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RESUMO
O Helicobacter pylori (H. pyloriy é uma bactéria Gram-negativa que coloniza o
estdmago humano sendo adquirida durante a infancia. A inflamagéao crénica induzida
pela bactéria pode levar a alteragdes no DNA, resultando no aumento da produgao
das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). O objetivo desse estudo foi avaliar os
niveis séricos de malondialdeido (MDA), glutationa (GSH), catalase, 6xido nitrico-
nitrato e nitrito (NO) e mieloperoxidase (MPQO) em criangas e jovens infectados e nao
infectados pelo H. pylori. Materiais e Métodos. Estudo do tipo descritivo e
transversal, realizado na comunidade Parque Universitario em Fortaleza - CE,
incluindo 143 individuos da comunidade, com idade entre 8 e 18 anos, com média +
de 14,16 anos e desvio padrdo de * 3, 85. Sendo que, 48,5% (65/134) do género
masculino e 51,4% (69/134) do sexo feminino. Foram realizadas entrevistas para
coleta de dados epidemiolégicos desses individuos e colhidas amostras de sangue
que foram centrifugadas e extraido o soro e armazenado em freezer -80°C. A
deteccdo da H. pylori foi realizada por meio do Teste Respiratério com Ureia
marcada com Carbono 13. As dosagens séricas foram realizadas em Leitor de
microplaca para MDA, GSH, NO E MPO, ja a catalase foi determinada por
Espectofotometria. Resultados. Dos 134 individuos estudados, 59,7% (80/134)
foram H. pylori positivos e 40,2% (54/134) negativos, ndo houve difirenca sigificante
entre os individuos H. pylori positivos e negativos em relacao ao género (p=0,167)
nem faixa etaria (p=0,647). Também n&o foi observada siginificancia estatistica entre
os pacientes H. pylori (+) e (-) com relacdo aos niveis séricos de GSH-Rd
(92,3x117,6 e 75,4%90,6; p=0,363) e MPO (3,22+3,61 e 4,44+5,16; p=0,295)
respectivamente. Por outro lado, o grupo infectado apresentou niveis séricos mais
elevados de MDA (0,49+0,3964 e 0,271£0,19 e p= 0,001), Catalase (2,72+2,90 e
1,69+1,88; p=0,010) e reducao de 6xido nitrico (0,111+0,00 e 0,115+0,01; p= 0,007).
Portanto, a infecgdo causada pelo H. pylori esta associada com o aumento nos
niveis de MDA e catalase e a reducdo nos niveis de Oxido nitrico quando

comparados com individuos nao infectados.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, Helicobacter pylori, radicais livres, criancas e

adolescentes.



ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) is a Gram-negative bacterium that colonizes the human
stomach being acquired during childhood. Chronic inflammation induced by the
bacterium can lead to changes in DNA, resulting in increased production of Reactive
Oxygen Species (ROS). The aim of this study was to evaluate the serum levels of
malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), catalase, nitric oxide nitrate and nitrite
(NO) and myeloperoxidase (MPQO) in children and young infected and not infected
with H. pylori. Materials and methods. A descriptive and cross-sectional study was
carried out at the University Park community in Fortaleza, CE, including 143
individuals from the community, aged between 8 and 18 years, mean = 14.16 years
and standard deviation of + 3.85. , 48.5% (65/134) of the male gender and 51.4%
(69/134) of the female sex. Interviews were conducted to collect epidemiological data
from these individuals and blood samples were collected and centrifuged and the
serum was collected and stored in a freezer at -80 ° C. The detection of H. pylori was
performed by means of the Carbon-13-labeled Urea Respiratory Test. Serum
dosages were performed on a microplate reader for MDA, GSH, NO and MPO, and
catalase was determined by Spectrophotometry. Results. Of the 134 individuals
studied, 59.7% (80/134) were H. pylori positive and 40.2% (54/134) negative, there
was no significant difference between H. pylori positive and negative individuals with
respect to gender (p = 0,161) or age group (p = 0.647). Statistical significance was
not observed between H. pylori (+) and (-) patients in relation to serum levels of
GSH-Rd (92.3 + 117.6 and 75.4 £ 90.6, p = 0.363), and MPO (3.22 £ 3.61 and 4.44 +
5.16, p = 0.295) respectively. On the other hand, the infected group had higher
serum levels of MDA (0.49 + 0.3964 and 0.27 + 0.19 and p = 0.001), Catalase (2.72
+2.90 and 1.69 £ 1 , 88, p = 0.010) and reduction of nitric oxide (0.111 + 0.00 and
0.115 £ 0.01, p = 0.001). Therefore, infection caused by H. pylori is associated with
increased levels of MDA and catalase and reduced levels of nitric oxide when
compared to uninfected individuals.

Key words: Oxidative stress, Helicobacter pylori, free radicals, children and youth.
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1.INTRODUGCAO

1. 1 Histérico do Helicobacter pylori

Estudos sugerem que a relagdo entre o homem e o H. pylori esteja em
torno de 60.000 anos. A distribuicdo da diversidade genética da H. pylori esta em
conformidade com a colonizagdo dos primeiro seres humanos e sua migracao a
partir do leste africano (BLASER; ATHERTON, 2004).

Bizzozero et al em 1983, observou a presenca acidental de organismos
de forma espiralada no estébmago de caes e Salomon em 1896 [Salomon 1896]
também notou esse mesmo fato ocorria no estbmago de ratos e gatos. Outro estudo
relatou a presenca de organismos semelhantes no suco gastrico de pacientes com
cancer ulcerado de estdbmago (KREINITZ, 1906). Em estudo realizado
posteriormente, foi observado que 43% das bidpsias de estbmago, apresentavam a
existéncia de uma bactéria que também teria a forma de espiral (DOENGES, 1938).

Na década de 80 o estudo da bactéria H. pylori tornou-se alvo extensas
pesquisas (COELHO L.; COELHO M., 2005). Nesse periodo ela foi isolada, na
mucosa gastrica de pacientes com gastrite crénica, por dois cientistas Barry Marshall
e Robin Warren, modificando assim principios béasicos na Gastrenterologia
(MARSHALL, 1983).

Marshall e Warren ao realizarem a cultura do H. pylori, observaram
bacilos gram negativos flagelados e classificaram como sendo uma nova espécie do
Género Camplylobacter. Verificou também que ela esta presente em pacientes com
gastrite cronica e Ulcera péptica logo, essa descoberta foi essencial para a
compressao da etiologia das afecgbes géastricas (MARSHALL; WARREN, 1984).

E importante ressaltar que em 1983 foi publicado por Warren e Marshall
um estudo sobre a resposta imune humana contra o H. pylori, que relacionou as
caracteristicas microbiolégicas da bactéria, ressaltado sua semelhanca com a
espécie Campylobacter (GUSTAFSON; WELLING, 2010). Classificada em 1989
inicialmente de Campylobacter pylori, ela foi reclassificada para o género
Helicobacter, ja que era geneticamente diferente do género Campylobacter (OWEN,
1998).
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Antes de Marshall e Warren identificarem, isolarem e cultivarem a bactéria
se pensava que nenhuma bactéria poderia viver no estémago humano, devido a
grande quantidade de acido produzida neste 06rgdo, considerado como fatores
causadores de Ulceras o estilo de vida, o tabagismo e o estresse (MARSHALL,
1983; MARSHALL; WARREN, 1984; WEYDEN; ARMSTRONG; GREGORY, 2005).

Em 1985, Marshall descreveu a infeccdo apds ter ingerido
voluntariamente um caldo contendo 10° organismos de H. pylori, adquirindo os
sintomas da infecdo, em seguida tratou com antibidticos e sais de bismuto
(MARSHALL; WARREN, 1984; LOPES et al., 2014). Em 1987 foi publicado um
segundo caso de ingestdo voluntaria, com dose de 3x10° organismos. Essa é a
minima relatada até hoje em adultos (MARSHALL et al, 1985; MORRIS;
NICHOLSON, 1987). Em virtude de tamanha descoberta, Marshall e Warren
ganharam no ano de 2005 o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia (GUZMAN,
2006; LOPES et al., 2014).

Vale a pena ressaltar que, a infeccao por H. pylori desempenha um papel
importante na uUlcera péptica, sendo a principal causa de gastrite crdnica e que esta
relacionada com a génese do adenocarcinoma gastrico (MARSHALL, 1994).

1.2 Aspectos epidemioldgicos da Infeccao por H. pylori

A infeccdo por esta bactéria € de distribuicdo cosmopolita, ou seja,
encontrada em todo mundo, especialmente em paises em desenvolvimento
(COELHO; CASTRO, 2002; SIQUEIRA et al., 2007). Estima-se que a incidéncia do
H. pylori seja em torno de 70% a 90%, das quais a maior parte da populacado adquire
a infecgao ainda na infancia (DUNN; COHEN; BLASER, 1997; HUNT et al., 2006).

A prevaléncia e incidéncias podem variar de acordo com a regiao
geogréfica, idade, género, condicdes socioecondmicas, etnia, nivel de escolaridade,
ocupacao, fatores ambientais aos quais o individuo € exposto, habitos alimentares e
grau de exposicdo a bactéria (BLASER; BERG, 2001; BARBOSA; SCHINONNI,
2011).

No continente Europeu a infecgdo por H. pylori tende a ser inferior nos
paises do Norte em relagdo aos do Sul e Leste (EUSEBI; ZAGARI; BAZZOLI, 2014).
Contradizendo as estatisticas dos paises do norte europeu, Portugal apresentou
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82% de casos de infecgao por este patdbgeno, sendo um dos paises europeus com
maior prevaléncia de H. pylori (BASTOS et al., 2013).

A Asia apresenta um dos maiores indices de infeccdo por H. pylori,
variando entre 54% a 76% (LIM et al., 2013; DORJI et al., 2014). Na China a
prevaléncia da infeccao por H. pylori varia de acordo com a populagdo estudada e
com a area geografica do pais oscilando entre 41,5% a 72,3% (XIE; LU, 2015).

No Chile, Colébmbia, Costa Rica, Honduras, México e Nicaragua
apresentaram altas de infecgdo por H. pylori, com prevaléncia de 79,4% em média
(PORRAS et al., 2013). Em estudo publicado em 2014 no Brasil mostrou que no
Nordeste a prevaléncia da bacteria € de 56% (RODRIGUES et al., 2004). Ja um
segundo estudo mostrou, também no Nordeste, uma prevaléncia de 62,9% na
populacao geral (RODRIGUES et al., 2005).

Anualmente, pelo menos, um milhdo de pessoas morrem infectadas por
este patdgeno, tornando-se importante o conhecimento acerca da patogenicidade da
bacteria a fim de tracar estratégias para prevencgao e controle desta infec¢cdo (BODE
et al., 1989; MIZUSHIMA et al., 2001).

1.3 Fatores de risco para a infeccao por H. pylori

A infecgédo por H. pylori € adquirida na primeira infancia, particularmente
nos cinco primeiro anos de vida (KODIRA; ESCOBAR; GRISI, 2002). Normalmente
persiste por toda vida, a menos que seja tratada. As precarias condicdes
socioeconémicas sao consideradas como fator de risco para aquisicao da infeccao
(PODDAR; YACHHA, 2007)

Em paises desenvolvidos a infeccdo ocorre apds os trés anos ou cinco
anos, ja em paises em desenvolvimento a contaminagao ocorre com menos de um
ano (CARVALHO et al., 1991).

Alguns estudos consideram que um dos maiores fatores preditivos para a
infeccdo sejam as precarias condicdes socioecondmicas durante a infancia
(KODIRA; ESCOBAR; GRISI, 2002), pois esses fatores estao fortemente interligados
sendo impossivel relatar a importacia de cada um separadamente (XIA; TALLER,
1997).



21

Um forte indicador de condicbes socioecondmicas é a renda familiar que
apresenta relagédo inversa com a presenca da infeccéo por H. pylori (Graham et al.,
1991).

Outro fator importante na prevaléncia da infeccdo é o nivel de
escolaridade materno. Isso porque as maes alfabetizadas promovem melhores
cuidados as criangas, proporcionando uma higiene adequada (MATYSIAK-BUDNIK
et al., 1996). Conforme verificado em estudo realizado por Goodman et al, na zona
rural da Col6bmbia, mostrou que as maes que nao tinham o habito de lavarem as
mMaos e que nao possuiam fossa em casa ou que a mesma ficava distante, que esse
fatos seriam também fatores de risco para infeccao (GOODMAN et al., 1996).

O numero de habitantes por moradia é sugerido por varios autores como
um fator de risco, principalmente na infancia, para a aquisicdo da doenca (GALPIN;
WHITAKER; DUBIEL, 1992; GOODMAN et al., 1996; MATYSIAK-BUDNIK et al.,
1996).

Vale salientar que, estudo realizado por Webb et al, mostrou que as
criangas tem papel importante na transmissao deste patégeno na familia. Sendo que
a crianca além de esta mais predisposta a infeccao também tem a capacidade de
transmiti-la (GALPIN; WHITAKER; DUBIEL, 1992; WEBB et al., 1994).

A infeccdo por este patdgeno esta associada ao aumento do risco de
cancer gastrico. Alguns estudos epidemiologicos revelam que alta incidéncia de
cancer gastrico em adultos esta relacionada com a infeccao adquirida na infancia
(CHANG et al., 1991) e nado erradicada, permanecendo durante toda a infancia e
adolescéncia podendo produzir danos irreversiveis na idade adulta. Portanto, é
importante que H. pylori seja erradicado na infancia ou no inicio da adolescéncia
(CABTREE et al., 1993).

1.4 Caracteristicas Morfoldgicas e Bioquimicas do H. pylori

A etiologia do nome H. pylori significa: helix = espiral, bacter = bastonete
e pylori = parte inferior do estomago (MARSHALL; GOODWIN, 1987; GOODWIN,
1989).

A bactéria € encontrada com frequéncia na forma de espiral ou
encurvada, também pode ter a forma de cocos, gram negativa, mével, sobrevive em

meio microaerdfilo, tem de 4 a 6 flagelos que possuem de 0,5 a 0,9 um de largura e



22

2 a 4 ym de comprimento. Essa bactéria pertence ao Dominio Bacteria, filo
Proteobacteria, classe Epsilonproteobacteria, ordem Campylobacterales, familia
Helicobacteaceae e género Helicobacter (GOODWIN, et al., 1989; GRAHAM, 1994;
MONTECUCCO; RAPPUOLLI, 2001).

A bactéria é identificada por meio da formacédo de col6nias translicidas
puntiformes e ndo pigmentadas, com didmetro de 1-2mm em meio que deve ser
incubado em condicbes microanaedobicas, em temperatura de 30°C, com
crescimento ideal a 35°-37°C e deve ser enriquecido com 10% de CO? (PINHEIRO;
GONCALVES; FRANCO, 2004).

A H. pylori coloniza o duodeno e o estdbmago, sobrevivendo muito bem em
ambientes 4cidos, devido sua capacidade de secretar urease. Esta bactéria tem a
capacidade de colonizar a mucosa gastrica humana, sendo um dos poucos
microrganismos que consegue sobreviver nesse microambiente acido. A colonizagao
efetiva da bactéria nesse ambiente ocorre devido aos fatores de viruléncia que sao o
formato espiralado, a capacidade de aderir as celulas da mucosa gastrica, as
enzimas a e proteinas de adaptacado (BRUCE, 1993).

1.5 Fatores de viruléncia do H. Pylori

A motilidade flagelar da bacteria € uma das principais caracteristicas que
garantem a penetracdo desse patdgeno na camada de muco que reveste o epitélio
gastrico, protegendo assim a bactéria da acidez do peristaltismo estomacal (HAZEL
et al., 1986). Outro fator relevante € a adesdo a mucosa gastrica que impede a
eliminagdo da bactéria pelos movimentos peristélticos, visando promover elevadas
concentragdes de toxinas em determinadas areas da mucosa gastrica (BRUCE,
1993).

Quando a bactéria se adere a mucosa gastrica, inicia-se um processo
inflamatorio local e a liberagéo de toxinas pela bactéria, que reduz a integridade da
mucosa. A proteina BabA é a adesina de mais importancia (ILVER et al., 1998). Ela
permite que haja um contato entre o patégeno e o epitélio gastrico e facilita a
liberacdo de fatores de viruléncia como o gene cagA e vacA (GERHARD et al,
1999).

A bactéria também expressa altos niveis de uréase, que hidrolisa a uréia

(CO(NH2)2), presente no suco gastrico, transformando em bicarbonato (HCO3-),
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elevando o pH da mucosa gastrica para que fique basico com valores de 6,0 para
7,0, protegendo a bactéria dos efeitos deletérios da acidez estomacal (BODE et al.,
1989; MARSHALL et al., 1990).

O H. pylori codifica alguns genes que atuam de diferentes formas e que
estdo relacionadas com a viruléncia da bactéra (BARBOSA; SCHINONNI, 2010).

O gene cagA foi o primeiro gene cepa-especifico usado para identificar o
H. pylori. Ele esta fortemente ligado ao risco para desenvolvimento de cancer
gastrico (PEEK et al., 1999). Esse gene é um marcador da Illha de patogenicidade
cag-PAl (COVACCI et al., 1999).

A llha de patogenicidade cag-PAl é um dos constituintes da bactéria, ela
codifica componentes do sistema de secrecao do tipo IV (T4SS), atuando como uma
seringa injetando moléculas efetoras da bactéria na célula hospedeira, permitindo
que a mesma module vias do metabolismo celular humano, incluindo a expressao de
proto-oncogénes (COVACCI et al., 1999; COVACCI; RAPPUOLLI, 2000).

A citotoxina vacuolizadora ou proteina VacA € secretada pela bactéria
induzindo uma grande vacuolizacao citoplasmatica in vitro. Ela também forma canais
ibnicos nas membranas plasmaticas, ocasionando a exsudacao de uréia para a luz
da mucosa gastrica. Logo ela é considerada um importante fator de viruléncia que
pode induzir danos ao DNA (DEBELLIS et al., 2001; SALAMA et al., 2001).

O gene cagE é um dos genes da llha de patogenicidade cag e esta
associado ao aumento da interleucina 8 (IL-8) (NAITO; YOSHIKAWA, 2002). J4 o
gene iceA esta associado as Ulceras pépticas e ao cancer gastrico (PEEK et al.,
1999).

1.6 Afeccoes Gastricas

O H. pylori tem tropismo pelo antro gastrico, mas também pode infectar
outras partes do estbmago como o corpo e a incisura (CARRASCO; CORVALAN,
2013). A infecgdo no adulto esta relacionada com o desenvolvimento de algumas
doencgas gastrointestinais, como, gastrite, Ulcera péptica, cancer géastrico e linfoma
MALT (OLESTRO et al., 2003).

Antes dos anos 80 acreditava-se que a génese da origem da gastrite,
Ulcera gastrica, duotenite e uUlcera duodenal eram ocasionadas por um desequlibrio
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entre os mecanismos de defesa do hospedeiro e a secregédo acida (PATEL et al.,
1994).

Foi no inicio dos anos 80 que Marshall e Warren conseguiram isolar pela
primeira vez o H. pylori. Eles utilizaram fragmentos da mucosa gastrica de um
paciente com gastrite crbnica. Esse fato alterou profundamente os principios da
gastroenterologia (MARSHALL; WARREN, 1983).

A gastrite na fase inicial aguda é assintomatica ou sintomatica com
algumas manifestagdes clinicas como nduseas e vomitos, que podem evoluir para
uma gastrite crénica (CARRASCO; CORVALAN, 2013).

Na colonizag&o persistente por H. pylori existe uma relag&o intima entre o
nivel de secrecdo acida e a distribuicdo da gastrite. Sendo assim, quanto menos
acido é secretado maior é a disseminagédo da bactéria. Logo a producéo do acido é
importante para determinar o prognéstico da infeccdo (BARBOSA; SHINONNI,
2010).

A principal causa de gastrite crbnica ativa é a infeccado por H. pylori
(MARSHALL; WARREN, 1983). Alguns estudos sugerem que esse patdgeno tem
papel importante na génese da Ulcera péptica (RAUWS; TYTGAT, 1990).

Na pangastrite ha uma baixa secrecao acida que pode levar a gastrite
atréfica que pode evoluir para a metaplasia instestinal, displasia e finalmente ao
cancer gastrico (BARBOSA; SHINONNI, 2010).

Pessoas infectadas por H. pylori em sua maioria permanem
assintomaticas, sendo que entre 10 a 20% vao desenvolver Ulcera péptica e apenas
1% irdo evoluir para cancer gastrico (ERNST; PEURA; CROWE, 2006).

O H. pylori apés a infecgao ativa multiplas vias celulares que irdo afetar as
fucdes celulares levando a producéo elevada de citocinas inflamatérias, alterando as
taxas de apoptose, proliferacdo e diferenciagdo celular epiteliais, resultando em
transformacdo oncogénica das células epiteliais (DING; GOLDBERG;
HATAKEYAMA, 2010).

1.7 Transmissao do H. Pylori
A transmisséo pelo H. pylori ainda ndo esté totalmente elucidada, contudo

o ser humano é o unico reservatorio desse patégeno (BROWN, 2000). A hipétese

mais aceita € que essa transmissao ocorra por meio da via oral-oral e fecal-oral (BUI



25

et al., 2016) ou ainda por meio de aparelhos endoscopicos (HIDEKI et al., 1995).
Logo a transmissao desse patégeno esta diretamente relacionada com as condi¢oes
de higiene (R.H. Hunt C, et al, 2010).

Na transmissao por via oral-oral, a cavidade oral tem sido apresentada
como reservatorio de infeccao e reinfeccao pela bactéria, ja que a regurgitacao do
suco gastrico pode contaminar a boca, facilitando a colonizagéo por esse patégeno.
Além disso, alguns estudos demonstram a presenca desse patdgeno na placa
dentaria ou saliva (SIQUEIRA et al., 2007).

Ainda nao se conhece o mecanismo exato de transmissdo do agente pela
via oral-fecal, contudo o H. pylori pode ser eliminado pelas fezes. Nesse sentido vale
a pena ressaltar que, a disseminacao de doencas infecciosas que sao transmitidas
pela agua e esse fato se baseiam em sua contaminacao por fezes (SIQUEIRA et al.,
2007; PINHEIRO).

A transmissao iatrogénica ocorre quando a bactéria pode ser transmitida
por instrumentos endoscopicos, devido a falta de higienizacdo ou higienizagao
inadequada, principalmente quando a lavagem do equipamento é manual. Esse tipo
de infeccao tem sido muito documentada (KODAIRA; ESCOBAR; GRISI, 2002).

A aglomeragéo intrafamiliar também é um fator importante na transmissao
desse patdégeno (BUJANOVER et al,, 1997). Estudo realizado por Drumont et al,
mostrou uma sorologia positiva em mais de 80% de irmdos com a bactéria
(BLASER; BERG, 2001). Outro estudo evidenciou uma maior incidéncia da infeccao

em criangas filhas de pais infectados (MALATU, 1991).

1.8 Diagndsticos do Helicobacter pylori

Existem diversos métodos para detectar a H. pyrlori, esses métodos estao
divididos em dois grupos, que incluem métodos invasivos e métodos nao invasivos.
Para a realizagdo do método invasivo é necessario a realizagdo de uma Endoscopia
digestiva alta (EDA) para retirada de biopsia do estomago (MENTIS; LEHOURS;
MEGRAUD, 2015), necessérias para realizacdo de exames como teste rapido da
uréase (YAMAOKA, 2008), biologia molecular, exame histopatoldgico e cultura da
bactéria. J& para realizacdo de métodos nao invasivos ndo é necessario a realizagao

de EDA e incluem os seguintes exames teste respiratério (CUTLER; PRASAD;
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SANTOGADE, 1998), testes soroldgicos, pesquisa de antigenos nas fezes e o
Enteroteste (PEREZ-TRALLERO; ROTHENBACHER; BRENNER, 2004).

Avancos na EDA e o desenvolvimento de testes moleculares buscam
melhorar o diagnéstico para deteccdo dessa bactéria (MENTIS; LEHOURS;
MEGRAUD, 2015).

Atualmente o teste rapido da uréase € muito utilizado para detectar esse
microrganismo, esse teste ocorre quando um fragmento as mucosa gastrica e
colocado num frasco contendo uréia e vermelho de fenol, usado como indicador de
pH. A enzima converte uréia, que estd no suco gastrico, em aménia e bicarbonato,
promovendo um pH alcalino. Quando o pH se eleva, acaba prevenindo o acumulo
toxico de ureia dentro da bactéria e protege esse agente infecioso dos efeitos
nocivos do pH acido do estbmago (WARREN; MARSHALL, 1983; TOMBOLA et al.,
2001; YAMAOKA, 2008).

1.8.1 Testes invasivos

A EDA é um exame muito utilizado para obtencdo de fragmentos da
mucosa gastrica, que sao utilizados para detectar a presenca de H. pylori, no
entanto, como esse patdégeno tem uma vasta distribuicdo no estbmago, os teste que
utilizam biopsia podem apresentar falhas no diagnostico, por esse motivo devem ser
retiradas muitas amostras do corpo e do antro dessa regiao (VAN ZWET et al,,
1996).

Para realizacdo do Teste rapido da uréase € necessario uma EDA para
retirada de um fragmento de tecido da mucosa gastrica da pessoa. Esse fragmento,
€ colocado em solucao de uréase, na presenca da bactéria ela irda sintetizar a
enzima uréases que, converte a uréia em amdnia e bicarbonato, tornando o pH do
meio alcalino, mudando a coloracdo de amarelo para vermelho, indicando resultado
positivo para a infeccdo (MARSHALL; GOODWIN, 1987).

A Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) € um dos métodos com
elevada sensibilidade e especificidade que pode ser realizado com bidpsia gastrica,
suco gastrico, placa dentaria, saliva, cultura e até mesmo das fezes. Trata-se de
uma técnica que identifica sequéncias especificas de genes presentes no genoma
da bactéria, por meio da utilizagdo de oligonucleotideos sintéticos, que auxiliam na
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replicacdo enzimaticas das sequéncias de DNA definidas, permitindo que a bactéria
seja identificada (CLAYTON et al., 1992; GISBERT, 2000).

A andlise histopatolégica utiliza amostras de bidpsia. Trata-se de um
método bastante sensivel e com especificidade superior a 95% (LONGO et al.,
2011). Em estudo recente os autores demonstraram que a coloragao com azul de
toluidina modificada para deteccédo de H. pylori nas bidpsias gastricas mostrou uma
sensibilidade significativamente melhor em relagcdo ao método Hematoxilina-Eosina
(HE) (SAKONLAYA et al., 2014).

O método de cultura para H. pylori exige meios de cultura especificos, a
cultura exige baixas concentracées de oxigénio e de COz2, temperatura em torno de
37°C e pH neutro. O crescimento € lento necessitando de 3 a 4 dias, para formar
colénias pequenas e transliucidas (STEVENSON TH et al., 2000; KUSTERS; VAN;
KUIPERS, 2006). Apresenta uma sensibilidade entre 80% a 93% e especificidade
entre 95% a 100% (LERANG F et al, 1998; LOGAN; WALKER, 2001).

1.8.2 Testes nao invasivos

O teste respiratério com ureia marcada é considerado o padrao ouro na
deteccdo do H. pylori, ¢ um método simples e rapido. Nesse exame séo utilizados
dois isétopos de carbono o '3C nao radioativo e o '“C radioativos, onde o paciente
ingere uma solug&o com ureia marcada com um desses radioisotopos, se ela estiver
infectada pela bactéria, a enzima uréase (produzida pelo H. pylori) hidrolisa a ureia
em CO? que é expelido pelo ar respirado (LOGAN; WALTER, 2001; FERWANA et
al., 2015). Vale a pena ressaltar que, esse teste apresenta sensibilidade superior a
90% e alta especificidade (LONGAN; WALTER, 2001).

Outro método néo invasivo € o método sorologico ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) e o Western Blot, que se fundamenta na presenca de
anticorpos anti-H. pylori (IgG), em amostras de soro de pessoas infectadas pela
bactéria (VINETTE et al., 2004). Essa técnica demonstra uma alta precisao,
mostrando sensibilidade que varia entre 75,4% a 89,7% e especificidade de entre
80,7% a 100% dependendo do kit de imunoensaio utilizado (LEE et al.,2015).

A pesquisa de antigeno fecal, uma técnica também ndo invasiva,
fundamenta-se na utilizagao de anticorpos monoclonais ou policlonais para detecgéao

de antigenos do H. pylori (LONGO et al, 2011). Trata-se de um teste relativamente
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barato que apresenta especificidade e sensibilidade maiores que 90% (LOGAN;
WALKER, 2001). Em pesquisa realizada utilizando esse método, foi verificado em
criangas, uma sensibilidade e especificidade de 92,1% e 94,1% respectivamente
(ZHOU et al., 2014).

Outro teste preciso e minimamente invasivo € o Enteroteste, onde a pessoa
ingere uma capsula por via oral, para extragdo do suco gastrico e depois é realizado
o PCR (reagdo em cadeia da polimerase) do suco gastrico. Um estudo realizado
pelo grupo do Laboratério de Gastroenterologia utilizando este método demostrou
uma elevada especificidade e sensibilidade com 100% e 93% respectivamente
(GONCALVES et al., 2013).

A infecgdo por H. pylori induz processos inflamatérios, durante esses
processos radiais livres sdo gerados e reagem com o DNA podendo induzir a
expressao de proto-oncogenes (DRAK et al., 1996).

1.9 Resposta imunolégica do individuo infectado por Helicobacter pylori

A resposta imunoldgica do individuo é um fator determinante das
alteracées anatomo-patoldégicas observadas na mucosa gastrica, ja que é
necessario que o hospedeiro reconheca a bactéria como um agente agressor e nao
como um comensal (HAZT et al., 1992).

Existem muitas evidéncias de que a infeccao por H. pylori determina uma
forte resposta imunoldgica local e sistémica (BOOTH et al., 1986). Sendo que a
maioria dos individuos nao consegue erradicar a bactéria (GENTA; GRAHAM, 1994),
que resulta de uma deficiente regulagédo de células T (ERNEST; GROWE; REYES,
1995).

Apds a infeccdo existe um acumulo de neutréfilos e um infiltrado de
eosindfilos, sendo a primeira reacdo do hospedeiro ao microorganismo
(GOODGAME et al., 1995). Iniciando assim um processo agudo de resposta imune
local e sistémica (BOOTH et al., 1986), que se caracteriza por um infiltrado
inflamatério misto, com neutréfilos, células T e plasmécitos (ERNEST GROWE;
REYES, 1995). Sendo que a resposta imunoldgica sistémica se manifesta por um
aumento de anticorpos das subclasses IgA e IgG (RATHOBONE et al., 1986).
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1.10 Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

Em 1954 foi publicada uma teoria por Gerschuman, sobre a toxicidade do
oxigénio em sua forma reduzida. Nesse sentido, Denham Harman et al., sugeriram a
definicdo de radicais livres (RL) como sendo substdncias reativas, que estado
envolvidas no processo de envelhecimento (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007;
VALKO et al., 2007).

Radicais livres de oxigénio e nitrogénio sao definido como moléculas ou
fragmentos de moléculas que apresentem um ou mais elétrons desemparelhados
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Normalmente estas espécies sdo instaveis,
possuindo uma meia vida curta, fazendo com que elas reajam rapidamente com
diversas  substancias  (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; CAPUTO;
CHATGILIALOGLU et al., 2012).

O elétron desemparelhando do radical livre pode estar localizado em um
atomo de hidrogénio, oxigénio, carbono, enxofre ou dtomos de metais de transigéao.
O oxigénio no estado fundamental (Oz2) e o oxido nitrico (NO+) sdo as duas
substancias de maior importancia que podem gerar radicais livres na natureza
(ABDALLAR, 2006).

A geracao de Radicais Livres € um processo fisioldégico e continuo, que
exerce funcdes bioldgicas importantes. Esses radicais, durante processos
metabdlicos, atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias
reacdes bioquimicas. Sua producdo em proporcoes adequadas, possibilita a
producéo de energia (ATP), por meio da cadeia transportadora de elétrons, ativacao
de genes e participacao de mecanismos de defesa durante o processo infeccioso.
Contudo, a producédo excessiva pode conduzir a danos oxidativos (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; SHAMI; MOREIRA, 2004).

O O:2 sofre reducao tetravalente, com a aceitagdo de quatro elétrons,
formando a 4gua (Hz20), esse processo ocorre na mitocondria. A enzima que catalisa
essa reacao é a citocromo oxidase, ela controla a geracéao das Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), impedindo o seu excesso. Mesmo assim, cerca de 2% a 5% do Oz
metabolizados nas mitocéndrias serdo desviados para outra via, e reduzidos de
forma univalente, dando origem aos radicais livres (BARBOSA et al., 2010).

Os radicais livres podem trazer efeitos benéficos ao organismo, quando

estdo em baixas ou moderadas concentracdes, agindo na defesa contra agentes
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infecciosos e na ativacdo de sinalizagdo celular. Ja quando estdo em excesso,
podem causar danos celulares que podem atingir lipideos de membranas,
carboidratos, proteinas e DNA, levando a uma inibicdo de reac¢des essenciais ao
organismo (VICENT; TAYLOR, 2006).

Os radicais livres derivados do oxigénio correspondem a classe mais
importante para as espécies reativas no organismo vivo. Aproximadamente 95% do
oxigénio produzido durante o metabolismo aerébico € usado para a produgéo de
energia, no entanto o restante ndo é totalmente oxidado em agua (KOWALTOWSKI
et al., 2009).

Todos os organismos vivos aerébios usam o oxigénio como aceptor final
de elétrons na cadeia transportadora de elétrons. Quando o oxigénio é reduzido a
agua, ocorrem a geracao de subprodutos altamente reativos, conhecidos como
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O termo ERO inclui todas as moléculas quimicamente reativas oriundas

do oxigénio, englobando radicais livres como o radical hidroxil (HO ¢) e o &nion
superoxido (O ), assim como os nao radicais, como o peroxido de hidrogénio

(H202), e o0 oxigénio singlet (102). Sendo que, esses ultimos ndo sao considerados
radicais livres, ja que nao possuem elétrons desemparelhados (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). J&4 o ERN incluem o NOe, diéxido de nitrogénio (NO2-), o
peroxinitrito (ONOOQO-), que ndo é um radical livre e encontra-se em sitios de injuria
tecidual (HALLIWELL, 2006).

Nesse sentindo é importante ressaltar que, as ERO (Espécies reativas de
oxigénio) e as ERN (Espécies reativas de nitrogénio) sao produzidas durante alguns
processos metabdlicos de forma continua (URSO, 2003). Evidéncias sugerem ainda
que as ERO’s e ERN'’s participam de processos fisiol6gicos como envelhecimento, e
fisiopatolégicos como a doenga aterosclerotica, distirbios oftalmoldgicos e as
doencas neurodegenetivas (FINKEL; THOLBROOK, 2000).

Entre as ERN o éxido nitrico (NO) tem destaque, sendo a menor molécula
considerada como um radical livie (GRAFOURIFAR; CADENAS, 2005). O NO é uma
espécie reativa bastante abundante no corpo humano, trata-se de um gas
inorganico, eletricamente neutro, cuja fungdo € atuar como sinalizador de moléculas

em varios processos fisioldgicos como: neurotransmisdo, regulacdo da pressao
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arterial, mecanismos de defesa, relaxamento da musculatura lisa e regulacdo do
sistema imune.

E importante ressaltar que, o NO tem vida média de apenas alguns
segundos, é soluvel tanto no ambiente lipidico quando aquoso. Ao interagir com o 02
e com a Hz20, libera anions de nitrato e nitrito. Quando reage com o superdxido
libera o perdxido de nitrito (ONOO-) que é um potente agente oxidante capaz de
fragmentar o DNA e ocasionar peroxidacao lipidica (CARR et al, 2000;
VASCONCELOQOS et al., 2007). Ele é produzido por células endoteliais, macréfagos e
por neurbnios centrais, na manutencao do ténus vascular e inibindo a agregacao
plaguetaria e a adesdo dos neutrdfilos e plaguetas ao endotélio vascular
(CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

O peréxido de hidrogénio (H202), superoxido (Oze-) e radicais hidroxilas
(*OH), sao altamente reativos e podem sofrer reacdes redox interagindo com
moléculas a sua volta para retornar a uma condicdo mais estavel. Ja o H202 é
definido como um agente pro-oxidante nao radical, tem papel importante na geracéo
de dano oxidativo, pois pode se difundir nas membranas bioldgicas, podendo gerar o
radical *OH. As ERO podem ser geradas por fontes enddégenas ou exdgenas. Sendo
que as principais sao a fosforilacdo oxidativa na mitocdndria, o metabolismo do
citocromo P450, os peroxissomos, as enzimas lipoxigenages e NADPH oxidases
(KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004). Esses radicais podem causar varios danos a
macromoléculas (NOVO; PAROLA, 2008).

Alguns estudos sugerem que parte das ERO sao produzidas
intracelularmente na mitocondria, sendo esses elementos gerados principalmente
em dois pontos da cadeia transportadora de elétrons: no complexo | (NADH
desidrogenase) e no complexo IlI (ubiquinona-citocromo C redutase). Ja o anion
superéxido seria gerado pela reducdao do O2 nestes complexos, em seguida era
convertido em peroxido de nitrogénio pela superoxido dismutase (SOD) mitocondrial
(CADENAS; DAVIES, 2000). As ERO também podem ser produzidas de forma
exdgena como uma consequéncia de radiacdo ionizante, luz ultravioleta, toxinas do
ambiente, quimioterapicos e citocinas inflamatérias (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

Quando as ERO interagem com os acidos graxos poli-insaturados em
membrans fosfolipidicas podem sofrer peroxidacao dos lipidios consequentemente
degradacao e fragmentacdo. Ja quando interagem com as proteinas, essas podem

ser modificadas levando a oxidacdo de residuos de aminoacidos e formacao de
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ligagOes dissulfeto intramoleculares. Mas umas das consequéncias mais graves do
estresse oxidativo é a formacéo de les6es no DNA, que pode levar uma instabilidade
gendmica e resultar em morte celular ou neoplasia (MAYNARD et al., 2009).

1.11 Estresses Oxidativo

Quando ocorre um desequilibrio entre a formacao e a remocgao das ERO
isso leva a um estado de estresse oxidativo. Esse fato leva a ocorréncia de ataques
dessas espécies reativas a componentes celulares, especialmente os lipideos,
provocando danos teciduais, que se relaciona com a patogenicidade de varias
doencas, entre elas aterosclerose, diabetes, doencas renais e cancer (HALLIWELL,
1993; KESAVULU et al., 2001).

Estas ERO podem causar prejuizo a diferentes biomoléculas, como:
lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (Figura 1) (FRIDOVICH, 1998;
VALKO et al., 2006; CADET; DOUKI; RAVANAT, 2010). Dessa forma, podem
comprometer a integridade celular por causar danos a membrana plasmatica, danos
na cromatina, reducao da eficiéncia metabdlica, mutacdes, podendo ainda ocasionar
morte celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; GRUNING et al., 2010; KRYSTON
et al., 2011). Vale a pena ressaltar que, se esse dano nao for controlado pode
contribuir para o desenvolvimento de doengas agudas ou crénicas (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004)

Figura 1- Esquema ilustrativo do alvo das ERO nas biomoléculas do

organismo (lipidios, proteinas e DNA).
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Estresse oxidativo, doenca e envelhecimento

Fonte: Adaptado de (AVERI, 2011).

A peroxidacao lipidica inicia quando as ERO atacam liga¢des duplas ou
triplas de acidos graxos poliinsaturados mudando sua confirmag¢ao quimica inicial,
ocasionando alteragdes na integridade estrutural, perda de fluidez e aumento da
permeabilidade a ions das células (CHIHUAILAF; CONTRERAS; WITTWER,
2002). Varios biomarcadores vém sendo usados para avaliar o estresse oxidativo,
principalmente o malondialdeido (MDA) (ESTERBAUER; CHESEMAN, 1990), por
ser um dos produtos secundarios da peroxidacao lipidica mais conhecida.

O processo de peroxidagao lipidica possui trés estagios: iniciacao,
propagacéao e terminagdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O produto inicial da
peroxidagdo s&o os hidroperdxidos lipidicos, contudo s&o formados diversos
intermediarios. Um dos produtos mais conhecidos formados na peroxidacao
lipidica é o malondialdeido (MDA), ele tem agcdo mutagénica em bactérias e
mamiferos (LUCZAJ; SKRZYDLEWSKA, 2003). O MDA possui alta citotoxicidade
e acao inibidora sobre as enzimas protetoras, atuando como um promotor de
tumor (SEVEN et al., 1999).

1.12 Sistemas de Defesa Antioxidante

O corpo humano possui um sistema de protecdo antioxidante que tem a
funcédo inibir os efeitos deletérios das EROs através do equilibrio entre os agentes
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pré-oxidantes e antioxidantes (CHIHUAILAF; CONTRELAS; WITTWER, 2002;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Nesse sentido, o excesso de Radicais Livres
produzidos durante os processos metabdlicos culminou no desenvolvimento de
mecanismos de defesa antioxidante, cujo objetivo é limitar os niveis intracelulares de
espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
SHAMI; MOREIRA, 2004).

Existe uma serie de estratégias de defesas antioxidantes para proteger o
organismo de ataques de ERO. Essas estratégias possuem trés etapas: prevencao
(evitar a formacao da ERO), interceptagdo (neutralizacdo da ERO) e reparacao
(reparar os danos ocasionados pela ERO) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Os sistemas de homeostase s&o exemplos de prevengdo contra a
formacao de ERO. Existem dois tipos de antioxidantes, os enzimaticos (Tabela 1),
e 0s nao enzimaticos, que tem por objetivo que os ERO nao ocasionem danos aos
componentes celulares. Mas quando o dano ja tiver ocorrido, existem sistemas
capazes de repara -lo, como o sistema de reparacao do DNA (VALKO et al., 2006;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Tabela 1- Principais Sistemas de defesa antioxidante

Defesa Funcao
Enzimatico
Catalase (CAT) Distribuicao intra e extracelular; dismuta o H202 a H20 e O2

Enzima responsavel pela regeneragdo de glutationa oxidada

Glutationa redutase (GSSG) a glutationa reduzida (GSH) utilizando o NADPH

doador de elétrons

Glutationa (GSH) antioxidantes além de um “sequestrador” de ERRO

Oxido nitrico

processos fisiolégicos

Doador de elétrons em varias reagbes enzimaticas

Funcéo é atuar como sinalizador de moléculas em varios

Fonte: Elaborado pela propria autora.

A Catalase um exemplo de antioxidante, trata-se de uma hemeproteina
que catalisa o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio (Figura 2) Neutralizando
assim a acao téxica do mesmo. Ela é produzida por quase todos os organismos
vivos, estando presente em células eucaréticas, tendo o H202 como Unico
substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; ZAMOCKY; FURTMULLER,;
DOMINGUEZ; SOSA-PEINADO; HANSBERG, 2010).
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Figura 2 - Reacao de dismutacao do H202 pela catalase

CAT
2 H202 —P» H0 +02

Fonte: Elaborado pela propria autora

A glutationa € um dos principais antioxidantes do nosso organismo, ela é
composta por um tripeptideo (glutamato, cisteina e glicina), sendo encontrada na
maioria das vezes em sua forma reduzida (GSH). O sistema Glutationa é
composto por trés enzimas principais que sao a glutationa redutase, Glutationa
peroxidase (GPX) e glutationa transferase, sendo a GPX a principal linha de
defesa contra o estresse oxidativo (CHU et al., 1993, 2004).

A GSH tem por objetivo proteger as células contra danos oxidativos
causados por oxidantes, agindo como sequestradora de radicais livres (PASTORE
et al., 2003; NOCTOR et al., 2011). E utilizada por uma serie de enzimas como
GPx, glutationa-S-transferase e glutaredoxina (MEISTER, 1995; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). A GSH também é tem papel fundamental em processos
fisiolégicos, como no metabolismo de aminoacidos, homeostasia, sinalizacao
celular e defesa contra agentes eletrofilicos e xenobidticos (DIAZ VIVANCOS et
al., 2010; CIRCU; AW, 2012; GEENEN et al., 2012; ZHANG; FORMAN, 2012).

A mieloperoxidase (MPO) é uma hemeproteina expressa mais
abundantemente por neutréfilos, € a maior constituinte dos granulécitos azurdfilos
citoplasmaticos. Umas de suas principais fungbes é a producdo de acido
hipocloroso (HOCI), que tem agdo antimicrobiana. Além disso, ela esta envolvida
na sinalizacdo de apoptose de varias células, incluindo células do sitema imune
(KLEBANOFF, 2005).

1.13 Estresse Oxidativo e a Infeccao por H. pylori

Os mecanismos envolvidos na inflamacao induzida por H. pylori ainda nao

estdo completamente esclarecidos, contudo o papel das ERO/ERN na
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patogenicidade de doencas associadas com esta bactéria € amplamente relatado
(WANG et al, 2008).

O H. pylori tem a capacidade de colonizar o ambiente hostil da mucosa
gastrica. O organismo do hospedeiro reage gerando uma resposta inflamatéria, com
a producdao de grande quantidade de urease para tamponar o baixo pH do
estbmago. A bactéria possui a capacidade de penetrar na camada de muco até a
area protegida adjacente a superficie epitelial, por possuirem uma alta motilidade e
capacidade quimiotatica (STENT; EVERY; SUTTON, 2012).

A resposta inicial a infeccao por esta bacteria € basicamente neutrofilica,
onde esses liberam mediadores inflamatérios e enzimas proteoliticas que induzem o
dano gastrico. Logo, os mecanismos de defesa falham, ou seja, neutrofilos treinados
para atuar no local da infeccdo sdo incapazes de erradicar a bactéria e desta forma
se estabelece uma gastrite cronica, levando a uma producédo continua de IL-8 e
ativacao constante de neutréfilos, que produzem radicais livres e liberam enzimas
lissosomais colaborando para a lesao gastrica (CRABTREE; LINDLEY, 1994).

A resposta inflamatéria induzida pela infecgcdo por este patégeno
depende da capacidade de resposta do hospedeiro e da atividade bacteriana
(ISRAEL; PEEK, 2001). Nesses processos sao gerados radicais livres, por diferentes
fagocitos, tais como neutréfilos, macréfagos e eosindfilos, em resposta a mediadores
pro-inflamatérios e produtos da parede celular bacteriana (SOKOL; HOFFENBERG,
1997). Os radicais livres reagem com o DNA podendo induzir alteragbes de
protooncogenes, que sdo capazes de interagir com moléculas de DNA e converte-
las em celulas neoplasicas (DRAKE, et al., 1996).

Nesse sentido vale a pena ressaltar que, a presenca de H. pylori também
induz alteragcbes histoldégicas na mucosa gastrica devido a resposta inflamatoria
(ISRAEL; PEEK, 2001). Estudo realizado por Baik et al., 1996 mostraram altos niveis
de danos oxidativos no DNA de células da mucosa gastrica na fase precoce de
infeccdo por esta bactéria.

Durante o processo de inflamacao sao geradas ERO e ERN que atacam
o H. pylori. E importante ressaltar que a maioria dos danos causados pelas gastrites
é devido a reagbes oxidativas e nitrosativas, que sdo nocivas aos sistemas
biolégicos (BKAI, et al., 1996).

ApGs a exposicao ao H. pylori as células epiteliais gastricas aumentam a

secrecao de superoxido e em consequéncia ocorre a expressao da citotoxina Cag A
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que esta relacionada com a gastrite mais grave (BAGCHI; BHATTACHARYA;
STOHS, 2002; BAGCHI et al., 2002; KAWAHARA et al., 2001; NILSSON et al.,
2003). Contudo, estes microrganismos possuem mecanismos capazes de minimizar
os efeitos deletérios oriundos dessas espécies reativas, como a presenca de
enzimas como a SOD (superoxido dismutase) e a catalase (WANG, ALAMURI,
MAIER, 2006).

A infeccdo por H. pylori também estimula a produgédo de perdxido de
hidrogénio pelas células epiteliais gastricas (CHATUEVEDI, et al., 2011). Foram
encontrados altos niveis de danos oxidativos no DNA de células da mucosa gastrica
na fase precose da infeccdo por H. pylori. Alguns autores acreditam que esse fato
seja o denominador comum entre a gastrite cronica e o cancer gastrico (BKAI et al.,
1996).

Pessoas infectadas por H. pylori tem em sua mucosa gastrica
concentracdes elevadas de ERO o que confirma a persisténcia no local da infeccao
(DAVIS et al., 1994). Em virtude desse fato € necessario que, enzimas antioxidantes
atuem para combater a infecgéo.

A Catalase atua na neutralizagdo da acado oxidativa téxica de radicais
livres conferindo a bactéria protecdo contra a atividade dos macréfagos e neutroéfilos
polimorfonulceares, evitando assim uma resposta inflamatéria eficaz do hospedeiro
(DUNN; COHEN; BLASER, 1997). Ela exerce papel importante na colonizagédo
protegendo a bactéria contra os feitos danosos dos metabdlitos de peréxido de
hidrogénio produzidos pelos neutréfilos (MARSHALL, 1991).

Os altos niveis de NO podem favorecer o acumulo de mutagées, por
mecanismos que levam a inibicdo de enzimas do sistema de reparo, que séo
responsaveis por mais de 95% da atividade da via de reparo, também pode levar a
inativacao de processos de apoptose pela nitrosilacdo de proteinas pro-apoptéticas,
como a p53 e caspases, ocasionando a sobrevivéncia de celular que causem danos
ao DNA (JAISWAL et al., 2000).

E importante ressaltar que, além destes outros elementos o H. pylori
também esta envolvido na producao de MPO pelas células da mucosa de pessoas
infectadas. Esse patdgeno induz a infiltracdo e ativagcao de neutréfilos e macréfagos,
0s principais causadores de danos nos tecidos inflamados.
Pacientes infectados por esta bactéria mostram quantidades elevadas de MPO, este
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pode atuar como marcador para neutréfilos. O aumento nos niveis de MPO pode
contribuir para lesées nos tecidos (WANG et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Tem sido demonstrado que a infec¢ao pelo H. pylori aumenta o estresse
oxidativo e o processo inflamatério, entretanto existem poucos estudos na literatura
conduzidos em criangas e todos avaliam individuos com sintomas gastricos que se
submeteram a endoscopia digestiva alta. Realizar estudos em criangas saudaveis da
comunidade infectadas por H. pylori € uma boa oportunidade para se avaliar a
associacao da infecgcdo com o estresse oxidativo antes do aparecimento de doencas
especificas, uma vez que, a bacteria é adquirida na infancia e esta associada ao
surgimento de doencgas gastricas como gastrite, Ulcera e cancer gastrico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar se os marcadores séricos do estresse oxidativo estdo associados
com a infecgcao pelo H.pylori em criancas e adolescentes residentes na comunidade

Urbana Parque Universitario, Fortaleza Ceara Brasil.

3.2Especificos

Avaliar se a infeccdo do H.pylori estd associada com maiores niveis de
concentragdes séricas do antioxidante catalase e GSH reduzido.

Averiguar se existe associacdo entre as concentragbes séricas do
oxidante MDA e a infec¢ao pelo H. pylori.

Determinar se a infecgcdo pelo H.pylori aumenta a atividade sérica da
enzima MPO.

Avaliar, de forma indireta através da determinacao de nitrato e nitrito, se
as concentragdes séricas do radical livre éxido nitrico esta aumentada em individuos
infectados por H. pylori.

Verificar se o0s niveis séricos dos antioxidantes e oxidantes se relacionam

com o género e a idade dos individuos.
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4. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

Foram incluidos no estudo, criangcas e adolescentes, residentes na
comunidade Parque Universitarios, na cidade de Fortaleza, que participaram de
outros estudos epidemiolégicos realizados pelo nosso grupo em 2010 (QUEIROZ et
al., 2012).

Os pais ou responsaveis que aceitaram participar do estudo foram
entrevistados por agentes de saude, e responderam um questionario (ANEXO A),
onde foram obtidas as seguintes informacdes: idade, sexo, grau de instrucdo, fonte
de agua, habitos de higiene, condigdes hidrossanitarias, e agrupamento familiar
(numero de pessoas no domicilio, numero de criangas por domicilio, niumero de
compartimentos no domicilio), dor no estébmago, diarréia e vOomito. Todos os
individuos que aceitaram participar do estudo ndao haviam feito uso de
medicamentos antimicrobianos nos ultimos seis meses. Também foram mensurados,
coleta de sangue e teste respiratério para deteccao da infeccao por H. pylori.

Os experimentos de dosagem de GSH-Rd, MDA, 6xido nitrico
(nitrato/nitrito), MPO e proteinas totais foram realizados no Laboratério de
Gastroenterologia e a leitura dos resultados em leitor de microplaca no Laboratério
de protudos naturais (LPN). Ja o experimento e a leitura dos resultados da catalase
foram realizados no LPN.

4.2 Desenho do estudo

Estudo do tipo descritivo e transversal.

4.3 Local do estudo

Comunidade Parque Universitario, (Fortaleza, - Ceard). Trata-se de uma
comunidade de baixa renda de aproximadamente mil casas e 3826 habitantes com
condigdes hidrossanitarias e renda homogénea.
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4.4 Selecao dos individuos

A amostra populacional estudada foi composta por 134 individuos, sendo
dividido em dois grupos, criangcas que tinham de 8 a 12 anos incompletos e
adolencentes de 12 a 18 anos incompletos, o grupo ndo se conhecia o status de
infecgado por H. pylori.

E importante ressaltar que no Brasil, o Estatuto da Crianca e do
Adolescente (ECA), Lei 8.069, de 1990, considera crianga o individuo até 12 anos de
idade incompletos e define a adolescéncia como a faixa etaria de 12 a 18 anos de
idade incompletos (artigo 2°).

4.4.1 Critérios de inclusao

e Criancas ou adolescentes com idade até 18 anos de ambos sexos

e Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

4.4.2 Critérios de exclusao

e Gravidez ou lactacao;

e Pacientes que tenham realizado tratamento prévio para erradicagdo do H.
pylori.

e Histdria de ulcera péptica

e Uso crénico de medicamentos

¢ Insuficiéncia Hepatica

e Insuficiencia renal

e Diarréia crénica

¢ lIrregularidade menstrual

4.5 Protocolo do estudo

O estudo foi submetido & anélise e aprovacdo pelo Comité de Etica e
Pesquisa (ANEXO B), conforme a Resolucado 466/12, envolvendo a pesquisa com
seres humanos. Todos os participantes e/ou responsaveis por estes, receberam
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informacgdes sobre o estudo em questao, fornecendo consentimento por escrito para

a realizacao do mesmo (ANEXO C).

4.6 Critério de diagndstico para infeccao por H. pylori

Para diagnostico da infeccao por H. pylori foi realizado o Teste
Respiratério, onde o participante ficou em jejum prévio de 6 horas, apds esse
periodo soprou em um baldo proprio, em seguida ingeriu 200 ml de suco de laranja
contendo ureia marcada com C* e, apés 30 minutos da ingestdo do suco, soprou
em outro baldo. As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laborat6rio de
Pesquisa Bacterioldgica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais-Belo Horizonte-Brasil.

A concentracdo do C' respiratério foi analisada pelo Espectémetro
Infravermelho ndo Dispersivel (IRIS Analysator, Wagner Analysen Technik,
Worpswede, Germany). O teste foi realizado seguindo as instrucées do fabricante,
sendo considerado positivo quando o valor do C'® sobre a linha de base era maior
que 5%, de acordo com protocolos validados previamente (HILDEBRAND et al.,
1997).

4.7 Coleta de sangue

Foram colhidas 04 amostras de sangue contendo 05 ml em cada tubo. Duas
amostras de sangue em tubos com heparina e duas em tubo sem heparina. Foram
obtidos soro, plasma e sangue, estes foram aliquotados e estocados em freezer a -
80°C.

4.8 Determinacao das concentracoes séricas de Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de Glutationa reduzida foram avaliados utilizando o ensaio para
determinagdo de grupos sulfidrilicos ndo proteicos (NP-SH) (SEDLAK; LINDSAY,
1968). Utilizou-se 100 ul de soro, no qual foram adicionados 80 pl de H20 destilada
e 20 ul de acido tricloroacético a 50% para precipitacao das proteinas. Depois dessa
etapa o material foi centrifugado por 15 minutos em rotagdo de 3000 rpm a uma
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temperatura de 4°C. Em seguida, novas aliquotas de 200 ul do sobrenadante foram
misturados a 200 ul de tampdo TRIS com concentragao de 0.4 M, pH 8.9 e com 5 pl
de 5,5-dithiobis-2-nitro-benzoic acid (DTNB) e vortexadas por 40 segundos. A
absorbancia foi determinada a 412 nm em leitor de mucroplaca. A concentragao de

GSH foi expressa em pymol/ml de soro a partir de uma curva padrao.

4.9 Determinacao das concentracoes sérica de Malondialdeido (MDA)

Os niveis séricos de MDA foram determinados segundo Esterbauer e
Cheeseman (1990) por meio de ensaio calorimétrico conforme descrito no Kit de
Peroxidacao Lipidica — MDA (Sigma, MAKQ085). Inicialmete 10 pl de soro foi inserido
em microtubo contendo 50 pul de acido sulfurico (H2SO4, 42nM), sendo
homogeneizados levemente. Em seguida, adicionou-se 125 pl de acido
fosfotungstico, a solugdo foi misturada com auxilio de um vértex e incubada em
temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
(13000 g, 5 min, 4°C). Apéds essa etapa o sobrenadante foi descartado, o pellet foi
ressuspendido com solucédo de BHT (0,66 pl de BHT: 33,3 pl de H20 ultrapura) e foi
transferido para um novo microtubo contendo 32,6 pl de H20 ultrapura. Antes de
formar o complexo TBA (&cido tiobarbiturico) - MDA, a curva padrao foi preparada
adicionando em um microtubo 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 yl de MDA (2mM) para um
volume total de 200 ul correspondendo, respectivamente, as seguintes
concentragdes de MDA: 0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 nM. Apés esta etapa, Adicionou-se
200 pl de TBA em cada microtubo contendo as amostras e padrbes e em seguida
foram incubadas no banho maria a 95°C por 60 min. Decorrido este tempo, as
amostras foram inseridas no gelo por 10 min. Posteriormente 200 ul de cada reagao
foi pipetada na placa e a absorbancia foi determinada a 532 nm, em leitor de
microplaca. A concentracdo sérica total de MDA foi expressa em nM/pl
(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990).

4. 10 Determinacao das concentracoes séricas de Proteinas Totais no soro

O método de Lowry et al. (1951) € baseado na complexacao do cobre em

meio alcalino formando uma coproteina de cor azul, lido leitor de microplaca. Os
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ions cobre, em meio alcalino, reagem com as ligacoes peptidicas das proteinas,
formando um complexo de cor purpura proporcional a concentragdo de proteinas
presentes na amostra. A albumina bovina é utilizada como padrdao (LOWRY et al.,
1951). Observacao essa determinacado das proteinas totais € utilizada no calculo

para a determinagao da atividade serica da catalase.

4.11 Determinacao da atividade sérica de Catalase

Atividade enzimatica da catalase foi avaliada de acordo com o método
espectrofotométrico de Beers e Sizer (1952). Uma solucao substrato de perdxido de
hidrogénio 0,05 M foi preparada com 0.05M de tampao KH2P04 (fosfato de
potassio), pH 7.4 em &gua destilada. Em seguida 0,01 mL de soro foi misturado com
1 mL de solucdo substrato e os niveis de peroxido de hidrogénio foram
determinados em 240 nm por seis minutos em espectrofotdmetro. Uma curva de
decaimento foi construida e a atividade foi expressa em nMol/min.proteinas totais
(BEERS; SIZER, 1952).

4.12 Determinacao das concentracoes séricas de Nitrito e Nitrato

As amostras de soro foram colhidas para quantificar os niveis nitrato/nitrito
usando o método de Griess (Guevara et al., 1998). Primeiramente prepara-se o
reagente de Griess (sulfanilamida a 1% e 0,1% de dicloridrato de etilenodiamina
naftilo em acido fosforico a 5%), e a concentracao total de nitrito foi avaliada através
da sua absorvéancia a 540 nm em leitor de microplaca, atribuido a reacédo de Griess.
Uma curva de calibragao foi obtido através da incubagédo de nitrito de sodio (10 a
200 um) com o reagente de Griess. Niveis de nitrato/nitrito foram expressos como
micromole por mililitro de soro (uUM/mm) (GUEVARA et al., 1998).

4.13 Determinacao da atividade sérica de Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO sérica foi determinada utilizando o método descrito
por Klebanoff e Clark; a velocidade de formacao do produto de oxidacéo laranja-
amarelado de o-dianisidina e MPO na presenca de H202 foi medida a 460 nm em
leitor de microplaca. Uma unidade de MPO foi definida como a quantidade



46

necessaria para degradar 1 mmol de H202 por minuto a 25 ° C. Para o calculo
utilizou-se o coeficiente de extincdo molar de 1,3 x 104 M-1 cm-1 de 0-dianisidina
oxidada. A actividade de MPO foi expressa em unidades por litro de soro (U / L)
(KLEBANOFF; CLARK, 1978).

4.14 Analise estatistica

Os dados coletados foram inicialmente tabulados em planilha do
programa Excel®. Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o software SPSS®
versao 22.0 (Nova York, EUA). A analise estatistica foi realizada por meio da Analise
Descritiva, sendo os dados analisados comparando as variaveis qualitativas pelos
testes X° e exato de Fischer. Na andlise dos resultados, as varidveis eram
representadas por frequéncias absolutas (n) e relativas (%). Para efeito de
significancia estatistica foi considerado p < 0,05. Foram realizados testes néao
paramétricos em amostras anormais e também Teste de Mann-Whitney de amostras

independentes.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao da populacao estudada
5.1.1 Distribuicao do grupo em funcao do género

Participaram desse estudo 134 pessoas, divididas entre criancas que
tinham idade entre 8 e 12 anos incompletos 36,6% (49/134) e acima de 12 anos a 18
anos incompletos, com 63,4% (85/134). Em relagdo ao género foi encontrado que
48,5% (65/134) eram do género masculino e 51,5% (69/134) do género feminino
(Gréfico 1).

Grafico 1 - Distribuicao do grupo em fungéao do género

W 48,5% (65)

" Masculino
M 51,5% (69)

Feminino

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.2 Dados Socio-epidemiolégicos

Quanto a quantidade de anos de estudo 85,1% (114/134) permaneceram
na escola por até 9 anos de estudo e 14,9 % (20/134) permaneceram por mais de 9
anos. Ja em relacdo a renda familiar, 94,8% (127/134) a renda da familia € de até 2

salarios minimos e 5,2 % (7/134) a renda ultrapassa 2 salarios, conforme tabela 2.
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Tabela 2. Dados Socio-epidemioldgicos

n=134 | (%)
Género
Masculino 65 48,5
Feminino 69 51,5
Faixa etaria
Abaixo de 12 anos 49 36,6
Acima de 12 anos 85 63,4
Anos de Estudo
Até 9 anos 114 85,1
Acima de 9 anos 20 14,9
Renda Familiar
Até de 2 salarios 127 94,8
Acima de 2 salarios 7 5,2

Fonte: Elaborada pelo autora.

5.2 Distribuicao da populacao em funcao do Diagndstico por H. pylori

O gréfico 2 mostra a divisdo da populagdo do estudo em relagdo a
infecgao por Helicobacter pylori. Das 134 pessoas, 59,7% (80/134) foram positivas e
40,2% (54/134) sao negativas para a presenca do H. pylori respectivamente.

Grafico 2 - Distribuicao da populacdo em fungao do diagnéstico por H. pylori

M Infectados

M Nio infectadas

59.7% (80)

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3 Associacao entre infectados e nao infecados pelo H. pylori e a faixa etaria.

No gréafico 3 demonstra a relacdo da infecgéo pelo H. pylori com a faixa
etaria, observou-se que existiam no grupo de pessoas infectadas 35% (28/80) com
idade abaixo de 12 anos e 65% (52/80) com idade acima de 12 anos. Ja no grupo de
pessoas nao infectadas 38,9% (21/54) tinham idade abaixo de 12 anos e 61,1%
(33/54) com idade acima de 12 anos.

Grafico 3 - Associacao entre os grupos de individuos infectados e nao infectados
por H. pylori e a faixa etaria.

B Abaxode 12 anos ®Acma de 12 anos

65%(52)

61,10% (33)

38,9%(21)
35% (28)

Infectado por Hp Ndo infectado por Hp

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4 Dados Epidemioldgicos associados a infeccao por H. pylori

A tabela 3 mostras que dentre os individuos positivos para o H. pylori foi
observado que, 53,8% (43/80) eram do sexo masculino e 46,3% (37/80) do género
feminino. J& nos individuos negativos foi observado que 40,7% (22/54) eram do
género masculino e 59% (32/54) do género feminino, onde nado houve diferenca
significante (p=0,161). Quando relacionada a renda com a presenca de infecgao
observou-se que 95% (76/80) recebiam até 2 salarios minimos, e 5,0% (4/80)
recebiam mais de 2 saldrios minimos. Ja a renda familiar foi de 94,4% (51/54)
recebiam até 2 salario e 5,6% (3/54) recebiam entre mais 2 salarios, ndo havendo

diferenga significante entre os grupos (p=0,887).
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A tabela 3 também apresenta a associacdo entre 0 nimero de pessoas
que residem na mesma casa e a presencga de infeccdo demonstrando que 38,8%
(31/80) dividiam a mesma casa com 2 a 5 pessoas, 41,3% (33/80) dividiam com 6 a
9 individuos e 20,0% (16/80) compartilhavam a mesma residéncia com mais de 10
pessoas. Ja no grupo nao infectado podemos observar que 53,7% (29/54) dividiam a
mesma casa com 2 a 5 pessoas, 37,0% (20/54) compartilhavam o mesmo ambiente
com 6 a 9 pessoas e 9,3% (5/54) moravam na mesma casa com mais de 10 pessoas
(p=0,127).

A tabela 3 também mostra a associacado entre o tipo de agua ingerida
pelos individuos com a presenca ou auséncia da infeccao por H. pylori. No grupo de
infectados pela bactéria foi visto que 32,5% (26/80) ndo ingeriam agua filtrada. Ja no
grupo de individuos nao infectados por este patégeno 64,5% (35/54) também que
nao faziam ingesta de agua filtrada. Nao sendo vista associagao significativa.

Tabela 3. Dados Epidemioldgicos associados a infeccao
por H. pylori

HP+ (n =80) | HP-(n =54) p
N [ (% | N | (%
Género
Masculino 43 53,8 22 40,7 0.161
Feminino 37 46,3 32 59,3 ’
Escolaridade
Até 9 anos de 70 | 875 | 44 | 815
estudo
Acima de 9 anos de 0,338
10 12,5 10 18,5
estudo
Faixa etaria
Abaixo de 12 anos 28 35,0 21 38,9 0.647
Acima de 12 anos 52 65,0 33 61,1 ’
Renda
Ate ifnii'a“o 76 | 950 | 51 | 94,4 .
Aqma de 2 Salarios 4 5.0 3 5.6
minimos
N° de pessoas que residem na mesma casa
2ab 31 38,8 29 53,7
6a9 33 41,3 20 37,0 0,127
Mais de 10 16 20,0 5 9,3
Tipo de agua que ingere
Filtrada 26 32,5 19 35,2 0.747
Nao filtrada 54 67,5 35 64,8 ’
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.5 Associacao entre sintomas e o diagndstico de H. pylori

A tabela 6 exibe a associacao entre alguns sintomas gastrointestinais com
individuos infectados ou nao pelo H. pylori. Pode-se observar que a maioria dos
individuos desse estudo nado apresentavam sintomas quando relacionados com a
presenca da infeccao.

A associacao realizada entre o grupo de individuos infetados pela bactéria
e o sintoma dor no abdominal mostrou que 71,3% (57/80) ndo referiram esse
sintoma. Ja no grupo de individuos néo infectados por este patégeno foi observado
que 34% (63,0%) também nao apresentavam esse sintoma, ndo tendo associacao
significativa (p=0,313)

Quando foi avaliado com a diarréia foi verificado que no grupo de
individuos infectados pelo H. pylori 10,0% (8/80) apresentavam esse sintoma e que
90,0% (72/80) nao apresentavam tal caracteristica. J& o grupo sem esse patdgeno
mostrou que 20,4% (11/54) tinham diarréia e 79,6% (43/54) nao apresentavam, a
significancia nao foi observada nesse grupo com valor de p=0,091. Outro sintoma foi
vémito onde no grupo de pessoas infectadas 5,0% (4/80) sentiam e 95,0% (76/80)
ndao. No grupo sem a infeccdo foi visto que 18,5% (10/54) apresentavam esse
sintoma e 81,5% (44/54) nao. A associagcdo entre essas varidveis mostrou
significAncia com valor de p=0,012.

Tabela 6: Associacao entre alguns sintomas gastrointestinais e
Diagndstico de H. pylori

Hp+ (n =80) | Hp - (n = 54) p
N (%) N (%)
Dor abdominal
Sim 23 28,8 20 37,0
" 0,313
Nao 57 71,3 34 63,0
Diarreia
Sim 8 10,0 11 20,4
0,091
Nao 72 90,0 43 79,6
Vomito
Sim 4 5,0 10 18,5 .
0,012
Nao 76 95,0 44 81,5

Fonte: Elaborada pela autora.
* p<0,05=significante
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5.6 Relacao entre os marcadores de estresse oxidativo com o género e a Faixa
etaria

5.6.1 Marcadores do Estresse oxidativo e o género

A tabela 4 mostra a associacao entre a atividade de alguns marcadores
do Estresse Oxidativo no soro de pessoas infectadas ou nédo pelo H. pylori com o
genéro masculino e feminino. As dosagens séricas de MPO apresentaram niveis
mais elevados nos individuos do sexo feminino em relacdo aos do sexo masculino
(p=0,033), no entanto ndo foi encontrada diferenca significante quando comparados
os niveis séricos de Catalase (p=0,330), GSH (p=0,463), Oxido nitrico (0,358) e MDA
(p=0,163) entre os grupos de individuos infectados e nao infectados pelo H. pylori.

Tabela 4. Associacao entre os marcadores do estresse oxidativo e o género

Género

Marcadores Masculino (n=65) Feminino (n=69) p

Média Desvio Média Desvio

padrédo padrédo
Catalase 2,762 3,295 1,881 1,570 0,330
GSH 89,795 122,280 81,415 92,358 | 0,463
Oxido nitrico 0,112 0,002 0,113 0,003 0,358
MDA 0,429 0,358 0,377 0,335 0,163

MPO 3,362 4,540 3,970 4,115 0,033*

Fonte: Elaborada pela autora.
* p<0,05=significancia

5.6.2 Marcadores do Estresse oxidativo e a faixa etaria

A tabela 5 mostra a associacao entre a atividade de alguns marcadores
do Estresse Oxidativo no soro de pessoas infectadas ou nao pelo H. pylori de acordo
com a faixa etaria abaixo e acima de 12 anos. Foram encontradas diferengas
estatisticamente significantes no seguinte marcador MPO (p=0,029), sendo mais alta
em adolescentes com idade acima de 12 anos. Quando comparados ohs grupos de
individuos com idade abaixo de 12 anos e acima de 12 anos, para Catalase
(p=0,773), GSH (p=0,453), Oxido nitrico (0,755) e MDA (p= 0,362) nao foram

encontradas diferencas significantes quando associados com esses grupos.



Tabela 5. Associacao entre os marcadores do estresse oxidativo e a

Faixa etaria.
Faixa etaria
Abaixo de 12 anos | Acima de 12 anos
Marcadores (n=65) (n=69) P

Média Desvio Média Desvio

padrao padrao
Catalase 2,578 3,306 2,153 2,065 0,773
GSH 94,782 113,479 80,118 104,343 0,453
Oxido nitrico 0,113 0,002 0,113 0,002 0,755
MDA 0,433 0,388 0,384 0,320 0,362
MPO 2,379 2,073 4,423 5,056 0,029*
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Fonte: Elaborada pela autora

* p<0,05=significante

5.7 Associacao entre as concentracoes séricas dos marcadores do Estresse
Oxidativo e a infeccao por H. pylori.

A tabela 7 apresenta a associagdo entre a atividade de alguns
marcadores do Estresse Oxidativo no soro de pessoas infectadas pelo H. pylori ou
nao infectadas. Foram encontradas diferengas estatisticamente significantes nos
seguintes marcadores MDA (p=0,001), Catalase (p=0,010) e NO (p=0,001) quando
comparados os grupos de individuos infectados e ndo infectados pelo H. pylori para
GSH (p=0,363), e MPO (p=0,295) nao foram encontradas diferengas significantes
quando associados com o0s grupos de pessoas infectadas ou nao.

Tabela 7. Concentracoes séricas de GSH, MDA, NO, PT e atividade serica da CAT e MPO
de individuos infectados (n=80) e nao infectados (n=54) pelo H. pylori

GSH (umol/ml) MDA (nM/ul) CAT (nMol/min.pt) NO (uM/mm) MPO (U /1)
H. pylori + 92,3+117,6 0,49+0,39 2,72+2,90 0,111+0,00 4,3345,16
(n=80)
H. pylori— 75,4+90,6 0,27+0,19 1,69+1,88 0,115+0,01 3,22+3,61
(n=54)
P 0,363 0,001* 0,010° 0,001 0,295

Fonte: Elaborada pela autora
MédiatDesvio padrao
*p<0,05
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6. DISCUSSAO

A infecgéo pelo H. pylori € adquirida durante a infancia e est4 associada a
um risco significativo de morbidade ao longo da vida (KINDERMANN; LOPES,
2009). Ela induz uma dinamica reposta imunecelular inata, tendo como um dos
maiores componentes o burst oxidativo das células fagocitarias como macrofagos, e
neutréfilos, ocorrendo produgcdo de EROs que na tentaiva de controlar esse
patégeno, desencadeiam um processo inflamatorio crénico (RATH et al., 2015).

A maioria dos estudos avaliando o estresse oxidativo e H. pylori tem sido
realizado em adultos (NAVVABI et al., 2013), poucos estudos tém sido conduzido na
infancia e adolescéncia principalmente em individuos da comunidade que nao foram
procurar atendimento médico por sintomas gastricos. O presente estudo portanto
avalia o possivel efeito da infeccdo do H.pylori nas concentragdes séricas de
marcadores de estresse oxidativo e atividade da MPO em criancas e adolescentes
residentes em uma comunidade urbana, Parque Universitaria Valter Cantidio, em
Fortaleza Nordeste do Brasil. Segundo os questionarios aplicados, mais de noventa
por cento das familias residentes na comunidade Parque Universitario tém renda
familiar em torno de dois salarios minimos. Nao houve diferenca significante entre
0s grupos de individuos com ou sem infec¢ao por H.pylori em relacdo ao numero de
pessoas que residiam na mesma casa, tipo de agua ingerida, género o0 que
demonstra a homogeneidade da amostra estudada. A maioria dos individuos
avaliados, em torno de 85 % estavam assintomaticos e os sintomas relatados foram
esporadicos sendo os mais prevalentes vomitos e diarreia

A prevaléncia do H.pylori encontrada na comunidade Parque Universitario
foi alta em torno de 59,7%, demonstrando que a infeccdo € adiquirida na infancia,
sendo esse fato ja descrito em estudos prévios realizados nessa comunidade pelo
Nnosso grupo e em outras regides em desenvolvimento. (MAHMUD; SHAH; ALlI,
2015; RODRIGUES et al., 2004).

A infeccao por H. pylori induz a geracgao e liberagdo no meio extracelular
de metabdlitos de oxigénio em consequéncia da sua ligacao a células fagociticas. A
peroxidagao lipidica ocorre devido uma cascata de eventos bioquimicos resultantes
da acao de radicais livres sobre os lipideos insaturados das membranas celulares,
levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de

metabdlitos e a morte celular (BENZIE, 1996). O aumento dos niveis de MDA como
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produtos da peroxidagao lipidica tem sido reportada como indice de geragdo de
ERO e estresse oxidativo em varias afeccoes.

O presente estudo observou que a avaliagdo da peroxidagao lipidica
através da concentragéo sérica MDA esta maior no grupo de individuos infectados
por H. pylori em comparagdo com o grupo dos néo infectados, havendo significante
associacdo com a infeccdo. Estudo realizado no Egito avaliando criancas
diepépticas com idade variando entre 07 a 11 anos observou resultado semelhante,
onde os niveis séricos e tissulares de MDA estavam aumentados em pacientes
infectados pelo H. pylori (HAGAG et al., 2017). Outro estudo realizado na india com
adolescentes com idade entre 13 e 16 anos, relata niveis de MDA no plasma
aumentados no grupo de pessoas infectadas por H. pylori e significantemente
associado com a infeccado  (SOUNDARAVALLY., et al, 2013).
Estudos realizados em adultos em amostras de soro e tecido gastrico tém
demonstrado associacado significante entre maiores concentracées de MDA e a
infecgao por H.pylori NAVVABI et al., 2013).

Como ja mencionado, a infec¢ao por H. pyloriinduz a geracéao e liberacao
no meio extracelular de metabdlitos de oxigénio em consequéncia da sua ligagdo as
células fagociticas. Para sobreviver nesse ambiente o H. pylori desenvolveu alguns
mecanismos defensivos para se proteger contra o estresse oxidativo, e colonizar o
estdbmago. O H.pyloritem uma variedade de enzimas agindo como antioxidante para
combater o feito toxico dos ERO tais quais catalase, superoxido dismutase dentre
outas. (WANG et al., 2008), dessa forma o excesso de ERO produzido leva somente
a leséao das células do hospedeiro (DUNN; COHEN; BLASER, 1997).

No presente trabalho, foi avaliada catalase, enzima antioxidante que
catalisa o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio neutralizando assim a acéo
toxica do mesmo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Essa enzima mantém o
ambiente estavel para o crescimento da bactéria (JONES et al., 1984). A atividade
sérica se mostrou mais elevada e significantemente associada no grupo de pessoas
infectadas pelo H. pylori em comparag¢ao com grupo néo infectado. Estudo realizado
no Egito em 2017 avaliando individuos com idade entre 7 a 11 anos demonstrou que
as concentracdes séricas de catalase também estdo significantemente aumentadas
nos pacientes em comparagdo com o grupo controle, assim como quando foi

avaliado o GSH na mucosa gastrica desses pacientes (HAGAG et al., 2017).
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O GSH é um antioxidante cujo objetivo € limitar os niveis intracelulares de
espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos as células (SHAMI; MOREIRA,
2004; BIANCHI; ANTUNES 1999). Alguns estudos tem mostrado que 0s niveis
séricos do GSH-Rd estdo em menor quantidade em pacientes infectados pela
bactéria, como no estudo realizado por Hagag et al., no Egito no ano de 2017 com
120 criangas com idade entre 7 e 11 anos, onde foi observado no soro que o valor
do GSH estava baixo no grupo de pessoas infectadas. Quando esses mesmos
autores realizaram outro estudo com a mesma populagao e 0 mesmo metodo,
porém, na bidpsia foi visto que, houve uma associacao significante apresentando
valores menores de GSH em criancgas infectadas (HAGAG et al., 2017).

Nos adultos, estudo realizado em Israel com 47 pacientes portadores de
gastrite demonstrou que as concentragcbes de GSH foram significantemente
menores em pacientes infectados pelo H. pylori em comparag¢do ao grupo controle.
(SHIRIN et al, 2001). Além disso, estudo proveniente do Ird avaliando as
concentragdes séricas de GSH em 150 pacientes portadores de gastrite com idade
entre 30 a 50 anos observou que as concentracdes séricos de GSH estavam
diminuidas nos pacientes infectados por H. pylori em compara¢gdo com 0 grupo de
pessoas nao infectadas (NAVVABI et al., 2103).

No presente estudo, a concentracdo sérica do GSH-Rd estava mais
elevada nos individuos infectados por H.pylori que nos nao infectados, porém sem
significancia estatistica, diferentemente do que é descrito em estudos prévios
realizados em adultos e criangas como ja mencionado anteriormente. Entretanto, a
amostra populacional avaliada nesse estudo € de cirangcas e adolescentes
clinicamente saudaveis residentes em comunidades, ao contrario de todos os outros
estudos em que foram avaliadas criangas ou adultos com dispepsia que iam realizar
endoscopia. E possivel que esses pacientes com o progredir da infecgcdo por H.pylori
venham a apresentar no futuro diminuicdo do GSH. Estudo experimental realizado
em gerbil infectados por H.pylori verificaram que o GSH estava aumentado no tecido
em estagios iniciais da infecgdo e diminuido com maior tempo de infecgdo (SUZUKI
et al., 1999).

O Oxido nitrico é produzido a partir da L-arginina, por uma reacao
mediada pela enzima NO sintaxe constitutiva (c-NOS) e induzivel (i-NOS). Ele atua
no sistema imune, tendo um importante papel como mensageiro e modulador de

diversos processos bioldgicos. Por outro lado, ele é potencialmente toxico, sendo
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presente em situacoes de estresse oxidativo, levando a uma deficiéncia do sistema
imune (MONCADAS et al., 1991; MARLETTA, 1993).

A sintense de O6xido nitrico estimula a producdo de ERNs que sé&o
liberadas durante processo inflamatorio, eles agem inibindo as enzimas envolvidas
no sistema de reparo causando danos ao DNA (JAISWAL et al.,, 2000). O efeito
antimicrobiano do 6xido nitrico € uma parte importante da imunidade inata. A
infeccdo por H. pylori regula a sintese de NO indutor (iNOS) na mucosa gastrica, no
entanto, a producao de NO do hospedeiro é inibida pela infe¢do, sugerindo que pode
ser uma vantagem evolutiva na adaptagdo bem sucedida de H. pylori na mucosa
gastrica (NATHAN; SHILOH, 2000). Os elementos derivados da degradacgio do
oxido nitrico Nitrito e Nitrato, no presente estudo apresentaram niveis séricos
significantemente menores no grupo de pessoas infectadas por H. pylori em
comparacdo com 0O grupo sem esse patdgeno. Esses resultados estdo em
consonancia com estudo realizado no Egito com 120 criangas, no qual também foi
observado que no soro apresentavam menores quantidades de Oxido nitrico em
comparacao com o grupo controle (HAGAG., et al, 2017).

A MPO é uma enzima oxidante presente abundantemente nos neutréfilos
que ocasiona a peroxidacao lipidica e inflamacao celular (KLEBANOFF, 2005;
HEINCKE, 1993). Demonstrou-se que a densidade de H.pylori e a infiltracdo de
neutrofilos foram correlacionadas com o nivel de MPO na mucosa gastrica (KIM et
al., 2000), além disso, é relatado que as atividades de MPO séo significativamente
maiores em H. pylori positivo do que em pacientes negativos (SAVANA et al., 1997 ;
Nazligul et al., 2011), avaliando 30 pacientes com H.pylori positivo antes e apés a
erradicacdo de H.pylori relataram menor nivel de MPO no soro de pacientes que
erradicaram H.pylori. (NAZLIGUI et al., 2011).

No presente estudo foi visto que a atividade sérica da MPO demonstrou
uma tendéncia ao aumento no grupo de pessoas infectadas pela bactéria em
comparacdo com 0 grupo nao infectado, porém nao apresentou significancia
estatistica. Estudo semelhante foi realizado no ano de 2010 na Finlandia com
criangas e jovens com idade entre 8 meses a 18 anos de ambos géneros, onde foi
visto que os niveis séricos de MPO se mostravam mais altos no grupo de pessoas
infectadas por este patdogeno, contudo, ndo observada associacdo significante
(RAUTELIN et al, 2010). Outro estudo realizado em 2006 na Turkia, com 43
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pessoas infectadas pela bactéria com idade entre 2 e 18 anos de ambos 0s sexos,
que apresentavam algum sintoma gastrointestinal e foram submetidas a endoscopia
digestiva alta, nao foi verificada diferenca significante nos niveis de MPO no tecido
gastrico no grupo de infectados em comparagdo com o grupo nao infectado,
segundo 0s autores isso ocorreu porque essa enzima sozinha nao sofre
modificacdes na presenca de H. pylori e por esse motivo podem n&o ter papéis
importantes na patogénese da doenca gastrica relacionada a H. pylori em criancas
(AKAM et al., 2006).

Uma das lititagbes desse estudo foi ser desenvolvindo com individuos
assintomaticos, ja um ponto fraco foi o tamanho reduzido da amostra.

No presente estudo ficou claro que o estresse oxidativo comecga a ocorrer
nas fases inicais da infeccédo, apresentando niveis com menores concentragcdes da
catalase e maiores niveis de MDA, mostrando um desequilibrio antioxidativo. A
persisténcia do aumento das concentragbes séricas de MDA €& um fator
preocupante, ja que ele desecandeia um processo deletério para o organismo. Logo,
sugere-se que novos estudos sejam realizados nessa vertente, visando minimizar

futuras doencas mais grave como o cancer gastrico.
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7. CONCLUSOES

As concentragbes séricas do oxidante MDA estavam maiores em
individuos H.pylori positivo, e significantemente associado a infecgdo. A atividade
sérica do antioxidante Catalase foi significantemente maior em individuos infectados
e significantemente associada a presenca do H.pylori.

As concentracoes séricas do antioxidante GSH-Rd mostrou-se mais
aumentada no grupo de individuos infectados pelo H. pylori, mas sem significancia
estatistica.

A concentracdo do antioxidante 6xido nitrico (nitrato e nitrito) estava
menor no grupo de individuos infectados pelo H. pylori, e significantemente
associado a presenca da bactéria

A atividade do antioxidante MPO estava aumentada no grupo de
individuos infectados pelo H. pylori, mas sem significancia estatistica.

A associacdo entre as concentracbes séricas e atividade sérica dos
marcadores respectivamente (GSH-Rd, MDA, 6xido nitrico e Catalase) com a idade
e 0 género ndo mostrou significancia estatistica. J& com a atividade da MPO quando
relacionada com o género feminio e com idade maior de 12 anos foi visto uma

tendéncia ao aumento.
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ANEXO A - Questionario Estudo clinico e epidemiolégico do HP em criancas e
adolescentes residentes em comunidade urbana Fortaleza-Ceara.

IDENTIFICAGAO
1. Codigo

2. Nome

3. Data de Nascimento _ / _ /

4. Sexo: __ (1=masculino; 2= feminino)

5. Endereco:

HISTORIA PSICO-SOCIAL

6. Tipo de Moradia __ (1=alvenaria; 2=taipa; 3=mista)

7. N® de pessoas no domicilio 8. N® de compartimentos
9. N°decriancasnacasa___ 10. N®de adultos nacasa

11. Origem da agua consumida __ (1=CAGECE; 2= bomba; 3=cacimba;
4=chafariz; 5=poco; 6=lagoa; 7=acgude; 8=outro)

INFORMAGCAO CLINICA
(1=sim; 2=n&o0)

12. Dor Abdominal _ 13. Vomitos __ 14. Diarréia ____ 14.1. Quanto
episédios

15.Usa algum medicamento ou usou durante os ultimos 6 meses (1=sim; 2=nao)

Antibidtico _ Antinflamatério  Antiacido __ Outros

16. Grau de instruncao: numero de anos estudou:
17. NUmero de pessoas no mesmo domicilio:

18. Gravida: 19. Amamentando:

20. Realizou taratamento para H. pylori:

21. Tem ulcera: 22. Insuficiéncia Hepatica: 23. Insuficiéncia renal:__
24. Menstruagao: 25. Quantos dias: 26. lIrregularidade
menstrual:

25. Tipo de agua que consome: filtrada ( ) nao filirada ( )

26. Uso crénico de medicamentos:
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ANEXO B - Termo de Consentimento

Titulo: Estudo Clinico, Epidemiolégico do H. Pylori na regiao Nordeste do Brasil.

Introducdo: Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Sua
participacdo é importante, portanto é fundamental que vocé compreenda as
explicacbes sobre os procedimentos propostos. Esta declaragcao esclarece o
objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos, precauc¢des do estudo e o
seu direito de desistir do estudo a qualquer momento.

Resumo: O H.pylori é uma bactéria que causa gastrite e Ulcera péptica e atualmente
existem fortes evidéncias de que a infeccdo é adquirida na infancia. Como a
infeccdo pelo H. pylori acomete cerca de 50% das criangas, € muito importante
esclarecer os aspectos relacionados com a transmisséo da infeccao e determinagéao
dos fatores envolvidos na aquisi¢cao da bactéria.

Objetivo: Esse trabalho tem como objetivo avaliar a infeccéo e os tipos de cepas de
Helicobacter pylori, através do Teste respiratério e do Enteroteste (degluticido de
uma capsula contendo um fio de algodao).

Procedimento: Vocé ird responder a um questionario. Serd realizado o teste
respiratério, onde vocé ird soprar em um baldo, em seguida tomara 200 ml de suco
de laranja contendo uma substancia, uréia marcada com C 13, que nao é radioativo
podendo ser utilizado por qualquer pessoa, inclusive criangcas e gestantes. Apos
30minutos vocé soprara outro baldo. Outro teste que sera realizado € o Enteroteste,
onde vocé ira deglutir uma cépsula, que contém um fio de algodao estéril medindo
90 cm de comprimento e 05 mm de largura (semelhante a uma linha que se usa
para fazer trabalhos manuais de croché). Uma pequena porcao ficara para fora da
boca e fixado a bochecha com uma fita adesiva. A capsula serd deglutida com um
copo de agua (200ml) e apdés 01 hora, o fio sera removido. Ambos os testes
necessitam de pelo menos 06 horas de jejum prévio. Serdo incluidos nesse estudo
aqueles que aceitarem participar voluntariamente do estudo e concordarem em
realizar os testes. E sera excluido do estudo aquele que nao aceitar ,ou nao
conseguir realizar o teste.

Riscos : Esse método é confiavel, e ndo apresenta riscos, apenas causa um leve
desconforto pela sensacao de um fio na garganta.

Beneficios: A sua participagdo sera muito importante para o conhecimento da
infeccdo pelo Helicobacter pylori e podera contribuir no futuro para melhoria do
controle da infec¢gdo em nosso pais.

Confidencialidade: Os seus resultados serdo mantidos em sigilo. Qualquer
publicagdo dos dados nao identificara o participante.
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Desligamento: podera se afastar a qualquer momento do estudo sem prejuizo para
sua saude.

Contato com o pesquisador: Dra Lucia Libanéz B.C. Braga pode ser feito pelos
telefones 085 33668052. Caso tenha alguma duvida sobre os seus direitos como
paciente de pesquisa, vocé devera ligar para o Comité de Etica em Pesquisa da
UFC no numero (08533.66.8338).

Consentimento: Li e entendi as informagdes acima. E estou ciente de que nao
havera nenhum pagamento pela participacao no estudo. Tive oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas. Este formulario esta sendo
assinado voluntariamente por mim, indicando o meu consentimento para que meu
filho participe do estudo, até que eu decida o contrario. Receberei uma copia
assinada deste consentimento.

Nome do participante Assinatura
Nome do responsavel Assinatura
Nome do pesquisador Assinatura

Nome de quem obteve o TCCE Assinatura
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ™ Plobaforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo clinico, epidemiologico e caracterizagao dos genotipos do H.pylori no Ceara.

Pesquisador: Lucia Libanez Bessa Campelo Braga

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 18302214.8.0000.5054

Instituicdo Proponente: Instituto de Blomedicina - IBIMED
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 555.906
Data.da Relatoria: 13/03/2014

Apresentagdo do Projeto:

A pesquisa pretende avaliar o H.pylori na comunidade e permitird conhecer a viruléncia das cepas,
comparar as cepas de individuos residentes no mesmo grupo familiar e, através de métodos moleculares,
estudar a transmissdo Intrafamiliar e avaliar a resisténcia a alguns antimicrobianos, principalmente a
claritromicina. O conhecimento da epidemiologia molecular e da transmisséo do H. pylori permitira tragar
estratégias para diminuir ou até evitar as doengas associadas a esta bactéria, conhecer os fatores de risco e
principalmente as populactes mais susceptiveis, Nessa proposta ira ser avaliada a epidemiologia do
H.pylori em reglides distintas do estado do Ceara e em pacientes assintomaticos da comunidade.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Tragar o perfil genotipico das cepas de H. pylari e fazer estudo comparativo dos marcadores de
viruléncia das cepas em amostras populacionais provenientes de individuos assintomaticos residentes em
uma comunidade urbana em Fortaleze e em dispépticos atendidos na Santa Casa de Misericordia de
Sobral, Hospital de Barbalha, Hospital Regional de Brejo Santos e no Hospital Universitario Walter Cantidio.

Avallagao dos Riscos e Beneficlos:
Os riscos e desconfortos da endoscopia e da coleta de sangue, o procedimento para Teste
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respiratdrio e Enteroteste estdo descritas no TCLE,
Beneficlos: conhecimento da infecgdo pelo H. pylori e podera contribuir no futuro para a melhoria do controle
da infecgdo no pais. No momento ndo hé beneficios diretos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo transversal, prospectivo, analltico. Serdo selecionadas através de randomizagéo 180
domicilios comunidade de baixa renda denominada Parque Universitario e os individuos residentes no
domicilio serdo convidados a participar do estudo e realizar&o leste respiratério, coletardo sangue para
pesquisa de anticorpos antiH.pylori ( anti cagA) e estudo de stress oxidativo. Aqueles positivos irdo realizar o
enteroteste (criangas adolescentes) os adultos serdo convidados a realizar endoscopia. Os Individuos
adultos que forem H.pylori positvos e tiverem indicagdo para tratamento segundo 0s consensos serdo
devidamente encaminhados ao ambulatorio do Hospital Walter Cantidio para tratamento. As amostras de
sangue, fezes, teste respiratorio, enteroteste serdo coletadas no domicilio por técnicas devidamente
treinadas. Os adultos ser&o convidados a realizar endoscopia digestiva alta no Hospital universitario Walter
Cantidio e as criangas o enteroleste. Estudos realizados em dispépticos Pacientes que ir&o realizar
endoscopla por indicagdo médica serdo convidados a participar do Estudo, assinardo termo de
Consentimento e sera preenchido questionario com dados sécio demograficos, sintomas clinicos e
tratamento prévio para H.pylori dentre outros Desse estudo participardo os seguintes Hospitais Hosplal
Universitario Walter Cantidio, Hospital Regional de Brejo Santos, Santa Casa de Misericordia de Sobrale
Hospital Sao Francisco de Barbalha Serdo incluidos 150 individuos em cada centro Individuos portadores
Nos Hospitais do Interior do Estado sera coletado fragmento de bidpsia para histopatologico, teste da urease

e um fragmento do corpo & do antro gaastrico para genotipagem das cepas As biopsias do corpo e antro '

serao coletadas e estocadas a menos vinte graus até envio pelo Correio para Fostaleza Os pacientes do
Hospital Universitario além das bidpsias gastricas para genotipagem coletardo também sangue , para
deteccdo de anticorps anti CagA e sera avaliado e stress oxidativo no tecido géstrico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Foram apresentados adequadamente: folha de rosto, carta de encaminhamento, curriculum vitae do
pesquisador, anuéncia dos pesquisadores, anuéncias dos locais onde a pesquisa sera realizada,
orgamento. O cronograma foi ajustado e incluiu Termo de assentimento para os menores.
Recomendagdes:

Sem recomendacbes,
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Bairro: Rodolfo Tedfio CEP: £0.430-270
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