UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL

MESTRADO EM PATOLOGIA

AVALIACAO DE DOIS METODOS DIAGNOSTICOS DE HELICOBACTER
PYLORI E A CORRELAGCAO ENTRE A DENSIDADE DE COLONIZACAO
BACTERIANA E ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

Maria do Perpétuo Socorro Saldanha da Cunha

Fortaleza — Ceara

2002



MARIA DO PERPETUO SOCORRO SALDANHA DA CUNHA

AVALIACAO DE DOIS METODOS DIAGNOSTICOS DE HELICOBACTER
PYLORI E A CORRELACAO ENTRE A DENSIDADE DE COLONIZACAO
BACTERIANA E ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-
Graduacdo em Patologia Tropical do
Departamento de Patologia e Medicina Legal
da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara para obtencado do titulo de

Mestre.

Prof. Dr. José Luciano Bezerra Moreira

Orientador
Profa. Dra. Cibele Mano de Carvalho

Co-orientador

Fortaleza — Ceara
2002



C979 Cunha, Maria do Perpétuo Socorro Saldanha da.

Avaliacao de dois métodos diagnésticos de
helicobacter pylori e a correlacdo entre a densidade de
colonizacdao bacteriana e achados histopatolégicos /
Maria do Perpétuo Socorro Saldanha da Cunha. -
Fortaleza, 2002.

751,

Orientador: Prof. Dr. José Luciano Bezerra Moreira.

Dissertacao (Mestrado). Universidade Federal do
Ceara — Curso de Pos-Graduacao em Patologia Tropical.

1. Helicobacter pylori. 2. Infeccoes por helicobacter.
3. Helicobacter I. Titulo

CDD 612.313




UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA

DEPTO. DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
MESTRADO EM PATOT.OGTA

ATA DE DEFESA PUBLICA DA TESE DE MARIA DO PERPETUO SOCORRO SALDANHA DA
CUNHA, REALIZADA PELO CURSO DE MESTRADQ EM PATOLOGIA DO DEPARTAMENTO DE
PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL, DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA, NO DIA 20 DE DEZEMBRO DE 2002.

Aos vinte dias do més de dezembro de dois mil e dois, foi realizada na Sala de Reunido do
Departamento de Patologia ¢ Medicina Legal, da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
do Ceara, a defesa publica da Tese de Mestrado de MARIA DO PERPETUG SOCORRO
SALDANHA DA CUNHA, intitulada: “AVALIACAO DE DOIS METODOS
DIAGNOSTICOS DE Helicobacter pvlori E A CORRELAC AO ENTRE A DENSIDADE DA
COLONIZACAQ BACTERIANA E ACHADOS HISTOPATOLOGICOS”, para obtengdo do
titulo de Mestre em Patologia. A Banca Examinadora foi composta pelos professores doutores:
José Luciano Bezerra Moreira (Orientador/ e Presidente), Maria Ceci do Vale Martins —
HIAS, Antonio Wilson Vasconcelos, ¢ Cibele Barreto Mano de Carvalho. Apos a apresentagdo
e argiiigio da referida tese, a mestranda obteve o conceito APROVADA, atribuida
consensualmente por todos os membros da Banca Examinadora. A presente ata, apds lida e achada
conforme, sera assinada pelo Presidente e pela Banca Examinadora. Com base nas normas vigentes
da Pés-Graduagdo, Resolugdo no. 14/CEPE/97 Art. 54; a candidata faz jis ac grau de Mestre em
Patologia, 4rea de concentragdo Patclogia Tropical.

BANCA EXAMINADORA:
( )

Prof/ Dr. JOSE LUCIANO/BEZERRA MOREIRA
(Presidente)

" Profa. Dra. MARIA CECI DO VALE MARTINS
( Profa. Convidada — HIAS )

( .
o —
Prof. Dr. ANTONIO WILSON VASCONCELOS

_ Oibe "

Profa. Dra. CIBELE BARRETO MANG DE €CARVALHO



DEDICATORIA

A minha mae, por ter me ensinado o gosto pelos livros e pela aventura

da existéncia.

Ao meu esposo, pela generosidade de sua alma e imensa satisfacdo de

viver ao seu lado.

Ao meu filho, meu pequeno encanto, por todas as noites em que seus

balbucios sdo mais belos que as estrelas.
Aos meus irmaos, pela alegria e certeza de sempre té-los comigo.

Aos meus avis, pelas maravilhosas lembrancas e por tudo que chamo

saudade.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

> Professor Dr. José Luciano Bezerra Moreira, pela orientacdo e paciéncia

no transcorrer deste trabalho

» Professora Dra Cibele Mano de Carvalho, pela co-orientacdao da

dissertacéo, disponibilidade e contribui¢cdo em todos os momentos.

» Professor Dr. Dalgimar Beserra de Menezes, pela amizade,

ensinamentos constantes, criticas e sugestoes.



AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Prof. Talapa Godwinisky Naidu, coordenador do Mestrado em

Patologia Tropical, pelo apoio prestado e disponibilidade constantes.

Ao Dr Eilson Goes Oliveira, pela disponibilidade na andlise estatistica
deste trabalho.

Ao Hospital Geral de Fortaleza, Setor de Endoscopia Digestiva na
pessoa dos Drs. Adriano Cunha, Ricardo Paula Pessoa e José Wilson

Junior e demais funcionarios.

Ao Hospital Albert Sabin, Setor de Endoscopia, em especial Dr. Paulo

Sérgio Coutinho.

Aos Drs. Profs. Anténio Wilson de Vasconcelos e Ceci por terem

gentilmente aceito o convite para a banca examinadora.

A Universidade Federal do Ceara e funcionarios do Departamento de
Patologia € Medicina Legal, em especial Terezinha de Jesus dos Santos

Rodrigues, Paula Paz Palacio e Francileide Paiva de Oliveira.

Aos Drs. Paulo Roberto Carvalho de Almeida e Régia Vidal do

Patrocinio, pela contribuicdo a minha formacéao académica

A Dra. Maria do Patrocinio Grangeiro, pela ajuda e apoio no

desenvolver desta pesquisa

A Dra. Marcia Maria de Negreiros, pela cooperacdo € incentivo

prestados.

As Dras. Maria Lucia Libanez e Nathalie Broutet, pelo exemplo de

dedicacéo ao estudo do Helicobacter pylori.

E a todos que, de alguma maneira, participaram na elaboracdo desta

dissertacéo.



LISTA DE SIGLAS

HE: Hematoxilina-Eosina

MALT: Mucosae-associated Lymphoid Tissue
OMS: Organizacdo Mundial de Saude

PCR: Polimerase Chain Reaction

BHI: Brain Heart Influsion



LISTA DE QUADROS

QUADROD 1: CIIaMIGAB. coue imessnsiinssbssmnmsinnisssnis s T Ressss s svansns sessnmiavssyinsssen

QUADRO 2: Adultos

------------------------------------------------------------------------------



TABELA 1:

TABELA 2:

TABELA 3:

TABELA 4:

TABELA 5:

TABELA 6:
TABELA 7:

TABELA 8:

TABELA 9:

TABELA 10:

LISTA DE TABELAS

Intensidade da colonizagao gastrica por Helicobacter pylori em
adultos e criancas quando comparados cultura e
BISEODELOIOBIT0. - asisascssmuvomnsisessibinnniastods sinies s sosses nawon cassuy seqeny sasmoen o

Distribuicdo de Helicobacter pylori em criancas quanto ao

Intensidade da resposta inflamatéria do antro e corpo gastricos
em criancas com e sem Helicobacter pylori...........ccoceeuverrieniencnnnen.

Avaliacdo de foliculos e agregados linféides em antro e corpo
gastricos de criancas com e sem Helicobacter pylori......................
Avaliacdo de atrofia em antro e corpo gastricos de criancas com e
sem Felicobacter PYlitt.wsisvsraissmissmsmmniisssimyisimmevssivo prasspares
Distribuicao de Helicobacter pylori em adultos quanto ao sexo......
Intensidade da resposta inflamatéria do antro e corpo gastricos
em adultos com e sem Helicobacter pylori.........ccccevereniencencennennnns

Avaliacdao de foliculos e agregados linféides em antro e corpo
gastricos de adultos com e sem Helicobacter pylori..........cccccuuuueee..

Avaliacao de atrofia em antro e corpo gastricos de adultos com e
setl HelleoDaEler PULOTL .....ccoaswimsssmmmsvamisssearevsnssssianssnasnmssiamsnn
Avaliacdo de metaplasia intestinal em antro e corpo gastricos de

adultos com e sem Helicobacter pylori.........ccceeveeeenienieencrnnienncennnns

29

30

31

32

33
33

34

35

36



RESUMO

O presente trabalho estuda a prevaléncia de infeccao por H. pylori
em criancas e adultos, os valores diagnésticos da cultura e histopatologico e
a correlacéo entre a densidade de H. pylori e os aspectos histolégicos. Foram
examinadas biopsias gastricas de 23 adultos e 21 criangas, as quais foram
submetidas ao exame histopatolégico e a cultura. A avaliagio histologica foi
realizada de acordo com a Classificacdo de Sydney Modificada, usando
escores de 0-3 para as variantes graduadas de inflamacdo e atividade da
gastrite e colonizacdo por H. pylori. Atrofia, metaplasia intestinal e
foliculos/agregados linféides foram referidos como presente ou ausente. As
biopsias foram coradas pelos métodos HE e Giemsa. Diferenca nos
resultados de cultura e histopatolégico foi encontrada em 13 pacientes e H.
pylori foi detectado mais frequentemente a histologia. Cinco criancas (23,9%)
e 6 adultos (24,1%) foram diagnosticados por cultura e 8 criangas (38,1%) €
16 adultos (69,6%) por exame histolégico. Todos os pacientes positivos para
H. pylori apresentavam gastrite. A densidade de H. pylori foi correlacionada
com atividade neutrofilica polimorfonuclear, inflamacdo crénica e
foliculos/agregados linféides e positividade a cultura. Concluimos que a
deteccao de Helicobacter pylori por analise histopatologica de rotina oferece
melhores resultados que a cultura e a densidade da bactéria esta
relacionada com o grau de inflamacdo, atividade, presenca de
foliculos/agregados linféides em amostras de antro de adultos e positividade

da cultura.



SUMMARY

This study approaches the incidence of Helicobacter pylori infection
in children and adult patients, the diagnostic performance of culture and
histology, and the correlation between the density of H.pylori and histologic
features. We obtained gastric biopsies from twenty-three adults an twenty-
one children and submited then histopathologic and culture studies. The
updated Sydney Classification System of gastritis was employed using a
score of 0-3 to grade the degree and activity of inflammation and H.pylori
colonization. Athophy, intestinal metaplasia and lymphoid follicles/agregates
was referred as present or absent. The biopsies were evaluated by H-E and
Giemsa staining. Differences in results for the culture and histologic
examination were found in 13 patients and H.pylori was detected more
frequently by histology. Five children (23,9%) and six adults (26,1%) were
diagnosed by culture and eight children (38,1%) and sixteen adults (69,6%)
by histology. All the patients who had H.pylori also presented chronic
gastritis. The density of H.pylori was correlated with polymorphonuclear
neutrophil activity, chronic inflammation, lymphoid follicles/agregates and
positivity in culture. We concluded that H.pylori detection in routine
examination is more available in histopathologic studies and that the density
of H.pylori was correlated with the grade of inflammation, activity, presence

of follicle lymphoid and successful culture.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico do Helicobacter pylori

Espiroquetas no estomago de caes foram primeiro referidos por
Giulio Bizzozero, Professor de Patologia da Universidade de Pavia e Turin, em
1893, tendo Salomon descrito-os em 1896 no estomago de caes e gatos.
Krienitz, em 1906, em trabalho publicado no Deusche Medizinische
Wochenschrift, intitulado "Ueber das Auftreten von Spirochaten
verschiedener Form im Mageninhalt bei Carcinoma ventriculi"l, foi quem
primeiro mencionou a presenca de microorganismos espiralados no
estbmago humano, ao estudar o liquido proveniente de um paciente com
cancer gastrico. Doengen, em 1938, comparou espiroquetas encontrados em
exames histopatolégicos de estébmagos provenientes de material de
autopsias, com bactérias semelhantes vistas em glandulas gastricas de
Macacus rhesus, usando a coloracdo de hematoxilina-eosina (HE). No ano
seguinte, bactérias espiraladas foram detectadas por Freedberg e Barron em
37% de 35 produtos de gastrectomias de pacientes com ulcera gastrica ou
carcinoma. Palmer (1954), em estudo de 1180 bi6psias gastricas, declarou
que nenhuma delas continha espiroquetas ou qualquer estrutura similar,

fazendo com que diminuisse o interesse por este microorganismo. Nos anos

1 Nota da autora: “Sobre a presenga de varias espiroquetas no contetido gastrico de
carcinomas”.



50 e 70, de modo quase unanime, os mfcrobiologistas, por nao conseguirem
cultivar a bactéria presente no estomago e ignorando estudos precedentes,
defenderam a idéia de que o estomago seria um orgao estéril. O equivoco
continuou com Steer e Colin Jones (1975) que numa série de 50 pacientes
com ulcera gastrica que se submeteram a gastrectomia, observaram, em
80% dos casos, a presenca de uma bactéria associada a gastrite difusa e que
nem a bactéria nem a infeccdo eram afetadas quando a tulcera cicatrizava
com carbenoxolone. Estas bactérias foram incorretamente identificadas
como Pseudomonas sp, com base em achados bacteriologicos. Steer (1975)
também demonstrou o processo de fagocitose destes microorganismos ao

estudar as alteracoes inflamatoérias gastricas e a migracao neutrofilica.

Em 1981, no Royal Perth Hospital, Australia, Barry Marshall,
médico clinico, iniciou um projeto de estudo conjuntamente com Robin
Warren, anatomopatologista. Ambos acompanharam um paciente de
nacionalidade russa, idoso, portador de gastrite, em que perceberam a
presenca de bactérias na mucosa gastrica em bidpsias coradas pelo método
de Warthin-Starry. Apds tentativas frustras de cultura, a bactéria cresceu
depois de um final de semana prolongado em que as placas foram néo
intencionalmente incubadas por cinco dias. Esta vinculagédo entre a bactéria
e a gastrite foi primeiro apresentada ao Royal Australian College of
Physicians em 1982, tendo sido publicada em 1983, recebendo a
denominacdo de organismos similares do Campylobacter (MARSHALL e

WARREN, 1983, 1984).



Esses organismos similares de Campylobacter foram designados
Campilobacter pyloridis por se tratarem de bactérias micro-aerdfilas,
curvadas € Gram-negativas, lembrando Campylobacter, tanto
morfologicamente quanto na proporc¢ao guanina/citosina do DNA. Por razoes
gramaticais, o nome foi mudado em 1987 para Campylobacter pylori, que
passou a designar a cepa cultura-padrdo do Royal Perth Hospital 13487
(NCTC 11637). Subsequentemente, com base na analise e critérios
taxonomicos incluindo aspectos ultraestruturais, perfis de acidos graxos,
quinonas respiratorias, caracteristicas de crescimento e capacidades
enzimaticas, constatou-se que Campylobacter pylori ndo pertencia ao género
Campylobacter. Um novo género foi entdo sugerido em 1989, o Helicobacter
(GOODWIN et al, 1989). Em estudos baseados na analise de subunidades do
RNA ribossémico (16S), o género Helicobacter foi posicionado na subdivisao
epsilon das proteobactérias, proximo aos géneros Flexispira e Thiovulum. O
critério para a inclusdo no género Helicobacter foi a presenca de pelo menos
93% de sequiéncias comuns ao Helicobacter pylori. Hoje, reconhecem-se
cerca de 74 espécies colonizando animais € humanos, presentes
principalmente no trato gastrointestinal (PUBMED, 2001). Dentre as
espécies do género Helicobacter que colonizam o estémago, trés delas sdo
infectantes ao homem: H. pylori, H. heilmannii e H. felis, todas possuindo a
capacidade de provocar gastrite crénica, mesmo em pacientes

assintomaticos.

O Helicobacter pylori ¢ uma bactéria Gram-negativa, em forma de

S, V ou U, movel, espiralada e microaerdfila, com 4 a 6 flagelos unipolares,



medindo 0,5 pm a 0,9 um de diametro e 2,5 a 4,0 um de comprimento. O
Helicobacter pylori, no homem, tem sido isolado mais comumente do
estbmago, como também de outros sitios como saliva, placa dentaria,
intestino grosso e fezes, de pacientes sintomaticos ou assintomaticos
(FERRELL et al., 1984; KRADJEN et al.,, 1989; FERGUSON et al., 1993;

KELLY et al., 1994).

No estémago, o H. pylori coloniza a mucosa gastrica (corpo, fundo e
antro gastricos) e/ou area de metaplasia gastrica localizada em outras
regides (eséfago, duodeno e diverticulo de Meckel) onde se apresenta com
forma curva ou espiralada. In vitro, com o prolongamento do tempo de
cultura, pode ocorrer o aparecimento de formas cocéides. O Helicobacter
pylori cresce também em meios suplementados com sangue total, sendo,
entretanto, conveniente, a adicdo de drogas antimicrobianas para inibir o

crescimento de contaminantes (FRELAND et al., 1988; TEE et al., 1991).

1.2 Epidemiologia da infeccdo por H. pylori

Embora a infeccdo por H. pylori seja cosmopolita, sua prevaléncia
varia em diferentes regides do mundo, com predomindncia em paises em
desenvolvimento e de baixo nivel socio-econémico. Nestes paises, a infeccéo
se da precocemente, durante a infancia, aumentando com a idade, ao
contrario do que ocorre em paises desenvolvidos. A infec¢do precoce e a

longo termo pode ser um importante fator predisponente ao cancer gastrico,



uma hipotese que parece ser corroborada pela alta taxa de cancer gastrico
encontrada nestes paises (MITCHELL et al., 1992; KUIPERS et al., 1993,
OLIVEIRA, 1994). E possivel que o contato oro-oral seja o modo mais comum
de transmissdo nos paises desenvolvidos, enquanto que o modo oro-fecal

seja mais importante nos paises em desenvolvimento.

O fator de risco melhor estabelecido é o baixo nivel so6cio-
economico da populagéo. Klein et al., (1991), em estudo realizado no Peru,
demonstraram a importancia da origem da agua como fator de risco.
Criancas que ndo possuiam cisternas em suas casas € buscavam agua fora
da residéncia apresentavam indice de infeccdo trés vezes maior do que
aquelas cujas familias possuiam cisterna; em contrapartida, criancas
provenientes de familias de alto nivel econémico e que foram supridas com
agua da rede municipal ndo tratada foram 12 vezes mais infectadas que

aquelas que consumiam agua da comunidade.

Mitchell et al. (1992), em estudo realizado em area urbana e rural
do sul da China, constataram uma diferenca na prevaléncia de infec¢ao por
H. pylori em criancgas de 0-5 anos nas duas areas estudadas. Essa diferenca
refletia em diferentes taxas de incidéncia de céancer gastrico na populacdo e
estava relacionada principalmente a densidade de pessoas de uma

habitacéo.

Na maioria dos estudos, ndo ha uma grande evidéncia de diferenca
da infeccédo por H. pylori quanto ao sexo, embora Klein et al., (1994), em
estudo realizado em criancas peruanas entre 6-30 meses de idade, tenham

demonstrado que durante os primeiros 18 meses depois do nascimento,
' 5



criancas do sexo masculino tinham sido mais comumente infectadas e
permaneciam por mais tempo infectadas do que as criangcas do sexo

feminino.

Contrario ao que foi mostrado para a doenca ulcerosa duodenal, o
grupo sanguineo “O” néo representa um fator de risco para a infecgdo por H.
pylori, embora Lin et al., (1997), ao estudar 776 pacientes sintomaticos,
tenha demonstrado uma prevaléncia de infec¢ao por H. pylori em pacientes

“O+” de 86,4% em Taiwan.

Helicobacter pylori tem sido relacionado a urticaria (Criado et al,
1999) e placas aterosclerdticas (AMERISO et al, 2001). Indicios da presenca
de espécies de Helicobacter foram observados por Avenaud et al. (2000) em
pacientes com carcinoma primario do figado, embora o envolvimento da
bactéria em carcinomas associado ao eso6fago de Barrett ndo tenha sido de
todo aceito (FERRERES et al, 1991; RICAURTE et al, 1996; QUDDUS et al,

1997; HENIHAN et al, 1998).

1.3 Viruléncia e Patogenia do H. pylori

Gastrite cronica ativa, ulcera péptica e aumento no risco de
desenvolvimento de adenocarcinomas e linfomas gastricos tém sido
associados a infeccao por Helicobacter pylori. (PARSONNET et al., 1991;
KHULUSI et al, 1995; ECK et al, 1997 e KOSHIDA et al, 2000). Entretanto,

estas condi¢cées somente ocorrem em cerca de 15% de pessoas infectadas e
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entre estas, somente aquelas submetidas a influéncia da viruléncia das
cepas de H. pylori, de susceptibilidade genética do hospedeiro € de co-fatores

ambientais.

O Helicobacter pylori possui a propriedade de sobreviver e se
multiplicar na mucosa gastrica, gracas a sua capacidade de hidrolisar a
uréia através da sintese de urease, geneticamente regulada, proporcionando
assim a producédo de amoénia, que ird permitir a sobrevivéncia bacteriana no
meio acido gastrico e, posteriormente, determinar o primeiro efeito lesivo as

células epiteliais.

A mobilidade bacteriana do Helicobacter pylori esta garantida pela
presenca de 5 a 6 flagelos unipolares, que lhe permitem e conferem
habilidade de se mover dentro de uma substancia viscosa, como € 0 muco

que recobre a superficie gastrica.

A presenca de adesinas bacterianas e receptores para Helicobacter
pylori no epitélio gastrico tém sido referidos, ao se estudar o tropismo do H.
pylori para o epitélio gastrico e a nao-colonizacdo bacteriana em areas de

metaplasia intestinal (OTA, 1998).

A viruléncia de cepas infectantes € o maior determinante para o
desenvolvimento da doenca, embora haja uma diversidade genémica
importante (Jiang, 1996; Hazell, 1997), inclusive a partir de cepas de origens
geograficas distintas (HAZELL, 1997). Dois genes expressos por cepas de
Helicobacter pylori tém sido identificados como possiveis determinantes de

viruléncia: gene da citotoxina vacuolizante (vacA) e gene relacionado a



citotoxina (cagA). Cepas que produzem a citotoxina vacuolizante (VacA) sao
isoladas mais comumente de pessoas com ulcera péptica ou com gastrite
atrofica (ATHERTON et al., 1997). Telfort et al. (1994) clonaram e
sequenciaram o gene que codifica esta proteina (vacA) e este gene varia
conforme a cepa, sua sequiéncia sinalizadora e regido média. Gunn et al
(1998) correlacionaram cepas cagA a densidade da colonizacdo antral por
Helicobacter pylori. Cepas vacA que possuem regides sinalisadoras
diferentes, estdo associadas a maior ou menor resposta inflamatoéria e
posteriormente, propensdo ao desenvolvimento de ulcera duodenal

(ATHERTON et al, 1997).

A citotoxina CagA (citotoxina relacionada ao gene A) é importante
na patogénese da inflamacdo, sendo mais comum entre pessoas com
ulceracédo péptica, linfoma ou adenocarcinoma gastrico. E um marcador para
a ilha de patogenicidade cag, que engloba genes relacionados a inflamacéao
induzida por cepas patogénicas e inclui cagA, picA e pic B (GUNN et al, 1998;

PARSONNET et al, 1997).

Cepas que codificam a proteina vacuolizante (VacA) tém a
capacidade de promover in vitro a vacuolizacdo citoplasmatica de células
epiteliais de mamiferos, enquanto que estudos realizados por CRABTREE et
al (1995), demonstram uma estreita associacdo entre a producdo de
interleucina 8 e a regido cag. A interleucina 8 é um pequeno polipeptideo
relacionado a ativacdo endotelial com hiperexpressio de moléculas de
adesdo e recrutamento de linfocitos e neutréfilos, desempenhando assim um

importante papel na inducdo e persisténcia da inflamacdo. A producédo de
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enzimas proteoliticas e de radicais livres que se segue, contribui ndo so para
a manutencdo da inflamacdo, como provoca um efeito lesivo as células da
mucosa gastrica relacionadas a protecdo natural (células epiteliais),
reguladoras (células G do antro) ou secretoras (células parietais do fundo). A
expressdo de interleucina 8 nas células epiteliais, induzida por H.pylori, esta

relacionada, principalmente, com cepas CagA.

Recentemente, foi descrito um novo gene designado iceA (induzido
por contato com o epitélio), com dois alelos, um deles relacionado a

fragmento de restricdo por endonucleases (PEEK et al apud Nogueira 2001).

Blaser et al., (1992) desenvolveram um modelo acerca da
patogénese e historia natural da inflamacao induzida por Helicobacter pylori

(Fig. I).



Muco gastrico

Produtos (NH3, LPS, Urease, Toxinas)

Nutrientes

Inflamacao
Mecanismos
“ —_—
de Supressao
v

Funcao de células parietais
e secrecao de gastrina

7 N

UG Atrofia —

Carcinoma

Figura I: Inflamacédo e Helicobacter

Fonte: Adaptado de Martin J. Blaser. Gastroenterology, 1992.
Legenda:

GSC: Gastrite cronica superficial

UD: Ulcera duodenal

UG: Ulcera gastrica

Mucosa
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A resposta imunologica do hospedeiro parece influenciar o tipo de
doenca gastroduodenal. A principal lesao de base associada a presenca de H.
pylori é a inflamagdo crénica (gastrite), em que substédncias antigénicas
bacterianas sdo provavelmente os desencadeadores da resposta inflamatoéria
com mobilizacdo de fagocitos, mastécitos, linfocitos e plasmocitos. Segue-se
a liberacao de diversos mediadores vasoativos e eicosandides, interleucinas e
substancias citotéxicas, mediando e mantendo o processo inflamatério bem
como influenciando a fisiologia das secrecdes gastricas, podendo levar a
ulceracoes, pela produciao de substancias lesivas a célula. A amoénia € um
exemplo, e funciona como um acelerador de apoptose nas cé€lulas gastricas
(IGARASHI et al., 2001). Tahara apud Jankowski, 1991) relata que fatores de
crescimento epidérmico (EGF) tém um potencial na acdo oncogénica do H.
pylori no estomago. A resposta inflamatoria gastrica especifica, que envolve
antigenos HLA classe II e linfocitos T auxiliar, e que culmina com a
mobilizacdo de linfécitos B e plasmocitos, ira constituir os elementos
linféides (ou seja, MALT - mucosal associated lymphoid tissue), o que pode
propiciar o desenvolvimento de linfomas de tipo MALT (WESTON et al, 1997).
Entretanto, como MascarelL (1998) observou, os foliculos e agregados
linféides encontrados na gastrite por Helicobacter sdo uma condi¢do
inicialmente policlonal reativa, o mesmo sendo notado por Jaskiewicz (2000),
0 qual observou também que a correlacdo entre Helicobacter e gastrite

folicular aumentava com a idade.

Alteracdes no ciclo celular podem culminar com atrofia, a longo

prazo, causada por apoptose, a longo prazo, ou com mutacoes, que podem
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levar a metaplasia e displasia. Em ambas as condi¢des, ha um risco elevado
para o carcinoma gastrico (KOSHIDA et al., 2000; MIHARA et al., 1999;

CORREIA, 1995).

Correia (1998) propoés um modelo para as alteragdes displasicas e

neoplasticas decorrente da infec¢do por Helicobacter pylori (Fig. II).

Gastrite induzida por H. pylori

Oxidantes, 6xido nitrico,

Antioxidantes .
< peroxinitrito N
Dano ao DNA
>
INFLAMACAO SEM PERDA
GLANDULAR
NORMAL PROLIFERACAO MUTACOES
APOPTOSE
ATROFIA METAPLASIA
GLANDULAR l
DISPLASIA

Figura II: Carcinogénese e Helicobacter pylori.
Fonte: Adaptado de Correia e Miller. British Medical Bulletin, 1998, 54, n. 1, p. 156.

Correia, 1995. Helicobacter pylori and gastric carcinogenesis
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1.4 Gastrite e H. pylori

A parede do estomago tem quatro camadas: mucosa, submucosa,
muscular propria e subserosa, e este 6rgédo pode ser dividido em trés regioes:
cardia, fundo e antro. Histologicamente, o estomago é também dividido em
regibes que ndo correspondem necessariamente a divisdo anatdémica. A
superficie epitelial é recoberta por um epitélio colunar alto, muco secretor,
alternando com fovéolas; as células tém nucleos basais e citoplasma
encoberto por muco. Em zona cardica e antral, as fovéolas ocupam metade
da espessura epitelial, na mucosa findica, em que as fovéolas sdo mais
curtas, estas ocupam cerca de 1/4 de sua espessura. As glandulas se
dividem em trés sec¢des distintas: cripta, colo e corpo. Na cripta, encontram-
se células produtoras de muco; no colo, células imaturas, onde podem ser
observadas mitoses; e no corpo, células produtoras de pepsina e células
parietais - ao nivel fundico. O antro se distingue do fundo gastrico pela
auséncia de células parietais, e células produtoras de pepsina e pela
presenca de células produtoras de muco dentro do corpo da glandula. Tanto
em regido findica como antral, células neuro-endécrinas se dispersam ao
longo do corpo da glandula. Em regido antral, as células endécrinas G e D
secretam, respectivamente, gastrina e somatostatina, reguladoras da
secrecdo acida. Em regido findica, células D, [células enterocromafins ou
c€lulas enterocromafins-simile (ECL)] e células A, (que contém
enteroglucagon), constituem a maioria das células endocrinas (OWEN,

1986).
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Inflamacéao gastrica € um achado constante em pacientes com H.
pylori e como a infeccdo é raramente autolimitada, ela inicia uma sequéncia
de alteracdes inflamatéorias na mucosa gastrica causando primeiramente
gastrite erosiva aguda, seguindo-se uma gastrite cronica e, depois de um
periodo de décadas, alteragées regressivas, que podem evoluir para
condicdes pré-cancerosas bem estabelecidas: a gastrite atréfica croénica,
metaplasia intestinal e displasia (ER NST et al., 2000; GDALEVICH et al.,

2000).

A fase aguda inicial da resposta a infec¢ao € caracterizada por um
marcado acumulo de polimorfonucleares neutréfilos na mucosa. Depois da
fase aguda inicial, o processo inflamatério créonico por um periodo de tempo
prolongado é atribuido ao infiltrado mononuclear e linfoplasmocitario na
mucosa, o qual constitui o aspecto mais caracteristico da gastrite associada
a H. pylori (HATZ et al., 1996). Ha uma forte relacdo entre a presenca de
foliculos linféides e infiltrado monocitario e a densidade de colonizagcdo por
H. pylori, ja que foliculos linféides ndo sao encontrados na mucosa gastrica

normal, ao contrario do intestino delgado e célon.

A presenca de atrofia, isto é, perda de glandulas, resulta de um
processo inflamatério prolongado e, quando presente no corpo gastrico, esta
relacionada a uma diminuicédo da secrecao acida. Em ambas as localizagées,
antro e corpo, a atrofia glandular estd associada ao desenvolvimento de
metaplasia intestinal completa e incompleta, que é a substituicao do epitélio
gastrico maduro por um epitélio maduro de tipo intestinal, bem como ao

aumento no risco de desenvolvimento de lesdbes malignas.
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Apoés a descoberta do H. pylori como importante fator etioloégico na
génese das gastrites e Ulceras gastricas, durante o Congresso Mundial de
Gastroenterologia em 1990, na cidade de Sydney, Australia, foram
estabelecidos critérios para a classificacdo e graduacao de gastrites, o que
culminou com a "Classificagdo de Sydney" (MISIEWICZ et al., 1990). De
acordo com a Classificacdo de Sydney, o espectro da gastrite foi
convenientemente dividida em trés grandes grupos: aguda, cronica €
especiais, sendo baseada na topografia, morfologia e etiologia, e agrupadas
em duas categorias de acordo com a presenca e distribuicdo topografica de
atrofia. Apés 4 anos, essa classificacdo foi revista e ampliada por um grupo
de patologistas de varios paises, em Houston, Estados Unidos, dando origem
ao "Sistema de Sydney Modificado", que é atualmente aceito e empregado na

avaliacdo histopatologica da gastrite (DIXON et al., 1996).

Variantes a serem consideradas na avaliacdo de gastrite, de acordo

com o Sistema de Sydney Modificado, incluem:
Variantes graduadas.
» Densidade de H. pylori;
= Atividade polimorfonuclear neutrofilica;
= Inflamacao crénica;
= Atrofia glandular;

= Metaplasia intestinal completa e incompleta.
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Variantes nao graduadas.

Eroséo e dano a superficie epitelial;
=  Foliculos linféides;

= Hiperplasia foveolar;

= Metaplasia pseudopilérica

= Metaplasia pancreatica;

= Hiperplasia endocrina.

A analise da relacédo entre a densidade de colonizagao por H. pylori
em adultos e criancas e alteragées histologicas pode auxiliar na
compreensdao da histéoria natural da infeccdo e seus aspectos evolutivos,
visto que o H. pylori é considerado agente carcinogénico bem estabelecido,

pela OMS (1994).

1.5 Diagnéstico Laboratorial de Infeccao por H. pylori

Os métodos diagnésticos da infeccado por H. pylori se dispdem em
invasivos e nao invasivos. Consideram-se invasivos os exames que utilizam
fragmentos obtidos através de bidopsia gastrica e, portanto necessitam de
endoscopia digestiva alta. Os métodos invasivos auxiliares compreendem a
cultura, o teste rapido de urease, a amplificacdo génica (PCR) e o exame
anatomopatologico do fragmento proveniente de bidopsia gastrica. O
diagnostico sorologico € os testes respiratorios estdo entre os métodos ditos
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nao-invasivos (CLAYTON et al., 1992; MC COLL et al, 1997; OWEN et al.,

1985).

A cultura de H. pylori pode ser realizada a partir ndo s6 de
amostras obtidas por bidopsias gastricas como de amostras do liquido
gastrico, fezes, placa dentaria e sangue (FENNELL, 1984; KRADJEN, 1989;

KELLY, 1994).

Todos esses métodos tém uma sensibilidade e especificidade
elevada, mas nédo chegam a 100%, e todos possuem evidentemente

vantagens e inconvenientes (LAHEIJ et al, 2000).

1.5.1 Diagndstico Anatomopatologico

O exame anatomopatologico € um método invasivo utilizado nao sé
para diagnosticar a infeccdo gastrica por H. pylori, como também para
documentar o tipo e intensidade das lesées associadas a infeccédo e flagrar

alguma eventual alteracdo maligna ou pré-maligna.

O antro é o local habitual de bidpsias, € o numero ideal de
fragmentos € dificil de determinar com exatiddo. De acordo com o Sistema de
Sidney, dois fragmentos de antro e corpo permitem a caracterizacao
morfologica e topografica precisa da gastrite e o diagnéstico de infeccdo por

H. pylori.

Solucdo de formalina a 10% ¢é o fixador de escolha, pois permite a

preservacdo da morfologia e estd apropriado a maioria das coloragdes
' 17



utilizadas. Apés a fixacdo, amostras sao incluidas em parafina, a que se

seguem cortes microtdomicos que podem variar de 3 a S pm de espessura.

Séao varias as coloragoes utilizadas para o diagnéstico de H. pylori,
pois nao ha uma coloragéo especifica para a bactéria. A coloragéo utilizada
de rotina em histopatologia, a hematoxilina-eosina (H-E), permite o
diagnostico na maioria dos casos. Outras coloragoées como Giemsa, Warthin-
Starry, Crésil-violeta, Genta, Azul de toluidina e Ziehl-Neelsen, também
podem ser utilizadas, sendo o método de Giemsa modificado aquele de uso

mais difundido pelo seu baixo custo e alta sensibilidade (ANIN et al, 2000).

Apés a confeccdo das laminas, procede-se a leitura microscopica,
com o uso de microscopio 6ptico, eventualmente com imersdo, quando entéo

poderdo ser observadas alteragées histologicas, incluindo a presenca de H.
pylori.

Outras técnicas como microscopia eletrénica e imunohistoquimica

podem ser utilizadas, embora nao sejam aplicadas rotineiramente.

(BARBOSA et al, 1988).

1.5.2 Diagnéstico Bacteriologico

A cultura de biopsias antrais € habitual, ja que o antro € o sitio de
colonizacdo preferida do H. pylori. O cultivo primario do H. pylori requer
fragmentos frescos obtidos de mucosa gastrica os quais devem ser

transportados em recipientes contendo soro fisiolégico ou uma solucdo de
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glicose a 20%, onde o microorganismo podera se manter até 5 horas em
temperatura inferior a 10°C. Para um tempo de transporte mais longo, é
necessario um meio de transporte especifico. As amostras sdo maceradas ou

homogeneizadas antes da inoculagdo em meio de cultura.

O H. pylori é um microaerdfilo, crescendo melhor em atmosfera de
5% de oxigénio com 5 a 10% de CO2 e com bom crescimento em pH entre

6.9 € 8.0, a 37°C.

Diferentes meios de cultura tém sido propostos, sendo os mais
utilizados o Wilkins-Chalgren, Brucella, Mueller-Hinton e Columbia, em que
se utiliza o sangue de diferentes espécies animais como suplemento. A
avaliacao das placas deve ser feita apos trés dias, sendo necessarios 7 dias
para considera-las negativas. Pequenas colonias arredondadas e
translicidas podem ser visualizadas de 3 a 5 dias. O meio de Belo Horizonte,
proposto por QUEIROZ apud ANSORG, 1991, incorpora o trifenil-tetrazolium
uma substancia que as torna douradas e brilhantes. Ha dificuldades em se
manter repetidas subculturas, pois sua viabilidade é comumente perdida
apos o quarto repique. Em culturas mais antigas, o H. pylori pode evoluir de
sua forma habitual para formas coccéides, que sao formas em degeneracao.
O H. pylori é inativo na maioria dos testes bioquimicos convencionais.
Produz catalase e citocromo oxidase, porém sao notaveis seus altos niveis de
urease e fosfatase alcalina. As cepas podem ser conservadas em nitrogénio

liquido ou a -80°C, em caldo de Brucella acrescido de glicerol a 30%.

Ocasionalmente, cepas de H. pylori tém sido isoladas de gatos

domésticos e outro referiram animais que incluem porcos e macacos. O
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Helicobacter pylori ndo tem sido cultivado de alimentos, agua potavel ou do
meio ambiente, embora hajam evidéncias de sua presenca nestes locais,

demonstraveis nela técnica de PCR.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

» Avaliar a sensibilidade da cultura como método diagnéstico de
rotina na investigacdto de H. pylori em nosso meio,

comparativamente a histologia.

2.2 Especificos

» Avaliar a prevaléncia de H. pylori em biopsias gastricas de
pacientes adultos e de criancas quando submetidos a dois

métodos de deteccao de infeccao: cultura e histopatologico;

» Correlacionar a densidade de colonizagcdo de H. pylori com os
seguintes parametros: tipo e intensidade da reacéo inflamatoéria,
presenca de atrofia e presenca de metaplasia intestinal, em

adultos e criancas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes

Foram incluidos no estudo pacientes atendidos no Servico de
Endoscopia de dois hospitais de atendimentos terciarios da cidade de
Fortaleza-Ce, no periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2000 e que se
submeteram a biopsias do trato digestivo alto para esclarecimento
diagnostico. Foram colhidas amostras gastricas de antro e corpo para
diagnostico histopatolégico e para cultura. Foram excluidos do estudo
pacientes portadores de neoplasias, doencas cronicas degenerativas,
pacientes com hipertensao portal ou com sangramento digestivo, bem como
0os que estivessem em uso de antibiéticos ou de inibidores da bomba de
protons. Dos pacientes, foram obtidos consentimentos verbal e escrito, bem

como dos pais ou responsaveis em caso de pacientes menores de 14 anos.

Foram estudados 44 pacientes, sendo 21 criancas (idade inferior a

15 anos) e 23 adultos.
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3.2 Procedimento Endoscopico

* Desinfeccdo do aparelho

% Lavagem externa do aparelho com detergente neutro;

él

Lavagem externa com endozima® (detergente enzimatico);
% Imersao em glutaraldeido a 2% por 20 minutos;

% Lavagem em agua corrente.

* Local da Biopsia
% Parede anterior e pequena curvatura do antro;

% Grande curvatura do corpo.

3.3 Analise Histologica

Foram colhidos de modo sistematico duas amostras de parede
anterior e pequena curvatura de antro e duas amostras de grande curvatura
do corpo, excluindo-se biopsias adicionais de lesdes especificas ndo incluidas
no presente estudo. As amostras eram imediatamente colocadas em
recipientes individuais contendo formalina a 10%, os quais eram etiquetados
e identificados quanto a procedéncia e localizacdo anatémica. O material em

seguida era processado segundo a rotina para estudo histopatologico em
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tecido, e feitos cortes histologicos que eram em seguida corados pelos
métodos de hematoxilina-eosina (HE) e de Giemsa (anexos I e II). A avaliagdo
da gastrite foi realizada de acordo com o Sistema de Sydney modificado
quanto as seguintes variantes: densidade de bactérias espiraladas
identificaveis como H. pylori, grau de atividade, cronicidade, atrofia
glandular, metaplasia intestinal, foliculos e/ou agregados linféides, como

detalhado abaixo:

A densidade de bactérias foi avaliada semi-quantitativamente e
dividida em ausente, leve, moderada e severa, com os respectivos escores (0
a 3). Grau de atividade foi definido de acordo com a presenca de mono €
polimorfonucleares no epitélio e foi graduada em ausente, leve, moderada e
severa. Quanto ao grau de cronicidade foi definido como a presenca de
células de inflamacdo na lamina propria e foi dividida em ausente, leve,
moderada e severa. Metaplasia intestinal foi definida como a substituicao do
epitélio gastrico maduro por um de tipo intestinal maduro, e foi referida
como presente ou ausente. A atrofia, isto €, a perda glandular, foi referida
como presente ou ausente. Foliculos e/ou agregados linfoides foram

referidos como presentes ou ausentes.
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3.4 Analise Microbiologica

3.4.1 Coleta e Acondicionamento

Espécimes clinicos provenientes de antro e corpo gastrico (no

endoscopicas foram acondicionados em tubos eppendoff contendo 0,5 ml de
BHI, transportados em isopor com gelo, e encaminhados ao processamento

em até no maximo 4 h apds a coleta (Anexo III).

3.4.2 Cultura

As amostras foram maceradas e semeadas em placas de Petri

vancomicina, acido nalidixico, trifeniltetrazolium e anfotericina B. As placas
foram incubadas em microaerofilia a 37°C, em jarras de anaerobiose €
avaliadas no 3°, 5° e 7° dias de incubacdo (BURNENS e NICOLET, 1993)

(Anexo III).

Em culturas positivas, o crescimento bacteriano foi avaliado de
acordo com a quantidade de colénias e foi em regular, moderado e excelente

quantidade de bactérias.
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Indicios de crescimento bacteriano foram a presenca de pequenas
colonias arredondadas e douradas, € a que se seguiam repicagem das
colonias, realizacdo de provas bioquimicas (urease, catalase e oxidase) e
esfregaco em lamina corado pelo Gram, de acordo com a quantidade de

colonias obtidas.

Crescimento de microorganismos com caracteristicas morfologicas
de colonia diferentes do aspecto tipico do H. pylori, foram interpretadas como
contaminantes. Quando em crescimento suficiente, foram estocadas colénias

para estudos posteriores, em -80°C.

3.5 Analise Estatistica

As diferencas entre proporcoes independentes foram analisadas
pelo teste classico do X2 (qui-quadrado), adotando-se um nivel de

significancia de 5% (0,05) (BERQUO, 1980).
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4 RESULTADOS

Dados epidemiologicos, histolégicos e bacteriologicos estao
mostrados nos quadros 1 e 2.
Quadro 1: Criancas
N° |Idade | Densid |Atividade| Cronic | Atrofia Metap Folic/agreg. | Cultura
(@anos)[ a | ¢ | a ([ c |a|c|a|c | a c a [e

1 4 0 0 0 0 1101 O 0 0 0 0 0 0
2 6 0 0 0 0 00| O 0 0 0 0 0 0

2 9 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
4 4 1 ¢ 1 0 2 |1 0 0 0 0 0 0 0+C
5 6 1 0 2 1 2| 2 P 0 0 0 0 0 0+C
6 2 1 1 1 1 213]0 0 0 0 0 ag 2
i 8 2 1 2 1 211 0 0 0 0 fol 0 1
8 4 0 0 0 0 110]| 0 0 0 0 0 0 0
9 4 0 0 0 0 0] 1 P 0 0 0 0 ag 0
10 4 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
11 1 0 0 0 0 211 P 0 0 0 0 ag 0
12 3 0 0 0 0 1] % 0 0 0 0 0 0 0
13 6 3 3 1 i 3|1 0 0 0 0 ag 0 3
14 12 2 2 2 2 3|3 0 0 0 0 ag 0 0
15 4 2 2 2 2 3130 0 0 0 0 ag 2
16 9 2 1 1 1 112 0 0 0 0 0 0 1
17 1 0 0 1 1 1)1 0 0 0 0 fol 0 0
18 9 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
19 2 0 0 1 0 211 0 0 0 0 fol 0 0
20 1 0 0 0 0 0O 0 0 0 0 0 0 0
21 9 0 0 0 0 1]1 0 0 0 0 0 0 0

Legenda:

C: contaminacéo
Folic: Foliculo linféide

Agreg: Agregado linféide

Metap: Metaplasia intestinal

a: antro

c: corpo

P: presente

27



Adultos

Quadro 2

Cultura

0+C

0+C

0+C

0+C

0+C

C+2

Folic/agreg.

fol
fol
ag

ag
fol

ag

fol
fol

ag

fol

fol

ag

ag
fol

Metap

(]

a

Idade | Densid |Atividade| Cronic | Atrofia

(anos)

37
43

28
34
44

70
54

19
42

31

56
43

36
51

69

38
23
42

60

56
54
23
45

No

22

23
24
25

26
27
28
29
30
31

32

33
34
35

36
37
38
39
40

41

42

43

44

Legenda:

C: contaminacao

2 o

Folic: Foliculo linféide

Agreg: Agregado linféide

Metap: Metaplasia intestinal

a: antro

c: corpo

P

presente

28



TABELA 1: INTENSIDADE DA COLONIZACAO GASTRICA POR HELICOBACTER PYLORI EM ADULTOS E

CRIANCAS QUANDO COMPARADOS CULTURA E HISTOPATOLOGICO

CULTURA HISTOPATOLOGICO

0 1 2 3 CONTAMINANTE 0 1 2 3
CRIANCAS 16(76,1%)  2(9,5%)  2(9,5%)  1(4,7%) 2*%(9,5%) 13(61,9%) 3(14,2%)  4(19%) 1(4,7%)
(N=21)
ADULTOS 17(73,9%) 0 4(17,3%)  2(8,6%) 64 (26%) 7(30,4%)  1(4,3%)  9(39,1%) 6(26%)
(N=23)

* Culturas negativas com contaminantes

# Cinco culturas negativas e uma positiva, com contaminantes
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TABELA 2: DISTRIBUICAO DE HELICOBACTER PYLORI EM CRIANCAS

QUANTO AO SEXO

SEXO
MASCULINO FEMININO

Com H.pylori 4(50%) 4(50%)

(N=8)

Sem H.pylori 1(7,6%) 12(92,3%)

(N=13)
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TABELA 3: INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATORIA DO ANTRO E CORPO GASTRICOS EM CRIANCAS COM

E SEM HELICOBACTER PYLORI

ANTRO

Aus L M

Aus

CORPO

Com H.pylori

(N=8)
Inflamacao 0 1(12,5%) 4(50%)
Atividade 0 4(50%) 4(50%)
Sem H.pylori
(N=13)
Inflamacéo 3(23%) 8(61,5%) 2(15,3%)

Atividade 11(84,5%) 2(15,3%) 0

3(37,5%)

0

0

1(12,5%)

4(30,7%)

12(92,3%)

3(37,5%) 2(25%)

5(62,5%) 2(25%)

9(69,2%) 0

1(7,6%) 0

3(37,5%)

0

Legenda:
Aus: Ausente
L: Leve

M: Moderada
I: Intensa
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TABELA 4: AVALIACAO DE FOLICULOS E AGREGADOS LINFOIDES EM

ANTRO E CORPO GASTRICOS DE CRIANCAS COM E SEM

HELICOBACTER PYLORI
ANTRO CORPO
Aus Fol Ag Aus Fol Ag
Com H.pylori 5(62,5%) 1(12,5%) 2 (25%) 6 (75%) 0 2 (25%)
(N=8)
Sem H.pylori 11(84,6%) 2 (15,3%) 0 11 (84,6%) 0 2 (15,3%)
(N=13)
Legenda:

Aus: Ausente
Fol: Foliculos linféides

Ag: Agregados linféides
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TABELA 5: AVALIACAO DE ATROFIA EM ANTRO E CORPO GASTRICOS

DE CRIANCAS COM E SEM HELICOBACTER PYLORI

ANTRO CORPO
Aus P Aus P
Com H.pylori 7(87,5%) 1(12,5%) 8 0
(N=8)
Sem H.pylori 11(84,6%) 2(15,3%) 13 0
(N=13)
Legenda:

Aus: Ausente

P: Presente

TABELA 6: DISTRIBUICAO DE HELICOBACTER PYLORI EM ADULTOS

QUANTO AO SEXO

SEXO
MASCULINO FEMININO
Com H.pylori 7(43,7%) 9(56,2%)
(N=16)
Sem H.pylori 3(42,8%) 4(57,1%)
(N=7)
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TABELA 7: INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATORIA DO ANTRO E CORPO GASTRICOS EM ADULTOS COM

E SEM HELICOBACTER PYLORI

ANTRO

Aus L

Aus

CORPO

Com H.pylori

- (N=16)

Inflamacao 0 0
Atividade 0 4(25%)
Sem H.pylori

(N=7)

Inflamacéo 0 4(57,1%)

Atividade 6(85,7%) 0

11(68,7%)

8(50%)

3(42,8%)

1(14,2%)

5(31,2%)

4(25%)

0

3(18,7%)

1(14,2%)

7(100%)

4(25%) 10(62,5%) 2(12,5%)

9(56,2%) 3(18,7%) 1(6,2%)

5(71,4%) 0 1(14,2%)

0 0 0

Legenda:
Aus: Ausente
L: Leve

M: Moderada

I: Intensa
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TABELA 8: AVALIACAO DE FOLIiCULOS E AGREGADOS LINFOIDES EM

ANTRO E CORPO GASTRICOS DE ADULTOS COM E SEM

HELICOBACTER PYLORI
ANTRO CORPO

Aus Fol Ag Aus Fol Ag
Com H.pylori 9(56,5%) 4(25%) 3(18,7%) 11(68,7%) 2(12,5%) 3 (18,7%)
(N=16)
Sem H.pylori 6(85,7%) 1(14,2%) 0] 6(85,7%) 1(14,2%) 0
(N=7)
Legenda:

Aus: Ausente
Fol: Foliculos linfoides

Ag: Agregados linfoides
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TABELA 9: AVALIACAO DE ATROFIA EM ANTRO E CORPO GASTRICOS

DE ADULTOS COM E SEM HELICOBACTER PYLORI

ANTRO CORPO
Aus P Aus P
Com H.pylori 12(75%) 4(25%) 14(87,5%) 2(12,5%)
(N=16)
Sem H.pylori 7(100%) 0 6(85,7%) 1(14,2%)
(N=7)
Legenda:

Aus: Ausente

P: Presente
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TABELA 10: AVALIACAO DE METAPLASIA INTESTINAL EM ANTRO E

CORPO GASTRICOS DE ADULTOS COM E SEM

HELICOBACTER PYLORI
ANTRO CORPO
Aus Pres Aus Pres
Com H.pylori 13(81,2%) 3(18,8%) 15(93,7%) 1(6,2%)
(N=16)
Sem H.pylori 5(71,4%) 2(28,5%) 7(100%) 0
(N=7)
Legenda:

Aus: Ausente

Pres: Presente
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Dos 44 pacientes estudados, 21 eram criangas, sendo 05 do sexo
masculino e 16 do sexo feminino, com idade mediana de 04 anos e
amplitude de 01 a 12 anos, € 23 adultos, sendo 10 do sexo masculino e 13
do sexo feminino, com idade mediana de 43 anos e amplitude de 19 a 70

anos.

24 pacientes foram positivos em cultura e histologia, sendo 08
criancas e 16 adultos. A cultura, oito pacientes apresentavam

contaminantes, em que s6 a uma delas associou-se crescimento de H.pylori.

> Histopatolégico

H.pylori foi demonstrado em 08 criangas (38.1%), sendo que 50%
delas apresentavam moderada quantidade de bactérias no antro.. Na
populacdo adulta, 16 pacientes apresentaram H.pylori (69,6%) sendo que

52,2% demonstraram moderada quantidade de bactérias

> Cultura

Na populagao infantil, houve crescimento bacteriano em amostras
de 05 pacientes (23,9%) e em 06 pacientes da populagdo adulta (26,1%).
Tanto em adultos quanto em criancas, a positividade ocorreu em pacientes
com maior quantidade de bactérias ao histopatologico. Das 44 amostras, em

oito culturas cresceram contaminantes (35,8%).
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> Quanto ao sexo

A prevaléncia de H.pylori em adultos foi maior no sexo feminino,

sendo igual na populagéo infantil.

> Quanto a intensidade da resposta inflamatéria

A inflamac¢do cronica de antro e corpo foi vista em todos os
pacientes com H.pylori Em 10 de 16 pacientes adultos, a intensidade do
infiltrado inflamatério correlacionou-se a densidade de bactérias Nos
pacientes sem a bactéria, observou-se inflamacgédo cronica em 85% dos casos,
dois deles somente em antro gastrico.

Todos os pacientes com H.pylori apresentavam gastrite em
atividade, sendo vista em 83,7% no antro e corpo. Em pacientes sem
Helicobacter, apenas 03 apresentavam algum grau de atividade, sendo 02
criancas e 01 adulto. Em 04 criancas (50%), guardou relagdo direta a
densidade de Helicobacter pylori com a intensidade da atividade. Em 09
pacientes adultos, (56,2%), correlacionou-se o grau de atividade da gastrite

com a quantidade de Helicobacter em antro e em 06 (37,5%) no corpo.
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> Quanto a atrofia

Atrofia foi vista em 04 pacientes adultos com H.pylori, dentre 05.

Em criancas, duas delas apresentaram atrofia em regido antral, e nao

mostraram infeccéo por Helicobacter.

> Quanto a metaplasia intestinal

Nao se demonstrou metaplasia intestinal em criancas. Metaplasia

intestinal foi vista em antro de 05 pacientes, 03 deles com Helicobacter € 02

sem a bactéria; somente 01 paciente a apresentou em regiao corpal .

40



5 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que o indice de positividade foi bem
maior no histopatologico do que na cultura e nesta, o crescimento bacteriano
mostrou relagdo com a quantidade de bactérias observadas a biopsia, tanto
em adultos quanto em criancas. Fatores que devem ser levados em
consideracdo para estes resultados incluem dificuldades inerentes ao
transporte das amostras para cultura, que requer condigoes ideais de
temperatura e acondicionamento € o fato de se estar implementando o
cultivo desta bactéria no servico de microbiologia. O uso de meio seletivo
para suprimir contaminantes endogenos € exdégenos, por outro lado, néo
reduziu de todo a presenca de contaminacéo, vista em oito dos 44 pacientes.
Glupczipinki (1998) refere que a flora orofaringea do paciente também pode
interferir no crescimento do Helicobacter pylori e por causa disso, o
crescimento pode requerer até mais de dez dias. No nosso caso, em
particular, culturas que nao apresentavam crescimento algum, eram
desprezadas apos o 7° dia. Todos os pacientes que mostraram positividade a

cultura, mostraram-na ao histopatologico

Apesar de existirem diversas coloracdées histoquimicas e técnicas
especiais como imunohistoquimica que podem ser utilizadas para facilitar o
diagnostico e também visualizacdo da bactéria, o H-E e o Giemsa possuem
acuracia, baixo custo e facil realizagao; a histologia, 69,6% dos adultos e
38,1% das criangas apresentam H. pylori em suas bigpsias. O padrido de

colonizacdo € compativel com o descrito na literatura, em que a infecgdo
41



corpal s6 ocorreu em pacientes com Helicobacter pylori demontraveis

também em regido antral.

O estudo histopatologico foi realizado seguindo-se o Sistema de
Sidney Modificado, o qual Cohen et al. (2000) demonstram a sua
aplicabilidade para pacientes infantis. A alteragdo histologica que mais
guardou relagdo com a presenca da bactéria foi a inflamac¢do cronica em
adultos e criancas e a atividade da gastrite, embora a cronicidade tenha sido
um achado frequente tanto em pacientes infectados como néo infectados.
.Em nosso estudo, a alta incidéncia de cronicidade sem a demonstracio de
Helicobacter pylori pode ser devido a infeccdes subtratadas ou reinfeccoes
frequentes. A presenca de atividade em mucosa gastrica de criangas
infectadas vai de encontro ao descrito na literatura (Queiroz et al, 2000),
embora haja estudos que nédo consideram relevantes o grau de atividade da
gastrite em pacientes infantis (ASHORN et al, 1995). Quando
correlacionadas densidade e atividade da gastrite, ndo houve correlacio na
populacdo adulta, ao contrario da populacdo infantil (62,5%) A atrbfia em
antro gastrico de adultos também guardou relacdo com o H. pylori; dos
pacientes infectados, 25% (04 pacientes) mostraram-na em regido antral,
dois deles também em corpo gastrico. Nas criancas, a atrofia foi maior
naquelas nédo infectadas (15,3% x 12,5%). E sabido que a presenca de atrofia
em estomago também esta relacionada a outras condigcbes como anemia
perniciosa, embora desconhecemos informes clinicos deste paciente em

questao.

42



A presenca de tecido de tipo MALT, isto €, foliculos/agregados
linféides, mostrou significancia apenas quando localizado em antro gastrico
de adultos (p<0,005), embora o foliculo linféide possa persistir até 03 meses

apos o tratamento (DIXON, 1996).

Criancas nao apresentaram metaplasia intestinal, encontrada

apenas em pacientes adultos e ndo guardou relacao com H. pylori..

Em criancas infectadas, nao houve diferenca quanto ao sexo, o
mesmo nao acontecendo com adultos, em que houve um predominio de

pacientes do sexo feminino.

A deteccao das lesbes pré-neoplasticas como atrofia e metaplasia
intestinal é de extrema importancia em nosso meio, que possui uma alta
taxa de cancer gastrico e também tem relagdo com a bactéria. O surgimento
de tecido linféide na mucosa, ou seja, MALT adquirido, apesar de presente |
em antro e corpo gastricos de adultos e criancas, s6 guardou significancia
em antro de adultos, corroborando com estudos de Jaskiewicz (2000) em que

os foliculos linféides aumentou com a idade.

43



6 CONCLUSOES

1. O exame histopatologico é essencial no diagnoéstico de bactérias
espiraladas no estémago, € quando comparado 4 cultura,
ofereceu maior sensibilidade na pesquisa do microorganismo €

permitiu observar alteracoes gastricas pertinentes.

2. O crescimento bacteriano a cultura demonstrou estar

relacionado com a densidade da colonizacao gastrica.

3. A presenca do Helicobacter pylori esteve relacionada a
inflamacdo cronica no estéomago e a gastrite em atividade em
antro, tanto em adultos como em criancas. Quando associados a
intensidade da cronicidade com a densidade de bactérias,
somente antro de adultos mostrou correlacdo significativa e a
presenca de bactéria no corpo sempre se acompanhou da

bactéria no antro.

4. A presenca de MALT s6 se correlacionou a bactéria em regiao

antral de pacientes adultos.

5. Em adultos infectados, houve maior preponderancia em
pacientes do sexo feminino, o mesmo ndo acontecendo com

criancgas, que guardou proporg¢des iguais.

6. A cultura de Helicobacter pylori oferece dificuldades praticas

para a sua realizacdo como exame de rotina diagnostica embora
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seja um método que permita a correta classificacdo do

microorganismo,

. Devido as dificuldades encontradas no manejo da cultura no
momento atual, em nosso meio, talvez a sua maior indicacéao
seja para pacientes refratarios ao tratamento, em que se possa
aplicar o antibiograma, € desta forma obter melhores resultados
terapéuticos ou em pacientes que necessitam do maximo de

especificidade farmacologica em seu tratamento.
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ANEXO I

EXAME HISTOPATOLOGICO

Procedimento para coloracédo por Giemsa

& &
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Fixacdo com formaldeido a 10% durante 6 h;

Desidratagdo por imersdo em alcool etilico em concentragoes de 70%,

90% e 100%, durante 1h em cada um;
Diafanizacdo em 3 mudancas de xileno durante 1 h cada;

Embebicdo em parafina para cortes histologicos, ponto de fusdao 56° a

60°C, em 3 mudancas durante 1 hora em cada;

Inclusao em parafina para cortes histologicos;

Realizacdo de microtomia com micrétomo rotatério com cortes de Sum;
Desparafinizacao em xileno;

Hidratacédo em alcool em percentagens crescentes de 80%, 90% e 100%;
Lavagem em agua destilada;

Coloracao com Solucéo de Giemsa a 2% durante 30 minutos;

Lavagem em agua corrente;

Desidratacédo em alcool a 95% e alcool absoluto;

Desparafinizacdo em xileno;

Aplicacdo de Balsamo do Canada

Montagem da laminula.



ANEXO II

EXAME HISTOPATOLOGICO

Procedimento para coloracdao H-E (Hematoxilina-Eosina)
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Fixacdo com formaldeido a 10% durante 6 h;

Desidratacdo por imersiao em alcool etilico em concentragoes de 70%,

90% e 100%, durante 1h em cada um;
Diafanizacdo em 3 mudancas de xileno durante 1 h cada;

Embebicdo em parafina para cortes histologicos, ponto de fusdo 56° a

60°C, em 3 mudancas durante 1 hora em cada;

Inclusao em parafina para cortes histologicos;

Realizacdo de microtomia com micrétomo rotatério com cortes de Sum;
Desparafinizacdo em xileno;

Hidratacdo em alcool em percentagens crescentes de 80%, 90% e 100%;
Lavagem em agua destilada;

Coloracao com hematoxilina de Harris durante 2 minutos;

Lavagem em agua corrente durante 20 minutos;

Coloracao com Eosina por 1 a 2 minutos;

Desidratacdo em 2 passagens por alcool a 95% e alcool absoluto;
Desparafiniza¢do em xileno;

Aplicacédo de Balsamo do Canada;

Montagem da laminula.



ANEZXO III

1. Meio para transporte
Brain Heart Infusion (BHI) ---------=--======mmmemmmmmeeeo 1,85 g

Agua destilada ------------- - ERS—— 50 ml

Autoclavar e distribuir assepticamente 0,5 ml do meio em cada tubo

(ependoff).

2. Meio de cultura
Meio Belo Horizonte (BHM)
Composicao:

> Meio Base

Brucella Agar (BBL) --------=====m==mmmmmmmmm oo 37g
Agar bacterioldgico----------=-====mmmmmmmmmm oo 10g
Agua destilada----------===-===-==mmm oo 900ml
Sangue de carneirg-----------------==-----mmmmmmmmmmmmee - 100ml
2,3,5, cloreto de trifeniltetrazoélico---------------------- 40mg
Anfotericina B---- —m——mm e e Smg
Vancomicina--- e 6mg

Acido nalidixico---------=-=-===mmemmmum- - ---20mg




Indicador/Suplementos

1. Cloreto de Trifeniltetrazolico

40mg----------- 1000 ml pesar 0,04g
T S 100 ml 40mg----10ml(mae)
0,4mg---------- 10 ml 4mg/ml

Tirar 0,1ml para 10 meio
0,2ml para 20 meio

T = 0,04mg/ml

2. Anfotericina B

Smg----------- 1000 ml pesar 0,05g
0,5mg--------- 100 ml (Smg/ml)
0,05mg------- 10 ml (10ug) 0,01ml - 10 ml meio

(20 ug) 0,02 - 20 ml meio

T = 0,005mg/ml



