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“(...) Sentir primeiro, pensar depois

Perdoar primeiro, julgar depois

Amar primeiro, educar depois

Esquecer primeiro, aprender depois

Libertar primeiro, ensinar depois

Alimentar primeiro, cantar depois

Possuir primeiro, contemplar depois

Agir primeiro, julgar depois

Navegar primeiro, aportar depois

Viver primeiro, morrer depois”.

(Méario Quintana)
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RESUMO

Introducdo: Recentemente, varios estudos tém investigado e até mesmo
sugerindo a bactéria Helicobacter pylori como um importante componente no
desenvolvimento de eventos restritos ou ndo ao trato gastrintestinal. A relacéo
ja bastante elucidada acerca da relagdo entre os fatores bacterianos de
viruléncia e o risco aumentado para Ulcera péptica e adenocarcinoma gastrico
parece ndo estar muito definida em se tratando de alteragbes em marcadores
de inflamagdo aguda, como a proteina C reativa (PCR), em individuos
infectados pelas cepas mais virulentas do microrganismo. Neste trabalho, nés
avaliamos a presenca de H. pylori, viruléncia bacteriana e niveis séricos de
PCR em pacientes dispépticos funcionais. Materiais e métodos: Estudo
transversal que incluiu 489 individuos saudaveis com diagndstico de dispepsia
funcional firmado através de critérios do Consenso de Roma lll. Apds avaliacéo
clinica e endoscopica, os pacientes foram incluidos por ndo apresentarem
gualguer causa organica que pudesse estar relacionada aos sintomas de
dispepsia. A presenca da bactéria foi diagnosticada através de analise
histologica e teste rapido da urease dos fragmentos biopsiados. Os niveis
séricos de PCR foram obtidos por imunonefelometria e o status para o fator de
viruléncia CagA foi determinado através de ensaio comercial imunoenzimatico.
Resultados : A prevaléncia de H. pylori foi de 66,3% e a presenca de
anticorpos anti-CagA foi detectada em aproximadamente 43% das amostras
positivas. Houve uma associagdo estatisticamente significativa entre o

consumo de chimarrdo e a presenca da bactéria. Observou-se um efeito
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importante da infeccdo por H. pylori na inflamacéo local, estimada através da
atividade inflamatéria e grau de inflamacdo do epitélio gastrico. Nao foi
constatada resposta inflamatéria sistémica ao patdgeno através da dosagem de
PCR, independente do status de viruléncia bacteriana. Conclusdo: Na
populacdo de individuos disépticos funcionais avaliada, a bactéria parece nao
desencadear qualquer resposta inflamatéria sistémica, estando a viruléncia
bacteriana associada a um maior grau e atividade inflamatéria do epitélio

gastrico.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, dispepsia, proteina C-reativa, proteina

cagA, inflamacéao
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ABSTRACT

Background: Recently, a great variety of studies aimed to investigate and even
suggest Helicobacter pylori as an important key factor in gastrointestinal and
non-gastrointestinal events development. The well-established relationship
between bacterial virulence and increased risk for peptic ulcer or gastric
carcinoma is not so clear when comparing inflammation markers alterations,
such C reactive protein (CRP), with the pathogen. We evaluated the presence
of H. pylori, bacterial virulence and CRP serum levels in individuals diagnosed
with functional dyspepsia. Materials and Methods: Transversal study that
evaluated 489 healthy individuals well characterized according to Rome 1l
Consensus for the diagnosis of functional dyspepsia. The study population
underwent to an endoscopic investigation and did not present any organic
explanation for their symptoms. The bacterial infection was established by
histology and urease rapid test. The levels of serum CRP were obtained by
immunonefelometry and CagA status of H. pylori positive individuals was
determined trough a commercial imunoenzimatic assay. Results: Prevalence
rate of H. pylori was 66.3% and virulence factor CagA was detected in nearly
43% of positive samples. We found a statistically significant relationship
between yerba mate tea consumption and positive H. pylori status. An important
effect of bacterial infection on inflammation was only observed in gastric
epithelium. No systemic response to the pathogen, measured through CRP

levels, was observed, regardless of CagA status. Conclusion: In our study
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population, the presence of H. pylori seems not to be related with any important
systemic inflammatory response. Bacterial virulence was related to a higher

inflammation and inflammatory activity in gastric epithelium.

Key words: Helicobacter pylori, dyspepsia, C-reactive protein, cagA protein,

inlamation.

XVII



1. INTRODUCAO

Dispepsia € um termo derivado da lingua grega e significa “digestao
dificil” (dys = “dificil”; peptein = “digestao”). Atualmente, esse termo € usado
para definir sintomas digestivos do abdémen superior, ndo obrigatoriamente
restritos ao periodo poés-prandial. Quando os sintomas caracteristicos deste
agravo estao presentes, na auséncia de qualquer achado organico que possa
justifica-los, entdo, a dispepsia é dita “funcional” (1).

Alguns estudos indicam que a incidéncia da dispepsia funcional atinge
cerca de 20-25% na populacéo ocidental, sendo responsavel por um vultoso
custo econdmico traduzido através de consultas, do uso de medicamentos, da
reduzida produtividade de trabalho e do absenteismo (1, 2).

Apesar de fisiopatologicamente ndo estar totalmentecompreendida,
dentre os fatores que possivelmente contribuam para a dispepsia estdo a
vulnerabilidade psicoldgica, o consumo de café e analgésicos (acetaminofen) e
a infeccdo por Helicobacter pylori (H. pylori), cuja erradicagdo, através de
esquemas terapéuticos, parece resultar em significativa melhora dos sintomas
dispépticos e da qualidade de vida (3-6).

A infeccdo pela bactéria H. pylori, descrita inicialmente por Warren e
Marshal (1982), é classificada como carcinégeno tipo |, ou seja, um organismo
cancerigeno definitivo, e possui uma relagdo mais do que comprovada com a
incidéncia de ulcera gastroduodenal, com o linfoma MALT e com o carcinoma
gastrico (7). Contudo, a alteracdo que este microrganismo causa na inflamacgéao
sistémica ainda é alvo de discussdo e controvérsias em razdo dos achados

diversos descritos na literatura médica da ultima década (8, 9).



Cabe ressaltar que a infeccdo e a colonizacdo deste microrganismo no
epitélio gastrico se dao pela atuacao de alguns fatores de viruléncia do mesmo
como estratégias para garantir sua permanéncia frente ao ambiente acido do
epitélio gastrico e ao sistema imunologico do hospedeiro.

Algumas cepas desta bactéria possuem, dentre outros fatores de
viruléncia, a producdo da citotoxina A. A producdo desta citotoxina esta
especialmente relacionada a um potencial carcinogénico maior, o qual associa-
se de modo direto com a ocorréncia de Ulceras pépticas e do carcinoma
gastrico.

Além da producao de citotoxinas e de fatores intrinsecos que favorecem
sua colonizacdo e permanéncia em meio ao pH acido do estdmago, a bactéria
€ capaz de desencadear uma resposta inflamatoria que se inicia através do
recrutamento de células inflamatérias e que culmina na apoptose celular,
através da ligacdo entre o microrganismo e moléculas expressas na superficie
das células do epitélio gastrico (10).

Contudo, a relacdo deste fator de viruléncia com o estado inflamatorio
sistémico dos pacientes bem como a participacdo do patdogeno na alteracao do
mesmo persistem objetos ndo elucidados em sua plenitude. Tal fato configura-
se fator de estimulo para o desenvolvimento de estudos adicionais,
especialmente, no que tange a relagdo causal possivelmente existente entre o
H. pylori e a dispepsia funcional bem como do papel imunogénico

desencadeado pela bactéria sistemicamente.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Dispepsia Funcional
2.1.1 Generalidades

A dispepsia funcional (DF) € uma desordem gastrintestinal caracterizada
por sintomas originados na regido gastroduodenal na auséncia de uma doenca
organica de base a qual possa ser atribuida a sua causa (11). Tal desordem é
a mais prevalente entre um grupo de doencas gastrintestinais classificadas
como funcionais e, embora ndo esteja associada com aumento de mortalidade,
ela é crbnica e responsavel por piora na qualidade de vida dos pacientes
acometidos, além de gerar gastos econdémicos substanciais (2, 11, 12).

Uma metanalise aponta que o maior impacto na qualidade de vida dos
individuos portadores é especialmente evidenciado no grupo de pacientes que
apresenta as formas moderada e severa de dispepsia funcional (12). Em outro
estudo mais recente, Sander e colaboradores mostraram uma importante
influéncia dos sintomas dispépticos na produtividade de trabalho. Neste estudo
foram avaliados 850 individuos, 45,5% destes, economicamente ativos. Um
dos achados relevantes deste estudo deve-se a constatacdo da perda de
produtividade no trabalho tanto no grupo de pacientes dispépticos funcionais
quanto nos pacientes que, apds avaliacdo endoscopica, apresentaram alguma
causa organica que pudesse justificar o quadro de dispepsia (5).

A etiologia desta doenca, assim como 0 manejo dos pacientes, sdo
objetos de controvérsia entre os especialistas e, muitas vezes, a aplicacdo de
questiondrios validados tem sido uma ferramenta Gtil para o seu diagnoéstico.
Com a utilizagao deste recurso, foram encontradas prevaléncias entre 14 a

26% em estudos de populagbes adultas, predominantemente da raga branca,



dos Estados Unidos e da Europa (2, 13). Na Asia, um inquérito populacional
com questionarios validados apontou uma prevaléncia estimada em 14,6% dos
adultos moradores de area rural (14).

Uma revisdo sistematica aponta que estudos de prevaléncia deste
agravo sdo limitados pelas dificuldades logisticas de execucéo, em especial, no
gue tange a necessidade de recursos para excluirem-se causas organicas dos
sintomas relatados pelos pacientes (15). De acordo com a Figura 1,
globalmente, a prevaléncia de dispepsia nao investigada varia entre 7% - 45%,
de acordo com a definicdo utilizada e com a regiao geogréfica, enquanto que a

DF tem mostrado frequéncias oscilando entre 11% - 29.2% (15).
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Figura 1. Prevaléncia global de dispepsia funcional e dispepsia nao-investigada.
Adaptado de Mahadeva S, Khean-Lee Goh, Epidemiology of functional dyspepsia: A
global perspective. 2006.

A utilizacdo da endoscopia digestiva alta tem evidenciado que alteracdes
anatbmicas em pacientes com dispepsia sdo encontradas na minoria dos casos
(16). Este achado também foi relatado em alguns estudos relevantes, os quais
evidenciaram que grande parte dos sintomas dispépticos é de origem funcional.

Tem sido reportada uma frequéncia de anormalidades em cerca de 30% de



pacientes dispépticos, demonstrando que as anormalidades organicas
existentes capazes de justificar a sintomatologia sdo encontradas na minoria
dos casos (2, 17).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de sintomas dispépticos sao
mal conhecidos. Na Dinamarca, Kay e Jorgensen (1994) estudaram a
influéncia de varios fatores e encontraram, com analise multivariada, que
somente vulnerabilidade psicolégica aumentava significativamente o risco de
dispepsia, enquanto tabagismo e alto indice de massa corporal diminuiam o
risco (4). Em relacdo ao consumo de café, ndo ha consenso entre 0s autores.
Segundo Elta e colegas, o uso de café é considerado como fator de risco (18).
Por outro lado, Talley e cols. ndo observaram essa associacdo, assim também
como néo houve associacao para outros fatores ambientais como consumo de

alcool, cha e tabagismo (3).

2.1.2 O uso de medicamentos como fator de risco na DF

Dentre outros fatores de risco para DF estdo o uso de analgésicos, em
especial do acetaminofen, o qual parece ter uma relacdo de causalidade com
os sintomas de dispepsia (3). Por sua vez, o uso de acido acetilsalicilico (AAS)
e de anti inflamatorios ndo-esteroides (AINES) tem sido associado a ocorréncia
de lesdes erosivas na mucosa gastrica e duodenal (19), mas é controverso se
0S mesmos estariam relacionados com sintomas dispépticos crénicos (20).

Também, ndo esta comprovado se a erradicacdo do H. pylori previne
dispepsia potencialmente associada ao AAS e AINES (21). Embora os critérios
de Roma Il e Roma lll excluam dispepsia medicamentosa do diagndstico de

DF, esses medicamentos foram permitidos em importantes estudos que



avaliaram os efeitos da erradicacdo do H. pylori nos sintomas dispépticos (22,

23).

2.1.3 Critérios para o diagnéstico da DF

Segundo a classificagcdo adotada no Consenso Roma lll, os critérios

para o diagnéstico da dispepsia funcional devem incluir um ou mais dos

seguintes sintomas, a saber, |i.

plenitude poés-prandial desconfortavel; ii.

saciedade precoce; iii. dor epigastrica; iv. queimacao epigastrica. A Tabela 1

resume a caracterizacao dos sintomas relacionados a DF. (11).

Outrossim, para o diagnéstico de DF os critérios diagnosticos acima

descritos deverdo estar presentes nos ultimos 3 meses com 0s sintomas tendo

iniciado pelo menos 6 meses antes do diagnostico, além da auséncia de

qualquer evidéncia de doencas estruturais (incluindo endoscopia digestiva alta)

gue possa explicar os sintomas (24).

Tabela 1. Caracterizacdo dos sintomas de Dispepsia de acordo com o Consenso Roma Il

Dor epigastrica

Plenitude pés-prandial desconfortavel

Saciedade precoce

Queimacao epigastrica

Epigéastrico refere-se a regido entre o umbigo e a
porcdo terminal mais inferior do esterno, marcado
pelas linhas hemiclaviculares. Dor refere-se a uma
sensacao subjetiva de desconforto; alguns pacientes
podem sentir que dano tecidual esta ocorrendo. Dor
epigastrica pode ou ndo se apresentar com carater de
gueimacao.

Uma sensacdo de desconforto remetida a persisténcia
prolongada de alimentos dentro do estébmago.

Uma sensacdo de que o estbmago esta cheio logo
apo6s iniciar-se uma refeicdo, desproporcional ao
tamanho do alimento ingerido, dificultando, desta
forma, a ingestéo de todo o alimento.

Epigéastrico refere-se a regido entre o umbigo e a
porcdo terminal mais inferior do esterno, marcado
pelas linhas hemiclaviculares. Queimacao refere-se a
uma sensacdo de calor subjetiva e desconfortavel.

Adaptado de Geeraerts, B e Tack, J in Functional dyspepsia: past, present and future. J

Gastroenterol, 2008. 43(4): p.252.



2.1.4 Fisiopatologia da DF

A fisiopatologia da DF permanece desconhecida, embora varios
distarbios estejam envolvidos. A doenca parece fazer parte de alteracdes que
envolvem outros segmentos do tubo digestivo, além do trato gastrintestinal
superior. Alteracbes na sensibilidade visceral, motilidade gastrintestinal,
funcdes neurologicas e psicolégicas podem participar na DF (25), e, na ultima
década, estudos vem sugerindo uma possivel participacdo do microrganismo
H. pylori nessa doencga (2, 13).

Avancgos nas pesquisas clinica e basica revelaram que a infeccéo por H.
pylori desempenha um importante papel no desenvolvimento da dismotilidade e
hipersensibilidade gastroduodenal, no aumento de secrecéo acida ocasionado
pela infeccdo bacteriana, bem como nos sintomas de dispepsia(26). Porém,
apesar de a bactéria configurar-se o principal microrganismo capaz de provocar
resposta inflamatoria gastroduodenal, deve-se considerar a multifatorialidade
etiologica da patofisiologia dos sintomas dispépticos (27, 28).

De fato, estudos populacionais tém demonstrado que a bactéria €
encontrada com maior frequéncia em pacientes com DF do que em seus
controles (29), mas, embora varios estudos clinicos tenham tentado elucidar a
influéncia bacteriana sobre a disfungdo de motilidade gastrica e
hipersensibilidade, os resultados tém se apresentado conflitantes (26).

Contudo, outras caracteristicas etioldgicas tém sido reportadas para o
desenvolvimento de dispepsia associada a infeccéo por H. pylori, a saber: 1. as
secregcbes anormais dos hormoénios grelina e leptina (30, 31); 2. a expresséo

alterada de micro-RNAs musculo-especificos, ocasionando o espessamento da



membrana muscular gastrica (32) e; 3.a infiltracédo celular inflamatéria duodenal

(33).

2.1.5 Achados endoscopicos e histolégicos na DF

Gastrite cronica histoloégica € comum em individuos assintomaticos (34)
e ndo esta comprovada a associacdo entre gastrite crbnica e queixas
abdominais altas. O enantema, identificado endoscopicamente (gastrite
endoscopica enantematosa/exsudativa, segundo a Classificacdo Endoscopica
de Sydney), correlaciona-se fracamente com sintomas e com anormalidades
histoldgicas (35). Dessa maneira, gastrites endoscopicas e histoldgicas sdo
aceitas no diagnostico de DF (36).

Por sua vez, erosdes antrais também podem ser observadas em
individuos normais e podem representar alteracdes secundarias a fatores
agressores da mucosa gastrica, como os antiinflamatérios nao esterdides
(AINES), ou, ainda, representar uma entidade distinta. Em relacdo a esses
achados, alguns autores consideram que tais alteracdes deveriam excluir o
diagnéstico de DF, embora alguns estudos tenham incluido erosdes gastricas
em pacientes dispépticos sem causalidade organica (37, 38).

Em se tratando do potencial dano causado ao epitélio gastrico quando
da ingesta de alguns medicamentos, Soylu e colaboradores (2008)
desmonstraram que o dano histopatolégico € mais severo entre pacientes
usuarios de AINES quando comparados a usuarios de altas doses de
acetaminofen, contudo, endoscopicamente, n&o foi relatada nenhuma diferencga

entre os grupos (39).



2.2 Helicobacter pylori

2.2.1 Aspectos histéricos e microbiologicos

Isolada em 1982 pelos pesquisadores australianos Robin Warren e
Barry Marshall, a bactéria Helicobacter pylori inaugurou um novo periodo na
microbiologia gastrica (40, 41).

O patogeno foi originalmente denominado GCLO (Gastric
Campylobacter like organism), posteriormente, recebeu as nomenclaturas de
Campylobacter pyloiridis, Campylobacter pyloricus, Campylobacter pylori e,
finalmente, em 1989, com o estudo do sequenciamento de seu rRNA, o
organismo passou a ser conhecido como Helicobacter pylori (42, 43).

O H. pylori ocorre em duas formas morfologicas. A forma replicativa é
um organismo Gram negativo, de crescimento lento, microaerdfilo, com
mobilidade conferida por 4-6 flagelos, espiralado e com a caracteristica de
abundante producdo de urease. A segunda morfologia apresenta-se cocéide,
podendo ou nao ser flagelada, e parece conter os componentes necessarios
para se replicar (40, 43). Embora a forma cocéide seja um “esporo” em
potencial, ndo existem evidéncias que essa seja a forma transmissivel da
bactéria e tampouco pode ser cultivada in vitro (44). A bactéria apresenta
especial tropismo pelo epitélio gastrico, tanto do estbmago quanto de areas de
metaplasia gastrica fora do estdmago, e provoca reacgfes inflamatérias e
imunoldgicas que perduram por toda a vida, a menos que a infeccdo seja
erradicada (45, 46).

Em relacdo ao seu metabolismo, esta bactéria ndo parece fermentar ou
oxidar carboidratos, ao mesmo tempo em que exibe atividade do ciclo da ureia

como um mecanismo eficaz para eliminar o excesso de nitrogénio (43). As



células de H. pylori possuem granulos de fosfato que apresentam funcao de
reserva energeética para situacdes indspitas, nas quais, a bactéria possa se
encontrar em um meio com auséncia de fonte energética exdgena (47).

AplOs o0 crescimento em meios de cultura, sdo visualizadas colbnias
pequenas, medindo cerca de 1 a 3 mm de diametro com um aspecto cinza,
translucente e fracamente B—hemolitico. O microrganismo também se
diferencia por ndo formar esporos e, em culturas velhas, transforma-se em

corpos esféricos ou cocoides (48).

2.2.2 Epidemiologia

Apesar da alta prevaléncia do H. pylori, muitos aspectos epidemioldgicos
dessa infec¢cao permanecem obscuros.

Globalmente, a infec¢ao por este microrganismo atinge cerca de 60% da
populacdo, ocasionando anualmente cerca de um milhdo de Obitos (49, 50).
Vérios aspectos parecem estar relacionados a prevaléncia e a incidéncia do H.
pylori na populacéo, a saber, o nivel socioeconémico, a institucionalizacdo e a
escolaridade (51).

E mais do que evidente que os indices de infeccdo sdo crescentes
durante a infancia, em especial nos primeiros cinco anos de idade. Apés os 15
anos de idade, a taxa de prevaléncia da infec¢éo parece ter um aumento sutil e

constante até atingir uma estabilizacéo ou ainda um leve declinio em individuos

sexagenarios (51).
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Prevaléncia

A prevaléncia do H. pylori depende da idade da populacéo e do pais de
origem, variando de 30% a 90%. Em paises da América do Sul, alguns grupos
populacionais tém apresentado taxas de prevaléncia que variam entre 70 e
90% da populacdo (52-54). Em paises desenvolvidos, existe uma clara
elevacdo da prevaléncia nas faixas etarias acima de 45 anos, o0 que parece ser
secundario a um “efeito de coorte”, e ndo uma aquisicdo continua. Isso é
explicado pela alta taxa de contaminacéo das criancas nascidas antes de 1950,
guando esses paises ndo apresentavam o atual desenvolvimento (55).

No Brasil, em Minas Gerais, foi constatada prevaléncia de 34% da
infeccdo em criancas de baixo nivel socioeconémico, e de 40 a 80% em
adultos, também com influéncia direta do nivel socioeconémico (56). Contudo,
estima-se que 60 a 70% dos individuos estejam infectados pelo H. pylori (57,
58). Zaterka e colaboradores (2002) demonstraram prevaléncias
extremamente elevadas de infec¢ao pelo H. pylori em criancas de classe social
baixa no Brasil. A infeccdo foi observada em mais de 20% das criangcas com
menos de 1 ano de idade, e em mais de 50% nas maiores de 3 anos (59). Em
outro estudo realizado com individuos adultos brasileiros, as taxas de
prevaléncia estédo situadas em torno de 60-65%, sendo observada uma relacéo
entre a frequéncia do patdgeno e fatores como a idade e o nivel
socioecon6mico, como previamente mencionado (60).

Sousa e colaboradores (2001) demonstraram através de estudo
transversal baseado na revisdo de arquivos medicos que a prevaléncia de H.
pylori em criancas avaliadas entre 1990 e 1997 num hospital de Porto

Alegre/RS que a frequéncia do patogeno foi de aproximadamente 25% na
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populacdo investigada (61). Outro estudo realizado em um servico de
referéncia da regido central do estado do Rio Grande do Sul demonstrou uma
prevaléncia de 76% de H. pylori, sendo a infeccdo por este patdgeno
determinou uma razédo de chances 10 vezes maior de se encontrar algum grau
de alteracao histoldégica ha mucosa gastrica (62).

Tem sido relatada uma maior frequéncia de infeccdo em negros do que
em brancos, assim como, quanto maior a escolaridade, menor € a prevaléncia
da infeccdo pelo H. pylori. Por outro lado, fatores como sexo, tabagismo e
alcoolismo néao parecem influenciar as taxas de prevaléncia do microrganismo

(51, 63).

Vias de transmisséo

Embora esteja definido que o principal reservatdrio do H. pylori seja o
estbmago de seres humanos, as rotas de transmissdo continuam
desconhecidas (47).

Evidéncias sugerem que a transmissédo se da basicamente de pessoa a
pessoa. Essa hipGtese é apoiada por estudos de criangcas em creches, onde a
prevaléncia é maior do que a esperada, e de estudos de familias nas quais a
presenca de uma pessoa infectada deixa os outros membros da familia
substancialmente mais propensos a serem infectados. A incapacidade do H.
pylori de sobreviver em temperatura ambiente por mais do que 1 a 3 dias,
favorece a hipotese de que a transmissdo ocorra mais frequentemente de
pessoa a pessoa, do que por reservatorios ambientais (64).

A maneira pela qual o H. pylori € transmitido entre as pessoas ainda €

incerta. Uma das possibilidades seria transmissao fecal-oral. No entanto, a
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cultura de fezes deste microrganismo tém sido extremamente dificil e a simples
determinacdo da bactéria nas fezes, através da reacdo em cadeia da
polimerase, ndo garante a viabilidade da mesma (65). Parece que esta bactéria
€ vulneravel aos sais biliares e a competicdo com a flora intestinal, o que
poderia dificultar a sobrevivéncia da mesma no intestino (66).

Outra forma de transmissao pode ser através da contaminacéo oral-oral.
O H. pylori tem sido encontrado na cavidade oral, saliva e placa dentéria,
porém essa nao parece ser uma forma importante de transmissao, visto que
dentistas ndo apresentam risco aumentado de portarem a bactéria. A cavidade
oral poderia servir como fonte de re-infeccdo, em razdo de a placa dentaria
impedir a acdo da antibioticoterapia sobre esse patdgeno(67).

Por fim, outro meio de transmissdo pode ocorrer através da
contaminagdo gastro-oral, j& que estudos demonstram que o H. pylori pode ser
recuperado do suco gastrico, regurgitacdo e vomito (68). Fortes evidéncias a
favor dessa rota de transmissdo sé&o as epidemias de gastrites pelo H. pylori
em voluntarios que sofreram sondagem gastrica em experimentos, as
transmissdes da infeccdo por endoscopios mal desinfetados, e a maior
prevaléncia da infeccdo entre gastroenterologistas, especialmente entre
aqueles que, no passado (antes de 1983), realizavam endoscopias sem a
utilizacdo de luvas e com antigos endoscépios, nos quais o canal de biopsia
era proximo da boca do examinador (63). Portanto, as evidéncias sugerem que
qualquer meio que permita ao H. pylori alcancar o estdbmago, pode

potencialmente ser um meio de transmissao deste patégeno.
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2.2.3 Diagnostico da infeccao por  H. pylori

Os testes diagnosticos para o H. pylori podem ser invasivos ou nhao
invasivos em razdo da utilizacdo ou ndo de procedimento endoscopico,
respectivamente (69). Os aspectos endoscopicos da mucosa gastrica ndo sao
suficientes para determinar a presenca do mesmo. A pesquisa da bactéria é
onerosa e somente deve ser realizada quando houver indicacdo para o

procedimento (70).

Métodos diagndsticos invasivos

O teste considerado padrédo-ouro para o diagnéstico do H. pylori é o
exame histologico de biopsias gastricas, por apresentar a melhor
especificidade e sensibilidade (38, 70). As coloragcbes com melhor desempenho
para avaliar o processo inflamatorio e identificar a bactéria sdo as técnicas de
Genta e Giemsa (71).

O exame histologico revisado por patologista especializado tem
demonstrado sensibilidade de 98,8% e especificidade de 100%. A analise do
corpo gastrico € importante ap0s o tratamento, especialmente se estiverem
sendo utilizados farmacos inibidores da bomba de prétons, situacdes em que
ocorre a migragdo do microrganismo do antro para 0 corpo gastrico e o numero
de bactérias pode ser pequeno (72, 73).

Outra técnica com bidpsia gastrica € o teste rapido da urease, que
consiste na adicdo de fragmentos de mucosa gastrica em frasco com ureia e
corante sensivel ao pH. Se a bidpsia gastrica estiver infectada por H. pylori , a

urease produzida pela bactéria ird transformar ureia em amobnia, com

alcalinizacdo do meio e consequente modificagdo da cor do indicador. Embora
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seja um método dependente da carga bacteriana, o teste apresenta
especificidade e sensibilidade de aproximadamente 90%, sendo uma excelente
alternativa, especialmente em razao do baixo custo (74).

A cultura de biopsia gastrica € menos sensivel e de alto custo, sendo
utilizada para determinar a sensibilidade bacteriana aos antibidticos, mas nao €
utilizada na rotina diagndstica do H. pylori. Outra vantagem deste método € o
isolamento da cepa, favorecendo a aplicacdo de técnicas moleculares para fins
de caracterizacdo da mesma (47).

As exigéncias nutricionais da bactéria sdo limitantes para o sucesso de
seu crescimento in vitro. Tradicionalmente, o patégeno é isolado em meios
sélidos ou liquidos comumente empregados, como agar chocolate, ou agar
Mueller-Hinton enriquecidos com sangue ou soro (75, 76). Mais recentemente,

inovacdes e suplementos comerciais vém sendo sugeridos na tentativa de

aumetar a sensibilidade do método (77).

Métodos diagnosticos ndo-invasivos

Testes sorologicos pesquisam anticorpos contra o H. pylori e séo
relativamente sensiveis e especificos, podendo ser aplicados em consultorios
(adaptados para sangue total) (69). Seu papel na confirmacdo da cura da
infeccdo é limitado porque os titulos dos anticorpos permanecem positivos por
longos periodos de tempo (geralmente mais de 2 anos) apds a erradicacao da
bactéria (78, 79).

Testes respiratorios com ureia marcada com Carbono 13 ou 14 sao
muito utilizados. Quando um individuo infectado pelo H. pylori ingere is6topo

(carbono 13 ou 14) ligado a ureia, essa € catalisada pela urease bacteriana,
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assim, formando amoénia que, ao ser metabolizada, produz diéxido de carbono,
o qual é liberado na circulacdo e detectado no ar exalado (47). Este teste
apresenta bons resultados, embora falsos negativos possam ocorrer quando
houver uma pequena quantidade de bactérias no estdmago (80), indicando-se
entdo este teste para identificacao inicial do H. pylori e controle de erradicagéo
(78).

Um estudo multicéntrico utilizando o teste respiratério com ureia
marcada apresentou bons resultados, ou seja, 0,1% dos resultados foram
inconclusivos e o tempo meédio para execucdo do exame foi entre 10-13
minutos (81). Apesar de ser rapido e de facil realizacdo, este método ainda
requer alto investimento financeiro e os estudos de analise econdémica nao sao
consistentes suficientemente para justificar sua implementacéo na pratica diaria
(82).

O desenvolvimento de um teste, que detecta antigenos fecais do H.
pylori, demonstrou boa sensibilidade e especificidade, além de ser ndo-invasivo
e simples (78, 83-85). Esta metodologia igualmente tem se mostrado util para
o diagnéstico de H. pylori em pacientes pediatricos (86) e se apresentado

custo-efetivo (87).

2.2.4 Fatores de viruléncia e colonizagéo

A maioria dos individuos infectados pela H. pylori desenvolvem somente
gastrite assintomatica, enquanto uma propor¢cdo menor desenvolve doencas
graves, incluindo Ulcera péptica e cancer gastrico e linfoma MALT (88). A
litertatura aponta que tanto a permanéncia da bactéria no epitélio gastrico
quanto as lesdes por ela ocasionadas sao favorecidas pela presenca de fatores

de viruléncia deste patdgeno (Tabela 2) e as sofisticadas interacdes entre ele e
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seu hospedeiro (89). A seguir, discorremos brevemente acerca de alguns

deles:

Flagelos

A motilidade, conferida pelos flagelos, € o que permite a bactéria
atravessar rapidamente a camada viscosa de muco que reveste o estbmago,
atingindo a superficie epitelial e as criptas (47). Este mecanismo, essencial
para favorecer a colonizacéo, esta localizado em um dos pdlos da bactéria, em
namero de até seis, sendo que 0s mesmos sao constituidos por dois tipos de

filamentos codificados pelos genes flaA e flaB (90).

Tabela 2 Proteinas de H. pylori envolvidas na colonizacdo e patogénese do epitélio gastrico
humano.

Produto Genes Funcdes desempenhadas

Neutralizacéo do pH gastrico, fonte

Urease? ure . . X
de nitrogénio e dano a mucosa
NixA RixA Absorcao de Ni?* para a funcéo da
urease
Flagelos? flaA, flaB, flgE, fIbA Motilidade bacteriana
Adesinas hpaA e outros Aderéncia ao epitélio gastrico
Superoéxido dismutase sod Resisténcia aos fagoécitos
Catalase katA Resisténcia aos fagoécitos
HP-NAP napA Ativacdo de neutrdfilos
Proteinas de choque térmico  hspA, hspBP Chaperoninas; absorcao de Ni?*

@ produto essencial para a colonizacao bacteriana
b produto essencial para a sobrevida bacteriana

Adaptado de Dunn, BE et al. in Helicobacter pylori. Clin Microbiol Rev, 1997. 10(4): p.727

Urease
A urease, uma enzima que tem por finalidade hidrolisar a ureia em
amonia (NH3) e CO2, produzindo além de um efeito citopatico sobre as células

epiteliais, a elevacdo do pH gastrico, o que favorece sua colonizacdo e a
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persisténcia da infec¢cdo, uma vez que seu crescimento 6timo é exibido em pH
entre 6,0 e 7,0 (47).

A producdo desta enzima € um estimulo potente para ativacdo de
fagocitos mononucleares e para a producdo de citocinas inflamatorias (91). In
vitro, a atividade da urease também se mostrou um agente toxico as células do
epitélio gastrico humano (92). Desse modo, a producdo de urease pelo
patogeno parece ser um fator tanto de viruléncia quanto de colonizacdo para a

manutencdo do mesmo (47).

Catalase e superoéxido dismutase

Fatores de viruléncia adicionais incluem as enzimas extracelulares
catalase e superoxido dismutase as quais conferem resisténcia aos
mecanismos liticos oxidativos dos fagocitos polimorfonucleares (47).

Os genes que codificam estas enzimas no H. pylori demonstram uma
homologia significativa com os mesmos genes de microrganismos patogénicos
intracelulares. Tal caracteristica € sugestiva de uma resisténcia maior a acao

fagocitica mencionada (93).

Proteinas de choque térmico

As proteinas de choque térmico, do inglés heat shock protein (Hsp), séo
fundamentais para a manutencéao da sobrevida de H. pylori (47). Tais proteinas
sao codificadas por sequéncias altamente conservadas, 0 que sugere que a
mesmas nao podem ser modificadas sem que seja afetada a funcdo da
proteina (94). A HspB possui a funcdo de chaperona, dando sustentagéo

estrutural para a urease, enquanto que a HspA esta envolvida na absorcdo de
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niquel. A acdo de ambas as proteinas tem por finalidade aumentar a atividade
da urease, enzima igualmente de grande importancia para a colonizacéo
bacteriana (47, 95).

Além dos mecanismos supramencionados, nos ultimos anos
intensificou-se a pesquisa de marcadores de patogenicidade na tentativa de
detectar linhagens bacterianas associadas a cada uma das doencas. Estudos
tém correlacionado a patogenicidade de H. pylori com dois genes principais:

cagA e vacA (96).

VacA

Além de induzir a formacdo de vacuolos nas células epiteliais (97), a
citotoxina VacA possui: 1. a habilidade de induzir varias atividades celulares
com a formacdo de um canal de membrana; 2. liberar o citocromo C da
mitocdndria, favorecendo a apoptose; e 3. se ligar a receptores de membrana,
contribuindo na ativacao da resposta pro-inflamatoria (96, 98).

Estudos também demonstraram a capacidade de VacA de produzir
efeitos prejudiciais diretos nas células da mucosa gastrica, como a alteracdo do
citoesqueleto, estrutura fundamental no processo de migracdo e proliferacéo
celular, impedindo a reconstrugcdo do epitélio gastrico, processo essencial na
cura da ulcera. A VacA também promove a inducdo da apoptose celular (99,
100). Outros efeitos observados sdo a inibicdo da ativacdo e da proliferacéo
dos linfécitos T, e a modulacdo da resposta a citocinas mediada por células T.
Desta forma a proteina VacA € uma potente toxina imunossupressora, tendo
como alvo o sistema imune adaptativo (101). Willhite e Blanque (2004)

demonstraram que isolados clinicos infectados por linhagens com gendtipo
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vacAslml tem a capacidade de mediar a formacdo de canais de anion
seletivos e a intoxicacdo celular, o que resulta em reducdo do potencial
transmembrana das mitocondrias e liberacdo de citocromo C, induzindo

apoptose (102).

CagA

CagA é o fator de viruléncia de H. pylori mais extensivamente estudado,
o qual é codificado pelos genes situados na ilha de patogenicidade CagA,
conhecida também como cagPAI (89). Existem dois tipos de isolados clinicos
bacterianos: as cepas produtoras de CagA (cagA positivos) e 0s néo-
produtoras de CagA (cagA negativos) (88).

Em meados da década de 1990, o sequenciamento de cagPAIl de uma
série de cepas de H. pylori possibilitou a descoberta de que o mesmo
representa um elemento de insercdo de 40 kb no cromossomo bacteriano e
que é formado por 32 genes. Os estudos realizados nos ultimos anos também
demonstraram que cagPAI codifica o sistema de secrecéo do tipo 1V, do inglés,
type-IV secretion system (T4SS), o qual possibilita a injecdo da proteina CagA
dentro da célula do hospedeiro aonde a mesma parece interferir com multiplas
cascatas de sinalizacao celular do hospedeiro (103, 104). Dessa maneira, a
proteina CagA serve de marcador para as cepas que expressam 0s genes da
ilha de patogenicidade cagPAI (105, 106).

O sucesso de todo o maquinario do sistema T4SS bem como de todos
os eventos desencadeados pelo mesmo (figura 2), deve-se, em grande parte, a
existéncia de adesinas bacterianas, a saber, BabA/B, SabA, AlpA/B, OipA e

HopZ. BabA e SabA as quais possuem a capacidade de se ligar ao antigeno do
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grupo sanguineo e a proteinas sializadas, respectivamente; enquanto que uma
série de componentes de T4SS como Cagl, CagL, CagY e CagA tém mostrado
uma interacdo com o receptor-alvo integrina 1 seguido da injecdo de CagA

bacteriano através da membrana da célula hospedeira (89).
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Figura 2. Interagdo entre H. pylori e células do epitélio gastrico sinalizando o papel das
adesinas e do sistema de secrecao do tipo IV, codificado pelo cagPAl. (A) (1) As adesinas de
H. pylori intermediam sua ligacdo apical com receptores conhecidos e desconhecidos do
epitélio gastrico e também provavelmente com sinais de transdugéo diretos conforme indicado.
(2) A ativacdo de fatores transcricionais como NF-kB leva a uma producdo de citocinas pro-
inflamatérias e de quimiocinas. (3) A secrecdo de mediadores nas superficies basolaterais
ataca as células do sistema imune no sitio da infeccdo. (4) Em contacto célula hospedeira, H.
pylori monta o0 T4SS em sua superficie permitindo a transferéncia de moléculas, CagA e
peptideoglicanos, a partir do citoplasma bacteriano para o interior da célula hospedeira. As

proteinas de cagPAl (CagA, Cagl, CagL e CagY) interagem com receptores de integrina.
Interacdes com fosfatidilserina (PS) e colesterol de lipidios também integram os processos de
T4SS. T4SS e CagA estao envolvidos em varios efeitos celulares que incluem a disrupgao das
juncg@es celulares (5), rearranjos de citoesqueleto (6) e sinalizagdo nuclear (7). (B) Tém sido
hipotetizados dois modelos para o funcionamento do maquinario do sistema T4SS: o modelo 1
assume a participagdo das proteinas VirB1-11, do fator de acoplamento VirD4 e de fatores
acessorios como CagF; enquanto que o modelo 2 incorpora a participacdo de moléculas de
CagY (VirB10) no revestimento do pili bacteriano e a exclusdo de VirB5. Adaptado de Backert
S et AL in Molecular mechanisms of gastric epithelial cell adhesion and injection of CagA by
Helicobacter pylori. Cell Commun Signal, 2011.

As cepas positivas para CagA sao consideradas produtoras de
inflamacdo de maior intensidade, dispepsia, gastrites atréficas e
adenocarcinoma, uma vez que induzem a secrecédo de interleucina 8 (IL-8)
(88). A ilha de patogenicidade cagPAIl, aonde se situa 0 gene cagA, parece
estar envolvida na inducdo de producdo de IL-8 no epitélio gastrico, enquanto
que, em contraste, alguns estudos tenham demonstrado que a proteina néo
estaria causando a inducdo de IL-8 (103, 107). Outro achado relevante
considerando o aumento de secrec¢ao desta interleucina € que, aparentemente,
cepas do leste asiatico cagA positivas, localidade onde existe uma prevaléncia
consideravelmente maior de adenocarcinoma gastrico, teriam um potencial
maior de causar essa inducdo de IL-8 quando comparadas as cepas cagA
positivas ocidentais (108).

O gene cagA também é responsavel pela remodelacdo da superficie
celular e formacédo de pedestal, fosforilacdo de tirosinas em proteinas das
células do hospedeiro, ativacdo do fator transcricional AP-1 e expressao de

proto-oncogenes. Por essa razdo, a producdo dessa proteina tem sido
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associada a progressao das doencas gastrointestinais e a presenca do gene é
considerada um marcador de viruléncia (109, 110). Parsonnet et al. (1997)
demonstraram que pacientes infectados por linhagens mais virulentas (cagA
positivas) teriam um risco 3 vezes maior de desenvolver cancer gastrico (111).

Do mesmo modo, um estudo recente de caso-controle realizado em
Porto Alegre, identificou, através de reacdo em cadeia da polimerase, uma
prevaléncia de 90% de positividade para CagA em um grupo de pacientes com
adenocarcinoma gastrico infectados por H. pylori frente a uma freqiéncia de
aproximadamente 42,5% no grupo controle também infectado pelo patdégeno
mencionado. Tal achado corrobora a associacédo entre a presenca do fator de
viruléncia CagA, com a ocorréncia de adenocarcinoma gastrico, denotando um
risco de 3,95 vezes maior de desenvolvimento de cancer gastrico em
individuos portadores de H. pylori CagA positivas (112).

Contudo, estudos soroldgicos igualmente tém se demonstrado como
ferramentas (teis na caracterizacdo da viruléncia bacteriana através de
meétodos imunoenzimaticos para deteccdo de anticorpos anti-CagA (113, 114).

A deteccédo de anti-CagA esta presente em cerca de 45% dos pacientes
com JUlcera péptica (114). Da mesma forma, um estudo epidemioldgico
populacional aleméo demonstrou através da pesquisa de anticorpos anti-CagA
uma prevaléncia similar, enfatizando, sobretudo, uma maior frequéncia de
infeccéo pela cepa mais virulenta em mulheres jovens (com idade inferior a 30
anos) (115).

Em contraponto, den Hoed e colaboradores (2011) demonstraram que a

prevaléncia de infeccdo por H. pylori CagA positivas parece ser variavel e até
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mesmo sugerem que, de acordo com outros autores, a cepa mais virulenta

estaria “desaparecendo” em paises ocidentais (116).

2.3 Proteina C Reativa

As proteinas reagentes de fase aguda compartilham a propriedade de
apresentarem elevagbes nas concentragcbes em resposta a situacdes de
estresse ou condic¢des inflamatdrias que ocorrem nas infec¢des, traumatismos,
cirurgias, lesdes ou em outras necroses teciduais. Dentre esses marcadores
inflamatorios, destaca-se a proteina C reativa (PCR), o qual € o reagente de
fase aguda mais sensivel (117).

A PCR é produzida através da expressao de seu gene nos hepatocitos
em resposta ao estimulo de citocinas — IL-6 e IL-1 - e consiste em uma
molécula de cinco cadeias polipeptidicas idénticas totalizando um anel de
massa molar de 120.000 Daltons, com um substancial conteado de
carboidratos (118, 119). Trata-se de um marcador com meia vida longa (19
horas) e com facilidade de mensuragéo através dos métodos de nefelometria,
precipitagdes, radioimunoensaio e imunoturbidimetria, quimioluminescéncia e
eletro quimioluminescéncia. Os ensaios padronizados precisos e de alta
sensibilidade propiciam resultados semelhantes tanto para material fresco,
armazenado ou congelado (120).

Esse constituinte sérico foi descoberto por Tillett e Francis na década de
1930 devido a interacdo do soro de pacientes que haviam se recuperado de
infeccbes pneumococicas com o polissacarideo C dessa bactéria. Foi

observado que a PCR encontra-se no soro de pacientes com distarbios
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diversos, se elevando, de maneira notavel, sempre que houver necrose
tecidual (121).

Fatores como idade, tabagismo, consumo de alcool, dieta hiperproteica,
consumo de café, resisténcia insulinica, sedentarismo, hipertensdo e
hipertrigliceridemia s&o responsaveis por dosagens elevadas da PCR.
Anticonceptivos orais e reposicdo hormonal contendo estrégenos também
podem contribuir para a elevacdo da concentracdo sérica desta proteina de
fase aguda (122-124).

A PCR humana além de possuir alta afinidade por residuos de
fosfocolina também € capaz de se ligar a uma série de outros ligantes
autdlogos e extrinsecos, a saber: lipoproteinas plasmaticas modificadas,
membranas celulares danificadas, células apoptéticas, além de componentes
capsulares e somaticos de microrganismos incluindo bactérias, fungos e
parasitas (125).

Uma vez agregada aos ligantes macromoleculares, a PCR humana é
reconhecida pela Clq, fato que € capaz de promover a ativagcdo do sistema
complemento, engajando C3, a principal molécula de adesdo do sistema
complemento, ao complexo terminal de ataque a membrana, C5-C9. A PCR
ligada € capaz de disponibilizar sitios secundérios de ligacdo para o fator H e,
através disto, regular uma via alternativa de amplificagdo e convertases C5
(125, 126).

Os efeitos secundarios da PCR que se seguem a ligacdo séo
semelhantes a algumas propriedades-chave dos anticorpos, sugerindo que,
sob algumas circunstancias, a PCR possa contribuir na defesa do hospedeiro

diante de um quadro infeccioso, realizando a funcdo de um mediador
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proinflamatério e participando no manejo fisiolégico e patofisiologico dos
constituintes autdlogos. Além do mais, a conservagao estrutural da PCR com
suas respectivas habilidades séao fatores que reforcam o valor que teve essa
proteina para a evolucdo da espécie humana (125).

Na maioria das doencas, o valor de PCR circulante é capaz de refletir a
inflamacdo e/ou dano tecidual de forma mais acurada do que outros
parametros laboratoriais de resposta de fase aguda, como viscosidade
plasmatica e a velocidade de sedimentacéo eritrocitaria. E importante salientar
também que esta proteina ndo sofre variacdes ao longo do dia, caracterizando-
se como um marcador inflamatério ndo-especifico cuja dosagem contribuem de
forma significativa em situagbes como i. screening para doengas organicas; ii.
Monitoramento da resposta ao tratamento e infeccdo; e, iii. deteccdo de
infeccdes intercorrentes em imunossuprimidos e nas doencas caracterizadas
por pouca ou nenhuma resposta de fase aguda, como é o caso das doencas
auto-imunes (118, 125).

Mais recentemente, esse marcador, apesar de sua inespecificidade, tem
sido associado pelos cardiologistas como um marcador do processo
inflamatorio relacionado a formacdo de placas ateroscleréticas que culminam
em diferentes eventos cardiovasculares (124, 127-130).

Dentre o0s estudos existentes, destaca-se o estudo duplo-cego,
multicéntrico JUPITER, o qual incluiu 17.802 individuos saudaveis com niveis
séricos de colesterol inferiores a 130 mg/dL e PCRus iguais ou superiores a 2,0
mg/L randomicamente selecionados para receber rosuvastatina ou placebo.
Apesar de algumas limitagoes, este estudo foi capaz de enfatizar a importancia

da PCR como preditor de risco para doenca cardiovascular (129, 130).
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Sabe-se que a PCR induz a expressdo de inumeras moléculas de
adeséo pelas células endoteliais, intermedia a oxidacdo e captacdo de LDL
pelos macréfagos endoteliais, estimula o recrutamento de mondcitos na parede
arterial, contribuindo no aumento de mateiral necrotico e oxidado entre as
camadas intima e a média dos vasos arteriais. Além disso a PCR € capaz de
induzir a producédo de fatores teciduais pro-tromboéticos pelos macréfagos,
estabelecendo uma conexdo entre as vias inflamatérias e as da coagulacéo
(131, 132).

Em relacdo a este analito e a infeccdo por H. pylori, alguns dados
revelam que apos a erradicacdo do agente infeccioso os niveis de PCR
diminuiram significativamente(133, 134).

Um estudo clinico demonstrou que a erradicagcdo do H. pylori reduz
significativamente a obstrucdo do limen das artérias coronarias, além de que,
corrobora a hipétese de uma forte relacdo entre cepas CagA positivas e
doenca cardiovascular (135). Outro estudo ainda compara a infec¢do crénica
por H. pylori, citomegalovirus e Chlamydophila pneumoniae, dentre os quais,
apenas 0 primeiro mostrou uma associacdo com aterogénese através da
alteracao do perfil lipidico de sujeitos saudaveis (136).

Considerando a influéncia da viruléncia bacteriana expressada através
do gene cagA na alteracdo sérica da PCR, um estudo de Jafarzadeh e
colaboradores (2009) foi um dos precursores na avaliagdo de uma possivel
associacdo entre ambos fatores. Através da comparacdo realizada entre um
grupo de pacientes com Ulcera péptica H. pylori positivos, portadores
assintomaticos de H. pylori e controles assintomaticos nao infectados pela

bactéria foi observado um aumento significativo de PCRus no grupo portado do
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patogeno, independentemente de qual fosse o status de viruléncia bacteriana
(137)

Igualmente, considerando a relacdo entre o patégeno, sua viruléncia e o
risco para o infarto agudo do miocardio, Singh (2002) e colaboradores
demonstraram a existéncia de wuma associagcdo positiva entre a
soropositividade para anti-CagA e o desenvolvimento de doenca coronariana
(p=0,022), especialmente em se tratando de homens de raca branca de meia
idade (127).

Um estudo realizado em uma populacdo de idosos dispépticos
demonstrou que a positividade para o microrganismo nao teria relacdo com a
presenca de lesGes ateroscleréticas, tampouco com os fatores de risco e
dosagem de perfis metabdlicos e lipidicos relacionados a doencas cérebro e
cardiovasculares. Dentre as variaveis analisadas, a presenca da bactéria
pareceu estar associada a uma maior frequéncia de Ulcera péptica, mas nao
com a prevaléncia de lesdes ateroscleroticas extracardiacas (138).

Outros achados ainda corroboram essa ultima hipotese, nos quais, entre
outros parametros, os niveis de PCR mostraram-se indiferentes frente a
infeccdo por H. pylori (8, 139-141), sendo esta uma constatacdo feita
independente da presenca do fator de viruléncia CagA (142).

Um estudo realizado nos Estados Unidos com homens na faixa etéria
entre 40-74 anos confirmou a associacéo entre soropositividade para H. pylori
e a prevaléncia de infarto do miocardio no grupo de pacientes com diabete
melito. A soropositividade para H. pylori ndo foi significativamente associada a
prevaléncia de diabete melito ou as variaveis de sindrome metabdlica. Por

exemplo, as concentracdes de glicose e insulina sérica no estado de jejum néo
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mostraram associacbes com a soropositividade para a bactéria no grupo de
pacientes ndo-diabéticos. Com excessao da ferritina sérica, outros marcadores
sorolégicos de inflamacdo se mostraram indiferentes a presenca de H. pylori
(8).

Brenner e colaboradores (1999) conduziram um estudo com mais de
1.800 individuos saudaveis com o objetivo de acessar a relacdo entre a
evidéncia sorologica da infeccdo com cepas CagA positivas e negativas e
varios marcadores de inflamacéo sistémica, dentre eles, PCR, contagem de
leucdcitos e albumina sérica. Embora tenha se constatado uma relagcéo inversa
entre 0s niveis séricos de albumina e a soropositividade para H. pylori, os
achados referentes ao numero de leucécitos e a dosagem de PCR né&o foram
compativeis com a hipotese de que a infeccdo crbnica por esta bactéria
desencadearia uma reacao inflamatéria sistémica (142).

Embora existam divergéncias entre os estudos sobre interacdo entre
bactéria, fator de viruléncia, marcadores soroldgicos de inflamacdo aguda e
potencial aumento no risco de eventos cardiovasculares, existe outra razao
para que se prossiga o estudo a respeito do tema mencionado: a deteccédo do
DNA bacteriano em placas ateroscleroticas humanas sugere uma participacao
mais do que coadjuvante do H. pylori no processo inflamatério que
desencadeia a manifestagdo de eventos cardiovasculares e de alteragbes em
marcadores laboratoriais que estejam relacionados a predicdo de risco para
tais eventos (135, 143-145).

Adicionalmente, ndo existem estudos que contemplem o comportamento
dos niveis séricos de PCRus em pacientes dispépticos funcionais em fun¢éo da

presenca da bactéria, independente de seu status de viruléncia. Faz-se
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necessario também mencionar que, com frequéncia, grandes estudos
populacionais utilizam-se de sorologia para a determinagao da infeccao por H.
pylori, metodologia esta incapaz de diferenciar atuais de passadas, o0 que
prejudica a interpretacdo correta sobre a associacdo entre as variaveis em

estudo.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 Justificativa

O estudo de marcadores, sejam estes sorologicos ou a genotipagem
bacteriana, sdo importantes ferramentas para analises epidemiologicas,
patogénicas e de suscetibilidade bacteriana. O debate existente sobre uma
possivel associacdo entre a infeccdo por H. pylori, seus fatores de viruléncia e
as alteracOes inflamatérias sistémicas decorrentes desta infeccdo sdo objetos
de investigacdo. Da mesma forma, sdo escassos os trabalhos que envolvam a
tematica em questdo estudada em uma populacao de individuos com dispepsia
funcional bem caracterizada.

Assim, este estrudo visa, sobretudo, investigar a relacéo entre infeccao
por H. pylori (e de seu fator de viruléncia CagA) em pacientes com dispepsia
funcional, sendo esta clinicamente diagnosticada e confirmada por achados
endoscopicos compativeis, com possiveis alteracdes inflamatérias no epitélio
gastrico e sistemicamente aferida através da dosagem dos niveis séricos de

PCRus.

3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo Principal

Avaliar os niveis séricos de PCRus em pacientes dispépticos funcionais
e a possivel associacdo com a infeccao por H. pylori, de acordo com a
presenca ou auséncia de marcador sorologico da viruléncia bacteriana (anti-

CagA).
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3.2.2 Objetivos Especificos

(1) Verificar a associacdo da PCRus com a severidade da inflamacéao
cronica e atividade inflamatéria do epitélio gastrico de uma populacdo de
dispépticos funcionais.

(2) Verificar a associacao da viruléncia do H. pylori com a severidade da
inflamacdo cronica e atividade inflamatéria do epitélio gastrico de uma
populacao de dispépticos funcionais atraveés dos niveis de PCRus e.da revisao

dos laudos de bidpsia, respectivamente.

4. PACIENTES, MATERIAIS E METODOS
Delineamento do estudo

Estudo transversal para avaliacdo da relacdo dos niveis seéricos de
PCRus em pacientes com DF infectados ou ndo por H. pylori com sorologia

positiva ou negativa para anti-CagA.

Amostra e amostragem

Foram avaliados pacientes dispépticos funcionais oriundos do ensaio
clinico HEROES (Helicobacter Erradication Relief of Dyspeptic Symptoms)
previamente aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sob protocolo n° 05-422.

Para o calculo do tamanho amostral foi estimada uma prevaléncia de
60% do patdégeno em questdo na populagdo investigada. Para atingir poder de
90% e significancia de 5%, detectar uma diferenca de 1mg/L e um desvio
padrdo de +2,8, o somatorio dos extratos de pacientes deste estudo deveria

totalizar 348 pacientes, sendo que destes, 209 positivos para H. pylori.
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Critérios de incluséo

Foram incluidos pacientes com mais de 18 anos de idade, que
preencheram os critérios clinicos de dispepsia funcional segundo o Consenso
Roma lll, que devem incluir um ou mais dos seguintes sintomas: A. Plenitude
pos-prandial desconfortavel; B. Saciedade precoce; C. Dor epigastrica; D.
Queimacao epigastrica. Os pacientes ndo podiam apresentar nenhuma
evidéncia de doencas estruturais (incluindo endoscopia digestiva alta) que
pudessem explicar os sintomas. Foram incluidos pacientes que apresentaram
achados endoscoOpicos normais ou apenas com gastrite conforme a

classificacdo endoscopica de Sydney (146).

Critérios de exclusao
Foram excluidos pacientes com as seguintes caracteristicas:

- Auséncia de sintomas dispépticos nos 30 dias antecedentes a
avaliacdo para inclusdo no estudo, ou escore de sintomas dispépticos
menor do que 15, do Questionario Porto Alegre de sintomas dispépticos
(PADYQ);

- Pirose ou regurgitacéo frequentes;

- Sintomas exclusivos da Sindrome do Intestino Irritvel;

- Passado de Ulcera péptica;

- Passado de cirurgia esofagica ou gastroduodenal;

- Tratamento prévio para o H. pylori;

- Utilizacdo de antibioticos ou sais de bismuto nas ultimas quatro
semanas e inibidores da bomba de prétons (IBP) nas 2 semanas

antecedentes a endoscopia digestiva alta inicial;
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- Achados endoscoépicos que pudessem justificar a presenca de
sintomas gastrintestinais, tais como esofagite, eséfago de Barrett, doenca
péptica ulcerosa, neoplasia gastroesofagica, ou alteracdo anatdmica
cirdrgica do trato gastrintestinal superior;

- Diagnoéstico prévio de doencas sisttmicas ou uso de
medicamentos que reconhecidamente interfiram na motilidade ou
sensibilidade do trato gastrintestinal alto e que pudessem desenvolver
sintomas dispépticos, direta ou indiretamente (através do seu tratamento),
tais como diabete melito, esclerose sistémica progressiva, tireoideopatias,
dentre outras;

- Manifestagbes clinicas de doencas organicas (“sinais de alerta”):
anorexia, disfagia, sangramentos, perda ponderal superior a 10% do peso
corporal e anormalidade no exame fisico sugestivas de doencas organicas;

- Presenca de comorbidades significativas (hepatopatias,
cardiopatias, nefropatias e neuropatias);

- Gestacédo (diagnostico prévio) ou mulheres em idade fértil que nao
utilizassem métodos contraceptivos seguros;

- Nivel intelectual reduzido que inviabilizasse a adequada
compreensao dos objetivos do estudo;

- Na&o aceitagédo em participar do estudo e/ou em assinar o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

Procedimentos endoscépicos
Foi realizado com videoendospio (GIF-100, Olympus Co). Depois de

jejum minimo de 8 horas, os pacientes foram sedados por via intravenosa de
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acordo com a respectiva idade, peso e tolerancia ao fentanil ou mepiridina e
midazolam. Os pacientes foram biopsiados de acordo com o descrito abaixo.
As amostras colhidas foram utilizadas para pesquisa de H. pylori por duas

metodologias distintas: histologia e teste rapido da urease.

Avaliagéo de H. pylori

Foram coletadas trés bidpsias do antro, duas da incisura angularis e 3
do corpo gastrico. Uma amostra do antro, uma do corpo e uma da incisura
foram utilizadas para o teste rapido da urease e as demais amostras foram
utilizadas para estudo histolégico. As amostras histoldégicas foram coradas
pelas técnicas de GIEMSA e H&E, e a severidade da gastrite, graduada de
acordo com as modificacdes de Houston do Sistema de Sydney (146).

Os espécimes de biopsias foram analisados por dois patologistas
independentes, especializados e desconhecedores de qualquer informacéao
clinica ou endoscopica. Divergéncias nos resultados foram resolvidas por um
terceiro patologista sem o conhecimento prévio da amostra em questéao.

A positividade do H. pylori foi considerada quando o teste histoldgico e o

teste rapido da urease foram positivos para a presenca da bactéria.

Determinacéo dos niveis séricos de PCR

Aproximadamente 10 ml de sangue total foram colhidos de cada
paciente e, apds centrifugacdo a 3000 rpm durante 15 minutos, as amostras de
soro foram aliquotadas e armazenadas em ultrafreezer - 80°C para
posteriormente serem empregadas nas determinacdo dos parametros

utilizados por este estudo.
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A dosagem de PCRus (Cardiophase® hsCRP Dade Behring) foi
realizada através de imunonefelometria no Laboratorio de Patologia Clinica do
HCPA. O limite inferior de deteccéao foi estabelecido em 0,17 mg/L, e o intervalo

de leitura foi de 0,175-1100 mg/L de acordo com as instru¢des do fabricante.

Determinacéo do status para CagA

A determinacdo do fator de viruléncia CagA foi realizada através de
pesquisa soroldgica de anticorpos anti-CagA utilizando-se um kit comercial
CagA 1gG EIA WELL (Radim, Italia), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante.

O principio desse teste é a utilizacdo de enzimaimunoensaio do tipo
sanduiche, seguido de deteccdo colorimétrica. Durante a primeira incubacéo,
as amostras contendo anti-CagA IgG, se existirem, ligam-se ao antigeno CagA
que esta impregnado nos poc¢os. Um ciclo de lavagem é realizado para retirar o
material que ndo esta conjugado. Em seguida, um segundo anticorpo (anti-lgG
humano conjugado com peroxidase) liga-se ao complexo CagA-antigeno-
anticorpo. Apos mais um ciclo de lavagem, uma solucdo TMB foi adicionada
a0s pocos e sua reacdo com a enzima peroxidase resultara em um composto
cuja intensidade de cor sera medida por espectrofotometria a 450 e 405 nm. A
intensidade de cor formada sera proporcional as concentracdes de anti-CagA
presente nos calibradores e amostras. Salientamos ainda que os testes foram
realizados em duplicata a fim de assegurar a precisdo e exatiddo dos
resultados. Os resultados foram considerados positivos se, ao

espectrofotometro, as amostras apresentassem valores superiores a 15 RU/MI.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Foi criado um banco de dados no programa Excel, e este,
posteriormente analisado pelo programa SPSS v. 18.0. Os dados foram
apresentados através de meédia ou mediana (percentil 25-75). Variaveis
quantitativas foram inicialmente analisadas de acordo com a distribuicdo
Gaussiana e acessadas com teste t de Student ou ANOVA one way
(paramétricas), Mann-Whitney e Kruscal-Wallis (ndo paramétricas). Variaveis
categoricas foram descritas por suas frequéncias absolutas e relativas e
analisadas utilizando o teste qui-quadrado e de residuos ajustados. O nivel de

significancia estabelecido para o P foi 0,05.

6. CONSIDERACOES ETICAS

Foi obtido consentimento informado (TCLE) assinado de todos os
participantes do estudo (Anexo 12.1) antes de qualquer intervencdo na
populacao estudada.

O projeto de pesquisa e o TCLE foram encaminhados para avaliagcdo no
Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre obtiveram

deferimento sob protocolo 07-547 e 05-422, respectivamente.
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7. RESULTADOS

As caracteristicas sociodemograficas dos pacientes dispépticos
funcionais estdo demonstradas na Tabela 3. Na populacdo estudada, a taxa de
prevaléncia da infeccdo por H. pylori foi de 63,3%. Dos pacientes H. pylori
positivos, 42,8% apresentaram anticorpos ao fator de viruléncia CagA.

Dentre os achados relevantes deste estudo, destacam-se: i. uma maior
prevaléncia do H. pylori na populagdo com escolaridade inferior a nove anos e
ii. ndo foi observada associacdo entre a frequéncia da infeccao por H. pylori e
sexo, raca, tabagismo e consumo de alcool.

Além disso, os participantes foram questionados sobre o habito de
consumir chimarrdo (llex paraguariensis) e, dentre os pacientes dispépticos
funcionais que referiram consumo da bebida, 45,3% apresentaram positividade
para H. pylori (p = 0,006).

Na Tabela 4 encontram-se os dados relacionados ao status inflamatorio
sistémico (PCRus) e local (inflamacédo e atividade inflamatoria do epitélio
géastrico) com o status de infec¢cdo por H. pylori e viruléncia bacteriana. De
modo geral, foi observada uma alta associacéo entre a presenca de anti-CagA
e elevada inflamacédo e atividade inflamatoria no epitélio gastrico (p<0,001).
Considerando o marcador de inflamacao sistémica elencado para este estudo,
nao foi observado relagcéo entre a PCRus e inflamagéo (p = 0,508) e atividade
inflamatoéria (p = 0,339) na populacdo investigada de pacientes dispépticos

funcionais.
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TABELA 3
Caracteristicas sociodemograficas e estilo de vida de pacientes dispépticos funcionais de acordo com a positividade para H. pylori

e com o fator de viruléncia CagA

%

o 0 0 .
n ldade media %Mulheres YRaca Escolaridade % Fumantes /oConsEJm|dores
(DP) branca de alcool
> 9 anos
Ex- Nunca
Fumantes
fumantes fumaram
H. pylori (-) 165 46,4 (14,7) 83,0 80,6 68,9 16,8 23,0 60,2 6,2
H. pylori (+) 324 46,1 (12,8) 82,4 77,2 57,5 19,2 20,8 60,1 8,8
valor-p¢ 0,794 0,964 0,448 0,020 0.746 0,593
anti-cagA negativos 111 44,3 (13,1) 83,8 79,3 59,6 18,3 22,0 59,6 7,3
anti-cagA positivos 83 45,1 (12,6) 75,9 75,9 52,4 17,1 24,4 58,5 11,0
Dado indisponivel 130 47,3 (13,8) 84,1 78,6 64,6 18,8 20,5 60,8 7,3
p2 0,680 0,236 0,700 0,398 0,920 0,634
pP° 0,102 0,208 0,834 0,125 0,960 0,640
Total 489 46,2 (13,5) 82,6 78,3 61,4 18,4 20,5 60,1 7,9

DP: desvio padréo

n: nimero de individuos

a Nao foram considerados os dados indisponiveis (utilizados teste t de Student para variaveis continuas e qui-quadrado para as variaveis categoricas)

b Foram considerados os dados indisponiveis (utilizado teste ANOVA one-way para variaveis continuas e qui-quadrado para as variaveis

categoricas)

¢ Utilizado teste t de Student para variaveis continuas e qui-quadrado para as variaveis categoricas
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TABELA 4

Status inflamatdrio local e sistémico de acordo com a presenca da infeccdo por H. pylori e fator de viruléncia cagA

H. pylori ( +) (%) H. pylori (-) (%) p2
cagA (-) n=111 cagA (+) n=83 n=165
PCRus (mg/L) Mediana (percentil 25-75) 1,65(0,69-3,94) 1,46(0,71-3,5) 1,39 (0,71 - 3,04) 0,817
Inflamacao - n(%) Ausente 0 (0,0) 0 (0,0) 88 (54,7)b
Leve 36 (33,0) 7 (8,5) 60 (37,3)°
<0,001
Moderada 71 (65,1)° 70 (85,4)° 13 (8,1)
Severa 2(1,8) 5(6,1)° 0 (0,0)
Atividade inflamatéria - n(%) Ausente 0 (0,0) 0 (0,0) 145 (90,1)°
Leve 74 (67,9)b 16 (19,5) 9 (5,6) <0,001
Moderada 34 (31,2) 60 (73,2)° 7 (4,3)
Severa 1(0,9) 6 (7,3)° 0(0,0)

aUtilizado teste Kruskal-wallis para variaveis continuas e qui-quadrado para variaveis categéricas

bAssociacdo estatisticamente significativa, teste de residuos ajustados, considerando um nivel de significancia de 5%
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8. DISCUSSAO

Recentemente, o H. pylori tem sido referido como um importante fator
relacionado a manifestacdo externas ao trato grastrintestinal como, por
exemplo, pelo aumento dos niveis séricos de proteina C reativa e da
inflamacéo sistémica, resultando em um fator de risco potencial para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (147, 148). Contudo, a relacéo
entre a bactéria e as alteracdes inflamatérias por ela provocadas ndo parecem
estar bem estabelecidas. Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de
verificar uma possivel associacéo entre a infeccao por H. pylori e sua viruléncia
com a resposta inflamatoria sistémica e/ou local através da dosagem de
proteina C reativa sérica e a avaliagdo histolégica da mucosa gastrica de
pacientes dispépticos funcionais minuciosamente caracterizados.

Acerca da influéncia do patdégeno no sistema imunoldgico do hospedeiro,
um estudo publicado por Lee et al (2010) indica que a infeccao por H. pylori ou
a estimulacdo pelos lipopolissacarideos bacterianos resultam em uma
expressao significativamente elevada de mediadores inflamatorios que incluem
fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina-8, Oxido nitrico e
cicloxigenase-2 (149). O mecanismo desta resposta afeta a imunidade inata
através do reconhecimento de alguns constituintes microbianos conservados
por receptores expressos ha membrana das células do hospedeiro bem como
na superficie de neutrdéfilos. No trato gastrintestinal, tal reconhecimento resulta
na ativacado de cascatas de sinalizacdo mediadas pelo fator nuclear kappa B
(NF-kB), proteina quinase ativada por mitdgeno e vias de sinalizacao

dependentes de caspase (150).
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Os principais achados do nosso estudo foram: 1. Falta de associacéo
entre os niveis séricos de PCR em pacientes dispépticos funcionais infectados
por H. pylori, independentemente da presenca do fator de viruléncia CagA, 2.
Significativo aumento de inflamacdo e de atividade inflamatéria no epitélio
gastrico de pacientes portadores da cepa mais virulenta; 3. A alta prevaléncia
do patdgeno em pacientes com escolaridade inferior a nove anos de estudo; e
4. A alta prevaléncia do patdgeno em pacientes que relataram o consumo o
consumo de chimarrao (llex paraguariensis).

Considerando o primeiro achado supracitado, nosso estudo néo
concorda com alguns trabalhos que demonstraram uma associacao
consideravel de H. pylori com niveis aumentados de proteina C reativa,
especialmente em se tratando de cepas CagA-positivas (137). Em relacéo a
uma possivel associacdo entre niveis aumentados de PCR e infec¢do por H.
pylori, alguns dados indicam que ap0s a erradicacdo do patdgeno, 0s niveis
séricos de proteina C reativa podem mostrar uma reducao significativa (133,
134). Além do mais, ndo existe consenso acerca deste assunto. Por exemplo,
um estudo conduzido por Brenner e cols envolvendo mais de 1.800 individuos
saudaveis néo foi constatada a relagédo entre infec¢cdo por H. pylori, viruléncia
bacteriana e marcadores inflamatérios como albumina sérica, proteina C
reativa e contagem de leucdcitos. Embora tenha sido observada uma relacéo
inversa entre infeccdo por H. pylori e albumina sérica, a presenca da bactéria
nao foi relacionada aos niveis de proteina C reativa e de contagem de
leucdcitos, independentemente do status para CagA (142). Tal achado também
foi reportado em alguns estudos que investigaram o impacto da infec¢ao por H.

pylori em marcadores de inflamacé&o sistémica (8, 140, 141, 151).
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CagA é o fator de viruléncia mais extensivamente investigado de H.
pylori sendo codificado pelos genes associados da ilha de patogenicidade
CagA (cagPAl) (89). Cepas que expressem a proteina CagA, a qual esta
presente nos isolados mais virulentos, estdo tipicamente associadas com a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, especialmente interleucina-8 (IL-8), a
qual tem sido relacionada a ocorréncia de Ulcera péptica e adenocarcinoma
gastrico (88). Em nosso estudo observou-se uma associacdo positiva entre a
infeccdo por cepa produtora de CagA e niveis aumentados de inflamacéao e
atividade inflamatoria no epitélio gastrico, enquanto que a analise histolégica do
epitélio gastrico ndo revelou atividade inflamatéria em mais de 90% dos
pacientes negativos para H. pylori. A maioria dos pacientes H. pylori negativos
(54%) também nao apresentaram inflamacdo ao exame histopatologico do
epitélio gastrico.

Da mesma forma, este estudo identificou uma maior frequéncia da
bactéria em pacientes que relataram consumo de chimarrdo e escolaridade
inferior a nove anos. Conforme ja relatado em outras pesquisas conduzidas no
Brasil, a prevaléncia de H. pylori na nossa populagéo de estudo foi de 66%, dos
quais, cerca de 60% relataram menos de nove anos de estudo. Este achado
também j& foi observado em outros estudos e possivelmente estd associado,
juntamente com o nivel socioecondmico, a condi¢cdes associadas a um maior
risco de transmisséo e infeccédo de H. pylori (53, 54).

Comportamentos e habitos culturais igualmente parecem ter alguma
relevancia, do ponto de vista epidemiologico, para a transmissao de H. pylori.
Um destes habitos pode ser o consumo de chimarrdo, uma bebida tipica da

regido Sul do Brasil e em alguns paises sul-americanos como Argentina,
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Uruguai e Paraguai. O chimarréo € preparado atraves da infusdo de erva-mate
(llex paraguariensis) e, apesar de possuir uma atividade anti-H. pylori, o
mesmo foi descrito pela primeira vez em nosso trabalho como uma possivel via
adicional para a disseminacdo do microrganismo, disseminacdo esta,
possivelmente associada a forma através da qual a bebida é servida e
consumida através do compartilhamento da bomba entre diferentes individuos.
Em relacdo a outros habitos, a saber, consumo de alcool e o tabagismo, ndo
parece existir associacdo entre a frequéncia da infeccdo bacteriana e tais
fatores, estando estes achados em concordancia com dados previamente
publicados (51).

Considerando os procedimentos realizados em nosso estudo, nos
reconhecemos que a proteina C reativa seja um marcador inespecifico de
inflamacdo aguda e que sua elevacdo possa estar associada a diferentes
condic¢des clinicas (129, 130). Inicialmente descrita por Tillett e Francis (1930),
esta proteina inflamatdria possui uma importante relevancia na predicao do
risco cardiovascular entre outras aplicacbes (121, 125). Embora tenhamos
avaliado a inflamacao sistémica através da PCRus, acreditamos que outros
marcadores sejam Uteis e mais especificos para investigar esta possivel
relacdo entre a infeccdo por H. pylori e seu impacto na inflamacéo sistémica.
Por exemplo, alguns estudos utilizaram como ferramenta para investigar a
inflamacgéo sistémica marcadores inflamatérios como interleucina-6 (IL-6), IL-8
e TNF-a, os quais parecem estar especialmente relacionados com a infecgéo
por H. pylori (89, 152).

Além de termos observado uma relacdo entre infeccdo por H. pylori e

inflamacédo e atividade inflamatoéria, foi percebida uma relacdo bastante
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significativa entre estas variaveis e a presenca de anticorpos anti-CagA
(p<0,001), embora este marcador de viruléncia ndo se tenha mostrado
associado a alteracdes na inflamacao sistémica aferida através da dosagem
sérica de PCRus. Deste modo, estudos adicionais s&o necessarios envolvendo
marcadores de inflamacdo aguda adicionais e mais especificos para que se
possa estabelecer ou refutar a ideia de que o patdégeno supracitado possa
causar uma resposta inflamatéria sistémica, sobretudo em se tratando de

cepas CagA-positivas.
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9. CONCLUSOES

As conclusdes e consideracgdes finais desta dissertacao serdo descritas
de acordo com os objetivos propostos.

O objetivo principal deste estudo foi avaliar os niveis séricos da PCRus
em pacientes dispépticos funcionais e a possivel relacdo com a infeccao por H.
pylori, de acordo com a presenca ou auséncia de marcador soroldgico da
viruléncia bacteriana (anti-CagA).

Considerando a falta de consenso acerca de tal matéria na literatura
meédica recente, os resultados deste estudo ndo suportam os achados de
outros autores que relataram uma associacao positiva entre a infecgcao por H.
pylori e 0 aumento dos niveis séricos de proteina C reativa, especialmente em
se tratando de cepas CagA-positivas. Da mesma forma, vale ressaltar que tal
investigacdo € inédita em uma populacdo de pacientes com DF, a qual foi
exaustivamente estudada e cujo diagnostico foi estabelecido através de exame
clinico e investigacdo endoscopica.

Em relacdo ao primeiro objetivo especifico, o qual foi verificar a relacao
entre PCRus com a severidade da inflamacéo crénica e a atividade inflamatoria
do epitélio gastrico de uma populacdo de dispépticos funcionais, nosso estudo
nao identificou associagdo estatisticamente significante entre inflamacéo local
do epitélio gastrico e niveis séricos de PCRus em pacientes com DF.

Em relagdo ao segundo objetivo especifico, cuja finalidade foi verificar a
relacdo entre viruléncia do H. pylori com a severidade da inflamacgé&o crbnica e
atividade inflamatoria do epitélio gastrico de uma populacdo de dispépticos
funcionais, nosso estudo identificou uma forte associacdo entre atividade

inflamatdria aumentada e inflamac&o severa em pacientes infectados por cepas
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mais virulentas (CagA-positivas). Tal achado estd de acordo com os dados
previamente publicados sobre o potencial de cepas positivas para CagA serem
produtoras de inflamacdo de maior intensidade, dispepsia, gastrites atroficas e
adenocarcinoma, uma vez que induzem uma maior secrecéao de IL-8.

Embora se saiba que a transmissdo da bactéria se da especialmente
durante a infancia, um dado relevante do ponto de vista epidemiolégico em
nosso estudo foi a associacdo estatisticamente significativa entre o consumo
de chimarréo (infusdo de llex paraguariensis) e a infecgcao por H. pylori. Tal
achado foi descrito pela primeira vez em nosso trabalho e fomenta novas
investigacdes acerca da tematica, especialmente no sul do Brasil, aonde o
consumo da bebida é frequente e as taxas de prevaléncia da bactéria situam-
se em torno de 65-70%.

Reconhecemos ainda que, embora largamente utilizado em outros
estudos com finalidade semelhante a nossa, a proteina C reativa constitui-se
um marcador pouco especifico para podermos inferir uma possivel associacao
entre infeccdo pelo patégeno e inflamacédo sistémica. Alguns estudos tém
utilizados como ferramenta para avaliacdo da inflamacéo sistémica marcadores
como interleucina-6 (IL-6), IL-8 e TNF-a, 0os quais parecem estar especialmente
relacionados a presenca do H. pylori.

Contudo, concluimos que apesar de ndo termos identificado qualquer
influéncia da bactéria nos niveis séricos de proteina C reativa, os individuos
infectados pela cepa mais virulenta apresentaram, em sua maioria, niveis
acentuados de inflamacédo e de atividade inflamatoria no epitélio gastrico.
Desse modo, incentivamos estudos adicionais com marcadores inflamatorios

mais especificos para investigar a influéncia do patdgeno e de seus fatores de
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viruléncia como possiveis promotores de inflamacédo local e sistémica, em
especial, em individuos sem comorbidades significativas. Da mesma forma,
faz-se necessaria uma investigagdo mais apurada sobre o consumo de
chimarrdo como possivel fator de risco para a infeccdo por H. pylori,
especialmente no que se refere ao risco de re-infeccdo em pacientes

consumidores que reportam o consumo de tal bebida.
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11.1 Manuscrito: Lack of association between Helicobacter pylori's virulence

and increased serum CRP levels in functional dyspeptic patients
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ABSTRACT

Recently, a great variety of studies aimed to itigate and even suggddelicobacter
pylori as an important key factor in gastrointestinal awh-gastrointestinal events
development. The well-established relationship ketw bacterial virulence and
increased risk for peptic ulcer or gastric carciaoim not so clear when comparing
inflammation markers alterations, such C reactnatgin (CRP), with the pathogen. We
evaluated the presence bl pylori, bacterial virulence and CRP serum levels in
individuals diagnosed with functional dyspepsia. Wealuated prospectively 489
dyspeptic individuals. They fulfil Rome Ill clina criteria for the diagnosis of
functional dyspepsia with no organic disease abscwopy. The bacterial infection was
established by histology and urease rapid test.l@Veds of serum CRP were obtained
by immunonefelometry and CagA status Bf pylori positive individuals was
determined trough an imunoenzimatic assay. Prewaleate oH. pylori was 66.3%
and virulence factor CagA was detected in nearBb 48 positive samples. We found
an association betweélex paraguariensis consumption and pathogen’s prevalence. An
important effect of bacterial infection on inflamnea was only observed in gastric
epithelium. No systemic response to the pathogeasored through CRP levels, was

observed, regardless of CagA status.

Key words: Helicobacter pylori, dyspepsia, C-reactive protein, cagA protein,

inflammation.
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1. INTRODUCTION

SinceHelicobacter pylori (H. pylori) was described by Robin Warren and Barry
Marshal, in 1982, this bacterium opened a new genothe gastric microbiology
diagnosis and therapeutics (Marshall & Warren 198dnn et al. 1997)H. pylori
causes one of the most prevalent infections in murbaingswith a worldwide
distribution that can reach relative frequenciest trary from 20 to 90 % in different
populations (Ricci et al. 2011, Queiroz et al. 20The microorganism exhibits a high
tropism to the gastric epithelium, where can causesiune and inflammatory
responses that may persist for all life if not ezatéd (Everhart 2000).

This pathogen, that initially was included in tBampylobacter genus, is a
Gram-negative curved bacillus, presenting 2-6 flagend an ability to produce urease
abundantly (Marshall & Warren 1984, Goodwin & Armastg 1990). Other virulence
factors such CagA protein have been studied extelysiden Hoed et al. 2011, Lima et
al. 2011, Wex et al. 2011). According to the reaemorts, CagA positive strains can
cause severe damage to the gastric epitheliumghreiated specially with increased
levels of interleukin-8 (IL-8), gastroduodenal ukeand gastric neoplasia occurrence
(Parsonnet et al. 1997, Yamaoka 2010, Meine €(l1). In addition, this virulence
factor has been associated with systemic inflanonatiesulting in high serum CRP
levels and being related to higher cardiovascus&sr(Kowalski 2001).

Some behaviors have been associated to the trasiemisfH. pylori. Studies
have reported that several aspects can be relateditience and prevalence rates like
socioeconomic status, years of study, instituti@aasibn practice or social habits (Dunn
et al. 1997, Kodaira et al. 2002). In 2010, a Brazistudy has demonstrated an athti-

pylori activity of plant extracts, like yerba maté tdéex paraguariensis), but no
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association between bacteria prevalence and teaucgsiion has been previously
described (Cogo et al. 2010).

All H. pylori’s infected people present histological gastrikitoreover, the
bacteria, classified as type | carcinogen (Pete0?), has been associated with the
pathogenesis of gastric and duodenal peptic uleetis,gastric carcinomand with the
gastric MALT lymphoma (Fischbach et al. 2004). Sahalies also suggest a bacterial
role in cardiovascular disorders, referring to itiftammatory process that results in the
atheroma formation and evolution (Ameriso et al.0R0Huang et al. 2011).
Additionally, one of the most challenging questioakted taH. pylori is the bacterium
association with the functional dyspepsia (Fock12(Mazzoleni et al. 2011, Miwa et
al. 2011).

As the influence oH. pylori CagA positive strains and potential changes in
systemic inflammation remains a debatable matteusT our study aimed to verify a
possible relationship between bacterial virulenced asystemic and/or local
inflammation, through the measurement of CRP lewelserum and the comparison

with the histological gastric mucosa analysis frioimctional dyspeptic patients.

2. PATIENTS MATERIALSAND METHODS
Patients

Between November 2006 and June 2008, 489 subjéxiad undergone upper
gastrointestinal endoscopic evaluation to partieipa HEROES trial Klelicobacter
Erradication Relief of Dyspeptic Symptoms), at Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Porto Alegre, state of Rio Grande do Sul, Braz#érevprospectively and consecutively

included in this study.
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As inclusion criteria, the patient should meet fReme Il criteria which
includes at least one of the following symptomsh@hersome postprandial fullness; b.
early satiation; c. epigastric pain; or d. epigastiurning. Individuals presenting
organic disorders diagnosed by upper gastroin@séindoscopy, such as esophagitis,
gastric or duodenal peptic ulcers, neoplasia oerotionditions that could be the cause
of the referred symptoms were excluded from the&lystuConditions such previous
treatment toH. pylori, clinical manifestations of organic diseases oespnce of
significant comorbidities and non-acceptance of ititervention by the patient were
equally considered exclusion criteria.

Additionaly, after informed consent form assignmestbjects answered
questions about medical history, dietary habits guality of life.

Endoscopic procedures

It was performed with a videoendoscope (GIF-10Gq;n@us Co). After eight
hour fast, patients were sedated intravenously rdoctyp to their age, weight and
tolerance to fentanyl or meperidine plus midazol&nom each patient were collected
three antral fragments, one specimen from the igasddy, and one from thiecisura
angularis region. Biopsy samples were submitted tél.apylori investigation by two
distinct methodologies: histology and rapid urease
Helicobacter pylori diagnosis

A biopsy specimen from each gastric region (antriboady andincisura
angularis) was placed in a 0,5 ml Christensen solution &8t Renylab) to verify the
presence of bacterial urease. A positive result perted if there was a color change
from yellow to pink within 12h of incubation at nootemperature according to the

manufacturer’s instructions.
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Concurrently, paired biopsy specimens were colte@tem antrum, fixed with
10% formol and stained for Hematoxylin and Eosin&B) and Giemsa. Two
independent, experienced and blinded pathologistsfoypned the histological
examination, and discordances were solved by ad tlexpert’s opinion. The
inflammatory status was determined according ton8y® Endoscopic Classification,
as previously described (Genta & Dixon 1998).pylori’s infection was considered
present according to the positivity in both metHod®s (rapid urease test and
histological evaluation).

Determination of CRP levels

Approximately 10 ml of whole blood were collectedrh each patient and after
3000 rpm centrifugation during 15 minutes, serumpas were stored at —80°C and
analyzed for high sensivity C-reactive protein (R&J and anti-CagAH. pylori
antibodies, as described below.

CRP levels were measured by a immunonephelomessayaCardioPhas&
hsCRP Dade Behring) on a Behring Nephelometer Ilya®al The detection limit for
CRP was 0.17 mg/L, and the measuring range wa$-811D0 mg/L.

Determination of cagA status

Serological search for anti-CagA was performed witommercial available kit
(CagA 1gG EIA WELL®, Radim) according to manufacturer’s instructioddter
incubation, plates were read in a spectrophotonatd50 nm and samples with 1gG
values higher than 15 RU/mL were considered readov anti-CagA IgG antibodies.
Each sample was measured twice to ensure the iprecisthe method.

Ethical Considerations
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All study procedures were conducted in agreemettit declaration of Helsinki,
with the Brazilian Federal Resolution 196/96 andrevepproved by our local
institutional review board, inscribed as projectminer 07-547. All patients were
informed about the study’s objectives and subsdlyu@novided written informed
consent before any intervention.

Statistical analysis

Data are presented as mean (SD) or medial 53" percentile), when
otherwise stated. Quantitative variables were fasalyzed concerning Gaussian
distribution and assessed with t-test and one-wdlO¥XA (parametric) or Mann-
Whitney and Kruskal-Wallis test (non-parametricaté€tjorical variables were described
by absolute and relative frequencies and analyaauglchi-square test with adjusted
residuals test. The analysis was performed usirf§SSP 18. Ap value was considered

significant if < 0.05.

3.RESULTS

The characteristics of the subjects are shown énTiable I. Regarding to the
gastric H. pylori status, 66.3% of the functional dyspeptic patienése H. pylori-
positive. Among these patients, 42.8% presentethbaties against CagA virulence
protein.

Relevant findings include i. a higher prevalenceHofpylori in the population
with less than nine years of education and ii. s&paiation between bacterial frequency

and gender, race, smoking habit or alcohol consiemptas observed.
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It was also asked to the patients about the lwdilaitinking yerba maté tea, and
45.3% of positiveH. pylori individuals reported regular consumption of suekidsage
(p = 0.006).

Table Il shows local and systemic inflammatoryusadaccording to the presence
of H. pylori and CagA virulence factor. In general, it was obséra high association
between the presence of anti-CagA and a high imflation and inflammatory activity
in the gastric epithelium (p<0.001), without sigeaintly affect the CRP values.
Regarding the systemic inflammation marker (hsC&®R) local inflammatory activity
or inflammation grade in dyspeptic patients, ncoemsgion was observed between the
systemic inflammation marker and an inflammatortivitly (p = 0.339) nor between

systemic inflammation marker and inflammation grgue 0.508).

4. DISCUSSION

Recently,H. pylori and has been suggested as an important factoxtia- e
gastric manifestations such as increased serum @@REls and high systemic
inflammation leading to a higher potential risk ttac to the development of
cardiovascular diseases (Huang et al. 2011, Nazmal.e2010). This study was
developed in order to verify a possible relatiobwsen bacterial virulence and systemic
and/or local inflammation through the measuremdnCRP levels in serum and the
histological evaluation of gastric mucosa of fuantl dyspeptic patients.

Regarding the bacterial influence on the immurstesy, a study conducted by
Lee et al. (2010) indicates thai. pylori infection or their lipopolysaccharide
stimulation led to significant increased expressiohinflammatory mediators including

tumor necrosis factor-alpha (TNE; IL-8, inducible nitric oxide synthase and
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cyclooxygenase- 2 (Lee et al. 2010). The mechawisthis response affects the innate
immunity through the recognition of some conserveitrobial constituents by
receptors expressed on host-epithelial cells a$ agelneutrophils. In the gut, such
recognition results in the activation of conservagnaling cascades mediated by
nuclear factokB (NF-kB), mitogen-activated protein kinases and caspapesttent
signaling pathways (Peek et al. 2010).

The main findings of our study were: 1. no assamabetween CRP serum
levels inH. pylori infected patients with functional dyspepsia, inelggently of CagA
status; 2. a remarkable inflammation and inflammagwtivity in gastric epithelium of
patients carrying the most virulent strain; anda3high prevalence ofl. pylori in
patients with less than nine years of educatiod, dnin those who mentioned yerba
maté tea consumption.

Regarding the first finding, our results do notesgwith some reports that have
shown a considerable association lf pylori and increased serum CRP levels,
especially in positive-CagA strains (Jafarzadelale009). Considering the possible
association between higher systemic inflammatioelteandH. pylori infection, some
data show that after the pathogen eradication, nse@RP levels can decrease
significantly (Kanbay et al. 2005, Ando et al. 2D0Btherwise, there is no consensus
about this matter. For example, a strong study eotedl by Brenner and cols (1999)
involving more than 1.800 healthy subjects did pratve the relation betweet pylori,
bacterial virulence and inflammation markers. Aligb it was observed an inverse
relation betweerH. pylori infection and serum albumin, the bacteria presemas
unrelated to C-reactive protein and the leukocydant, regardless of CagA status

(Brenner et al. 1999). Such result was also regom several studies that showed no
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impact of H. pylori’s infection in systemic markers of inflammationa{@te et al.
2001, Gillum 2004, Stettin et al. 2008, Tamer eR80D9).

CagA is the most extensively investigated virukerfiactor ofH. pylori being
encoded by cytotoxin-associated genes pathogenalapd (cagPAl) (Backert et al.
2011). A strain expressing cagA protein, which rigsent in more virulent isolates, is
typically associated with the production of proamimatory cytokines, especially IL-8,
and such factor has been reported as an impodaturfrelated to the peptic ulcer and
gastric adenocarcinoma occurrence (Yamaoka 2010ja$ observed a remarkable
inflammatory activity and inflammation in the gastepithelium of those people with
the most virulent strain, whereas, neither inflantonaactivity nor inflammation were
observed in more than 90% and 54%lopylori’s negative subjects, respectively.

We also found an important association betweewgteace of the pathogen and
years of education and yerba maté tea consumpiigmpreviously appointed by other
Brazilian researches, 66% of our study populatioesentedH. pylori’s infection,
among these patients, nearly 58% reported lessrimnyears of study. This finding
has been also observed in other studies and ppssihtates socioeconomic status and
years of study as important conditions associateth¢ risk factors foH. pylori’s
transmission (Escobar-Pardo et al. 2011, Queirat €012).

According to data previously reported (Kodairalet2002), our findings support
thatH. pylori frequency is not related with smoking habit oroalal consumption. On
the other hand, we report here, for the first tithe, association dfi. pylori’s infection
with the cultural habit of drinking maté. Maté is anfusion of the herbllex
paraguariensis that is prepared in a gourd and is drunk verythaiugh a metal straw.

The infusion is shared by different people using sgame gourd and straw. Although it
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has been reported that the herb presentdHamyory activity (Cogo 2010) this cultural
habit may provide a route for the bacterial trarssion.

Considering our study procedures, we recognize @RP is an unspecific
marker of acute inflammation and that it can beateel to a several diseases and
conditions. Firstly described by Tillett e Fran¢1930), this inflammatory protein has
an important role to predict the cardiovasculak,reamong other applications (Tillet &
Francis 1930, Pepys & Hirschfield 2003). Althougle wave evaluated systemic
inflammation through this analyte, we agree thaepparameters should be useful and
more specific to determine a possible link betwekempylori’s infection and systemic
inflammation. In example, some studies have comsttldéo study as inflammation
markers interleukin-6 (IL-6), IL-8 and TNé&-which seems to be specially related to
bacterial infection (Backert et al. 2011, Rasnale2012).

As mentioned above, regarding the remarkable assmcibetween the presence
of anti-CagA antibodies and higher tissue damalgfepiagh with no systemic responses
through the measurement of hsCRP levels, we engeutse development of further
studies involving additional inflammatory markeisat could be related to higher
systemic inflammation in functional dyspeptic pepptarrying H. pylori and its

virulence factor.
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TABLE |

Sociodemographic characteristics and life stylstofly population according té. pylori status and virulence

Mean age %White % Education %Alcohol
n %Females % Smokers
(SD) Race > 9 years drinkers
Current Former Never
H. pylori negative 165 46.4 (14.7) 83.0 80.6 68.9 16.8 23.0 60.2 6.2
H. pylori positive 324 46.1 (12.8) 82.4 77.2 57.5 19.2 20.8 60.1 8.8
valor-gf 0.794 0.964 0.448 0.020 0.746 0.593
anti-cagA negative 111 44.3 (13.1) 83.8 79.3 59.6 18.3 22.0 59.6 7.3
anti-cagA positive 83 45.1 (12.6) 75.9 75.9 524 17.1 24.4 58.5 11.0
missing data 130 47.3 (13.8) 84.1 78.6 64.6 18.8 20.5 60.8 7.3
p-valué 0.680 0.236 0.700 0.398 0.920 0.634
p-valué 0.102 0.208 0.834 0.125 0.960 0.640
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Total 489 46.2 (13.5) 82.6 78.3 61.4 18.4 20.5 60.1

7.9

SD : standard deviation

n: number of subjects

2 Missing data not considered (Student’s t-test fmecbntinuous variables and Chi-Square test fizedategorical variables)
b Considering missing data (ANOVA one-way used toticmous variables and Chi-Square test used fogoaitsl variables)

¢ Student’s t-test used for continuous variablesieSQuare test used for categorical variables
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Local and systemic inflammatory status accordingp&opresence dd. pylori and cagA virulence factor

H. pylori positive (%)

cagA () n=111 cagA (+) n=83

H. pylori negative (%) p?

n=165

hsCRP (mg/L)

Inflammation - n (%)

Inflammatory Activity - n (%)

median (25th - 75th percentile) 1.65 (0.69 - 3.94 1.46 (0.71 - 3.5)

Absent

Mild

Moderate

Severe

Absent

Mild

Moderate

0 (0.0)
36 (33.0)
71 (65.1%

2 (1.8)

0 (0.0)
74 (67.9%

34 (31.2)

0 (0.0)
7 (8.5)
70 (85.4%

5 (6.1)

0 (0.0)
16 (19.5)

60 (73.2}

1.39(0.71-3.04) 0.817

88 (54.7%

60 (37.3%
<0.001

13 (8.1)

0 (0.0)

145 (90.1Y
<0.001
9 (5.6)

7 (4.3)
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Severe 1 (0.9) 6 (7.3)

0 (0.0)

#Kruskal-wallis test used for continuous variabled €hi-square test used for categorical variables

bStatistically significant association by adjustediduals test 5% of significance
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12.1 TCLE 05-522

Convite para participaciio no estudo:

ERRADICACAO DO HELICOBACTER PYLOR] NA DISPEPSIA FUNCIONAL

A dispepsia funcional é uma das doengas mais fregiientes da medicina. Virios trabalhos
de pesquisa, em diferentes paises, demonstraram que os pacientes com dispepsia funcional
com muita freqiéncia possuem uma baciéria no estomago, chamada Helicobacter pylor:.
Ainda nio esta definido cientificamente se essa bactéria é uma das ca@as dos sinlomas da
dispepsia funcional e se a eliminacio da infecgac melhora os sintomas desses pacientes.

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre estd realizando um trabalho de pesquisa sobre a
eliminacio da bacténa Hecobacter pylori nos pacientes com dispepsia funcional O objenivo
principal deste trabalho € observar se o tratamento melhora s sintomas digestivos desses
pacientes.

Se prelende, assim, vuler conclusdes que poderio beneficiar os pacientes dispépticos
funcionais. Para que os resultados da pesquisa possam ser considerados validos para a
pepulagds em geral, estamos selecionande um grande nimero de pacientes (cerca de
quatrocentos).

Caso concorde, o inicio de sua participagdo no estudo se di com a realizacio de uma
consulta médica que ird aviliar o seu estado de salide, a presenga e intensidade dos sintomas
digestivos, a avaliagho da sua qualidade de vida e dos custos da sua doenca, awavés de
questiondrios. Apds essa consulta inicial serd solicitada uma endoscopia digestiva alia com
bi6psias do estdmago (retirada de pequenos fragmentos do estémago para aveliar no
microscopio). Caso o resultado do exame para a baciéria seja posilivo, o Sr/Sra podera fazer
parte do grupo de pacientes que viio participar da pesquisa, desde que preencha todos os
critérios da pesquisa Caso seja incluido entre os participantes, vocé ird iniciar o tratamento
para combater o Helicoberter pylori, com oz medicamentos fomecidos pela pesquisa Os

feito com 3 medicagdes diferentes, que deverdio ser tomadas durante 10 dias (2 vezes por dia).
Os medicamentos sfio dois sntibidticas (amoxicilina ¢ claritromicina) associados com um
medicamento contra a acidez do estémago (omeprazol). Este é o esquema amalmente mais
utilizado para o tratamento da bactéria, em todo o mundo,

Para que se possa conheser o verdadeiro efeito do tratamento da baetéria sobre os
sintomas do estémago, melade dos pacientes ird receber os medicamentos descritos acima
(com os dois antibibticos) e & outra metade ir receber o omeprazol associado a dois “falsos”
antibidticos chamados de PLACEROS. Placebos sdo capsulas que n3o contém a medicacio
aliva, mas que tem a aparéncia absolulamente igual &s cépsulas dos dois antibibticos, £
importante lembrar que, para que nio exista nenhuma influéncia nos resultados, nem os
pacientes nem o5 médicos terio conhecimente do contetdo das cépsulas, No final da
pesquisa, todos os médicos e pacientes saberio se g bactéria foi eliminada ou nio.
Dependendo das conclusbes do estudo, saberemos se o tratamento realmente estd indicado ou
nio para melhorar os sintomes dos pacientes

Vocé deverd evitar o uso de outras medicacdes duranle o periodo em que estiver
paricipando do estudo, que ferd a duragio de 12 meses Caso necessite, deverd entrar em
conlalo com os médicos responsavers, vinde ao ambulatdrio em qualquer dia, mesmo que
vocd nio tenhia consulla marcada, ou por telefone Alpuns medicamentos serfio permitidos
pela pesquisa (Famox e Dir~nlus) o5 quais serdo liberados para use apenas SE NECESSARIO
caso voed tenhia simfomins dipestivos  Esses medicamenitos serdo (omecidos para todos os
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pacientas, juntamente com um calendério para a marcagio dos dias em que a medica¢ao
precisou ser utilizada. Os medicamentos que ja vinham sendo utilizados, e que nao foram
proibidos pelos pesquisadores, deverdo ser continuados normalmenie.,

Durante o cstudo serdo realizadas mais trés consultas, além das duas iniciais. Urna sera 4
meses ¢ as oulras & e 12 meses apds o final do tralamento com os antibiéticos (ou com os
placebos). Nas consultas serdo aplicados questionarios sobre os sintomas, sobre a qualidade
de vida, sobre o seu estado emocional e sobre os custos da sua doenca. O estudo também ira
avaliar o problema das afas da boca. Na segunda e na ultima consulta serfio realizados testes
para avaliar o funcionamento do seu estdémago através da ingesta d¥ liquidos. Nestas duas
consultas também sera realizados exames de sangue e de fezes para -avaiiar o seu estado
clinico e nutricional. O seu sangue devera ser armazenado para analises posteniores. O Sr.
(5ra.) terd acesso aos resultados desses exames caso seja do seu interesse, bastando para tanto

que o Sr. (Sra.) faga essa solicitagio 4 equipe de pesquisa, Nenhum outro tipo de analise sera
realizada sem a sua autonizagio por escrito.

Durante o estudo seriio realizadas duas endoscopias digestivas altas com biopsias da
estémago e do duodeno. A primeira serd antes de receber os medicamentos do estudo, € a
ultima 12 meses apds o tratamento. Nesses exames seré realizada a pesquisa do Helicobacter
pylori e a avaliagio do seu estdmago e duodeno. As endoscopias serdo realizadas sob sedaciio
(remédio que faz dormir). Depois que vocg dormir, 0 médico introduzira pela sua boca uma
sonda que vai descer até o duodeno. No percurso da sonda, o médico verifica se ha lesoes,
como gastrites, Gleeras e outras doencas. Durante a endoscopia, o médico ird fazer bidpsias,
(que ¢ a retirada de pequenos fregmentos do revestimento do seu estdmago e do seu duodeno
para complementar 0 seu exame). A realizaciio de bidpsias nilo provoca dor e tém riscos
muito pequenos de sangramento, que, s¢ ocorrer, poderé ser controlado durante o proprio
procedimento. A realizagfio de bibpsias de estdmago € um procedimento de rotina durante
realizacio de endoscopias digestivas quando o endoscopista julga necesséria uma avaliagio
mais adequada do revestimento do esiomago. Dependendo do tipo de lesio encontrada vocé
néo podera participar do estudo, e serd encaminhado para tratamento da lesfio encontrada.

As informacdes individuais levantadas pela pesquisa sdo de carfter estritamente
confidencial. Os dados coletados serio agrupados e cxpressos através de resultados

numericos, sem qualquer referéncia a elementos que possam identificar os participantes do
estudo,

Todas as despesas relacionadas ao cusio das medicagbes, consultas e exames diagnosticos
serdo coberias por verbas préprias do Projeto de Pesquisa.

Caso vocé quiser retirar-se do estudo durants o seu andamento, terd total liberdade para

fazé-lo, sem que isso prejudique a continuidade do seu acompanhamento médice no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, caso vocé Jja seja pacicnte desse hospital.

Os médicos responsaveis estdo 4 sua disposicéo para o esclarecimento de quaisquer
dirvidas.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PESQUISA: ¥ RRADICACAD DO HELICOBACTER PYLORI NA DISPEPSIA FUNCIONAL

GPFEG 05471 FlCHA:
PACIENIL =

JUSTIFICATIVA:

A dispepsia funcional ¢ una docica mailo [reqiente, assin come a infecgdo pelo Helicobacier Pulan. Ainda ndo
foi definide sc a erradicacdo da hactéria beneficia o5 sintonas dispépticos. Egsa pesquisa ird svaliar se a erradicaio do
Fehoobacter priori melhar s sintomas de pacientes com dispepsia funcional,

Os participanics desic esiudo serio pacicntes dispepicos funcioms portadores do felienbacter pulors atendidos no
HOPA, Oz pacienias irlo receber os seguinies csquemas femputices emepratol, amoxicilina ¢ claniromizina ou
omeprazol e placebos dos wmibidticos. Serde momtonzados com consulias para avalinglo clinica, mensuracdo dos
sntamas, aviliagiio da qualidade de vids além de valugio econdmica, [Glo realizr 1osies funcionaus do eslomaga. cor
t2tte de ingesia de liqudes. Também wio realizar avalizgio ¢ndoscipica ¢ histologica do estbmage. Os pacienics serdo
acompanhados por 12 meses apés o fratamicnlo.

A assinatura desse consentimento informado dard aulorizacis aas pesquitadores do estude de wilizarcm os dados
nbtidoes sontente parr fins cicntificos. incluindo a divuizrcio dos mesmos, sempre preservando a identidade dos

paciznles,

Eu, ) ) __. [t infornado (a) das obyetives e da
|ustificative desia pesquisa, de fonng clam e detalhadz, confonne espesificados em Convile pars panicipar do estudn {zm
aown). Recebi informagtes especificas sebire os procedimentes dingndsiicos ¢ miamomo a0s qus s submetidof),

Todas ps minhas divvidas formm respondidas com clareea e s que pederan solicitar novas esclarocimentos x
qualguer momento. Além disso. terei hberdadc de rebmr meu consentimento de panicipagdo na pesquisa dumnle o
sndamento da meso

O profissional ceritficou-me de que as informagdes por minm
fomecidas 1enfa cardter confidencial,

Fui informado(a) que tedos os cusios relacionados a exames diapnasticos e ratamonts médico s cobenos por
verbas propaas do Projeto de Posquisy

Declaro ser de livie vontade minhs padicipacio nosta posouisy.

Poro Alegre, de _ _ de 300
Assinatura dos paricipantcs:
PACIENTE

TESTEMITNHA ¢nos casos especiais) .

INVESTIGADOR

ORIENTADOR / COORDENADOR DO PROJETQ =
Dr. Luiz Edmundo Marzoleni: Fone 21018307
Versao 2 de 11 de outubro de 2006

HCPA /Grpg
| VERdeO APROVADA G PP G- Recebido
—22 f40 7 op :
N ﬁ_E{‘i_-ii 11 000, 2065

Par % -"—g;g%b
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