da bactéria e com isto respondem atraves dos
receptores TLR, como ja citado acima (SMITH et al., 2003). Os TLR sdo moléculas da
superficie celular que participam do reconhecimento de padrdes de moléculas de patdgenos

pelo sistema imune inato.

O sistema imunoldgico adquirido é também ativado pelo H. pylori (BAMFORD et al.,

1998). E nesta situacdo o reconhecimento da bactéria necessita de uma apresentacdo do
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antigeno, o qual tem o seu processo de recepcdo e processamento dificultado pela bactéria
(MOLINARI et al., 1998).

O H. pylori evita também a proliferacdo e a ativacao dos linfdcitos T e induz a sua
apoptose (GEBERT et al., 2003).

Fatores genéticos do hospedeiro, além do tipo de cepa bacteriana, parecem determinar
respostas inflamatorias inespecificas que podem interferir em respostas inflamatorias
imunoespecificas das células T. Genes de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatdrias tém
polimorfismos que podem alterar a transcricdo ou a expressdao genética. Genes com
polimorfismos de IL-1B e do antagonista receptor de IL-1 (IL-1RA) do hospedeiro modulam
0s niveis de ativacdo inflamatoria, que podem influenciar a natureza e a extensdo da gastrite e
a atrofia induzida pelo H. pylori (GARCIA-GONZALEZ et al., 2001).

A resisténcia a infeccdo e 0 processo de lesbes teciduais estdo intimamente
relacionadas ao padrdo da resposta imune adaptativa gerada e aos seus mecanismos de
controle. O primeiro ponto representa a diferenciacdo da populacdo de linfdcitos T auxiliares
em pelo menos duas subpopulagfes polares, denominadas Thl e Th2 (MOSMANN et al.,
1986).

Utilizando clones de linfécitos T murinos antigeno-especificos, foram identificados
dois subgrupos distintos de linfocitos T CD4+, caracterizados de acordo com o perfil de
citocinas secretadas, abrindo, desta forma, um importante caminho para o entendimento dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos no desenvolvimento da resposta imune associada a
doengcas (MOSMANN et al., 1986). As ceélulas que apresentam secrecdo de IL-2 e IFN-y
foram denominadas de linfocitos Thl (linfocitos T auxiliar do tipo 1). As células com
producédo predominante de IL-4 e IL-5 foram denominadas Th2 (linfécito T auxiliar do tipo
2). Estudos posteriores confirmaram que esses fenotipos distintos de linfocitos T auxiliares
também estdo presentes em humanos e ainda identificaram uma célula intermediaria, que
produz citocinas de dois fendtipos polares, denominados ThO (MAGGI et al., 1988;
ROMAGNANI, 1991; UMETSU et al., 1988). Posteriormente, estudos demonstraram uma
nova subpopulacdo denominada Th3 (linfécitos T auxiliar do tipo 3) cujo perfil de citocinas
predominante € o TGF-B (Fator de Transformacédo e Crescimento) (KITANI et al., 2000). O

FoxP3 foi identificado como um marcador molecular para células Treg e sua expressdo é
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essencial para o desenvolvimento e a funcdo dessa célula. Aparentemente, o FoxP3 age
estabelecendo e mantendo o programa genético da Treg e funciona como um regulador
negativo da ativacdo de células T e talvez como regulador transcricional de citocinas anti-
inflamatérias (FONTENOT et al., 2005). O FoxP3 é requerido para o desenvolvimento de
Treg CD25"" (FONTENOT, 2003; GAVIN, 2003; RUDENSKY, 2003). Células Tregs
surgem no timo e sdo encontradas no sangue periférico e em érgdos linfoides secundarios
(VUKMANOVIC-STEJIC, 2002; SMITH, 2002; DUNNE, 2002). Células T reguladoras
naturais expressam CD25 constitutivamente. Entretanto, a maioria das T ativadas expressa
CD25 com afinidade baixa ou moderada para cadeia o do receptor de IL-2, marcador de
ativacio das células T. Somente 3% delas expressam CD25 com alta intensidade (CD25""9")
(WING, 2002; KARLSSON, 2002; RUDIN).

Um regulador chave do desenvolvimento dos Thl é o T-bet, e foi sugerido que uma
célula precursora comum Th1/Th17 poderia se diferenciar por uma via T-bet-dependente
(MATHUR et al., 2006). O T-bet € um membro da familia de fatores de transcricdo da familia
dos T-box e estd aumentado nas células Thl em desenvolvimento, mas ndo nas células Th2, e
é crucial para a expressdo otimizada de IFN-y ¢ IL-12 (VELDHOEN; STOCKINGER, 2006).
A expressdo de T-bet pode ser estimulada nas células T CD4" por sinais de IFN-y e IL-27
através de STAT 1 (HARRINGTON et al., 2005).

Existe um equilibrio na resposta imune com uma tendéncia de prevalecer uma delas,

isto €, a resposta Th1, chamada anteriormente de “resposta celular” ou a Th2, dita “humoral”.

Na infeccdo pelo H. pylori quando predomina a resposta Thl ha uma reducdo do
numero de bactérias, porém uma progressdo da gastrite para atrofia gastrica, isto &, maior
dano epitelial. A auséncia de citocinas Thl, como IFN-y, protege a mucosa gastrica contra o
desenvolvimento de atrofia gastrica induzida pelo H. pylori, enquanto que a falta de citocinas
Th2, como o IL-10, induz uma inflamacdo bem mais intensa e consequente atrofia da mucosa
gastrica (EL-OMAR et al., 2001).

A resposta imune celular induzida pelo H. pylori pelas células Treg pode estar
determinando implicacGes nas respostas Thl e Th2 do hospedeiro. Nas respostas Thil,
predominam IL-2, IFN-y e TNF e na Th2 predominas as citocinas 1L-4, IL-5 e IL-12. O
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desenvolvimento de atrofia da mucosa gastrica tem sido relacionado com aumento de
citocinas especificas como a IL-f3, o TNF ¢ o INF-y (BODGER et al., 2001).

O TNF-a tem um papel importante na defesa do hospedeiro contra o H. pylori, mas
concentragOes elevadas desta citocina podem causar graves patologias. A producdo do TNF-a
regulada em parte ao nivel da transcrigdo, e muitos estudos tém implicado os polimorfismos

do TNF-a como potenciais determinantes de susceptibilidade a doengas (YEA et al., 2001).

Polimorfismos em genes de citocinas pro-inflamatérias como o TNF e IL-6 e de
citocinas anti-inflamatorias como genes IL-4 e IL-10 sdo também reconhecidos. O
polimorfismo do gene do TNF, que tem efeito inibidor da secrecdo acida do estdmago,
provavelmente também levaria a um risco menor de desenvolvimento da DRGE (BEALES,
2000).

Recentes estudos descobriram uma populacéo de células IL-23-dependente que produz
IL-17, mas ndo IFN ou IL-4, sugerindo que esta se trate, de fato, de uma subclasse de célula T
adicional (CASTELLINO; GERMAIN, 2006). Esses achados tém indicado uma grande
diversificacdo das células T CD4" além daquelas compreendidas nas linhagens Thl e Th2
(HARRINGTON; MANGAN; WEAVER, 2006). Este conhecimento tem forcado uma
reavaliacdo do papel das Thl na autoimunidade. As células Th17 ndo expressam o fator
principal das células Thl e Th2, T-bet e Gata-3 (HARRINGTON et al., 2005; PARK et al.,
2005; VELDHOEN; STOCKINGER, 2006), respectivamente. Além disso, a expressdo do
fator Thl, T-bet, parece ser negativamente regulada pela diferenciacdo da Th17. O principal
regulador das células Th17 é o receptor nuclear RORyt (LITTMAN et al.,) Tem sido
demonstrado que a expressao RORyt é ativada pela inducgdo de células Th17 combinando com
IL-6 e TGF-B. RORyt também provou ser necessaria e suficiente para especificagdo da

inducdo de Th17.

Estudos vinculando o TGF-B, IL-23 e IL-17 em patogéneses imunes previamente
atribuidas a linhagem Thl tém levado ao delineamento de uma nova célula T CD4" efetora
significante ligada a IL-17 (HARRINGTON et al., 2005; SCHNYDER et al., 2005).

Num estudo realizado em 862 pacientes Taiwaneses através de exames de EDA com
biopsias da mucosa esofagiana e gastrica, concluiu-se que pacientes com IL-1p e seus
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polimorfismos tem um risco aumento de ER. Também foi demonstrado que os polimorfismos
da IL-10 foram associados a um risco aumentado de gastrite e também, como demonstrado
em estudos anteriores (WU et al., 2003) um maior risco de cancer gastrico. Neste estudo,
como em outros, ndo foi encontrada relacéo entre a infeccdo do H. pylori e um maior risco de
ER. Mesmo assim, o trabalho ainda ressalta que devido as diferencas étnicas e diferentes
parametros regionais uma compreensdo completa deva ser feita e uma cuidadosa analise de
cada populacdo do estudo para delinear a associagdo entre os fatores genéticos e ambientais
na evolucdo das doengas (CHENG, H. H. et al., 2010).

A IL-1p ¢ uma citocina pro-inflamatoria induzida pela infecgdo do H. pylori e € um
potente inibidor da secrecdo &cida do estbmago. Com isto ocorre uma hipocloridria
favorecendo ainda mais a colonizacao do H. pylori e uma gastrite mais severa (CAMARGO et
al., 2006). Ainda tem sido demonstrado que os polimorfismos IL-13-31 e IL-1B3-511 estdo
associados com um aumento na producdo de IL-1pB e, portanto, estdo relacionados com o
desenvolvimento de cancer gastrico (EL-OMAR et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2002).
Assim, as pessoas que apresentam polimorfismos da IL-1p e que também sdo colonizadas por
uma cepa de H. pylori toxigénico tém um risco aumentado de desenvolvimento de céancer
gastrico (FIGUEIREDO et al., 2002).

A interleucina-17 (IL-17) pertence a uma familia de citocinas que compreendem seis
membros (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) e IL-17F). A IL-17A
(comumente referida como IL-17) tem sido extensivamente estudada e tem um importante

papel no sistema imunitario de mamiferos (MOSELEY et al., 2003).

Esta citocina é predominantemente secretada pelas células Th17. Embora produzida
por células da imunidade adaptativa, a IL-17 funciona como uma classica efetora de resposta
inata, similar ao IL-1B, TNF-a ¢ aos agonistas de receptores Toll-like, como os LPS
(HARRINGTON et al., 2005). Especificamente, a IL-17, induz expressdo de muito
mediadores inflamatorios inatos, incluindo IL-6, proteinas de fase aguda, fatores
estimuladores de colonias de granulécitos (G-CSF) e prostaglandina E2. 1L-17 também
sinergiza potencialmente com citocinas inflamatorias, como TNF-a, amplificando seus efeitos
por ordens de magnitude (KOMIYAMA et al., 2006; MCALLISTER et al., 2005) Entéo, IL-

17 € um mecanismo pelo qual o sistema imune adaptativo comunica com o sistema inato para
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promover inflamacéo. Mas, como muitas citocinas de efeito inflamatdrio, a IL-17 tem papeis
opostos in vivo, dependendo do contexto da doenca (HARRINGTON et al., 2005;
HARRINGTON et al., 2006).

Estudos demonstram na infeccdo por H. pylori niveis elevados de IL-17 e bem como
as transcricdes de RNA da IL-17 na mucosa gastrica e células mononucleares da lamina
propria. Diante disto, a erradicagdo do H. pylori diminui a expressdo da IL-17. A
neutralizacdo da IL-17 em culturas celulares que resultou em uma diminuicéo significativa da
secrecdo de IL-8. Como as células da mucosa gastrica e células mononucleares da lamina
propria expressam receptores de 1L-17, a IL-17 atua sobre essas células para liberar a IL-8. O
aumento dos niveis de IL-17 e IL-8 foram detectados em tecidos da mucosa antral
procedentes de Ulcera gastrica e em pacientes H. pylori positivos ndo ulcerosos. No local da
Glcera, a IL-17 mostrou uma forte associacdo com o numero de infiltracdo de células
mononucleares e neutréfilos. A mucosa géstrica € um local bem ativo para a sintese de IL-17
e IL-8 em pacientes infectados com H. pylori e com Ulcera gastrica. A IL-17 em conjunto com
a IL-8 parece estar envolvida na inducdo de Ulcera gastrica, pois a IL-8 contribui para o

recrutamento de neutrofilos para o local da tlcera (MIZUNO et al., 2005).

Tem sido descrito na literatura que as citocinas pré-inflamatorias determinam uma
inflamacdo da mucosa gastrica por neutrofilos, macrofagos e linfocitos, e essa resposta mais
intensa ocorre nos individuos infectados pelas cepas de maior viruléncia como as cagA
positivas (CRABTREE et al., 1991).



2

HIPOTESE

33



34

2. HIPOTESE

Pacientes com a infeccdo pelo Helicobacter pylori estabelecem um perfil pro-

inflamatdrio gastrico mais intenso.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a mucosa gastrica de pacientes infectados pelo H. pylori comparando com a
histdria clinica, antecedentes clinicos, doencas concomitantes, dados no exame de endoscopia

digestiva alta (EDA), do exame anatomopatol6gico (EAP) e da resposta imune.

3.2 Objetivos especificos

e Detectar a presenca do H. pylori em pacientes com sintomas digestivos altos

e Detectar as alteracbes endoscOpicas na mucosa gastrica de pacientes H. pylori
positivos

e Auvaliar as alteracOes histopatoldgicas da mucosa gastrica em bidpsias do estdbmago de
pacientes H. pylori positivos.

e Analisar a expressdo de citocinas do perfil Thl (IFN-y), Th2(IL-4), Th17 (IL-17) e
Treg (IL-10) através PCR em tempo real.

e Analisar a expressao de fatores de transcricdo do perfil Thl (T-bet), Th2 (GATA-3), e

Treg (FoxP3) atraves PCR em tempo real.
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4. METODOLOGIA

Para realizaco deste estudo, 0 mesmo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
e Pesquisa (CEP) da Universidade de Uberaba (UNIUBE) sob parecer nimero 350.874 de
06/08/2013 e com a anuéncia da Diretoria de Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM) .

4.1 Pacientes e amostras bioldgicas

Foram selecionados pacientes que apresentavam sintomas do trato digestivo superior

e com indicacdo clinica de exame de Endoscopia Digestiva Alta (EDA).

Os pacientes foram distribuidos de forma aleatéria independente de ja terem sido ou
ndo tratados anteriormente de doenca digestiva alta. Quando foi possivel, os pacientes que
estavam usando medicamentos que poderiam interferir na positividade da pesquisa da bactéria
como Inibidores de bomba de prétons (IBP), bloqueadores da histamina (bloqueadores H2),
antibidticos, e corticosteroides, foram orientados a suspender a medicagdo com pelo menos
duas semanas de antecedéncia a realizacdo do exame de EDA. Nao foi levado em

consideracdo em 0 sexo, a idade, a cor, a profissdo, a raca e 0 peso.

S6 fizeram parte do presente estudo 0s pacientes que concordaram em participar do

mesmo, lendo e assinando o Temo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Os pacientes estudados foram recrutados no Ambulatério Maria da Gléria da UFTM e
na clinica particular do Dr. Emerson A. Wood da Silva, situada em Uberaba-MG.

Antes de serem submetidos ao exame de EDA, 0s pacientes responderam a um
questionario clinico detalhado ao pesquisador responsavel. O motivo deste questionario se
deveu ao fato do grande objetivo deste trabalho em correlacionar sintomatologia, antecedentes
clinicos e cirurgicos e doencas concomitantes com a presenca da infec¢do pelo H. pylori e dai

obter algum preditivo clinico desta infeccéo.
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Os pacientes que realizaram EDA na UFTM tiveram o seu material encaminhado para
o Laboratorio de patologia da UFTM e parte deste material também foi para o Laboratério de
Imunologia da UFTM.

Ja os pacientes procedentes da clinica particular do Dr. Emerson A. Wood da Silva,
gue concordaram em participar o presente estudo, foram encaminhados para exame de EDA a
ser realizada com medico participante desta pesquisa clinica. As biopsias obtidas durante a
EDA, foram encaminhadas para estudo em Laboratérios de Anatomia Patoldgica também
participantes do trabalho em questdo. Uma outra parte do material coletado foi encaminhada

ao Laboratdrio de Imunologia da UFTM

A selecdo dos casos ocorreu a partir da analise de planilha eletrénica montada no
Software Excel (Microsoft Corporation, USA). Esta planilha foi constituida de informacdes

inseridas conforme questionario feito pelos pesquisadores responsaveis.

A confidencialidade das informacdes dos pacientes foi garantida pela codificacdo alfa

numeérica da identificacdo do paciente em planilha eletrénica e com direito de saida.

4.2 Distribuicéo dos pacientes

Participaram do presente estudo um total de 126 pacientes com sintomas do trato

digestivo superior e que foram submetidos ao exame de EDA.

Durante o exame de EDA, todos os pacientes foram submetidos a bidpsias da mucosa
distal do es6fago, do corpo e do antro gastrico, conforme padronizacdo na literatura e

estabelecida pela Sociedade Brasileira de Endoscopia Digestiva Alta (SOBED).

O numero de bidpsias ficou na dependéncia das alteracGes encontradas durante o
exame de endoscopia, porém ndao menos que quatro fragmentos de cada local (es6fago distal,

Corpo e antro gastrico).

Fragmentos procedentes das bidpsias do terco distal do esdfago, corpo e antro gastrico
foram colocados separadamente em frascos com formol tamponado a 4% para a realizacdo do

exame anatomopatoldgico comum de rotina.
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Um fragmento a mais da mucosa do antro gastrico foi retirado para execucao da

pesquisa do H. pylori pelo teste rapido da urease imediatamente ap6s o exame de EDA.

Os 126 pacientes foram distribuidos em grupos diferentes na dependéncia da
positividade do H. pylori no corpo gastrico e no antro gastrico e assim comparados com o
grupo que ndo apresentou a positividade para a bactéria através dos seguintes meios
diagnosticos realizados: teste rapido da urease no antro gastrico, exame anatomopatoldgico

para investigar a presenca do H. pylori no corpo e antro gastrico.

De forma randomizada também foram selecionados 49 dos 126 pacientes para estudo
imunoldgico do corpo gastrico. Para este estudo, no momento do exame de EDA um
fragmento do corpo gastrico foi colocado, a fresco, em frasco contendo RNAlater® (Life

Technologies Corporation®, USA) para conservacgéo e resfriamento.

Pacientes com sintomas do trato digestivo superior

Questionario clinico

Endoscopia digestiva alta

N=126
Teste da urease Exame anatomopatoldgico Resposta imune
N =126 N =126 N =49

Figura 1- Metodologia utilizada
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4.3 Critérios de exclusao do estudo

Foram excluidos deste estudo os pacientes com:
1) N&o concordancia em participar

2) Cirurgia prévia do trato digestivo superior

3) Gravidas

4) Pacientes com presenca de comorbidades graves como neoplasias, doencas do

colageno e disturbios de coagulacéo.

5) Pacientes fazendo uso de antibidticos, anti-inflamatorios, corticosteroides e/ou
outros medicamentos que o médico pesquisador no momento do questionario clinico achou

oportuno a exclusao do estudo em questao.

6) Pacientes que no momento do exame de endoscopia, a critério do médico

pesquisador, ndo apresentavam condicGes fisicas ou mentais de participacdo do estudo.

4.4 Metodologia da Endoscopia Digestiva Alta

Os exames endoscopicos foram realizados segundo a técnica convencional com
aparelhos videoendoscépios (Olympus® GIF Q150, Toquio,Japdo) por médicos experientes e
seguindo uma sistematica preconizada pela SOBED e com padronizagdo dos diagndsticos e
locais das bidpsias.

Os pacientes se apresentavam em jejum de doze horas. Inicialmente recebiam
anestesia topica do orofaringe com aplicaces de spray de xilocaina a 10% e administrada
solucéo IV, contendo midazolan (de 2,5 a 5,0mg) e meperidina (de 30 a 50mg), para fins de
sedacéo.

Os possiveis diagnosticos endoscopicos adotados foram: esdéfago normal, esofagite
erosiva, Ulcera esofagica, hérnia do hiato esofagico, es6fago de Barrett, hiato esofagiano
alargado, estbmago normal, gastrite erosiva, gastrite enantematosa, Ulcera gastrica (ativa ou
cicatrizada), duodenite, Ulcera duodenal (ativa ou cicatrizada), duodeno normal. Na parte de

anexos encontra-se o protocolo do exame endoscopico usado no estudo.
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O esofago foi considerado normal & endoscopia quando, além de ausentes as
alteracBGes descritas acima, seu revestimento mucoso mostrava-se liso, de coloracdo rdéseo-
nacarada, com fina trama vascular em palicada passivel de ser distinguida por transparéncia
(MALUF FILHO et al.,1999) (Figura 2).

Figura 2 — Esdfago normal

A esofagite erosiva de refluxo foi considerada como o aspecto anormal da mucosa
esofagica com solucBes de continuidade superficiais (erosdes) de forma arredondada ou
linear, desnudadas ou revestidas de exsudato de fibrina, ou ainda semelhantes a aftas, isoladas
ou confluentes. Consideraram-se ulceracfes esofagicas as solucdes de continuidade mais
profundas da mucosa. Para a classificacdo da gravidade endoscopica da esofagite de refluxo
utilizou-se aquela proposta pela Classificagdo de Los Angeles:

GRAU A: uma (ou mais) solucdo de continuidade da mucosa confinada as pregas

mucosas, ndo maiores que 5mm cada;

GRAU B: pelo menos uma solugéo de continuidade da mucosa com mais de 5mm de
comprimento, confinada as pregas mucosas e ndo contiguas entre o topo de duas pregas
(Figura 3).
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Figura 3 - Esofagite erosiva grau B

GRAU C: pelo menos uma solucdo de continuidade da mucosa contigua entre o topo
de duas (ou mais) pregas mucosas, mas ndo circunferencial (ocupa menos que 75% da
circunferéncia do eséfago);

GRAU D: uma ou mais solucéo de continuidade da mucosa circunferencial (ocupa no
minimo 75% da circunferéncia do esdfago).

Obs.: As complicacdes (estenose, Barrett) sdo apresentadas a parte e podem ou nao ser
acompanhadas pelos varios graus de esofagite.

O estdmago foi considerado normal, quando apresentava coloragdo uniformemente
rosea, com superficie lisa e integra e pregas gastricas tortuosas e de distribuicdo regular no
corpo gastrico, as quais desaparecem no antro (Figura 4).
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Figura 4 - Estomago normal

Gastrite erosiva foi caracterizada por erosdes, rupturas superficiais da mucosa gastrica
representadas como lesdes planas ou levemente deprimidas, esbranquicadas, com halo
avermelhado, tipo aftas; ou como papulas avermelhadas com depressdo central; ou ainda
como pontos avermelhados lembrando petéquias, podendo ter exsudato esbranquicado

aderido ou friabilidade ao toque do endoscdpio ou da pinga de biopsia (Figura 5).

Figura 5 - Gastrite erosiva antral
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Gastrite enantematosa foi caracterizada por vermelhiddo da mucosa sem erosdo,

podendo ser focal ou comprometer areas extensas da mucosa gastrica (Figura 6).

Figura 6 - Gastrite enantematosa de fundo gastrico

Gastrite nodular foi considerada quando nodulag¢@es surgem na mucosa do estbmago, e
este tipo de gastrite na maioria das vezes esté relacionado com a presenca de infeccéo pelo H.
pylori (Figura 7).

Figura 7 - Gastrite nodular



46

Considerou-se Ulcera ativa a quebra da integridade da mucosa em area circunscrita,
em geral arredondada ou ovalada ou, ainda, fusiforme ou em forma de estrela, mais profunda
que as erosdes, atingindo a camada muscular da mucosa. Ulcera cicatrizada foi caracterizada

pela presenga de cicatriz linear branca ou vermelha na mucosa.

O duodeno foi considerado normal quando ndo apresentava deformidade no bulbo e a
superficie da mucosa era lisa, integra, de coloracdo résea. Duodenite erosiva e ulcera
duodenal foram consideradas as altera¢cdes da mucosa duodenal semelhantes as descritas para

a gastrite erosiva e para a Ulcera gastrica.
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4.5 Metodologia do Exame Anatomopatoldgico

Apos a coleta por bidpsia, os fragmentos esofagicos e gastricos foram colocados em
formol tamponado a 4% e enviados ao Servico de Patologia Cirurgica do Hospital de Clinicas
da UFTM e para outros laboratérios de escolha do paciente quando os mesmos eram
procedentes de clinica privada, para serem processados.

Os fragmentos fixados em formol foram desidratados em alcool, diafanizados em xilol
e a seguir incluidos em parafina. Cortes histoldgicos de 5 pm de espessura foram obtidos e

corados pela técnica de hematoxilina-eosina para estudo histopatoldgico.

Os achados histoldgicos na mucosa esofagiana foram analisados de acordo com 0s

seguintes parametros:

a) Exocitose de eosinofilos no epitélio escamoso;

b) Exocitose de neutrofilos no epitélio escamoso;

c) Aumento de mononucleares intra-epiteliais (acima de 10 células
mononucleares/campo de grande aumento — objetiva de 40x) e espongiose (edema
intercelular);

d) Hiperplasia da camada basal (mais de 15% da espessura do epitélio);

e) Superficializacdo de al¢as capilares (projecéo no terco superior do epitélio, ou seja,
alongamento de papilas);

f) Epitélio colunar com metaplasia intestinal.

Cortes histoldgicos das biopsias gastricas também foram corados pela técnica Warthin
Starry, para facilitar a pesquisa de H. pylori, além dos cortes corados pelo método de
hematoxilina-eosina (DIXON et al., 1996).

Os achados histologicos da mucosa gastrica foram interpretados de acordo com a
classificacdo de Sidney, com as modifica¢cdes/graduacdo propostas pela reunido de Houston
(DIXON et al., 1996), utilizando-se a escala analdgica visual do referido artigo, que também é
recomendada pelo Manual de Padronizacdo de Laudos Histopatoldgicos da Sociedade
Brasileira de Patologia (BACCHI et al., 2005), conforme ilustrada na figura 8 e descritos a

sequir:
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Figura 8 - Escala analdgica visual proposta pela reunido de Houston de 1994, para
classificacdo/graduacéo de gastrites (BACCHI et al., 2005)

a) Auséncia de gastrite - nenhuma alteracéo do epitélio superficial ou glandular, com
raros mononucleares na lamina propria (grau 0);

b) Intensidade da gastrite com base na analise semi-quantitativa de mononucleares na

lamina propria e/ou no epitélio superficial ou glandular, graduada em leve (grau I), moderada

(grau 1) ou intensa (grau I11); (Figura 9)

o . . al . ¥
Figura 9 - Gastrite cronica sem atividade inflamatdria: infiltrado
linfoplasmocitério, sem polimorfonucleares (HE — 400x).
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c) Intensidade da atividade inflamatdria com base na presenga de polimorfonucleares
na lamina propria e/ou no epitélio superficial ou glandular, graduada em leve (grau 1),

moderada (grau Il) ou intensa (grau I11) (Figura 10 e 11):

J
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Figura 11 - Foco com atividade inflamatoria: neutréfilos permeando o
epitélio foveolar (HE — 400x)
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d) Presenca de atrofia gastrica de acordo com a diminui¢do do namero de corpos

glandulares, graduada em leve (grau 1), moderada (grau I1), intensa (grau I11);

e) Presenca de metaplasia intestinal de acordo com a presenca de epitélio com
caracteristicas morfoldgicas do epitélio intestinal, classificada em completa (tipo 1) ou
incompleta (tipos 1l ou I11), de acordo com a presenca ou nao de enterdcitos absorventes e, a

seguir graduada, segundo a extensdo em graus I, 11 ou 111 (DIXON et al, 1996). (Figura 12)

Figura 12 - Gastrite com atrofia glandular discreta (grau | ou focal)
substituida por metaplasia intestinal completa (células caliciformes
e enterdcitos absorventes), sem displasia (HE — 400x).
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4.6 Diagnostico da infecgdo pelo H. pylori

Foram utilizados diferentes métodos de diagnostico e comprovagdo da presenca do H.
pylori pelo fato da existéncia de possiveis casos de falsos negativos devido a varios fatores

como a escassez de bactérias e/ou uso prévio de bloqueadores H+.

4.6.1 Teste rapido da urease
O teste rapido da urease é o método mais simples, menos dispendioso e que fornece
resultado dentro de minutos e até 2 horas, dependendo da quantidade de bactérias presentes na

mucosa.

Este teste é baseado na principal caracteristica bioquimica da bactéria, que é a
producdo da enzima urease, que hidrolisa a ureia em gas carbénico e amonia. Desta forma,
um fragmento de bidpsia da mucosa do estdmago é colocado em um meio contendo ureia e
um indicador de pH. Caso a urease esteja presente, a ureia é convertida em amonia o que gera
um aumento do pH e consequentemente uma mudanga na coloragdo do meio, passando da cor

ambar para rosea (Figura 13).

NEGATIVO POSITIVO

Figura 13 — Resultado do teste da urease
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Falsos negativos podem ser obtidos com este teste em razdo da distribuicdo irregular
da bactéria na mucosa gastrica, escassez do microorganismo, devido ao uso recente de
antimicrobianos ou inibidor de bomba protdnica e até mesmo falsos positivos, se outros
patdgenos produtores de urease estiverem presentes na amostra coletada (BITTENCOURT et
al., 2006).

Para esta pesquisa foi utilizado o kit “UREASE-H. pylori” do laboratério RNA com os
seguintes dados: Lote 321, Fabricacdo. 09/07/2013 e Validade 09/01/2014. (Figura 14).

UREASE-H.pylori

Kit com 50 testes
Comervar. +2°C - +5C
Pesp. Tecmico: Nats

()

-t
LARORATORIOD

2
DOGSTRA SRAS

Figura 14 — Kit teste da urease — laboratério RNA

4.6.2 Pesquisa de H. pylori no exame anatomopatoldgico

Apols a coleta por bidpsia, os fragmentos gastricos foram colocados em formol
tamponado a 4% e enviados ao Servico de Patologia Cirdrgica do Hospital de Clinicas da
UFTM e para outros laboratorios de escolha do paciente quando 0s mesmos eram procedentes
de clinica privada, para serem processados.
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Os fragmentos fixados em formol foram desidratados em alcool e xilol e a seguir
incluidos em parafina. Cortes de 5um de espessura foram obtidos e corados pelo método
Warthin Starry a base de prata para a pesquisa de H. pylori (DIXON et al., 1996).

A quantificacdo da densidade bacilar foi feita baseando-se em uma graduacdo de
acordo com a quantidade de bacilos observados e assim classificando-se os achados em

ausentes, positivo escasso (+/+++), moderado (++/+++) e intenso (+++/+++) (Figura 15).

Figura 15 - Numerosos bacilos compativeis com Helicobacter pylori no interior de
fovéolas (Warthin Starry — 1000x).

4.6 Extracdo de RNA

Um fragmento de mucosa do corpo gastrico que foi obtido durante o exame de
endoscopia digestiva alta e foi destinado a extracdo de RNA. A extracdo do RNA total foi
realizada utilizando-se kit de extracdo de RNA (RNA SV Total RNA Isolation System,

Promega - EUA), de acordo com as recomendac@es do fabricante.
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Os fragmentos de tecidos, armazenados em nitrogénio, foram processados por
maceracdo mecanica. Os fragmentos resultantes deste procedimento foram transferidos para
tubo eppendorf contendo tampdo de lise, e misturados por inversdo; foi entdo adicionado
350pl de tampéo de diluicdo. As amostras foram aquecidas em banho-maria a 70°C por 3
minutos e centrifugadas a 10 minutos a 13000xg a 4°C. Ap6s esta centrifugacido o
sobrenadante foi transferido para novos tubos eppendorfs e adicionado 200pl de etanol a 95%.
O material foi transferido para um conjunto de separacédo do Kit, contendo uma membrana de
separacdo, sendo posteriormente centrifugado por 1 minuto a 13000xg a 4°C.; o RNA foi
lavado, por 1 minuto, por centrifugacdo (13000xg a 4°C) em 600ul de tampdo apropriado. A
presenca de DNA contaminante foi eliminada com tratamento com DNase por 15 minutos a
temperatura ambiente. . Apds esta incubacdo foi adicionado 200ul de DNAse stop e
centrifugado por 1 minuto a 13000xg a 4°C. O material foi novamente lavado por 2 vezes (1
minuto a 13000xg a 4°C). Esta membrana separadora contendo o RNA foi transferida para
outro tubo e adicionado 30ul de agua livre de nucleasse, e centrifugado por 1 minuto a
13000xg a 4°C. Apos estes procedimentos, o RNA obtido foi eluido em 30ul de agua

deionizada e livre de RNAse, para quantificacdo e confeccdo de DNA complementar (cDNA).

4.7 Confeccédo de cDNA

O cDNA foi confeccionado a partir de 1 pg de RNA, 0,5 pg de Oligo dT (Promega -
EUA) e agua ultra pura (Milli-Q) autoclavada. Esse material foi levado ao termociclador
PTC-100 (MJ Research, Inc - EUA) para um ciclo de 5 minutos a 70°C. Apo6s resfriamento
imediato, foram adicionados dNTP (2,5mM), transcriptase reversa M-MLV RT (Improm 11,
Promega - EUA) e tampéo para reacdo M-MLV-5x Buffer (Promega - EUA). Essa reacéo foi
levada ao termociclador para mais um ciclo de 1 hora a 42°C, seguido de 3 minutos a 10°C.
No final, foram adicionados ao cDNA confeccionado 75ul de &gua ultra pura autoclavada,
sendo estas amostras congeladas em seguida a -20°C, até 0 momento de uso.

O cDNA foi utilizado para quantificacdo dos produtos de interesse por PCR em tempo

real.
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4.8 Reacgdes de PCR em tempo real

A expressdo quantitativa de mRNA dos genes IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17, T-bet,
GATA-3 e FoxP3 foram analisadas por reacdes de PCR em tempo real, nas amostras de
cDNA de fragmento de esdfago. Foi utilizado o sistema SYBR Green no aparelho GeneAmp
7500 (Applied Biosystems — USA). Primers adequados para tais reacGes conforme lista
abaixo, foram criados a partir do programa OligoPerfect™ Designer (Invitrogen - USA). O
sistema SYBR Green realiza as reactes de amplificacdo e deteccdo e quantifica as amostras
(ABI Prism Software - EUA) através de nucleases fluorogénicas utilizadas na reacdo, sendo
tal expressdao normalizada com base em controles endogenos, como a B-actina, uma proteina
constitutiva presente no citoesqueleto de diversos tipos celulares. O cDNA sintetizado a partir
do RNA mensageiro foi utilizado juntamente com reagente FastStart Universal SYBR Green
Master (ROX) (Roche, Suiga) como determinado pelo fabricante, sendo que para cada
amostra utilizou-se 6,51l do mix SYBR Green, 0,5ul do primer sense e anti-sense, 2,5ul do
cDNA e 5ul de agua estéril. A reacdo basica de amplificacdo compreendeu 2 minutos a 50°C,
10 minutos a 95°C, e quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C e 30
segundos a 72°C para a obtencdo de uma curva de dissociagdo dos produtos da reacéo,
utilizada para a analise da especificidade de amplificacdo. Os resultados foram analisados
com base no valor de CT (cycle threshold — ou ciclo limiar), sendo este o ponto
correspondente ao numero de ciclos onde a amplificacdo atingiu um dado limiar. Foi utilizado
0 método C+ comparativo (AACy), por meio de formulas aritméticas para alcancar o resultado
da quantificacdo relativa de mRNA, de acordo com boletim publicado da Applied Biosystems
(Manual do Usuério N° 2: Quantificacdo Relativa de Expressdo Génica - PN 4303859 - EUA).



Tabela 1 - Cédigos de primers tagman utilizados na reacdo de PCR em tempo real

Citocinas/fatores de transcrigio Cadigo dos primers
Hu B-actina Hs01060665 gl
Hu IFN-y Hs00989291 m1
Hu IL-4 Hs00174122_m1
Hu IL-10 Hs00961622_m1
Hu IL-17 Hs00174383_m1
Hu T-bet Hs00203436_m1
Hu GATA-3 Hs00231122_m1

Hu FoxP3 Hs01085834_m1
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando os softwares Statview® (Abacus concept, EUA)
e IBM SPSS Statistics® (IBM Corporation®) (Versdo 21). As variaveis continuas foram
submetidas a testes de Normalidade e variancia. (Kolmogorov-Smirnov). Foram aplicados
testes paramétricos para os niveis relativos de mRNA para as citocinas e fatores de transcricao.
Para a comparacao entre duas variaveis foi aplicado o teste t ndo pareado e para a comparacao
de 3 ou mais variaveis a analise de variancia com o teste de Bonferroni como pds teste. O
teste T pareado foi usado para comparar duas varidveis (niveis relativos de citocinas de
diferentes padrGes) no mesmo paciente. Para compara¢do de duas ou mais variaveis nominais
foi utilizado o teste do Qui-quadrado. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando a rejeicéo da hipdtese de nulidade foi menor que 5% (p<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas da amostra (N=126)

Os 126 pacientes do presente estudo tinham idade entre 18 e 87 anos, com meédia de
449 + 15,5 anos, sendo que 84 (66,7%) pacientes eram do sexo feminino e 42 (33,3%)
pacientes eram do sexo masculino.

A média do IMC da amostra foi de 26,8 £+ 6,1 kg/m2. A cor de pele predominante foi a
branca em 106 (84,1%) dos pacientes. Cento e quatro (82,5%) pacientes negavam o

tabagismo e 22 (17,5 %) eram fumantes.

6.2 Caracteristicas clinicas da amostra em relacéo a positividade do H. pylori no
antro e/ou corpo géastrico pesquisado atraves do exame anatomopatolégico (EAP)
(N=126).

O H. pylori esteve presente no antro gastrico através do EAP em 42 (33,3%) dos 126
pacientes estudados e j& no corpo gastrico o mesmo foi positivo no EAP em 43 (34,1%)
pacientes.

Dentre os 126 pacientes que foram submetidos ao questionario clinico (Tabela 2), ndo
foi encontrada diferenca significativa em relacdo aos dados clinicos com a presenca do H.
pylori no antro géstrico diagnosticado pelo EAP nos referidos pacientes.

Baseando-se somente na anamnese, e em situacdes clinicas frequentes como dor
epigastrica, pirose, tabagismo, etilismo, obesidade, e diabetes dentre outras, ndo foi obtido
uma prévia para o diagnostico da bactéria. A dor epigéastrica foi o sintoma mais frequente
acometendo 105 (83,3%) pacientes, seguida pelo sintoma pirose que se manifestou em 86
(68,3%) pacientes. (p>0,05) (Tabela 2).

Comparando os pacientes do sexo masculino e do sexo feminino com a presenca do H.
pylori no antro gastrico, houve uma maior prevaléncia da bactéria nos pacientes do sexo
feminino, porém sem significancia estatistica. Dos 84 (66,7%) pacientes do sexo feminino, 28

(22,2%) apresentaram positividade para a presenca da bactéria no antro gastrico enquanto que
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dos 42 (33,3%) dos pacientes do sexo masculino, 14 (11,1%) pacientes apresentaram
positividade para a mesma no antro gastrico (Tabela 2).

N&o houve diferenca estatistica significativa quando estudamos os pacientes que
haviam feito tratamento anterior para DRGE. Dos 126 pacientes estudados, 48 (38,1%)
pacientes haviam feito o tratamento para a DRGE e dentre eles 16 (12,7%) pacientes tiveram

a bactéria presente no antro gastrico e 32 (25,4%) nao tiveram a positividade para o H. pylori.

Tabela 2 - Comparacdo de dados clinicos com a presenca do H. pylori pesquisado
no antro gastrico atraves do EAP (N=126)

Dados clinicos NUmero H. pylori + H. pylori -
Sexo masculino 42 (33,3%) 14 (11,1%) 28 (22,2%)
Sexo feminino 84 (66,7%) 28 (22,2%) 56 (44,4%)
Dor epigastrica 105 (83,3%) 35 (27,8%) 70 (55,6%)
Nauseas 56 (44,4%) 21 (16,7%) 35 (27,8%)
Pirose 86 (68,3%) 27 (21,4%) 59 (46,8%)
Disfagia 30 (23,8%) 15 (11,9%) 15 (11,9%)
Regurgitacdo 42 (33,3%) 17 (13,5%) 25 (19,9%)
Tabagismo 22 (17,5%) 6 (4,8%) 16 (12,7%)
Etilismo 50 (39,7%) 20 (15,9%) 30 (23,8%)
Obesidade 27 (21,4%) 13 (10,3%) 14 (11,1%)
Diabetes 12 (9,5%) 5 (4,0%) 7 (5,6%)

Tratamento anterior DRGE 48 (38,1%) 16 (12,7%) 32 (25,4%)
Tratamento anterior gastrite 37 (29,4%) 8 (6,3%) 29 (23,0%)
Tratamento anterior H. pylori 19 (15,1%) 3 (2,4%) 16 (12,7%)

p<0,05
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Entre os pacientes em uso de IBP em relagdo a presenca do H. pylori no corpo
gastrico, o uso de IBP mostrou uma diminuicdo significativa na positividade para o H. pylori
nesta regido do estdmago. Dos 51 (40,5%) pacientes que estavam em uso de IBP, apenas 13
(10,3%) pacientes tiveram a presenca da bactéria no corpo gastrico enquanto que 38 (30,2%)

pacientes ndo apresentaram positividade para a mesma no corpo géstrico (Tabela 3).

Tabela 3 — Em uso de IBP e positividade do H. pylori no corpo gastrico

H. pylori presente no corpo gastrico Total
Ausente Presente
N 45 30 75
Néao
35,7% 23,8% 59,5%
Em uso de IBP
. 38 13 51
Sim
30,2% 10,3% 40,5%
83 43 126
Total
65,9% 34,1% 100,0%
p<0,05

Entre os pacientes em uso de IBP em relacdo a presenca do H. pylori no antro
gastrico, o uso de IBP mostrou uma diminuigdo significativa na positividade para o H. pylori
nesta regido do estbmago. Dos 51 (40,5%) pacientes que estavam em uso de IBP, apenas 10
(7,9%) pacientes tiveram a presenca da bactéria no antro gastrico enquanto que 41 (32,5%)

pacientes ndo apresentaram positividade para a mesma no antro gastrico (Tabela 4).

Tabela 4 — Em uso de IBP e positividade do H. pylori no antro gastrico

H. pylori (antro gastrico) Total
Ausente Presente
. 43 32 75
Nao
34,1% 25,4% 59,5%
Em uso de IBP
) 41 10 51
Sim
32,5% 7,9% 40,5%
84 42 126
Total
66,7% 33,3% 100,0%

p<0,05
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6.3 Caracteristicas endoscopicas da amostra em relacdo a positividade do
H. pylori no antro e/ou corpo gastrico pesquisado através do EAP (N=126).

O teste da urease realizado em fragmentos de antro gastrico colhidos durante a EDA
mostrou uma positividade em 24 (19,0%) pacientes, a pesquisa da bactéria no antro através do
EAP foi positiva em 42 (33,3%) pacientes e a positividade do H. pylori no corpo gastrico,
também pelo EAP foi de 43 (34,1%) pacientes.

Considerando-se a normalidade do es6fago e do duodeno como dados da EDA néo
houve diferenca estatistica significativa para a presenca do H. pylori nestes achados (p>0,05)
Dos 61 (48,4%) pacientes com es6fago normal, 24 (19,0%) pacientes tinham a presenca do H.
pylori no antro gastrico e 37 (29,4%) pacientes ndo tinham. Os pacientes que apresentaram
duodeno normal foram 112 (88,9%) e destes 37 (29,4%) pacientes tinham o H. pylori

presente no antro gastrico e 75 (59,5%) pacientes ndo tinham em esta positividade.

A EDA mostrou altera¢Bes no corpo gastrico de 19 (15,1%) pacientes, porém no antro
gastrico dos mesmos pacientes estudados, estas alteracfes endoscOpicas foram mais
frequentemente encontradas em 50 (39,7%) pacientes.

A auséncia da esofagite de refluxo diagnosticada durante o exame de EDA apresentou
diferenga significativa diante da auséncia do H. pylori no antro gastrico (p<0,05), pois
podemos observar que dos 97 (77,0%) pacientes que ndo apresentaram esofagite de refluxo
pela EDA, 59 (46,8%) pacientes ndo tiveram positividade do H. pylori no antro gastrico.
Também verificamos que 29 (23%) pacientes que tiveram esofagite de refluxo um total de 25

(19,8%) pacientes ndo tiveram a presenca da bactéria no antro gastrico. (Tabela 5).
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Tabela 5 — Esofagite de refluxo (EDA) pela classificagdo de Los Angeles (LA) e

positividade do H. pylori no antro gastrico pesquisado através do EAP

H. pylori (antro géstrico)

Total
Ausente Presente
18 3 21
Grau A
] 14,3% 2,4% 16,7%
Esofagite de refluxo
7 1 8
(LA) Grau B
5,6% 0,8% 6,3%
59 38 97
Ausente
46,8% 30,2% 77,0%
84 42 126
Total
66,7% 33,3% 100,0%
p<0,05

A tabela 6 mostra que 0s pacientes que apresentaram corpo gastrico normal na EDA

foram 107 (84,9%) e que dentre eles 78 (61,9%) pacientes ndo tiveram a positividade da

bactéria no antro gastrico pelo EAP. Resultados estatisticamente significativos (p<0.05).

Tabela 6 — Corpo gastrico normal e positividade do H. pylori no antro gastrico pesquisado

através do EAP

H. pylori (antro gastrico) Total
Ausente Presente
N 6 13 19
Nao
. 4,8% 10,3% 15,1%
Corpo gastrico normal
Sim 78 29 107
61,9% 23,0% 84,9%
84 42 126
Total
66,7% 33,3% 100,0%

p<0,05
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Dos 126 pacientes estudados, 111 (88,1%) pacientes apresentaram um corpo gastrico
normal e dentre eles 81 (64,3%) pacientes ndo tiveram o H. pylori presente no antro gastrico.
Ja entre os 15 (11,9%) pacientes que apresentaram gastrite, 12 (9,5%) pacientes tiveram a
bactéria diagnosticada no antro do estdbmago. Resultados com diferenca estatistica
significativa (p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 7 — Gastrite de corpo gastrico e positividade do H. pylori no antro gastrico pesquisado
através do EAP

H. pylori (antro géstrico) Total

Ausente Presente
3 9 12
Enantematosa
2,4% 7,1% 9,5%
Gastrite de corpo gastrico- . 0 3 3
e Erosiva plana
classificacéo 0,0% 2,4% 2,4%
81 30 111
Ausente
64,3% 23,8%  88,1%
84 42 126
Total
66,7% 33,3% 100,0%
p<0.05

A tabela 8 mostra que os pacientes que apresentaram antro gastrico normal na EDA
foram 50 (39,7%) e que dentre eles 40 (31,7%) pacientes ndo tiveram a positividade da

bactéria no antro gastrico pelo EAP. Resultados estatisticamente significativos (p<0.05).
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Tabela 8 — Antro gastrico normal e positividade do H. pylori no antro gastrico pesquisado

através do EAP

H. pylori (antro gastrico) Total
Ausente Presente
) 44 32 76
Né&o
L. 34,9% 25,4% 60,3%
Antro gastrico normal
. 40 10 50
Sim
31,7% 7,9% 39,7%
84 42 126
Total
66,7% 33,3% 100,0%
p<0.05

Dentre os 126 pacientes estudados, 54 (42,9%) pacientes apresentaram um antro
gastrico normal e dentre eles 42 (33,3%) pacientes ndo tiveram o H. pylori presente no antro
gastrico. Ja entre os 72 (57,14%) pacientes que apresentaram gastrite, 30 (23,8%) pacientes
tiveram a bactéria diagnosticada no antro do estdbmago. Resultados com diferenca estatistica

significativa (p<0,05) (Tabela 9)..

Tabela 9 — Classificagdo da gastrite de antro gastrico e positividade do H. pylori no antro
gastrico pesquisado através do EAP

H. pylori (antro gastrico) Total
Ausente Presente

Enantematosa 26 13 39
20,6% 10,3% 31,0%
Erosiva elevada 4 ! -
3,2% 5,6% 8,7%
Gastr_it_e de~antr0 gastrico- Erosiva plana 12 8 20
classificacéo 9,5% 6,3% 15,9%
0 2 2
Nodular 0,0% 16%  1,6%
. 42 12 54
Gastrite Ausente 33.3% 9.5% 42.9%
Total 84 42 126
66,7% 33,3% 100,0%

p<0,05
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O gréfico 1 mostra a frequéncia da densidade do H. pylori no antro gastrico.
Podemos observar que densidade intensa da bactéria foi a mais frequente atingindo 17
(13,5%) pacientes, seguida da densidade moderada com 13 (10,3%) pacientes e a escassa com
11 (8,7%) pacientes.G

&3 (67 5%)
il | EE—

-]
1

Nimere de pacientes

7(13,5%)

11 (8 7%&) 13 (10.3%)

RN

T T T
Escasso Intenso Moderado Ausente

Diensidade do H. pylori no aniro gisirico (EAP)

Grafico 1 - Frequéncia da densidade do H. pylori no antro géstrico

A Tabela 10 mostra que houve diferenca estatistica significativa entre os dados obtidos
com o teste da urease no antro gastrico com a densidade do H. pylori no antro gastrico. Vinte
e quatro (19.0%) pacientes com teste de urease positivo tiveram a positividade com a presenca

do H. pylori no antro géstrico (p<0,05).

Tabela 10 - Comparacdo de positividade do teste da urease realizado no antro gastrico

H. pylori (antro gastrico) Total
Escasso  Intenso Moderado  Ausente
. 6 8 8 80 102
Negativo
Teste da urease 4,8% 6,3% 6,3% 63,5% 81,0%
(antro gastrico) . 5 9 5 5 24
Positivo
4.0% 7.1% 4.0% 40% 19,0%
11 17 13 85 126
Total
8,7% 13,5% 10,3% 67,5% 100,0%

p<0,05
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6.4 Caracteristicas da amostra no EAP em relagdo a positividade do H. pylori

antro e/ou corpo gastricos (N=126).

A positividade do H. pylori no corpo gastrico através do EAP foi de 43 (34,1%)
pacientes e o H. pylori foi positivo no antro gastrico também pesquisado através do EAP em
42 (33,3%) pacientes. Somente um (0,07%) paciente foi positivo no corpo gastrico e ndo se

mostrou positivo no antro gastrico (p<0,05).

6.4.1 Eso6fago (EAP)

Oitenta e trés (65,9%) pacientes tiveram o es6fago dado como normal nas bidpsias
feitas durante o exame de endoscopia digestiva alta. Destes pacientes, 29 (23,0%)
apresentaram a pesquisa do H. pylori positiva no antro gastrico através EAP e 54 (42,9%)
pacientes tiveram negativa a presenca da bactéria, o que ndo mostrou significancia estatistica
(p>0,05) a relacdo do H. pylori no antro gastrico e a normalidade do es6fago.

O mesmo aconteceu com o0s pacientes que tiveram diagnéstico anatomopatolégico de
esofagite de refluxo, isto é: 28 (22,2%) pacientes com esofagite de refluxo sendo 6 (4,8%)
pacientes com H. pylori presente no antro gastrico e 22 (17,5%) com a bactéria ausente. N&do

houve significancia estatistica (p>0.05).

6.4.2 Corpo gastrico (EAP)

Na tabela 11 podemos observar que de todos os 59 (46,8%) pacientes que
apresentaram um corpo do estbmago normal ao EAP, somente 1 (0,08%) paciente teve a
positividade para o H. pylori no corpo gastrico, enquanto que 67 (53,2%) pacientes tiveram
alteracdes histopatologicas no corpo do estdmago e que dentre eles, 41 (32,5%) pacientes
apresentaram a positividade para a bactéria.

Ainda na Tabela 11, observa-se que a densidade de infeccdo mais encontrada do H.
pylori em relagdo as alteragdes histologicas do corpo gastrico foi de forma “moderada”,
atingindo 24 (19,0%) pacientes dos 67 (53,2%) pacientes.

Todos os dados observados na referida Tabela 11 tiveram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).
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Tabela 11 — Corpo gastrico normal (EAP) e a densidade do H. pylori no corpo
gastrico (pesquisado no EAP)

H. pylori (corpo géstrico)
Escasso Intenso Moderado Ausente Total

Niio 11 6 24 26 67
Corpo gastrico normal 8,7% 4,8% 19,0% 20,0% 53,2%
(EAP) sim 1 0 0 58 59
0,08% 0,0% 0,0% 46,0% 46,8%
12 6 24 84 126
Total

9,5% 4,8% 19,0% 66,7% 100,0%

p<0,05

Na tabela 12, podemos observar que 29 (59,2%) dos pacientes ndo apresentaram
gastrite ativa no corpo gastrico e dentre eles somente 1 (2,0%) apresentou a infecgdo pelo H.
pylori (p<0,05). Dai a estreita relacdo entre auséncia de gastrite ativa e auséncia da bactéria.

Os pacientes que tiveram gastrite ativa presente foram 20 (40,8%) e o tipo de atividade
mais encontrada foi a discreta com 14 (28,6%) pacientes e a densidade de infeccdo pelo H.

pylori predominante foi a moderada com 7 (14,3%) pacientes infectados (p<0,05)

Tabela 12 - Gastrite ativa no corpo gastrico (Classificacdo no EAP) e a densidade do H.
pylori no corpo gastrico pesquisado (EAP)

H. pylori (corpo gastrico) Total
Escasso Intenso Moderado Ausente
.. ) 7 3 14 2 26
Atividade discreta
5,6% 2,4% 11,1% 16% 20,6%
i i Atividade intensa 0 . 0 0 .
Gastrite ativa 00%  0,8% 00%  00%  08%
no corpo
. o 4 2 8 3 17
gastrico Atividade moderada
3,2% 1,6% 6,3% 24% 13,5%
.. 1 0 2 79 82
Atividade ausente
0,8% 0,0% 16% 62,7% 65,1%
12 6 24 84 126
Total

9,5% 4,8% 19,0%  66,7% 100,0%

p<0,05
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Na tabela 13, podemos observar que 62 (49,29%) pacientes ndo apresentaram gastrite
crbnica no corpo gastrico e dentre eles nenhum apresentou a infeccéo pelo H. pylori (p<0,05).

Os pacientes que tiveram gastrite cronica presente foram 64 (50,71%) e o tipo de
atividade mais encontrada foi a discreta com 48 (38,09%) pacientes, seguida pela moderada
com 14 (11,11%) e a densidade de infeccéo pelo H. pylori predominante foi a moderada com
19 (15,07%) pacientes infectados (p<0,05).

Tabela 13 - Gastrite crénica no corpo gastrico (Classificacdo no EAP) e a densidade do H.
pylori no corpo gastrico pesquisado (EAP)

H. pylori (corpo gastrico) Total
Escasso Intenso Moderado Ausente

Cronica 7 4 19 18 48
discreta 56% 3,2% 15,1% 14,3% 38,1%
Cronica 0 0 1 1 2
Gastrite cronica no corpo intensa 0,0 0,0% 08% 08% 1,6%
gastrico (EAP) Cronica 5 2 4 3 14
moderada 40% 1,6% 32% 2,4% 11,1%
Cronica 0 0 0 62 62
ausente 0,0% 0,0% 0,0% 49,2% 49,2%
12 6 24 84 126

Total
95% 4,8% 19,0% 66,7% 100,0%

p<0,05
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6.4.3 Antro gastrico (EAP)

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre antro gastrico
normal ao EAP em relagéo a presenca do H. pylori no antro gastrico, uma vez que, entre os 27
(21,4%) pacientes com antro gastrico normal no EAP nenhum evidenciou a presenca do H.
pylori no antro gastrico, enquanto que dos 99 (78,6%) pacientes com alteracGes histoldgicas
no antro gastrico, 42 (33,3%) pacientes apresentaram positividade para a presenca da bactéria
no antro gastrico (p<0,05) (Tabela 14).

Tabela 14 - Antro gastrico normal (EAP) e positividade do H. pylori no antro gastrico
pesquisado através do EAP

H. pylori (antro gastrico) Total
Ausente Presente
N 57 42 99
Nao
L. 45,2% 33,3% 78,6%
Antro gastrico normal
i 27 0 27
Sim
21,4% 0,0% 21,4%
84 42 126
Total
66,7% 33,3% 100,0%

p<0,05
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Pode-se observar que 80 (63,5%) pacientes ndo apresentaram gastrite ativa no antro
gastrico e dentre eles somente 4 (3,2%) apresentaram a infeccdo pelo H. pylori (p<0,05)
(Tabela 15).

Quarenta e seis (36,5%) pacientes tiveram gastrite ativa no antro gastrico e o tipo de
atividade mais encontrada foi a com 19 (15,07%) pacientes, seguida pela intensa com 16
(12,69%) e por ultimo a moderada em 11 (8,73%) pacientes. A densidade predominante de
infeccdo pelo H. pylori foi a intensa em 17 (13,49%) pacientes, seguida da moderada com 13

(10,31%) pacientes e a escassa em 11 (8,73%) pacientes infectados (p<0,05).

Tabela 15 - Gastrite ativa no antro gastrico (Classificacdo no EAP) e densidade do H. pylori
no antro gastrico pesquisado através do EAP

H. pylori (antro gastrico) Total
Escasso Intenso Moderado Ausente
6 2 2 9 19
Atividade discreta
4,8% 1,6% 1,6% 71% 15,1%
.. ) 1 11 4 0 16
) ) Atividade intensa
Gastrite ativa no 0,8% 8,7% 3,2% 0,0% 12,7%
antro gastrico o 2 4 5 0 11
Atividade moderada
1,6% 3,2% 4,0% 0,0% 8,7%
.. 2 0 2 76 80
Atividade ausente
1,6% 0,0% 16% 60,3% 63,5%
11 17 13 85 126

Total
8,7% 13,5% 10,3% 67,5% 100,0%

p<0,05
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Trinta e quatro (27,0%) pacientes ndo apresentaram gastrite crénica no antro gastrico e

dentre eles nenhum apresentou a infeccdo pelo H. pylori (p<0,05) (Tabela 16).

Dos 92 (73,01%) pacientes que tiveram gastrite crénica a mais encontrada foi de

forma discreta com 50 (39,68%) pacientes, seguida pela moderada com 27 (21,42%) e depois

a cronica intensa em 15 (11,9%) pacientes. A densidade predominante de infeccdo pelo H.

pylori foi a intensa em 17 (13,5%) pacientes, seguida da moderada com 13 (10,3%) pacientes

e a escassa em 11 (8,7%) pacientes infectados (p<0,05).

Tabela 16 - Gastrite crénica no antro gastrico (Classificagcdo no EAP) e densidade do H.
pylori no antro gastrico pesquisado através do EAP

H. pylori (antro gastrico) Total
Escasso Intenso Moderado Ausente
. . 4 0 4 42 50
Crobnica discreta
3,2% 0,0% 3,2% 33,3% 39,7%
. 3 9 3 0 15
) ) Cronica intensa
Gastrite crbnica no 24% 7,1% 2,4% 0,0% 11,9%
antro gastrico . 4 8 6 9 27
Crbnica moderada
32% 6,3% 4,8% 7,1% 21,4%
. 0 0 0 34 34
CroOnica ausente
0,0% 0,0% 0,0% 27,0% 27,0%
11 17 13 85 126
Total
8,7% 13,5% 10,3% 67,5% 100,0%

p<0,05
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6.5 - Caracteristicas imunologicas da amostra em relagdo a positividade do H.
pylori

No presente estudo foi avaliada por reagcdes de PCR em tempo real a expressao
quantitativa de mRNA dos genes do TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17, T-bet, GATA-3, nas
bidpsia da regido do corpo gastrico. Dos resultados obtidos da quantificacdo relativa de mRNA
com base da expressdo do gene constitutivo da [-actina observou-se que a expressdo da IL-17
foi significativamente maior nos pacientes com gastrite cronica moderada quando comparados
com 0s pacientes normais e com 0s pacientes que apresentavam gastrite discreta
(ANOVA/Bonferroni: p<0,05; p<0,05 respectivamente) (Grafico 2).

000045 |
00004
000035 4

00003 4
. MNormal

B Cronica discreta
Bl cCrénica moderada

000025 4
noooz A
000015 o

o000 A

Cuantidade relativa de mANA

000005 4

IL17

Gréfico 2 - Quantidade relativa de mRNA da IL-17 agrupados com presenca de inflamacéo
nas bidpsias da mucosa do corpo gastrico. A barra representa a média e a linha vertical
representa o desvio padrdo da média (ANOVA/Bonferroni: p<0,05; p<0,05 respectivamente).
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Em relagdo a quantificacdo relativa de mRNA da IL-4 comparada nos pacientes
normais com o anatomopatologico das bidpsias dos pacientes com gastrite cronica discreta e
moderada ndo houve diferenca significante entre os grupos analisados (ANOVA/Bonferroni:

p=0,60; p=0,91;p=0,65, respectivamente) (Grafico 3).
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Gréafico 3 - Quantidade relativa de mRNA da IL-4 agrupados com presenca de inflamacéo
nas bidpsias do corpo gastrico. A barra representa a média e a linha vertical representa o
desvio padrdo da média (ANOVA/Bonferroni: p=0,60; p=0,91;p=0,65, respectivamente)

Em relagdo a quantificacdo relativa de mRNA da IFN-y comparada nos pacientes
normais com o anatomopatologico das bidpsias dos pacientes com gastrite cronica discreta e
moderada ndo houve diferenca significante entre os grupos analisados (ANOVA/Bonferroni:
p=0,57;p=0,75;p=0,50respectivamente)(Gréafico4).
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Gréafico 4 - Quantidade relativa de mRNA da IFN-y agrupados com presenca de
inflamac&o nas bidpsias do corpo gastrico. A barra representa a média e a linha vertical
representa o desvio padrdo da média (ANOVA/Bonferroni p=0,57; p=0,75;p=0,50,
respectivamente)
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Em relacdo a quantificagdo relativa de mRNA da IL-10 comparada nos pacientes
normais com o anatomopatologico das bidpsias dos pacientes com gastrite cronica discreta e
moderada ndo houve diferenca significante entre os grupos analisados (ANOV A/Bonferroni:

p=0,16; p=0,39;p=0,91, respectivamente).(Grafico 5).
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Grafico 5 - Quantidade relativa de mRNA da IL-10 agrupados com presencga de inflamacéo nas
biopsias do corpo gastrico. A barra representa a média e a linha vertical representa o desvio
padrdo da média (ANOVA/Bonferroni p=0,16; p=0,39;p=0,91, respectivamente).

Dos resultados da quantificacdo relativa de mRNA observou-se que a expressdo do
IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 quando comparadas com a presenca ou auséncia do H. pylori.
Observa-se um predominio da IL-17 sobre as demais citocina embora ndo houve diferenga
significativa entre os grupos analisados (Teste t ndo pareado: IFN: p= 0,27 ; IL-4: p=0,31 ;
IL-10: p=0,55, IL-17: p=0,056) (Gréfico 6).
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Gréafico 6 - Quantidade relativa de mRNA do IFN, IL4, IL-10 e IL-17 em bidpsias da
regido do corpo do gastrico comparados presenca ou auséncia da infeccdo pelo H.pylori
(Teste t ndo pareado: IFN: p= 0,27 ; IL-4: p=0,31 ; IL-10: p=0,55, IL-17:p=0,056).
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Em relagdo a quantificacdo relativa de mRNA da T-bet comparada nos pacientes

normais com o anatomopatologico das bidpsias dos pacientes com gastrite cronica discreta e

moderada ndo houve diferenca significante entre os grupos analisados (ANOV A/Bonferroni:

p=0,54; p=0,64;p=0,39, respectivamente) (Grafico 7).
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Gréfico 7 - Quantidade relativa de mRNA da T-bet agrupados com presenca de inflamacao nas
biopsias do corpo gastrico. A barra representa a média e a linha vertical representa o desvio
padrdo da media (ANOVA/Bonferroni p=0,54; p=0,64;p=0,39, respectivamente).

A quantificacdo relativa de mRNA do GATA-3 apesar se estar elevada comparada nos

pacientes normais com o anatomopatoldgico das bidpsias dos pacientes com gastrite cronica

discreta e moderada
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ndo houve diferenca significante entre os grupos analisados
(ANOVA/Bonferroni: p=0,60; p=0,91;p=0,65, respectivamente) (Grafico 8).
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Gréfico 8 - Quantidade relativa de mRNA da GATA-3 agrupados com presenca de inflamacéo
nas biopsias do corpo gastrico. A barra representa a média e a linha vertical representa o
desvio padrdo da média (ANOVA/Bonferroni: p=0,08; p=0,27;p=0,91, respectivamente).
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A quantificacdo relativa de mRNA do FoxP3 apesar se estar elevada nos pacientes
normais e nos anatomopatologico das biopsias dos pacientes com gastrite crénica discreta
comparadas com gastrite moderada ndo houve diferenca significante entre os grupos
analisados (Bonferroni: p=0,60; p=0,91;p=0,65, respectivamente).(Gréafico 9).
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Grafico 9 - Numero relativo de copias de mRNA do FoxP3 em biodpsias da regido do corpo do
estbmago comparados com o anatomopatoldgico das biopsias dos pacientes com gastrite
(Bonferroni: p=0,08; p=0,27;p=0,91, respectivamente).

Dos resultados da quantificacdo relativa de mRNA observou-se que houve a expressao
do T-bet, GATA-3, FoxP3 quando comparadas com a presenca ou auséncia do H. pylori

porém ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados (Gréfico 10).
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Gréafico 10 - Quantidade relativa de mRNA do T-bet, GATA-3, FoxP3 em biopsias da
regido do corpo do gastrico comparados presenca ou auséncia da infeccdo pelo H.pylori
(Teste t ndo pareado: T-bet: p=0,41, GATA-3: p=0,17; FoxP3: p=0,34).
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Houve uma correlacdo positiva e significativa expressdo da IL-10 com a expressédo

do FoxP3 (Correlacdo de Spearman; p<0,05) (Grafico 11).
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Gréafico 11 — Correlacdo da IL-10 com a expressdo do FOxP3 (p < 0,05)

Houve uma correlagdo positiva e significativa expressao da IL-4 com a expresséo do
GATA-3 (Correlagao de Spearman; p<0,05) (Grafico 12).
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Gréfico 12 — Correlacdo da IL-4 com a expressdo do GATA-3 (p<0,05)
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Também observou-se no presente estudo, uma correlagdo positiva e significativa

expressdo da IFN-y com a expressdo do T-bet (Correlagdo de Spearman; p<0,05) (Gréfico 13)
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Grafico 13 — Correlacdo da IFN-y com a expressdo do T-bet (p<0,05)
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7. DISCUSSAO

H. pylori infecta atualmente aproximadamente metade da populacdo mundial e esta
bactéria € considerada como a principal causa de gastrite. A gastrite surge como uma resposta
imune local contra a bactéria, porém a maioria dos pacientes se mostra assintomatica, e isto
foi bem evidenciado neste estudo, onde ndo conseguimos estabelecer nenhuma
correspondéncia clinica como um dado preditivo para o diagnostico do H. pylori, apesar de

um minucioso questionario ter sido feito pelo médico entrevistador.

Para a deteccdo do H. pylori no presente estudo, foram utilizados trés métodos
diferentes: teste rapido da urease no antro gastrico realizado no momento do exame de
endoscopia digestiva alta e exame anatomopatoldgico no corpo e antro gastrico para a
pesquisa da bactéria em 126 pacientes e em 49 pacientes, também realizou-se biologia
molecular para pesquisa do gene 16S rRNA. Estas técnicas foram realizadas no intuito de
evitar os chamados falsos-negativos, visto que ndo existe um Unico exame que é considerado
“ideal” para o diagnoéstico de infecgao pelo H. pylori. Desta forma, pode-se sugerir que neste
estudo houve uma minimizacdo nos pacientes H. pylori falsos negativos, o que o deixou

bastante confiavel.

Sabe-se que uma porcentagem de pacientes infectados pode evoluir para patologias
mais graves no trato digestivo superior como a Ulcera péptica, gastrite atréfica (precursora
muitas vezes do cancer gastrico) e o linfoma tipo MALT, justificando assim a importancia do
diagnostico correto, tipos de cepas bacterianas e o tratamento desta bactéria nos pacientes

infectados.

No Brasil a prevaléncia da infec¢do pelo H. pylori é bastante variada e depende muito
da regido pesquisada, sendo que, taxas mais elevadas sd@o encontradas em regides de nivel
socioecondmico mais baixo. Neste estudo foi evidenciada uma porcentagem para a presenca
da bactéria, através do EAP no antro gastrico, em 33,3 % dos pacientes examinados, isto €, 42
dos 126 estudados. Valor baixo para o Brasil, fato que pode ser explicado pela melhor
condicdo socioecondmica dos pacientes que foram procedentes da UFTM e de Clinica

Particular.
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Baseando-se somente na anamnese, e em situagles clinicas frequentes como dor
epigastrica, pirose, tabagismo, etilismo, obesidade, e diabetes dentre outras, nao foi obtido,
neste estudo, uma prévia para o diagnostico da bactéria. A dor epigastrica foi o sintoma mais
frequente acometendo 105 (83,3%) pacientes, seguida pelo sintoma pirose que se manifestou
em 86 (68,3%) pacientes, porém sem significancia estatistica. N&o conseguimos estabelecer

uma relacdo entre o sexo masculino e feminino e a presenca da bactéria no estbmago.

Neste estudo concluimos que os pacientes que estavam fazendo uso de inibidores de
bomba de protons apresentaram uma negatividade maior para a presenca da bactéria com
importancia estatistica significativa, isto é, o uso de inibidores de bomba de prétons diminuiu

a positividade da bactéria no estbmago diagnosticado pelo EAP das bidpsias do antro gastrico.

O exame de endoscopia digestiva alta foi realizado em todos os 126 pacientes
estudados e a conclusdo do exame teve significancia estatistica diante da presenca da bactéria
no estdmago. Dentre elas podemos citar o corpo e antro gastrico normal e auséncia de H.
pylori e a gastrite de corpo e antro gastrico e a presenca da bactéria em cada regido
respectivamente.

Ja se questionou no passado a associa¢do da piora da esofagite de refluxo em alguns
pacientes quando tratados da infeccao pelo H. pylori. A explicacdo de tal fato se da pela volta
do aumento da secre¢édo de &cido pelo estdmago, e assim tornar o refluxo acido géastrico para o
esdfago mais agressivo, porém, no presente estudo esta associacdo nao foi comprovada. A
esofagite de refluxo esteve presente no exame de EDA em 29 (23%) pacientes e destes, um
total de 25 (19,8%) ndo tiveram a presenca da bactéria no antro géstrico. Ja a normalidade do
esofago esteve em 97 (77,0%) pacientes e destes, 59 (46,8%) pacientes ndo tiveram a

presenca da bactéria diagnosticada.

No presente estudo, foram encontrados pacientes com gastrite crénica e sem evidéncia
de infeccé@o pelo H. pylori. De acordo com a literatura existem algumas explicacfes para este
indice de negatividade, apesar de diferentes exames de deteccdo ser utilizados. Assim, o
achado de gastrite cronica ativa sem a presenca detectavel de H. pylori parece estar em
ascensao no ocidente e para isto sdo citados fatos que incluem antibioticoterapia para

tratamento de outras infeccdes, uso generalizado de inibidores de bomba de prétons,
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amostragem inadequada da bactéria ou técnicas de coloracfes abaixo do ideal (GENTA,
LASH, 2010; NORDENSTEDT et al., 2013).

Quando no exame anatomopatolégico dos pacientes estudados foi constatada a
auséncia de alteracdes no corpo do estdbmago, esta falta de alteragdes mostrou uma relacéo
direta com a auséncia da bactéria. Isto €, observamos que dos 59 (46,8%) pacientes que
apresentaram o corpo do estdmago normal ao exame anatomopatoldgico somente 1 (0,08%)
paciente teve a positividade para o H. pylori. Quando a bactéria se mostrou presente no corpo
géstrico, observou-se que a densidade de infeccdo mais encontrada do H. pylori em relacéo as
alteracdes histopatoldgicas foi de forma “moderada”, atingindo 24 (19,0%) pacientes dos 67

(53,2%) pacientes com alteracdes histopatologicas no corpo gastrico.

Ja no antro gastrico, todos os 27 (21,4%) pacientes com antro gastrico normal tiveram
a auséncia da bactéria no mesmo. Dos 99 (79,6%) pacientes com alteracdes histopatoldgicas,
57 (45,2%) pacientes tiveram a presenca da bactéria no mesmo.

A secrecdo gastrica € bastante influenciada pela infeccdo cronica do H. pylori e vai
depender do grau e localizacdo da gastrite e consequentemente relacionados com o tipo de
doenca no estbmago. Sabe-se que em individuos com gastrite predominantemente antral pelo H.
pylori, tem um aumento da secrecdo de &cido cloridrico e dai predispondo a formacéo de Ulcera
duodenal, enquanto que nos outros com gastrite predominantemente no corpo ou pangastrite, a
secrecdo de acido é diminuida, resultando em atrofia géstrica e assim estes individuos tém um
risco aumentando de cancer gastrico (MCCOLL; EL-OMAR; GILLEN, 1998).

Neste estudo podemos observar que dos 126 pacientes estudados, 62 (49,2%) pacientes
ndo apresentaram gastrite cronica no corpo gastrico e dentre eles nenhum apresentou a infeccao
pelo H. pylori, enquanto que os pacientes que tiveram gastrite cronica presente foram 64
(50,7%) e o tipo de atividade mais encontrada foi a discreta com 48 (38,09%) pacientes, € a
densidade de infecgéo pelo H. pylori predominante foi a moderada com 24 (19,0%) pacientes
infectados. Mostrando assim uma intima relacdo da bactéria com a gastrite cronica do corpo

gastrico.

No presente estudo a transcricdo de mRNA da IL-17 encontrada no corpo gastrico e

comparada com a intensidade do processo inflamatério no mesmo local, verificou-se um
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aumento significativo da IL-17 nos paciente com infiltrado inflamatorio de intensidade
moderada. Estudos demonstram que a IL-17 juntamente com a IL-8 aumentam a quimiotaxia
in vitro de neutrofilos, sugerindo que a IL-17 possa ter um possivel papel importante na
manutencao e expansdo do processo inflamatdrio agudo durante a infecgdo H. pylori (LUZZA
et al., 2000)No exame anatomopatoldgico do presente estudo, observou-se que, o infiltrado
com intensidade discreta, moderada e acentuada, era constituido predominantemente de
neutrofilos acompanhado células mononucleares. A literatura aponta uma forte associacdo da
IL-17 com o tipo de infiltrado de células mononucleares e neutrofilos presentes em bidpsias
de pacientes com Ulcera gastrica. E que niveis de IL-17 e IL-8 também estavam elevados em
pacientes H. pylori positivos e ndo ulcerosos (MIZUNO et al., 2005). Estudos também
indicam que a producdo de IL-17 estd aumentada durante infeccdo pelo H. pylori, e 0s autores
sugerem que esta citocina possa estar desempenhando um papel importante na resposta
inflamatdria a colonizacdo H. pylori (LUZZA et al., 2000). Por outro lado, dados na literatura
apontam que a IL-17 em criangas infectadas pelo H. pylori apresentam uma reducéo
significativa do processo inflamatdrio na mucosa gastrica e consequentemente diminuicdo do
infiltrado de neutrofilos. Ainda comparando o nimero de células Th17 destas criancas com
adultos também infectados pela H. pylori. Os autores observaram que tanto as células Thl7
como a quantidade de mRNA da IL-17 estavam significativamente menor nas criangas
comparadas com os adultos infectados. Os autores sugerem que respostas Th17/IL-17
gastricas diminuidas nas criancas pode ter como consequéncia 0 aumento da atividade das
células T reguladoras da mucosa nesta faixa etaria (SERRANO et al., 2013). Assim o
aumento da IL-17 no presente estudo, parece ter um papel importante na manutencdo do
processo inflamatdrio crénico nestes pacientes infectados pelo H. pylori.

No presente estudo as citocinas que representam o perfil Thl, Th2, Treg ndo
apresentaram diferencas significativas quando comparadas com o processo inflamatorio
gastrico. Foram quantificadas a transcricdo do mRNA porém sem diferenca estatistica. J&
quando o padrdo de resposta dos Linfdcitos T auxiliares (LTh) foram analisados com o0s
respectivos fatores de transcricdo (T-bet, GATA-3 e FoxP3) que o padrdo de citocinas
expressos pode ser confirmado pela correlagdo positiva e significativa com seu respectivo
fator de transcrigéo.
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Foi demonstrado em varios modelos experimentais que é necessario IFN-y
(classicamente uma citocina Thl) para a inducdo de gastrite devido a H. pylori em ratinhos
(SAWAI et al., 1999) e que a interleucina 10 (IL-10) e IL-4, em geral, relacionado com
respostas de Th2 e Treg, estdo associadas protecdo (EATON; MEFFORD; THEVENOT,
2001). Assim, existia evidéncia forte de que a gastrite devido a H pylori estava associada o
perfil Thl. Entretanto, estudos experimentais confirmam em parte o papel do LThl no
desenvolvimento de gastrite devido a H pylori. A gastrite pode ser desenvolvida em animais
C57BL/6J infectados com H. pylori, mas ndo em animais sem o fator de transcricdo T-bet, um
fator importante na diferenciacdo do perfil LThl (EATON et al., 2006). Entretanto, a
expressdo do FoxP3 foi encontrado descrito apenas em criangas com gastrite e com a presenca
da H pylori. E nestes estudos as células Treg FoxP3 + parecem desempenhar um papel na
infeccdo persistente pelo H. pylori (CHO; CHO; SEO, 2012), com diminui¢do do processo
inflamat6rio gastrico e consequentemente diminuicdo dos niveis de IL-17. Os autores
sugerem que as criangas podem ter como consequéncia 0 aumento da atividade das células T
reguladoras da mucosa nesta faixa etaria (SERRANO et al., 2013). Assim, no presente estudo
apesar de ndo ser encontrada diferenca significativa na expressdo do IFN-y, IL-4, IL-10, essas
citocinas foram detectadas nos paciente com gastrite e com infecdo pelo H pylori juntamente

com a expressao dos seus fatores de transcrigéo (T-bet, GATA-3 e FoxP3).

Assim sendo, existe uma correlacdo positiva entre as citocinas do padrdo Thl, Th2,
Treg com seus respectivos fatores de transcricdo. No entanto, a IL-17 foi significativamente

maior nas bidpsias dos pacientes com maior processo inflamatério local.
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8. CONCLUSOES

O H. pylori ndo mostrou nenhum fator clinico preditivo de infeccao,

No exame de endoscopia digestiva alta destacaram-se dados do laudo do exame como
sugestivos de provavel infeccdo da bactéria

O exame anatomopatolégico mostrou-se necessario para classificar as diferentes
gastrites e/ou alteragdes citologicas provocadas pelo germe.

A IL-17 pareceu ser a principal interleucina responsavel pela manutencao do processo

inflamatorio crénico gastrico em pacientes infectados pelo H. pylori.
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10. ANEXOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Data: / / Numero de registro:

Nome do Paciente:

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa clinica: “ESTUDO DO
Helicobacter pylori NA MUCOSA GASTRICA: HISTORIA CLINICA, ENDOSCOPIA
DIGESTIVA ALTA, EXAME ANATOMOPATOLOGICO E RESPOSTA IMUNE” de
responsabilidade da Profa. Dra. Denise Bertulucci Rocha Rodrigues e Dr. Emerson
Abdulmassih Wood da Silva e que sera desenvolvida na Universidade de Uberaba (UNIUBE)
e Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).

Esta pesquisa pretende estudar as alteracdes da parte interna do seu es6fago e do seu
estbmago, ja que vocé apresenta sintomas do trato gastrointestinal superior, bem como
pesquisar a presenca de uma bactéria chamada de Helicobacter pylori no seu estdmago.

Acreditamos que ela seja importante porque ird ajudar vocé e outros pacientes a
terem um melhor esclarecimento da doenca do refluxo, da presenca da bactéria no
estdbmago, bem como melhorar 0s seus possiveis tratamentos.

Para a realizacdo deste estudo, precisamos da sua colaboracdo em autorizar a
utilizacdo destes fragmentos da parte interna do seu es6fago e do seu estbmago.

Deixamos bem claro que o exame de endoscopia digestiva alta que agora voceé ira
fazer, ja realiza normalmente a retirada de fragmentos da parte interna do es6fago e do

estdmago.

Portanto ao autorizar a utilizacdo dos fragmentos da parte interna do seu esofago e
do seu estdmago para o presente estudo, vocé estara tendo uma possivel melhora no seu
diagnostico e no seu tratamento e isto sera feito sem nenhum custo a mais tanto fisico bem

como financeiro.

Os possiveis desconfortos ou riscos que poderdo acontecer sdo 0s mesmos de um
exame de endoscopia digestiva alta realizada de rotina, isto €, 0 exame € geralmente seguro e
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as complicacBes sdo raras. Pode ocorrer sangramento, normalmente minimo, apos a retirada
dos fragmentos citados. Outros riscos incluem irritacdo no local onde foi aplicada a
medicacdo endovenosa, reacOes alérgicas aos medicamentos sedativos empregados.
Complicagdes maiores como perfuragdo, sdo muito raras.

Pela sua participacdo no estudo, vocé nao recebera nenhum pagamento, e também
ndo terd nenhum custo. VVocé podera parar de participar a qualquer momento, sem nenhum
tipo de prejuizo para vocé ou para seu tratamento/atendimento.

Sinta-se a vontade para solicitar, a qualquer momento, os esclarecimentos que vocé
julgar necessarios.

Se vocé aceitar participar deste estudo, as informacgfes desta pesquisa seréo
confidencias, e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicac¢des cientificas, ndo havendo
identificacdo de vocé e de outros pacientes, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo,
sendo assegurado o sigilo sobre sua participacdo. Sera também utilizada imagens a nivel de
microscopia e imunologia do material coletado, porém sem identificar o nome de nenhum
paciente, conforme ja citado.

Os gastos necessarios para a sua participacdo na pesquisa serdo assumidos pelos
pesquisadores. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extrajudicial.

Uma copia desse termo, assinado por um membro responsavel pela equipe, onde
consta a identificacdo e os telefones da equipe de pesquisadores, esta sendo entregue a Vocé,
caso queira entrar em contato com eles.

Assinatura do responsavel pela obtencdo do TCLE

Dados dos pesquisadores:

Profa. Dra. Denise Bertulucci Rodrigues

e-mail: denise.rodrigues@uniube.br 9158-9234

Dr. Emerson Abdulmassih Wood da Silva

e-mail: wood@mednet.com.br 9972-2000



mailto:denise.rodrigues@uniube.br
mailto:wood@mednet.com.br
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Autorizacao

Eu, , apés a leitura (ou
escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar com um dos
pesquisadores responsavel, para esclarecer todas as minhas davidas, acredito estar suficientemente
informado, ficando claro para mim que minha participacdo é voluntéria e que posso retirar este
consentimento a qualquer momento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente
também dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis
danos ou riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que
desejar. Diante do exposto expresso minha concordancia de espontanea vontade em participar deste
estudo.

Assinatura do voluntério ou de seu representante legal

Assinatura de uma testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
voluntério (ou seu representante legal) para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pela obtencdo do TCLE

Dados dos pesquisadores:
Profa. Dra. Denise Bertulucci Rodrigues

e-mail: denise.rodrigues@uniube.br 9158-9234

Mestrando Dr. Emerson Abdulmassih Wood da Silva

e-mail: wood@mednet.com.br  9972-2000
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Questionario Médico para Pesquisa Clinica

Data: / / Numero de registro: Grupo:

Titulo da Pesquisa:

“ESTUDO DO Helicobacter pylori NA MUCOSA GASTRICA: HISTORIA CLINICA,
ENDOSCOPIA DIGESTIVA ALTA, EXAME ANATOMOPATOLOGICO E RESPOSTA
IMUNE”

Pesquisadores responsaveis:
Profa. Dra. Denise Bertulucci Rocha Rodrigues e
Dr. Emerson Abdulmassih Wood da Silva

Identificacédo do Paciente:

Nome:

Idade: Sexo: Cor: Estado Civil:

Peso:  Altura: IMC: Profisséo:

Endereco: N©°

Bairro: Cidade: Estado:
Telefones:Celular (_ ) Fixo: ( )

e-mail de contato:

Histéria Clinica:

Dor:ndo ( ) sim( ) Tipo: pirose ( ) cdlica( ) outras:

Nauseas: ndo () sim( ) Vomitos: ndo () sim ( ) Disfagia: ndo ( )sim( )

Laringite de repeticdo: ndo ( ) sim ( ) Rouquiddo: ndo ( )sim ( ) Pigarro:ndo ( )sim( )
Tosse seca “tipo alérgica”: ndo ( ) sim ( ) Tosse noturna: ndo ( )sim( )

Asma ou bronquite: ndo ( ) sim( ) Recente:ndo ( )sim( )

Regurgitacdo: ndo ( ) sim ( ) De: liquidos ( ) alimentos ( ) outros ( )

Tabagismo: ndo ( ) sim ( ) carga tabagica:
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Etilismo: ndo ( ) sim ( ) quantidade diaria:

Gravidez:ndo ( ) sim( ) G P C A

Outros sintomas e/ou doengas:

Antecedentes de cancer na familia: ndo ( ) sim ()

Qual e quando:

Tratamento clinico anterior para doencas do aparelho digestivo:ndo ( ) sim ( )

Qual doenca:

Cirurgias realizadas:

Medicamentos atualmente em uso:

Tratamento anterior para Helicobacterpylori: ndo ( ) sim ( )
omeprazol 20 + claritromicina 500 + amoxicilina 500 - bid( )
lansoprazol 30 + claritromicina 500 + amoxicilina 500 - bid ( )
lansoprazol 30 + levofloxacino 500 + amoxiciliana 500 - bid ( )

Outros medicamentos utilizados no tratamento:

Responsavel pelo preenchimento:
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Exame de Endoscopia Digestiva Alta

Data: / / Numero de registro:

Nome do Paciente:

Dados do Exame de Endoscopia Digestiva Alta:
Nome do médico examinador:
Local de realizacdo do exame:
Equipamento utilizado:
Medicacdo utilizada no exame:

Local de bidpsias realizadas:

esofago distal () antro gastrico ( ) corpo gastrico () fundo ( )
outros:

Esofagoscopia:

Normal: sim ( ) ndo ( )
Esofagite: ndo ( ) sim ( ) Tipo:
Esofagite erosiva: ndo ( ) sim( )graul ( )graull ( )grau lll ( )grau IV ( )
Esofago de Barrett: ndo () sim () curto ( ) longo ( )

Hérnia de Hiato: ndo ( ) sim ( ) Tamanho: __ cm Tipo: desli ( ) rolam ( )
Estenose péptica: ndo ( ) sim ( ) Ulcera:ndo ( ) sim ( ) erosdes:ndo ( )sim( )
Cancer:nao ( )sim( )

Outros:

Gastroscopia:

Normal: sim () ndo ( )

Gastrite: ndo () sim () elevada ( ) plana ( ) erosiva ( ) enantematosa ( )
Antro () corpo () fundo ( ) atrofica ()

Ulcera gastrica: ndo () sim ( ) ativa () cicatriz ( ) antro ( ) corpo ( ) fundo ( )
Incisura angularis () pré-pildrica ( )

Cancer:ndo ( )sim( )antro( )corpo ( )cardia( ) pré-pilérico ( )

Outros:

Duodenoscopia:

Normal: sim ( ) ndo ( )

Duodenite: ndo () sim ()

Ulcera duodenal: ndo ( ) sim () ativa ( ) cicatriz ( )

Outros:

Teste da urease: positivo () negativo ()

Diagnostico clinico do exame de endoscopia digestiva:
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Exame Anatomopatoldgico

Data: / / Lamina n® : Numero de registro:

Nome do Paciente:

Esofago:

Infiltrado inflamatdrio linfo-plasmocitario: ( )ausente; ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )
Exsudato neutrofilico: ( )ausente; ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )

Eosindfilos: ( )ausente; ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )

Hiperplasia do epitélio escamoso: ( )ausente; ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )
Metaplasia intestinal especializada: presente ( ) ausente ( )

() incompleta; ( ) completa

( ) focal () multifocal () difusa

Corpo Gastrico:

Infiltrado inflamatério linfo-plasmocitério: ( )ausente; ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )
Exsudato neutrofilico: ( )ausente; ( ) presente: ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )
Reacdo do epitélio foveolar: ( )ausente; ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )

Metaplasia intestinal: ( ) ausente; presente ( )

() incompleta; ( ) completa

() focal () multifocal () difusa

Helicobacterpylori( ) ausente ( ) presente ; Escasso( ) ; moderado ( ); muito ( )

Antro Gastrico:

Infiltrado inflamatério linfo-plasmocitério: ( )ausente; ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )
Exsudato neutrofilico: ( )ausente; () presente: ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )
Reacdo do epitélio foveolar: ()ausente; ( ) minimo; ( ) moderado; intenso ( )

Metaplasia intestinal: ( ) ausente; presente ( )

() incompleta; ( ) completa

() focal () multifocal () difusa

Helicobacterpylori: ( ) ausente () presente ; escasso( ) ; moderado ( ); muito ()

Diagnostico:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO
HOSPITAL DE CLINICAS

Diretoria de Pesquisa
Av Getulio Guarita, 130 - Cop: 38025440 - Uberaba MG

Fome: (34) 3318 5211 - £-mai - diretoria. pesquisa@hc uftm.edu.br

Mem. 24/2013/Dir.Pesq./HC/UFTM.

Uberaba, 21 de junho de 2013.

A: Profa. Dra. Denise Bertulucci Rocha Rodrigues

Assunto: parecer de projeto

L Em relagdio  solicitamos de V.Sa. de autorizagdo para realizagdo da
Pesquisa “Avaliagdo da resposta imune na mucosa esofagiana e gastrica de pacientes com
esofagite de refluxo portadores de Helicobacter pylori e pacientes com esofagite de refluxo
ndo portadores de Helicobacter pylori”. ressaltamos que 0 nosso parecer para

realizagiio da mesma € favordvel.

Atenciosamente,.

Dr. Helio Eoraés dm‘

Diretor de Pesquisa/HC/UFTM
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Titulo da Pesquisa:Avaliacdo da resposta imune na mucosa esofagiana e gastrica de pacientes com
esofagite de refluxo portadores de H. pylori e pacientes com esofagite de refluxo ndo

portadores de H. pylori
Pesquisador: DENISE BERTULUCCI ROCHA RODRIGUES
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 19666013.0.0000.5145
Instituicdo Proponente: Universidade de Uberaba - UNIUBE
Patrocinador Principal: Universidade de Uberaba - UNIUBE

Sociedade Educacional Uberabense

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 350.874
Data da Relatoria: 06/08/2013

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se do projeto - Avaliacdo da resposta imune na mucosa esofagiana e gastrica de pacientes com

esofagite de refluxo portadores de Helicobacter pylori e pacientes com esofagite de refluxo ndo portadores

de Helicobacter pylori. - coordenado pela profa Denise Bertulucci Rocha Rodrigues, vinculada ao Programa

de Mestrado em Odontologia da Universidade de Uberaba.
Trata-se de um estudo observacional, descritivo e laboratorial.

Serdo analisados resultados de bidpsias provenientes de exames de endoscopia alta, cujos pacientes foram

indicados para esse tipo de exame por determinacao médica.

Nas palavras dos proponentes - O estudo sera embasado em exames de endoscopia digestiva alta (EDA),

ndo mudando em nada a rotina dos cuidados de atencéo a saude dispensados aos paciente portadores de

patologias do trato digestivo superior, ou seja, a realizacdo de biépsias tanto do eséfago como do estbmago

ja faz parte do esclarecimento diagnéstico do exame de EDA realizado no dia a dia. -

Objetivo da Pesquisa:
Apresenta-se como objetivos:

Geral:
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Endereco: Av.Nene Sabino, 1801

Bairro: Universitario CEP: 38.055-500
UF: MG Municipio: UBERABA
Telefone:  (34)3319-8959 Fax: (34)3314-8910 E-mail: cep@uniube.br

Péagina 01 de 04
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UNIVERSIDADE DE UBERABA - Plataforma
UNIUBE | %foﬂ

Continuagao do Parecer: 350.874

Avaliar os mecanismos da resposta imune nas lesdes da mucosa esofagiana e gastrica de pacientes
com esofagite de refluxo portadores de Helicobacter pylori e pacientes com esofagite de refluxo ndo
portadores de Helicobacter pylori.

Especificos:

1 Avaliar o processo inflamatdrio e condigbes da mucosa em bidpsia de eséfago de pacientes portadores
de esofagite de refluxo comparadas com grupo controle

2 Avaliar a presencga da infeccdo por H. pylori em pacientes com esofagite de refluxo

3 Detectar e quantificar a presenc¢a de mastdcitos.

4 Avaliar e quantificar a presenca de fibrose.

5 Avaliar MMP-3 e MMP-9

6 Analisar in situ a expressao de citocinas do perfil th1(TNF-¢, E IFN-¢), Th2(IL-

4), Th17 (IL-17, IL-23) e Treg (TGF-B e IL-10).

7 Avaliar in situ a expressao de galectinas (1, 3 e

9). 8 Avaliar TLR-2 E TLR-4

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sdo os inerentes a qualquer pesquisa com seres humanos, incluindo a perda da confidencialidade,
adequadamente minimizado pelos proponentes. N&o ha risco adicional ao sujeito, pois ele tem a indicagao
da endoscopia pelo seu quadro de salde. Se o paciente for positivo ou negativo para a bactéria H. pilory ele
serd incluido em um ou outro grupo da pesquisa.

O grupo envolve médicos, com experiéncia na realizacédo e interpretagdo do exame endoscopico.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é pertinente e aborda um tema importante na area médica, representado pela doenca do refluxo
gastro esofagico. O protocolo de pesquisa estd bem apresentado e embasado na literatura cientifica
atualizada.

Os objetivos sdo amplos e devem compor um ndmero consideravel de trabalhos cientificos.

Serdo incluidos como participantes individuos de ambos 0s sexos, maiores de 18 anos, com indicagdo
médica para realizacao de endoscopia digestiva alta.

Apresenta-se como critérios de exclusao:

1) Nao concordancia em participar

Endereco: Av.Nene Sabino, 1801
Bairro: Universitario CEP: 38.055-500
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2) Cirurgia prévia do trato digestivo superior

3) Gravidas

4) Pacientes com presenca de comorbidades graves como neoplasias, doencas do colageno e distarbios de
coagulacao.

5) Pacientes que no momento do exame de endoscopia, a critério dos médicos pesquisadores, nao
apresentavam condig¢des fisicas ou mentais de participagdo no estudo.

Consideracgdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatoria:

Apresenta-se a folha de rosto, o TCLE, um modelo de exame anatomopatolégico (onde se anota as
observacgbes ao exame endoscopico).

Apresenta-se pareceres diversos, incluindo da diretoria clinica, do servico de endoscopia, dos ambulatérios
e da diretoria de pesquisa do Hospital de Clinicas da UFTM.

Recomendacdes:

ndo ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O projeto esta bem apresentado, inclui todos os documentos necessarios, o TCLE esta bem redigido e
adequado. Ndo h& pendéncias.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em 06 de agosto de 2013 a plenaria votou de acordo com o relator.

UBERABA, 06 de Agosto de 2013

Assinador por:

Geraldo Thedei Junior
(Coordenador)

Endereco: Av.Nene Sabino, 1801
Bairro: Universitario CEP: 38.055-500
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