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1. Introducéo

A dor abdominal crénica (DAC) ocorre em 10 a 15% das criancas entre 4 e 14 anos,
sendo responsavel por 2 a 4% de todas as consultas pediatricas e 25% em consultas
especializadas de Gastroenterologia pediatrica. Estd associada a alto custo econdémico e
a reducédo substancial na qualidade de vida da populacao infantil (Di Lorenzo et al., 2005).

A DAC é classificada como organica ou funcional. E considerada funcional quando
nao ha evidéncias demonstraveis de condicfes patoldgicas anatdbmicas, inflamatorias,
infecciosas, metabolicas ou neoplasicas associadas. E designada como organica, quando
tais doencas estdo implicadas nas manifestacdes clinicas da DAC (Di Lorenzo et al.,
2005).

A DAC organica pode apresentar-se, em um subgrupo de criancas, como sindrome
dispéptica caracterizada por sintomas abdominais inespecificos, continuos ou
intermitentes, geralmente associados a alimentacao, relacionados a disturbios do trato
digestivo proximal e de duracdo superior a 2 meses (Appley and Naish 1958; Barbara et
al.,, 1989). Os sinais e sintomas de dispepsia que ocorrem em criancas nao Sao
especificos e podem ser identificados em diferentes doencas como: esofagite,
gastroenteropatia eosinofilica, doenca hepatica, pancreatite, doenca biliar, intolerancia a
lactose e na infec¢do por Helicobacter pylori (H. pylori).

A infeccdo por H. pylori esta associada a processos inflamatérios no aparelho
digestorio alto, tais como: gastrite crénica (assintomatica ou sintomatica), Ulcera péptica
(gastrica ou duodenal), carcinoma gastrico ou linfoma MALT (Drumm et al., 2000;
Carvalho et al., 2012; Sugano et al., 2015; Correa Silva et al 2016).

Dentre as causas de dispepsia organica na infancia, a infeccdo pelo H. pylori

destaca-se, em nosso meio, por sua alta frequéncia e pode manifestar-se como DAC



organica de padrédo dispéptico (Nogueira et al., 2000; Carvalho et al., 2012;Correa Silva et

al., 2016).

2. H. pylori e epidemiologia

O Helicobacter pylori é uma das bactérias patogénicas mais prevalentes na
populacdo mundial. Os seres humanos constituem o principal reservatorio desse
patdgeno. Estudos epidemiologicos demonstram alta prevaléncia de infeccéo por H. pylori
em paises subdesenvolvidos (70-90%) em relacdo aos paises desenvolvidos (25-50%)
(Malaty 2007; Kenneth and McColl 2010; Hooi et al 2017).

O principal modo de transmissdo do H. pylori € ainda desconhecido, embora
tenham sido propostas as rotas oral-oral, gastro-oral e fecal-oral (Malaty2007; Eusebi et
al., 2014)sendo a transmissdo dos pais a crianca o0 modo mais provavel de infeccdo na
infancia (Rotherbacher et al., 1999; Hasosah M et al 2015; Mamishi et al., 2016).Quanto
mais intimo o contato, maior é o risco de transmissdo. Como muitas outras infec¢des
bacterianas da infancia, o H. pylori € adquirido mais frequentemente por criancas pre-
escolares, de familias numerosas, de baixa condigdo socioecondmica e de nivel precério
de instrucdo. (Malaty 2007; Kenneth and McColl 2010). Em locais de alto-risco a maioria
das criancas ja esta infectada antes dos 5 anos de idade (Mamishi et al., 2016; Kalach et

al., 2017).

3. H. pylori e patogénese

Uma vez no interior da luz gastrica, o H. pylori utiliza-se da atividade da urease
para metabolizar ureia em diéxido de carbono e amdnia, tamponando a acidez gastrica, e
de respostas adaptativas ao estresse para tolerar temporariamente a acidez (de Bernard
&Josenhans, 2014; Kao et al 2016).A seguir movimenta-se ativamente através dos seus

flagelos, penetra no muco géstrico viscoso na superficie da mucosa e alcanca o pH mais



neutro abaixo do muco, estabelecendo um contato intimo com as células epiteliais (Eaton
& Krakowka, 1994; Eaton et al., 1996). Uma vez abaixo do muco, o H. pylori adere-se
firmemente a membrana das células epiteliais gastricas utilizando-se de adesinas, (Clyne
& Drumm, 1993; de Bernard &Josenhans, 2014). Assim, o H. pylori evita seu clareamento
mecanico pelo peristaltismo, utiliza a superficie celular como um sitio de replicagao,
transfere seus fatores de viruléncia pela inducdo de poros e proteinas do Sistema de
Secre¢do do Tipo IV (TESS), facilitando sua ades&o e a vias de sinalizagdo para a
cascata imune, induzindo ao dano celular (Amieva & EI-Omar, 2008; Kao et al 2016).

A infeccdo por H. pylori € consistentemente associada a resposta inflamatoria
celular, que é iniciada pelo sistema imune inato e adaptativo e é caracterizada por um
influxo de neutrdfilos, células mononucleares e células T-helper 1(Carvalho et al 2012;
Freire de Melo et al 2014). Embora essa resposta seja tipicamente voltada para a
eliminacdo de infecgdes intracelulares, a bactéria ndo é considerada uma bactéria
invasiva e estudos anteriores ndo relataram a presenca intracelular da bactéria (Hazell et
al., 1986; Hessey et al, 1990; Morris et al, 1990; Thomsen et al., 1990) pois o H. pylori
adere-se intimamente as células epiteliais gastricas com tropismo especifico (Clyne &
Drumm, 1993).

O H. pylori € uma bactéria Gram-negativa espiralada, moével (flagelada) e
microaerdfila que coloniza as células epiteliais gastricas do ser humano (Marshall &
Warren, 1984; Cave, 1996; Blaser and Atherton 2004;Kao et al 2016). Esta bactéria
apresenta capacidade de estabelecer infeccdo da mucosa gastrica de hospedeiros
humanos por décadas ou a vida toda (Marshall & Warren, 1984; Covacci et al., 1999;
Chen et al., 2007; Lina et al., 2014). O H pylori foi classificado como carcin6geno do grupo
| pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Céancer (IARC), sendo considerado
como um fator de risco primario para cancer gastrico (NIH, 1994; Sipponem & Hyvarinen,

1993; Wang et al., 2014).
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O H.pylori possui multiplos fatores de viruléncia que o fazem unico em sobreviver
indefinidamente no ambiente hostil gastrico, mediante inducdo de efeitos tanto pro-
inflamatérios quanto imunossupressores, resultando em ineficdcia da resposta imune do
hospedeiro (Crabtree et al., 1995a; b; Segal et al., 1997; Peek et al., 1999; Robinson et al.,
2007; Wilson & Crabtree, 2007; Amieva & EI-Omar, 2008; Basso et al., 2010, Aebischer et
al., 2010; Tohidpour, 2016). Os fatores de viruléncia compreendem:

o Urease, enzima no citoplasma e na superficie bacteriana, presente em todas as
cepas de H. pylori, capaz de tamponar transitoriamente o ambiente acido pela
degradacao da ureia em amdnia e diéxido de carbono (Kao et al 2016).

o Flagelos para a motilidade e capacidade de controle da diregcdo deste movimento
por respostas quimiotaticas, essenciais para o H. pylori alcancar a regido menos
acida do lago mucoso justaposto a superficie epitelial (Blaser and Atherton 2004)

o Expressdo de varias proteinas da membrana externa (OMPs) denominadas
adesinas, especialmente BabA e CagA, que conferem multiplas possibilidades de
ligacdo a superficie das céluas epitelias da mucosa gastrica (Ladeira et al 2003).

o Producdo de varias citocinas que ao alcancarem o citosol da célula epitelial
gastrica, via TFSS, ou via formacdo de poros, passam a controlar aspectos
diversos da sua funcao (Kao et al 2016).

o CagA - citotoxina altamente imunogénica codificada pelo gene cagA (gene
associado a citotoxina) localizado na ilha de patogenicidade (cag PAI) do H. pylori,
estando presente em aproximadamente 60% das cepas de H. pylori. E responséavel
pela inducéo de varias vias de sinalizagéo a jusante na ceélula epitelial, resultando
em dissociacdo das ceélulas, perda da polaridade celular, reorganizacdo do
citoesqueleto, alongamento das células e progressao do ciclo celular, com efeitos
pro-inflamatérios e mitogénicos, aumentando o risco de desenvolvimento

neoplasico (Cabral et al 2006; 2007).
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o VacA (citotoxina vacuolizante) - produto da expressao do gene vacA, que induz a
vacuolizacdo citoplasmética por alterar a maturacdo endossomal, aumenta a
permeabilidade das células epiteliais formando poros na membrana celular, induz a
liberacdo de citocromo C mitocondrial e apoptose celular, interfere com a
fagocitose e a apresentacdo de antigenos e inibe a proliferagéo de células T, o que

resulta em dano celular e inflamacao (Atherton et al 1997; Ladeira et al 2003).

4. H. pylori e evolugéo da infecgao

Ha trés possibilidades de evolucdo da gastrite aguda associada ao H. pylori. A
primeira, que corresponde a resolucao espontanea, € descrita como de ocorréncia rara,
(Ganga-Zandzou et al., 1999; Warren 2000). A segunda possibilidade é a evolu¢cédo para
gastrite cronica predominante no antro e, em muitos casos, no antro e corpo gastrico
(Marshall and Warren, 1984; Sonnenberg et al 2010), sendo que 15% dos pacientes com
gastrite antral difusa desenvolvem subseqiientemente Ulcera péptica duodenal (Peek and
Blaser 1997;Buck et al 1986). A gastrite contribui na historia natural do desenvolvimento
de Ulcera gastrica e duodenal, devido a diminuicdo da protecdo do revestimento da
barreira mucosa do estotmago e do duodeno, associada a aumento da exposicao das
células epiteliais a hipercloridria acida (Peek and Blaser 1997; Buck et al 1986).A terceira
possibilidade é a evolucdo para atrofia gastrica, também denominada gastrite atréfica
multifocal, que se caracteriza por perda de glandulas da mucosa gastrica e consequente
diminuicdo da secrecado de acido (Ganga-Zandzou et al., 1999; Warren, 2000). Assim, se
uma crianca com dispepsia requer exame de endoscopia digestiva, deve-se realizar
bidpsias gastricas para avaliar a presenca de infeccdo pelo H. pylori (Chelimsky & Czinn,

2001;Drumm et al., 2000).



12

Em paises em desenvolvimento a infeccdo geralmente tem inicio na infancia e
pode persistir por toda a vida (Neale & Logan, 1995; Chong et al., 1995; Rothenbacher et
al., 1999; Miyaji et al., 2000; Queiroz et al 2012). A gastrite crbnica € o resultado mais
comum da infec¢ao, mas alguns individuos podem desenvolver Ulceras pépticas e
duodenais e 1% dos individuos infectados desenvolverdo cancer géastrico (Buck et al 1986;

Wang et al., 2014).

5. Classificagdo da Gastrite

A gastrite por H. pylori pode ser graduada por exame histopatolégico de bidpsias
de mucosa gastrica, mediante avaliagdo de escala visual analdgica (Figura 1) de acordo
com o Sistema de Sydney atualizado (Dixon et al., 1996). A classificacdo representa uma
avaliagdo semi-quantitativa da combinacdo da intensidade da inflamag&o mononuclear e
granulocitica, avaliada em biépsias da mucosa do corpo e do antro. A classificacdo é uma
medida da gravidade das lesdes inflamatérias e expressa a intensidade do acumulo de
células inflamatérias (linfécitos e granulécitos) dentro da lamina propria, graduada de
acordo com a escala analdgica visual do Sistema de Sydney atualizado. O grau final de
inflamacéo resultante da combinacdo de graus de lesfes inflamatérias na mucosa do
antro e do corpo podem ser definidos de acordo com Rugge & Genta (2005) em escores
gue variam de O (falta de inflamacdo em algum dos fragmentos) a IV (infiltrado

inflamatério muito denso em fragmentos de bidpsia).



Normal Mild Moderate Marked Normal Mild Moderale  Marked

H. pylori

Mononuclear Cells Intestinal Metaplasia

Figura 1 — Escala visual analdgica para analise histopatoldgica gastrica.

Sistema de Sydney (Dixon et al., 1996)
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6. H. pylori e Invasdo da mucosa gastrica

Para muitas bactérias entéricas e infec¢cdes bacterianas crbnicas, a invasao de
células epiteliais € de grande importancia para a sobrevivéncia e multiplicacdo dos
microorganismos.Como se acredita que a capacidade de invasdo de muitos patdgenos
desempenha um papel em sua viruléncia e patogenicidade é possivel que a invasédo intra-
epitelial desempenhe um papel na patogenicidade do H. pylori, assim como sua
localizagdo mais profunda na mucosa do estbmago. Embora esteja geralmente confinado
a superficie da mucosa, em um subgrupo de pacientes o H. pylori pode ser observado na
profundidade das fovéolas géstricas, nos espacos intercelulares e na lamina propria
(Noach et al 1994; Jhala et al., 2003; Necchi et al., 2007; Dudley et al., 2017) e até dentro
de vacuolos nas células epiteliais e inflamatérias (Papadogiannakis et al., 2000; Petersen
& Krogfelt, 2003; Dubois & Boren, 2007; Dubois, 2007). Alguns investigadores
argumentam que tais organismos, aqui designados “H. pylori invasivos”, sdo mais
resistentes ao tratamento e aumentam significativamente a probabilidade de doenca
futura (Engstrand et al., 1997).

Recentemente, Dudley et al (2017) investigaram o potencial de invasédo do H. pylori
na mucosa gastrica de individuos adultos. Demonstraram por microscopia eletrénica que
o H. pylori pode se localizar profundamente nos recessos foveolares e nos espacos
intercelulares, com caracteristicas de invasividade, mas ndo conseguiram demonstrar
carater de invasao intra-celular.

Apesar da infeccdo por H. pylori ter inicio na infancia, pouco se conhece sobre o
padrdo de colonizacdo da mucosa gastrica por H. pylori em criancas e sua possivel
correlacdo com as repercussoes clinicas da infeccdo. Como em nosso meio a prevaléncia
de infeccao por H. pylori em criancas e adolescentes € alta (Nogueira et al 2000; Carvalho
et al 2012, Correa Silva et al 2016), optamos por investigar o padrédo de colonizacao da

mucosa gastrica pelo H. Pylori, superficial versus profundo, em biopsias de mucosa
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gastrica de criangas e adolescentes com dispepsia ndo ulcerosa e suas possiveis
correlagcdes com a densidade de colonizagéo, alta ou baixa, a intensidade da inflamacéao e

0s sinais e sintomas clinicos.

7. Objetivos
Assim, os objetivos deste estudo foram o de investigar biépsias endoscépicas da mucosa
gastrica de criancas e adolescentes com pangastrite associada a infeccdo por H. pylori,

clinicamente expressa com dor abdominal crénica do tipo dispepsia ndo ulcerosa:

e As caracteristicas da resposta inflamatéria na mucosa do antro e do corpo por exame

histopatolégico convencional.

e A densidade de colonizagéo do H. Pylori, alta versus baixa, na mucosa do antro e do
corpo, por método imunohistoquimico.

e O padrdo de colonizacdo da mucosa gastrica pelo H. pylori, superficial versus
profundo, mediante método imunohistoquimico

e Investigar se existe correlagdo entre o padrdo de colonizacdo da mucosa com a

intensidade da inflamacdo na mucosa do antro e do corpo gastrico.

e Investigar se existe correlacdo entre o padrdo de colonizacdo da mucosa com a

densidade de coloniza¢cdo na mucosa do antro e do corpo.
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Resumo

Introducdo: A infeccéo por Helicobacter pylori (H. pylori) € o principal fator etiologico da
gastrite e Ulcera péptica. O diagndstico e tratamento adequados sdo importantes para
prevenir essa evolugao.

Objetivo: Investigar o padrdo de colonizacdo da mucosa gastrica por H. pylori em
criangas e adolescentes com dor abdominal cronica e dispepsia néo ulcerosa.

Casuistica e Métodos: Foram analisadas retrospectivamente 94 bidpsias endoscopicas
de mucosa gastrica, 47 do antro e 47 do corpo géstrico, de criancas e adolescentes com
diagndstico de pan-gastrite associada a infeccao por H pylori. Foram avaliados o padréao
de colonizacdo da mucosa por H pylori e a densidade de colonizagéo, por analise imuno-
histoquimica. A intensidade da resposta inflamatéria e a frequéncia de foliculos linféides
também foram investigados.

Resultados: A frequéncia de colonizacao profunda do H pylori na mucosa do corpo foi de
72,3%, em contraste com a coloniza¢do predominantemente superficial no antro gastrico
(95,7%). A densidade de colonizacdo por H pylori foi alta no antro (83%) e no corpo
gastrico (68,1%). A frequéncia de agregados linfoides foi significativamente maior na
mucosa do antro (68,1%), quando comparada a do corpo gastrico (34%) e apresentou
boa correlacdo com a intensidade da inflamacédo e a densidade de coloniza¢do por H
pylori no antro gastrico.

Conclusao: O padréo de colonizagéo por H. pylori diferiu entre as regides do estdmago,
sendo predominantemente superficial no antro e profundo no corpo. Este padrao

diferencial de colonizag&o ocorre desde o inicio da infecgéo por H. pylori, na infancia.

Palavras Chave: Helicobacter pylori; gastrite; criancas; padrdo de colonizagéo;

immunohistoquimica.
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Abstract

Background: Helicobacter pylori (H. pylori) infection is the main cause of gastric
inflammation and peptic ulcer disease. Diagnosis and treatment are important to prevent
these outcomes.

Aim: To investigate colonization pattern of H pylori in gastric mucosa of children and
adolescents with chronic nonulcer dispepsy.

Methods: Gastric endoscopic biopsies, 47 from antrum and 47 from corpus, were
retrospectively analysed to determine H. pylori colonization pattern and density by
immunohistochemistry. Inflammation grade and presence of lymphoid aggregates were
also evaluated.

Results: High frequency of deep H pylori colonization was found in gastric corpus (72,3%),
in contrast to the superficial colonization identified in the antral mucosa (95,7%). H pylori
density was high in the antrum (83%) and corpus (68,1%). High grades of gastric
inflammation were detected in both antrum (89,4%) and corpus (76,6%). The frequency of
lymphoid aggregates was significantly higher in the antral mucosa (68,1%) than in the
corpus (34%) and presented a good correlation with H pylori density and grade of
inflammation.

Conclusion: H. pylori colonization pattern is predominantly superficial in both antrum and

corpus mucosa, but deep H pylori colonization can be found in gastric corpus.

Keywords: Helicobacter  pylori; gastritis; children; colonization pattern;

immunohistochemistry.
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1. Introducéo

A infeccdo por Helicobacter pylori (H. pylori) € uma das mais prevalentes na
populacdo mundial. A frequéncia varia entre o0s paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Malaty 2007; Calvet et al 2013; Hooi et al 2017). Por exemplo, a
prevaléncia de infeccdo é alta nos paises da América Latina (75- 83%), em contraste com
0 Japao (39,6%) e Estados Unidos (17,1%).

A infeccdo tem inicio na infancia e persiste ao longo da vida do hospedeiro (Malaty
2007; Queiroz et al 2012; Calvet et al 2013). E associada a véarias doencas do trato
gastrointestinal, tais como, gastrite, Ulcera péptica gastrica e duodenal, cancer gastrico e
linfoma (Sonnenberg et al 2010; Kao et al 2016)

O H pylori é uma bactéria mével, Gram negativa, essencialmente extracelular, que
ndo invade a mucosa gastrica (Warren and Marshall 1984; Ladeira et al 2003; Blaser and
Atherton 2004; Kao et al 2016). Entretanto, esta bactéria interage com as células epiteliais
gue revestem a mucosa gastrica, através de seus fatores de viruléncia, sendo a citotoxina
associada ao gene A (Cag A), o principal fator de viruléncia, que atua como antigeno
altamente imunogénico (Peek et al 1995; Queiroz et al 2000; Leite et al 2005; Cabral et al
2007; Kao et al 2016).

Os fatores de viruléncia do H pylori induzem ativacdo e migracao de células
inflamatorias para a mucosa por varios mecanismos que compreendem tanto a resposta
inata, como a inflamac¢do mediada por mecanismos imunolégicos (Cabral et al 2006;
Freire de Melo et al 2014). Ocorre liberagdo de interleucinas (IL) tais como, IL-8, IL -1q,
TNF-a e IL-6, que ativam e atraem neutrofilos e células mononucleares para a mucosa
(Peek and Blaser 1997; Freire de Melo et al 2014).

Apesar da infecgéo ter inicio na infancia, a maioria dos estudos sobre a intensidade
e as caracteristicas da resposta inflamatoria foram desenvolvidos em adultos (Nai et al

2007; Sonnenberg et al 2010). Os estudos em criancas demonstraram resultados
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contrastantes. Alguns relataram pouca resposta inflamatéria (Carmolinga et al 2003).
Outros identificaram inflamacgéo intensa associada a infeccéo por H pylori (Nogueira et al
2000; Langner al 2009; Carvalho et al 2012).

O H pylori € usualmente identificado no exame histopatologico convencional
(corado por Hematoxilina & Eosina) das bidpsias gastricas. Métodos histoquimicos como
o Giemsa e a analise imuno-histoquimica tem sido utilizados para melhorar a acuracia
diagndstica (Wang et al 2010; Batts et al 2013; Panarelli et al 2015; Lash and Genta 2016).
Apesar dos avancos nos métodos diagnésticos, pouco se conhece sobre o padrdo de
colonizacdo da mucosa gastrica pelo H. pylori e suas possiveis correlagcdes com 0s
demais parametros da inflamacgéo da mucosa e outras repercussoées clinicas.

Como a prevaléncia de infeccdo por H. pylori na infancia é alta em nosso meio
(Carvalho et al 2012, Correa Silva et al 2016), optamos por investigar o padrédo de
colonizacédo, superficial versus profundo, da mucosa gastrica pelo H. pylori, em biopsias
de mucosa gastrica de criancas e adolescentes com dispepsia ndo ulcerosa e suas
possiveis correlacdes com a densidade de colonizacdo, alta ou baixa, a intensidade da

inflamacao e os sinais e sintomas clinicos.
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2. Pacientes e métodos
2.1 Pacientes

Trata-se de estudo observacional, retrospectivo desenvolvido com criangas e
adolescentes atendidas ambulatorialmente no servico de Gastroenterologia Pediatrica do
Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina de Botucatu- Sdo Paulo, Brasil, que
foram investigadas devido a dor abdominal crénica com mais de trés meses de duracao,
de acordo com os critérios de Apley (Apley & Naish, 1958), num periodo de 5 anos, de
janeiro de 2012 a dezembro de 2017, cuja investigacdo resultou no diagndstico de
pangastrite por H. pylori.

Assim, este estudo incluiu um subconjunto de pacientes, com dispepsia cronica
associada a pangastrite por H. pylori, submetidos a endoscopia gastrointestinal alta com
bi6psias de estdbmago das regibes do corpo/fundo e antro gastrico. A presente
investigacdo faz parte do projeto de pesquisa sobre infec¢cdo por H. pylori na infancia,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu —

UNESP (CAAE: 03035018.7.0000.5411).

2.1.1 Critérios de incluséo

o Idade entre 4 e 17 anos ao diagnéstico

o Dor abdominal crénica segundo critérios clinicos de Apley (Apley & Naish,
1958), acompanhada de sinais de alerta, por exemplo: dor noturna, submetidas a
endoscopia digestiva alta para investigacdo diagnéstica

o Diagndstico de gastrite por H. pylori baseado em positividade de dois
meétodos: teste da urease positivo e presenca de agente etiologico ao exame
histopatologico

o Presenca de pangastrite (infiltrado inflamatério em amostras de corpo e de

antro gastrico)
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o Padrdo de exames hematoldgico, exame de sedimento urinario e cultura de

urina sem alteragbes, exames de fezes dos Ultimos trés meses sem 0voS ou cistos e
radiografia de abdome normal. Estes sdo os exames iniciais padronizados pelo servi¢o de
Gastroenterologia Pediatrica do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina de

Botucatu para avaliagdo de criancas dispépticas

2.1.2 Critérios de excluséao

° Pacientes com histérico de comorbidades tais como cirurgia gastrointestinal,

sangramento gastrointestinal ativo, Ulcera duodenal, Glcera gastrica.

° Nenhum dos pacientes recebeu drogas anti-secretoras (bloqueadores de
receptores H2 e inibidores de bomba de prétons), compostos de bismutos, anti-
inflamatorios ndo hormonais (AINHS), antibiéticos ou drogas imunossupressoras, has

Ultimas quatro semanas precedendo a endoscopia gastrointestinal alta.

2.2 Andlise histopatoldégica convencional

Bidpsias da mucosa do corpo e do antro gastrico foram fixadas em solugcdo de
formalina tamponada neutra a 10%, processadas para obtencéo de cortes histologicos de
4-um e coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E) para analise histologica convencional. As
laminas foram analisadas por dois autores, sem conhecimento das informacgdes clinicas
dos pacientes.

A analise histopatologica das biopsias gastricas foi realizada com auxilio da escala
visual analégica de acordo com o Sistema de Sydney atualizado (Dixon et al., 1996)
(Figura 1). Foram avaliados a intensidade e a atividade da resposta inflamatéria.

A inflamacao crénica foi caracterizada por infiltrado mononuclear, constituido por
plasmacitos, linfécitos e macrofagos. A atividade da inflamacdo foi caracterizada pela

presenca de neutrdfilos. Ambas foram classificadas em graus: 1 (leve) e 2 (intensa).
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Foram também avaliadas a presenca de foliculos linféides, metaplasia intestinal e atrofia
da mucosa.

O padrdo de pangastrite foi considerado quando a inflamagéo estava presente em

ambas as bidpsias do corpo e antro gastrico.

2.3 Analise Imunohistoquimica

ApOs exame histopatologico convencional (H&E) foi feita analise imunohistoquimica
para identificar o padréo e a densidade de colonizacdo da mucosa gastrica pelo H. pylori.

Foi utilizado anticorpo policlonal anti-Helicobacter pylori (Cell Marque®) no
protocolo Avidina Biotina Peroxidase (ABC staining system Dako®). A atividade da
peroxidase foi detectada com diaminobenzidina (DAB) como substrato. As laminas foram
contra-coradas com Hematoxilina de Harris. Os procedimentos foram conduzidos em
sistema automéatico de processamento de laminas (Dako auto stainer®).

O padréao de colonizacdo da mucosa gastrica pelo H. pylori foi considerado como
superficial ou profundo. A colonizacao foi considerada superficial quando as bactérias
estavam localizadas junto a superficie do epitélio foveolar da mucosa do corpo ou antro
gastrico. A colonizacao foi considerada profunda quando as bactérias estavam situadas
na camada glandular da mucosa, junto as células parietais da mucosa do corpo gastrico
ou as células secretoras de muco das glandulas do antro.

A densidade de colonizacdo da mucosa gastrica pelo H. pylori foi considerada
como alta ou baixa. Quando foram identificadas bactérias isoladas, em pequena
guantidade junto a superficie do epitélio foveolar da mucosa do corpo ou antro, a
densidade de colonizagdo foi considerada baixa. Quando incontaveis colbnias de
bactérias estavam localizadas junto a superficie do epitélio foveolar da mucosa do corpo

ou antro a densidade de colonizacao foi considerada alta.
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2.4 Andlise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o0 programa estatistico para
Windows GraphPad Prism, versdo 7.0 (La Jolla, Califérnia, EUA, www.graphpad.com).
Célculos da média, desvio-padrdo, mediana e 95% do intervalo de confianca da média ou
da mediana foram realizados para todas as variaveis quantitativas. Variaveis qualitativas
foram descritas por nimero absoluto (N) e porcentagens (%). o teste exato de Fisher foi
utilizado para comparages estatisticas entre variaveis categdricas. Os valores de p<0.05

foram considerados estatisticamente significantes.

3. Resultados
3.1 Casuistica

Foram analisadas 94 biopsias endoscopicas de mucosa gastrica, sendo 47 da
regido do antro e 47 do corpo gastrico, de criancas e adolescentes com dor abdominal e
sinais de alerta, submetidas a endoscopia digestiva alta para investigacdo diagnostica. A
mediana de idade dos pacientes foi de 10 anos e 11 meses. A idade dos pacientes variou
de 4 anos a 15 anos e 9 meses. Vinte e seis pacientes eram do sexo masculino (55,3%) e
21 pacientes do sexo feminino (44,7%). A Tabela 1 apresenta os dados clinicos,

laboratoriais e antropométricos da populagéo estudada (pagina 42)

3.2 Analise histopatoldgica das bidpsias géastricas

A andlise histoloégica pela Hematoxilina-Eosina (H&E) demonstrou infiltrado
inflamatorio em intensa atividade em 78/94 (83%) das biopsias analisadas. A Figura 2
apresenta exemplos de inflamacdo da mucosa gastrica na analise histopatoldgica
convencional (pagina 47)

Na analise das diferentes regides do estdmago, inflamacao em intensa atividade foi

identificada em 42/47 (89,4%) bidpsias do antro e em 36/47 (76,6%) bidpsias do corpo,
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ndo sendo identificada diferenca significativa quanto a atividade inflamatéria entre a
mucosa do antro e do corpo gastrico. Os resultados da analise histopatologica sao

apresentados na Tabela 2 (pagina 43)

3.3 Analise da presenca de agregados linféides na mucosa do antro e do corpo
géstrico.

Agregados linféides foram observados em 32/47 (68,1%) bidpsias do antro e em
16/47 (34%) bidpsias da mucosa do corpo gastrico. A diferenca foi significativa entre as
regides (p< 0.002). Os resultados da analise da freqiéncia de agregados linféides séo
demonstrados na Tabela 3 (pagina 44).

A Figura 3 demonstra exemplo de foliculo linféide identificado tanto na mucosa do

antro como do corpo gastrico (pagina 48)

3.4 Anédlise do Padréo de colonizagcdo por H. pylori (superficial versus profundo) na
mucosa do antro e do corpo gastrico

A analise do padréo de colonizacdo por H. pylori (superficial X profundo) evidenciou
gue 58/94 bidpsias analisadas (61,7%) apresentaram colonizacao superficial da mucosa.
Quando comparamos as regides biopsiadas, colonizacdo superficial foi observada em
45/47 (95,7%) bidpsias do antro e em 13/47 (27,7%) bidpsias do corpo.

Colonizacao profunda da mucosa foi identificada em 34/47 (72,3%) bi6psias da
mucosa do corpo e em 2/47 (4,3%) biopsias do antro gastrico, sendo a diferenca
significativa entre as regides (p< 0.0001) quanto ao padrédo de colonizagdo por H.pylori

(Tabela 4, pagina 45).
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A Figura 4 apresenta exemplos de colonizac&o superficial ou profunda do H pylori

na mucosa gastrica, identificados na analise imuno-histoquimica (pagina 49)

3.5 Anadlise da densidade de colonizagdo por H.pylori na mucosa do antro e do
corpo gastrico

A analise imunohistoquimica demonstrou alta densidade de colonizagcdo em 71/94
(75,5%) das biopsias analisadas.

Na andlise das diferentes regiées do estdbmago, alta densidade de colonizacao foi
identificada em 39/47 (83%) biopsias do antro e 32/47 (68,1%) biopsias da mucosa do
corpo gastrico. Quanto a densidade de colonizacdo por H.pylori ndo houve diferenca
estatistica entre corpo e antro. Os resultados da analise imunohistoquimica da densidade
de colonizacéao por H.pylori sdo apresentados na Tabela 5 (pagina 46).

A Figura 5 apresenta exemplos da densidade de coloniza¢cdo da mucosa gastrica

pelo H pylori identificados na analise imuno-histoquimica (pagina 50).

4. Discusséo

O presente estudo foi desenvolvido com a finalidade de investigar o padrdo de
colonizagcdo do Helicobacter pylori (H pylori) na mucosa gastrica de criancas e
adolescentes com dispepsia ndo ulcerosa. A analise foi retrospectiva em amostras do
antro e do corpo gastrico, por exame histopatolégico convencional e por método imuno-
histoquimico.

Nossos resultados demonstraram alta frequéncia de colonizacdo profunda do H
pylori na mucosa do corpo em contraste com a colonizagdo predominantemente
superficial da mucosa do antro gastrico. Estes dados constituem uma alteragdo ainda nao
conhecida da infec¢éo por H pylori na infancia.

Identificamos na andlise histopatologica convencional pela Hematoxilina & Eosina

predominio de inflamacdo em intensa atividade, tanto na mucosa do antro (89,4%), como
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no corpo gastrico (76,6%). Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos em estudos
anteriores em nosso pais (Nogueira et al 2000; Langner et al 2009; Carvalho et al 2012),
confirmando as caracteristicas da infeccdo por H pylori na infancia nos paises em
desenvolvimento.

A resposta inflamatéria da mucosa gastrica a infeccdo por H pylori costuma
apresentar proeminéncia de foliculos linfoides (Genta and Hamner 1994; Zaitoun 1995;
Kara et al 2014). A participagdo do tecido linfoide associado a mucosa (MALT)
corresponde a resposta imunologica do hospedeiro a infeccdo por H pylori (Genta and
Hamner 1994). Endoscopicamente esta alteracdo € identificada como aspecto nodular da
mucosa, que pode ser observado tanto na regido do antro, como no corpo gastrico (Luzza
et al 2002; Bahu et al 2003; Kara et al 2014). A proeminéncia de foliculos linféides esta
associada a inflamacédo de alto grau e a infeccdo por cepas patogénicas do H pylori
(Luzza et al 2002; Bahu et al 2003; Kara et al 2014). Em nosso estudo a presenca de
agregados linféides foi significativamente maior no antro (68,1%) quando comparada a do
corpo gastrico (34%) e apresentou boa correlacdo com a intensidade da inflamacao e com
a densidade de colonizacao pelo H pylori na mucosa do antro gastrico.

Os avancos nos métodos imuno-histoquimicos tém sido fundamentais para melhor
caracterizar 0s processos patolégicos e identificar os agentes infecciosos nas lesdes.
Apesar do H pylori ser usualmente identificado no exame histopatolégico convencional,
métodos ancilares como a coloracdo de Giemsa e a analise imuno-histoquimica tem sido
utilizados para melhorar a acuracia diagnéstica (Wang et al 2010; Batts et al 2013;
Panarelli et al 2015; Lash and Genta 2016).

Em nosso estudo a analise imuno-histoquimica permitiu identificar com preciséo
tanto o padrao de colonizagao, superficial versus profundo, do H pylori, como a densidade
de colonizacéo, baixa versus alta, na mucosa do corpo e do antro gastrico. Nossos

resultados demonstraram alta densidade de colonizagdo tanto no antro (83%), como no
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corpo gastrico (68,1 %). Estes resultados estédo relacionados a intensidade da resposta
inflamatéria identificada na analise histologica convencional das amostras de mucosa
gastrica de nosso estudo.

Outra vantagem da andlise imuno-histoquimica em nosso estudo foi a possibilidade
de identificar o padrdo de colonizacdo do H pylori, superficial versus profundo, nas
bidpsias géstricas. Observamos colonizacdo no apice das células epiteliais, que
designamos como superficial, predominantemente na mucosa do antro (95,7%), quando
comparada a mucosa do corpo gastrico, que apresentou padrdo exclusivo de colonizacao
superficial somente em 27,7% das amostras analisadas.

Um achado surpreendente na mucosa do corpo gastrico foi a identificacdo de
bactérias situadas profundamente na camada glandular, nos espacos intercelulares, junto
as cCélulas parietais. Este padrdo de colonizacdo profunda foi observado
predominantemente na mucosa do corpo (72,3%), quando comparado a mucosa do antro
gastrico, que apresentou bactérias na porcdo glandular da mucosa somente em 4,3% dos
casos. Nosso estudo é o primeiro que demonstra colonizacdo profunda do H pylori na
mucosa gastrica na infancia.

Esta localizacdo peculiar do H pylori na profundidade da mucosa gastrica foi
interpretada em estudos anteriores como indicativa de invasividade da bactéria na
mucosa (Petersen and Krogfelt 2003; Dubois 2007 a; b). Alguns autores sugeriram a
possibilidade da localizacdo intracelular do H pylori, em vacuolos no interior das células
epiteliais e das células inflamatérias (Noach et al 1994; Jahla et al 2003; Necchi et al
2007). Entretanto, Duddley et al 2017 esclareceram esta controvérsia em estudo com
biépsias de mucosa gastrica de individuos adultos que apresentavam H pylori localizado
profundamente na mucosa. Este estudo demonstrou por microscopia eletrdnica que o0s

microorganismos estavam situados em vacuolos nos espacos intercelulares, apesar do
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aspecto sugestivo de localizacao intracelular observado na microscopia 6ptica (Duddley et
al 2017).

Nossos resultados demonstraram boa correlagdo entre a colonizagao profunda do
H pylori e a intensidade da resposta inflamatéria na mucosa do corpo, visto que 28 das 34
amostras do corpo gastrico (82,3%) apresentaram inflamacédo em intensa atividade. Além
do grau de inflamacéo, a densidade de colonizacdo bacteriana também apresentou boa
correlacdo com a localizacdo profunda do H pylori ha mucosa, visto que 22 das 34
amostras do corpo gastrico (64.7%) com colonizacdo profunda apresentaram alta
densidade de colonizacdo da mucosa.

O padrao de colonizacdo profunda do H pylori observado na mucosa do corpo
gastrico pode ser relacionado a varios fatores. A mobilidade da bactéria conferida pelos
flagelos e pela morfologia em espiral, pode permitir a bactéria atingir regides mais
profundas da mucosa abaixo dos recessos foveolares (Jenks and Kusters 2000). Outra
possibilidade poderia ser a afinidade da bactéria pela uréia que exsuda nas porcdes
laterais das células epiteliais, através dos canais seletivos de anions induzidos pela
citotoxina Vac A, liberada pela bactéria (Atherton et al 1995; 1997).

A importancia biologica da localizacdo profunda do H pylori no compartimento
glandular da mucosa gastrica deve ser melhor investigada. Por exemplo, a associacao
com cepas patogénicas da bactéria ainda ndo é conhecida. Outra possibilidade poderia
ser a possivel correlacdo com a resisténcia da bactéria a terapia convencional com
antibidticos. A localizacdo profunda da bactéria no interior de vacuolos poderia servir
como reservatorio para recolonizacdo da bactéria apés tratamento antibidtico.

Outra possibilidade poderia ser a associacdo com o risco para desenvolvimento de
cancer gastrico. Em estudo anterior de nosso grupo identificamos a presenca de DNA de
H pylori em mais de 90% de um grupo de pacientes portadores de cancer gastrico

(Thomazini et al 2006). Naquele estudo a analise morfolégica convencional da mucosa
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gastrica adjacente ao céancer avaliou a intensidade da inflamacdo e a presenca de
metaplasia intestinal. Nao foram consideradas as caracteristicas da colonizacdo da
mucosa pelo H pylori.

Em sintese, os resultados do presente estudo demonstraram predominio de
inflamag&o em intensa atividade e de alta densidade de colonizagdo em ambas as regides
do estdbmago. Entretanto, o padrdo de colonizacdo da mucosa gastrica pelo H pylori
diferiu entre as regifes investigadas. A colonizacao foi predominantemente superficial no
antro e profunda na mucosa do corpo. Portanto, nosso estudo demonstrou que este
padrao diferencial de colonizagdo ocorre desde a infancia, que constitui a etapa inicial da
infeccdo por H pylori em humanos. A importancia biologica deste padrédo diferencial de

colonizagéo deve ser melhor investigada.
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Tabela 01. Variaveis clinicas e antropométricas de criangas e adolescentes com dor

abdominal crénica e dispepsia ndo ulcerosa associada a infec¢ao por H. pylori.

Masculino Feminino
Género (%) 26 (55,4) 21 (44,6)
Idade na primeira consulta* (meses) 109 128
Tempo de sintomas* (meses) 26,1 17
Dor epigastrica % 46,6 30,7
Dor Peri umbilical % 20 0
Dor Noturna % 13,3 30,7
Hemoglobina (g/dL) 12,35 13,29
Volume Corpuscular Médio (fL) 79,4 82,16
Leucécitos (células/mm?®) 7,28mil 6,95mil
Plaquetas (células/mm? *10%) 313,15 340,5
Escore z IMC para idade -0,19 -0,08

* Mediana
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Tabela 2 Intensidade da inflamagdo na mucosa do antro e do corpo gastrico nos casos de

pangastrite por H. pylori
Teste Exato de Fisher p=0.17

Estomago
Inflamacao Corpo Antro Total
(%) (%) (%)
Leve 11 (23.4) 5 (10,6) 16 (17)
Intensa 36 (76,6) 42 (89,4) 78 (83)
Total 47 (100) 47 (100) 94 (100)
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Tabela 3 Frequéncia de agregados linféides na mucosa do antro e do corpo gastrico nos casos

de pangastrite por H. pylori.

Estomago
Agregados
Linféides Corpo Antro Total
(%) (%) (%)
Ausente 31 (66) 15 (31,9) 46 (48,9)
Presente 16 (34) 32 (68,1) 48 (51,1)
Total 47 (100) 47 (100) 94 (100)

Teste Exato de Fisher p< 0.002
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Tabela 4 Padrdo de colonizacdo por H. pylori (superficial versus profunda) na mucosa do antro e

do corpo gastrico nos casos de pangastrite.

Padréo
Clonizacéao

Superficial

Profunda

Total

Estémago
Corpo Antro Total
(%) (%) (%)
13 (27,7) 45 (95,7) 58 (61,7)
34 (72,3) 2(4,3) 36 (38,3)
47 (100) 47 (100) 94 (100)

Teste Exato de Fisher p< 0.0001



Tabela 5 Densidade de colonizag¢éo por H. pylori na mucosa do antro e do corpo géstrico nos

casos de pangastrite.

Estémago
Densidade
colonizagao Corpo Antro Total
Baixa 15 (31,9) 8 (17) 23 (24,5)
Alta 32 (68,1) 39 (83) 71 (75,5)
Total 47 (100) 47 (100) 94 (100)

Teste Exato de Fisher p< 0.15
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Figura 2 Mucosa géstrica com inflamag&o em intensa atividade (A) (400X). Mucosa

géastrica com inflamacéo leve (B) 200X) (H&E).
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Figura 3 Mucosa gastrica com proeminéncia de foliculo linféide. Padréo superficial de

colonizacgéo. Alta densidade de colonizacéo por H pylori.(IHQ anti Hp ylori200X).



Figura 4 Mucosa gastrica com colonizacdo profunda por H pylori ( A) (200X ). Mucosa

com colonizacao superficial por H pylori (B) 100X) (IHQ anti-H pylori).
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Figura 5 Mucosa géstrica com alta densidade de colonizag&o por H pylori ( A) (400X).

Mucosa com baixa densidade colonizac¢ao por H pylori (B) 200X). (IHQ anti-H pylori).
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Helicobacter pylori mediante biépsia géastrica, baseado em critérios definidos internacionalmente pela
literatura. Afirmam ainda que a avaliacdo de dados de prontuarios e das bhiépsias gastricas nao implicardo
em quaisquer interferéncias no plano terapéutico ou de seguimento das criancas.

Nao ha beneficios diretos para os pacientes, mas sim para o conhecimento cientifico.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Nao ha.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:

Segundo a Resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude foram apresentados os documentos
obrigatorios conforme seguem: folha de rosto adequadamente preenchida e assinada pelo diretor da
instituicdo proponente, termo de anuéncia institucional (HC-FMB, Departamento de Pediatria e
Departamento de Patologia), informacdes basicas e projeto de pesquisa.

Os autores solicitam dispensa do TCLE justificando tratar-se de estudo retrospectivo e ndo intervencionista,
em pacientes que ja foram investigados anteriormente para a presenca de gastrite por Helicobacter pylori
mediante biépsia gastrica, sendo o foco principal deste estudo a re-andlise de laminas de bidpsias gastricas
gue constam dos arquivos do servi¢co de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu. Também seréo
avaliados dados clinicos e demograficos de prontuarios, mas a maioria dos pacientes deste estudo foram
atendidos h& muito tempo e ja obtiveram alta do servico apds tratamento da infeccdo gastrica e ndo se
encontram mais em seguimento, sendo dificil a localizacdo dos familiares por ndo frequentarem

regularmente o hospital. Considera-se a justificativa valida.

Recomendagdes:
Recomenda-se apresenta¢do dos resultados finais.

ConclusBes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Apés andlise em reunido ordinaria, o Colegiado deliberou APROVADO o projeto de pesquisa
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apresentado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagdo do Colegiado em reunido ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,
realizada em 03 de dezembro de 2018, o projeto analisado encontra-se APROVADO, sem (com)
necessidade de envio a CONEP.

No entanto, informamos que ao final da execucdo da pesquisa, seja enviado o “Relatério Final de
Atividades”, na forma de "NOTIFICACAO".

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO_P | 09/11/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1194024.pdf 10:54:33
Declaracéo de TermoDeAnuenciaPediatria.pdf 09/11/2018 |Mary de Assis Aceito
Instituicdo e 10:52:14 | Carvalho
Infraestrutura
Projeto Detalhado / | ProjetoDePesquisaEnviadoSipe.pdf 09/11/2018 | Mary de Assis Aceito
Brochura 10:49:07 |Carvalho
Investigador
TCLE / Termos de | SolicitacaoDispensaDoTCLE_LeandroC | 09/11/2018 |Mary de Assis Aceito
Assentimento / acure.pdf 10:46:02 |Carvalho
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de TermoDeAnuenciaPatologia.pdf 09/11/2018 |Mary de Assis Aceito
Instituicdo e 10:40:14 |Carvalho
Infraestrutura
Declaracéo de AnuenciaHcFmb.pdf 09/11/2018 | Mary de Assis Aceito
Instituicdo e 10:39:10 |Carvalho
Infraestrutura
Declaracéo de TermoDeAnuencialnstitucional.pdf 09/11/2018 | Mary de Assis Aceito
Instituicdo e 10:31:52 |Carvalho
Infraestrutura
Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada.pdf 09/11/2018 | Mary de Assis Aceito

10:30:55 | Carvalho

Situacédo do Parecer:
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Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

BOTUCATU, 04 de Dezembro de 2018

Assinado por:

SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador(a))
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