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RESUMO

Introducdo: InfeccBes por Helicobacterpylori(HP) e virusEpstein-Barr (VEB) sdo comuns no
mundo todo, embora 0 HP seja o maior fator em doencas gastroduodenais, seu percentual de
associacdo com VEB é incerto. Tanto o VEB quanto o HP sdo classificados como
carcindgenos classe 1 pela Organizagdo Mundial de Saude, e uma substancial fracdo de
individuos se tornam co-infectados na adultice. Esses dois patdgenos podem potencializar
sinergicamente para causar gastrite cronica perpetua. O objetivo deste trabalho foi verificar a
prevaléncia de HP e do virus Epstein-Barr em criancas e adolescentes. Material e Método:
Estudo descritivo, do tipo transversal. Foram analisadas amostras de mucosa gastrica de 64
criangas e adolescentes através do Teste da Urease para diagnéstico do HP, da técnica de PCR
para deteccdo da cepa cagA de H. pylori, da técnica de hibridizacdo in situ para detec¢édo do
EBV e da andlise patoldgica para determinacdo de caracteristicas histopatologicas.
Resultados: A prevaléncia de HP nas criangas e adolescentes em estudo foi de 53,1%
enquanto a prevaléncia de VEB foi 3,1%. Entre os pacientes infectados por HP, a maioria
(94,3%) apresentava gastrite a endoscopia digestiva alta, sendo gastrite enantematica a mais
comumente encontrada. Na analise histopatologica, também a maioria (97,1%) dos pacientes
apresentava algum grau de gastrite, com 80% classificados com gastrite cronica moderada.
Cepas cagA positivas foram encontradas em 64,7% dos infectados com HP e entre estes todos
tinham gastrite, com predominio de gastrite crénica moderada (54%), no entanto ndo se
observou correlacdo com significancia estatistica entre esses achados. Em adicéo, também néo
houve significancia estatistica para a associacdo entre infeccdo por HP e por VEB na
populacdo estudada, a baixa prevaléncia de VEB nesta analise sugere que esse virus ndo é um
agente etioldgico das lesdes da mucosa gastrica. No nosso conhecimento, este € o primeiro
estudo que relaciona estes dois agentes infecciosos na mucosa gastrica de criancas e
adolescentes do norte do Brasil. Concluséo: A maioria dos achados deste estudo se assemelha
aos relatos da literatura, contudo evidenciou-se a necessidade de estudos com maior
casuistica, envolvendo a populacgdo pediatrica imunocompetente afim de melhor esclarecer se
ha ou ndo correlacdo entre a infeccdo por HP e VEB em nossa regido.

Palavras-chave:Helicobacterpylori, virus Epstein-Barr, crianga e adolescente.



ABSTRACT

Introduction: Infections by Helicobacter pylori (HP) and Epstein-Barr virus (EBV) are
common worldwide, although HP is the highest factor in gastroduodenal diseases, its
percentage of association with EBV is uncertain. Both EBV and HP are classified are class 1
carcinogens by the World Health Organization, and a substantial number of individuals
become co-infected in adulthood. These two pathogens may have synergic potential to cause
perpetual chronic gastritis. The purpose of this paper was to verify the prevalence of HP and
Epstein-Barr virus in children and adolescents. Material and Methods: Transversal descriptive
study. The gastric mucosa of 64 children and adolescents was analyzed through the Urease
Test to diagnose HP and the PCR technique to detect H. pylori’s cagA strain, the in situ
hybridization technique to detect EBV and the pathological analysis to determine the
histopathological characteristics. Results: The prevalence of HP and EBV found by this study
was 53.1% and 3.1, respectively. Most of the patients infected by HP (94.3%) presented
gastritis in the upper gastrointestinal endoscopy, with enanthemathous gastritis being the most
commonly found type. In the histopathological analysis, most patients (97.1%) presented
some level of gastritis, 80% of which classified as moderate chronic gastritis. Positive cagA
strains were found in 64.7% of the patients infected with HP and all of them had gastritis,
with predominance of moderate chronic gastritis (54%); however, there was no statistically
significant correlation between these findings. There was also no statistically significant
association between infection by HP and EBV in the studied population. The low prevalence
of EBV in this analysis suggests that this virus is not an etiological agent in gastric mucosa
lesions. To our knowledge, this is the first study that relates these two infectious agents in the
gastric mucosa of children and adolescents in northern Brazil. Conclusion: Most of the
findings in this study are in line with the literature; however, it is necessary to conduct larger
studies, involving aimmunocompetent pediatric population in order to determine whether

there is a correlation between infection by HP and EBV in our region.

Key words:Helicobacter pylori, Epstein-Barr virus, children and adolescents.
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1. INTRODUCAO

InfeccBes por Helicobacter pylori (HP) e virus Epstein-Barr (VEB) sdo comuns no
mundo todo, embora 0 HP seja o maior fator em doencas gastroduodenais, seu percentual de
associacdo com VEB ¢é incerto (SHUKLA et al., 2011). Tanto o HP quanto o VEB
compartilham mecanismos imunoldgicos de reacdo do hospedeiro que envolvem os linfocitos
T, particularmente os CD8+. Sabe-se que a resposta linfocitaria em alguns casos, deixa de ser
protetora e passa ser responsavel por uma resposta imunologicamente mediada e exacerbada
(CARVALHO, 2006).

O HP é uma bactéria Gram negativa, microaerdfila e espiralada, e causa inflamagédo
crbnica da mucosa gastrica em mais da metade da populacdo do mundo (AMJAD et al.,
2010). A infeccdo por HP pode ser adquirida em qualquer faixa etaria. Entretanto, a maioria
dos estudos epidemiolégicos indica a infancia como o periodo mais frequente de aquisicdo da
bactéria. Como esta infeccdo pode durar décadas, um diagndéstico ainda na infancia pode
diminuir o risco de uma possivel evolucdo para patologias gastricas mais graves na fase adulta
(BARILE et al., 2009 ).

A via de transmissdo mais provavel do HP é a fecal-oral, por individuos infectados ou,
indiretamente, pela agua contaminada. Nivel socioeconémico baixo, densidade populacional
elevada na familia, baixo grau de escolaridade e condi¢des precérias de higiene contribuem
para aumentar as taxas de transmissdo. A doenca acomete mais freqlientemente individuos do
grupo sangliineo O e com histdria familiar positiva (PENNA et al., 2008).

Embora a infeccdo ndo tenha repercusses clinicas significativas na maioria dos
individuos infectados, em 15 a 20% dos casos ela resulta em complicacdes. Marcadores de
viruléncia do HP, como, por exemplo, 0 gene cagA, codificam proteinas relacionadas a
aderéncia da bactéria, a resposta inflamatéria mais acentuada e a outros efeitos sobre as
células gastricas, determinando a viruléncia da bactéria (PENNA et al., 2008). Os efeitos do
HP na mucosa sdo multiplos, ap6s iniciar uma infeccdo 0s pacientes apresentam gastrite
aguda, que pode resolver espontaneamente, no entanto a maioria evolui para gastrite cronica
ativa. Uma proporcdo de pacientes desenvolverd gastrite antral e pode, subsequentemente,
progredir com Ulcera duodenal e raramente Linfoma, outra propor¢do desenvolverd gastrite
atrofica multifocal e se tornard grupo de risco para Ulcera gastrica, cancer gastrico e raramente
Linfoma (TAN; WONG, 2011).
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Hé& véarios métodos para o diagndstico da infecgdo pelo HP, incluindo métodos invasivos
e ndo invasivos. Para um diagnostico mais acurado, tem se recomendado o uso de pelo menos
dois testes (KOLETZKO et al., 2011).

Conforme o ultimo Guideline da Sociedade Européia de Gastroenterologia, Hepatologia
e Nutricdo Pediatrica (ESPGHAN, 2011), no caso de doenca ulcerosa gastrica ou duodenal
associada a infecgdo por HP, o tratamento da infecgdo esté indicado. Para os demais casos 0s
beneficios e riscos do tratamento devem ser considerados, bem como 0s potenciais riscos da
infeccdo bacteriana (KOLETZKO et al., 2011). O regime terapéutico de primeira linha é
composto de Inibidor de bomba de prétons, Imidazol e Amoxacilina ou inibidor de bomba
prétons, Imidazol e Claritromicina (KOLETZKO et al., 2011; KUO, 2012).

O virus Epstein-Barr € um gamaherpesvirus que infecta a maioria das pessoas no mundo
e é mantido por toda a vida em forma latente e litica em linfocitos B e células epiteliais
(SIVACHANDRAN; WANG & FRAPPIER, 2012). A taxa de endemicidade para o virus
Epstein- Barr varia conforme a regido geografica, sendo extremamente elevada no Norte da
Africa (Argélia e Tunisia) e extremamente baixa no Norte da Europa (Dinamarca e Holanda).
O Brasil é considerado um pais de endemicidade intermediaria entre aquelas duas regifes
(SILVA & ZUCOLOTO, 2003). Muitas criangas sdo infectadas com VEB, e essa infeccéo
usualmente é assintomatica ou indistinguivel de outros tipos de infeccdo. Quando a infeccéo
ocorre durante a adolescéncia ou vida adulta, entdo ocorre a mononucleose infecciosa em 35 a
50% dos casos (CDC, 2012).

Apbs a infeccdo primaria o virus permanece indefinidamente nos linfocitos B e somente
reativam quando a imunidade celular é alterada. Em individuos imunocomprometidos,
desordens relacionadas ao VEB estdo associadas a morbi-mortalidade. Até 15% de pacientes
receptores de transplantes desenvolvem doenca linfoproliferativa pés-transplante, um grupo
heterogéneo de desordens caracterizadas por transformacdo de linfécito B pelo VEB (LAY et
al., 2010). O diagndstico clinico é baseado nos sintomas e em testes laboratoriais, 0s quais
incluem testes especificos e testes ndo especificos. Ndo ha tratamento especifico para a
mononucleose, apenas se trata os sintomas. Nenhuma droga antiviral ou vacina é
recomendada (CDC, 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sivachandran%20N%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20X%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frappier%20L%5Bauth%5D
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1.1 Helicobacter pylori (HP)
1.1.1 Consideragdes Gerais

Em 1984 Marshall e Warren publicaram sua investigacdo inicial a respeito do cultivo
em mucosa gastrica humana de uma bactéria Gram negativa, conhecida atualmente como
Helicobacter pylori (HP) e demonstrou seu efeito patogénico na Ulcera péptica. Seu trabalho
revolucionou a compreensdo e o tratamento de patologias digestivas importantes como
Ulcera péptica e Cancer géstrico, pelo que foram premiados com o Nobel em Fisiologia e
Medicina 2005 (ESPINO E., 2010 ). Desde entdo, um grande namero de relatos sobre o HP e
sua potencial patogenicidade tem sido produzidos (SANTACROCE & BUTHANI, 2010).

O HP é um dos patdgenos mais comuns de infec¢bes cronicas no homem, sendo
considerado um importante problema de salde publica (SIQUEIRA et al., 2007). A despeito
do progresso fenomenal relacionado ao HP no mundo todo, um mistério em torno de sua
patogénese gastrica permanece, particularmente em criangas (SINGH et al., 2003).

O HP é um bacilo Gram-negativo, de crescimento lento (SULTAN; LI & GREENE,
2009), com capacidade de colonizar e replicar no estbmago e/ou duodeno humano
(KAWAKAMI & MACHADO, 2003). O género Helicobacter ¢ composto atualmente de, no
minimo, 27 espécies que compartilham propriedades comuns, especialmente aquelas
relacionadas com a vida no estdmago, onde podem localizar-se no fundo e no corpo, mas é
principalmente no antro onde as bactérias sdo encontradas em maior densidade. Até o
presente, a biotipagem, a analise do genoma e a diversidade plasmidica permitiram a
identificacdo de cerca de quarenta cepas da bactéria ndo-relacionadas epidemiologicamente
(LADEIRA; SALVADORI & RODRIGUES, 2003). As variagfes gendmicas das cepas
podem ser responsaveis pela codificacdo de diferentes fatores de viruléncia, capazes de
determinar diversos tipos de lesdao no hospedeiro (MALFERTHEINER, 2013). Assim, as
diferentes cepas da bactéria com padrfes de viruléncia distintos devem atuar no hospedeiro,
levando a variados graus de inflamac&o da mucosa gastrica (SANTACROCE & BUTHANI,
2010; MALFERTHEINER et al., 2013).

A bactéria tem distribui¢do universal e coloniza a mucosa géstrica de mais da metade
da popula¢do mundial (HISHIDA et al., 2010; BUCKER et al.,2012 ). Sua prevaléncia ndo é
uniforme entre as sociedades, varia conforme a regido geografica, situacdo socioeconémica e
grupo étnico (MIRANDA et al., 2010).

A prevaléncia estimada da infeccdo por HP em criancas de paises desenvolvidos é

baixa, no entanto na maioria dos paises em desenvolvimento existe alta prevaléncia de
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infeccdo por HP em criangas, que contribue para infecgdo cronica na maioria dos adultos

jovens e populacdo mais velha (SINGH et al., 2003).

1.1.2 Fisiopatogenia

Alto nivel de producdo de acido

P
i

Gastrite Ulcera duodenal

Infeccdo cromca Pangastrite

Gastrite atrofi ca/
predominante

do corpo > (icera gastrica
Infeccdo aguda
por H. pylori ~_, [

Metaplasia intestinal

\ o
— &
s

predominante
l do antro
Linfoma MALT
Infeccdo

Mucosa gastrica por H. py!on n3o atréfica ) assintomatica
normal por H. pylori

Displasia
Baixo nivel de producdo de acido 4 5 5 s
= ~= Cancer gastrico
—_—
Infancia Idade avancada

Fonte: SUERBAUM & MICHETTI et., 2002. Traduzido por Katia Soares de Oliveira

Figura 1. Historia natural da infeccdo por Helicobacter pylori. O HP é usualmente adquirido na

infancia. Infeccdo aguda por HP causa hipocloridria transitoria e é raramente diagnosticada.

Gastrite crbnica se desenvolve virtualmente em todas as pessoas persistentemente colonizadas, mas

80 a 90% nunca terdo sintomas. A evolucéo clinica é altamente variavel e depende de fatores do

hospedeiro e da bactéria. Pacientes com alta producdo de acido sdo propensas a ter gastrite

predominantemente antral, que predispde a Ulcera duodenal. Pacientes com baixa produgdo acida

sd0 mais propensos a ter gastrite de corpo, o que predispGe a Ulcera e pode iniciar a sequencia de

eventos que, em raros casos, leva ao carcinona gastrico. Infeccdo por HP induz a formacdo de

tecido linfdide associado a mucosa (MALT). Linfoma MALT € outra rara complicacdo da infeccéo

por HP.

O HP é quase sempre adquirido na infancia e se a infecgdo néo for tratada permanece

por toda a vida (DAS & PAUL, 2006). Os efeitos do HP na mucosa sdo multiplos, apds

iniciar uma infeccdo o0s pacientes apresentam gastrite aguda, que pode resolver

espontaneamente, no entanto a maioria evolui para gastrite crénica ativa (Figura 1).
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Uma proporgdo de pacientes desenvolverdo gastrite antral e pode, subsequentemente,
progredir com Ulcera duodenal e raramente Linfoma, outra proporcdo desenvolvera gastrite
atréfica multifocal e se tornard grupo de risco para Ulcera gastrica, cancer gastrico e
raramente Linfoma (TAN& WONG,2011 ).A bactéria é caracterizada por um alto nivel de
diversidade genética que pode ser importante para a adaptagcdo no estdmago do hospedeiro e
no progndstico clinico da infeccdo. Diferencas genéticas em HP isolados de pacientes
Mexicanos com varias patologias gastricas, incluindo cancer gastrico mostram padrées de
genes associados as doencas (COSTA; FIGUEIREDO & TOUATI, 2009).

Fatores que determinam o desenvolvimento de doencas em pacientes infectados
comparados com portadores permanecem néo claros, no entanto fatores do hospedeiro e da
bactéria contribuem para as diferencas na patogenicidade (DAS & PAUL, 2006). Dentre os
multiplos mecanismos de patogenicidade, se podem agrupar aqueles dependentes da
bactéria, do hospedeiro e do meio. Entre os fatores de viruléncia da bactéria se destacam 0s
fendtipos cagA e vacA (ESPINO E., 2010; DELAHAY & RUGGE 2012).

O sucesso da infeccdo gastrica por HP deve-se ao fato de possuir flagelo, ser capaz de
produzir enzimas toxicas, especialmente lipase, urease e proteases, desregulando os fatores
defensivos do epitélio, além de apresentar alguns fatores que ajudam na aderéncia a célula
hospedeira (LIMA & RABENHORST, 2009). A enzima urease, € uma proteina de alto peso
molecular (500 a 600 KDa), atua promovendo a hidrolise da uréia, presente em condi¢des
fisioldgicas no suco gastrico, levando a producdo de amdnia. Esta atua como receptor de ions
H+, gerando pH neutro no interior da bactéria, o que confere ao HP resisténcia a acidez
gastrica (LADEIRA; SALVADORI & RODRIGUES, 2003).

A camada de muco do estomago é formada por um gel viscoelastico que confere
protecdo quimica e mecanica ao revestimento epitelial, inclusive contra bactérias. No entanto
lipases e proteases sintetizadas pelo HP degradam a camada de muco, facilitando a progressdo
da bactéria. Além disso, 0 HP move-se facilmente devido a morfologia em espiral e aos
flagelos e, assim, atravessa a camada de muco, estabelecendo intimo contato com as células
epiteliais de revestimento.

Outras enzimas, sintetizadas pela bactéria como superdxido dismutase, catalase e
arginase conferem protecdo contra atividade litica dos macrdéfagos e neutrdfilos impedindo
uma resposta eficaz do hospedeiro (LADEIRA; SALVADORI & RODRIGUES, 2003).
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Dentre os fatores de viruléncia da bactéria, se destacam os fenétipos vacA e cagA, dois
dos mais importantes genes do HP (KAWAKAMI & MACHADO, 2003; WANG, YUAN &
HUNT, 2007; ESPINO, 2010).

O gene vacA codifica a producdo da citotoxina vacuolizante (SINGH et al., 2003;
CHUNG et al, 2010), um importante fator de viruléncia na patogénese da ulceracdo péptica e
cancer géastrico. Esta toxina pode levar a mudltiplas atividades celulares, induzindo a
vacuolizacdo celular, formacdo de canal de membrana, disruptura da funcdo do
endossomo/lisossoma, apoptose e imunomodulacdo (WANG; YUAN & HUNT, 2007;
COSTA; FIGUEIREDO & TOUATI, 2009; LIMA & RABENHORST, 2009;). O gene vacA
esta presente em todas as cepas do HP, mas a atividade citotoxica tem se mostrado ocorrer
somente em 50% das mesmas (CHUNG et al, 2010).

O gene cagA foi identificado em 1989, ¢é encontrado na ilha de patogenicidade cag
(PAI), um elemento insercional de 40 kb que contém cerca de 31 genes, presente em 60% a
90% das cepas mundiais, 60% das cepas ocidentais e estad formalmente associada ao risco para
desenvolvimento de cancer gastrico (COSTA; FIGUEIREDO & TOUATI, 2009; LIMA &
RABENHORST, 2009). Codifica a proteina cagA, que estimula a producdo de fatores
quimiotéticos para neutréfilos pelo epitélio gastrico do hospedeiro (WANG; YUAN &
HUNT, 2007). A proteina cagA de HP atua como antigeno altamente imunogénico (LIMA &
RABENHORST, 2009). Translocacdo da proteina cagA dentro das células do epitélio gastrico
causam rearranjo do citoesqueleto do hospedeiro e altera a sinalizacéo celular, perturbando o
controle do ciclo celular (COSTA; FIGUEIREDO & TOUATI, 2009). Além do mais, cepas
cagA-positiva séo conhecidamente indutoras da expresséo da DNA-editing enzyme, que leva
ao acumulo de mutacdes na P53, proteina supressora tumoral. (DELAHAY & RUGGE 2012).
Um estudo mostrou significativa associacdo entre soropositividade cagA e eventos
coronarianos agudos (MALFERTHEINER, 2013).

Conforme Vitoriano et al. (2011), fatores de viruléncia, como cagA, além de outros,
estdo associados a doenca ulcerosa péptica em criangas e podem determinar o desfecho
clinico da infeccéo.

As diferencas quanto ao potencial patogénico do gene cagA podem ser devidas a
variagdes na sua estrutura génica. A estrutura do gene cagA apresenta uma regido 5' altamente
conservada, mas com uma regido 3' com numero variavel de sequéncias repetitivas, sendo
subtipado de acordo com seu tamanho: cagA subtipo A (621-651 pb), subtipo B (732-735pb),
subtipo C (525 pb) e subtipo D (756 pb). As cepas cagA positivas tendem a ser mais

virulentas, induzem niveis mais altos de expressdo de citocinas, tais como: IL-1b e IL-8
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(LIMA & RABENHORST, 2009 ) e estdo associadas com alto risco para cancer gastrico
(PRINZ, SCHWENDY & VOLAND, 2006; MBULAITEYE, HISADA & EL-OMAR, 2010).

No que se refere ao hospedeiro, conforme Ladeira, Salvadori & Rodrigues (2003),
durante a infeccdo pelo HP ha predominio de células Thl (Figura 2), enquanto as Th2 estdo
praticamente ausentes, o que resulta em uma resposta imune inadequada que ndo consegue
eliminar o microrganismo. Essas células Thl induzem a producdo de anticorpos e citocinas
que contribuem para o aumento do processo inflamatorio, com consequentes danos ao
hospedeiro. Segundo Bittencourt et al (2006) , na infeccdo, especialmente por amostras cagA
positivas, hd aumento da expressao de citocinas pro-inflamatorias, incluindo I1L-8, IL-1beta e
TNF-alfa.
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Fonte: PRINZ; SCHWEND & VOLAND et al., 2006.

Figura 2: Helicobacter pylori: resposta imune e supressao.

A bactéria contraida primariamente na infancia e a infeccdo precoce na vida parece
aumentar o risco de carcinogénese (CANDELLI et al., 2004). O risco de evolugédo para cancer
gastrico esta relacionado ao genotipo do HP (SANTACROCE & BHUTANI, 2008;CABEBE
& MEHTA, 2009), no entanto, o curso da progressdo da inflamag&o para o cancer permanece
obscuro (SULTAN et al., 2009).

1.1.3 Doencas relacionadas ao HP
Tem-se demonstrado uma forte associagdo, sustentada em provas epidemioldgicas,
clinicas e experimentais, entre a infeccdo por HP, gastrite cronica, Ulcera péptica,

adenocarcinoma gastrico e linfoma géstrico de tecido associado a mucosa (MALT) (ESPINO
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E., 2010). Recentemente, uma potencial associacdo da infec¢do por HP com outras doencas
digestivas como doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE), bem como patologias extra
digestivas, anemia ferropriva, retardo do crescimento, purpura trombocitopénica idiopatica
(PTI), asma e desordens alérgicas tem sido sugeridas. A hipdtese da associacdo do HP com
tais manifestacGes extra digestivas, baseia-se no fato de que a bactéria provoca efeitos
sistémicos, a infecgdo é um processo cronico que pode levar décadas e ainda que a infeccéo
persistente induz a inflamacao crénica e a resposta imune que é capaz de causar lesdes tanto
no sitio da infeccdo quanto a distancia (PACIFICO et al, 2010).

Apos a infeccdo inicial com HP, os pacientes, geralmente desenvolvem gastrite aguda,
que pode resolver espontaneamente com o0 desaparecimento da infec¢do, no entanto a

maioria progride para gastrite cronica ativa (TAN & WONG, 2010).

Fonte: SANTACROCE & BHUTANI, 2008.
Figura 3: Infecgéo por Helicobacter pylori revelada por Endoscopia (Gastropatia nodular).

Gastrite aguda resulta histologicamente em gastrite neutrofilica, acompanhada por
infiltracdo gradual por todas as classes de células inflamatorias. Apds a gastrite aguda, dois
padrdes de gastrite cronica sdo observados com diferentes topografias associadas a diferentes
doencas (TAN & WONG, 2010). Durante a infancia, a infeccdo com HP estd associada
geralmente a gastrite antral (Figura 3) e Ulcera duodenal. Uma andlise de relatos de 1983 a
1994 mostrou um percentual de gastrite antral em criangas de 1,9 a 71,0% . H& evidencias
que suportam uma associagdo entre infeccdo a longo prazo e gastrite atrofica, metaplasia,
com desenvolvimento de adenocarcinomas indiferenciados e de tipo intestinal em adultos.
Contudo, gastrite atrofica e metaplasia intestinal, de fato tem sido descrita em criancas
vivendo em paises com alta incidéncia para cancer gastrico, e as vezes sao encontradas em

individuos muito jovens (PACIFICO et al, 2010). Uma variedade dos polimorfismos tanto
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da bactéria, quanto do hospedeiro esta associada a severidade e/ou tipo de gastrite (FURUTA
& DELCHIER, 2009).

Doenca ulcerosa péptica (DUP) afeta 10% da populagdo no mundo e o HP e o uso de
AINH séo os dois principais fatores associados com a mesma. Com a descoberta do HP,
causas, patogénese e tratamento da DUP tém sido redefinidos nos ultimos 25 anos
(UYANIKOGLU et al, 2012). A erradicagdo do HP reduz marcadamente o percentual de
recorréncia da ulcera duodenal em criancas infectadas. Tém sido publicados poucos estudos
envolvendo criancas para investigar a prevaléncia do HP em dlcera péptica (PACIFICO et
al., 2010).

O percentual preciso de infeccdo por HP como causa de Dispepsia ndo-ulcerosa ou
funcional tem sido um dos debates mais controversos na comunidade meédica, desde a sua
descoberta (PACIFICO et al.,, 2010). Os genotipos das cepas de HP que infectam a
populacdo pediatrica com e sem dor abdominal na auséncia de Ulcera sdo largamente
desconhecidos no mundo (SINGH et al., 2003).

O cancer gastrico (CG) é o quarto tipo de cancer mais comum no mundo, é a segunda
causa mais comum de morte por cancer (700.000 casos por ano); Quase 2/3 desses casos
ocorrem em paises em desenvolvimento, sendo 42% somente na China (PARKIN et al,
2005). Embora, nos ultimos anos, venha ocorrendo um declinio na incidéncia do CG em
varios paises, inclusive no Brasil, ele ainda causa a morte de aproximadamente um milh&o
de pessoas e é considerado um sério problema de saude publica (CALCAGNO et al, 2008).
O céancer gastrico € uma doenca multifatorial, entre os fatores envolvidos na carcinogénese
gastrica, destaca-se a infeccdio por HP (LIMA & RABENHORST, 2009;
MALFERTHEINER et al., 2013), que desde 1994 é considerado pela Organizagdo
Mundial da Saide (OMS) um agente carcinogénico do tipo | (LIMA & RABENHORST,
2009). A infeccdo por HP aumenta cerca de seis vezes a incidéncia desse tipo de céncer
(VENKATESHWARI et al, 2011). Entre os fatores patogénicos da bactéria que aumentam o
risco de cancer gastrico os mais importantes sdo o cagA e vacA (MALFERTHEINER et
al., 2013). Em relacdo as malignidades géstricas associadas ao HP na infancia, tem poucos
casos de Linfoma géastrico (MALT) e em relacdo ao adenocarcinoma ndo ha relato
(PACIFICO et al, 2010).

A relacéo entre HP e DRGE ¢é controversa. A maioria dos estudos mostra que a infeccao

com HP protege contra o desenvolvimento da DRGE ou pode reduzir sua severidade, no
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entanto, alguns poucos estudos sugerem que o HP pode agravar a DRGE (GHOSHAL &
CHOURASIA, 2010).

Apds uma descricdo pioneira por Gasbarrini et al. (1998) a associacdo entre HP e PTI
obtiveram formal reconhecimento com recomendacdo de que o HP deve ser investigado e
tratado em pacientes com PTI (PELLICANO et al., 2009). Os efeitos da erradicacdo do HP
em criangas com PTI sdo diferentes daqueles observados nos adultos. Em revisdo por
Pacifico et al (2010), conclui-se que a relagdo entre PTI e HP em criancas requer futuras
investigacGes com estudos controlados e randomizados com suficiente amostra, controle e
diferentes grupos étnicos populacionais.

A ligacdo entre HP e retardo de crescimento permanece ténue (MOURAD-BAARS,
HUSSEI & JONES, 2010). Estudos mais recentes mostram que ha discussdo em andamento
sobre a associacdo entre HP e retardo do crescimento. Nos ultimos anos 2 estudos foram
adicionados a esse tema, ambos ndo sustentam um percentual de HP na falha de crescimento
na crianca (KINDERMANN & LOPES, 2009).

Em adicdo as causas ja conhecidas de anemia ferropriva, nas Ultimas décadas a
associacdo entre HP e anemia ferropriva tem se estabelecida (PACIFICO et al., 2010). Em
revisao realizada por Huang et al. (2010), concluiu-se que a erradicacdo do HP associada a
administracdo de ferro é mais efetiva que administracdo somente de ferro para o tratamento
da anemia ferropriva em pacientes com infec¢do por HP e, ainda que pacientes com anemia
ferropriva refrataria devem ser considerados para investigacao e tratamento de HP.

Revisoes sistematicas indicando o efeito da terapia com antibiotico para pacientes com
urticaria cronica e infectados com HP revelaram que a resolugdo da urticaria foi mais
eficiente quando a terapia para HP foi realizada com sucesso (WEDI et al., 2009).

Conforme Pacifico et al. (2010), parece existir uma relacdo inversa entre a infeccéo
por HP e asma, especialmente em crian¢as, no entanto mais estudos sdo necessarios para
esclarecer a associacdo entre asma e 0 comportamento do HP em criancas de paises

desenvolvidos e em desenvolvimento.

1.1.4 Transmissao
A infecgédo pelo HP, em paises desenvolvidos, ocorre ap0s os trés ou cinco anos de
idade; ja em paises em desenvolvimento, criangas com menos de um ano podem estar
contaminadas (LADEIRA, SALVADORI & RODRIGUES, 2003; CANDELLI et al., 2004).
Estudos tem demonstrado que a familia tem uma importante funcdo na transmisséo da

infeccdo. Conforme Azevedo, Huntington & Goodman (2009), a transmissao intrafamiliar por
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contato direto pessoa-pessoa tem sido o maior modo de transmisséo (LADEIRA,
SALVADORI & RODRIGUES, 2003).

A transmissao direta pessoa-pessoa pode ocorrer via fecal-oral, gastro-oral ou ora-oral.
As tonsilas tém sido propostas como um reservatorio extra-gastro-duodenal para a bactéria,
mas um Unico estudo demonstrou que a remoc¢do das tonsilas ndo afetou o risco de
transmissdo do HP (AZEVEDO, HUNTINGTON, GOODMAN, 2009). Atualmente os
mecanismos de transmissdo favoraveis parecem ser a via fecal-oral e gastro-oral (TAN &
WONG, 2011).

1.1.5 Diagnéstico

Uma variedade de testes para deteccdo do HP tem sido descritos, eles sdo divididos em
testes invasivos e testes ndo invasivos. Os métodos ndo invasivos compreendem a pesquisa
de anticorpos anti HP em amostras de soro, urina e saliva, a pesquisa de antigenos de HP nas
fezes e o teste respiratorio com uréia marcada com carbono-13, isétopo ndo radioativo.
Métodos diagndsticos invasivos requerem bidpsias endoscopicas e incluem teste rapido da
urease, exame histoldgico e cultura (MONTEIRO et al., 2009; KOLETZKO et al.,2011).

Métodos auxiliares incluem imunohistoquimica, hibridizacdo in situ e reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) (ZSIKLA et al., 2006). Os métodos baseados em biologia
molecular sdo considerados testes altamente sensiveis e especificos, e muitas técnicas de
PCR tem sido desenvolvidas para detec¢cdo do DNA do HP na saliva, fezes e em biopsias
gastricas (RIBEIRO et al., 2007).

A PCR permite a deteccdo direta da presenca do HP a partir de bidpsias gastricas a
fresco, congeladas ou fixadas em parafina (FRANCISCO JUNIOR et al., 2004; ZSIKLAS,
2006). Nos ultimos anos, a PCR tem sido usada, também, para genotipagem do HP, o que

tem contribuido para discriminacao das diferentes cepas (MONTEIRO et al,2010).

1.1.6 Tratamento

Vérios guidelines para o tratamento da infeccdo por HP estdo disponiveis no mundo
(SHIOTA & YAMAOKA, 2010). Conforme Asaka, et al. (2009), a erradicacdo para o HP
ndo é somente nos casos de Ulcera gastrica ou duodenal, mas também para tratamento e
prevencdo de doencas associadas a bactéria como cancer gastrico, bem como para impedir a
extensdo da infeccéo.

No entanto, apos mais de 20 anos de experiéncia em tratamento do HP, ainda ndo ha

um Esquema terapéutico ideal. O regime medicamentoso mais utilizado € a terapia com
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claritromicina, amoxicilina e um inibidor de bomba de prétons (MACHADO, SILVA &
VIRIATO, 2008). Porém, grandes estudos de triagem clinica e metanalises tem mostrado
que a maioria dos esquemas de primeira linha usados tem falhado em mais de 20% dos
pacientes, devido a intervencdo de fatores como aderéncia ao tratamento e a resisténcia
antibidtica (GISBERT, 2009; O’CONNOR, GISBERT & O’ MORAIN, 2009). Em
metanalise por Suzuki et al, citado por Amjad et al.(2010), observou-se que a falha
terapéutica foi mais elevada nos pacientes cagA positivo quando comparados aos pacientes

cagA negativo.

1.2 Virus Epstein-Barr (VEB)
1.2.1 Consideracdes Gerais

O VEB é um virus da familia herpesviridae com genoma composto de fita dupla de
acido desoxirribonucleico (DNA) e cosmopolita (TANAKA, 2012). E uma das viroses mais
comuns em humanos, aproximadamente 90% da populacdo mundial € infectada,
predominantemente estabelece infeccdo latente em linfocitos B e células epiteliais
(ELZBIETA; BRONIARCZYK & GOZDZICKA-JOZEFIAK, 2011). O VEB foi
originalmente descrito por Epstein e colaboradores (1964) a partir de investigacdes realizadas
em cultivo in vitro de amostras suspeitas de linfomas enviadas por Burkitt, nos quais através
da microscopia eletronica, foi possivel identificar a presenca de um virus com morfologia
tipica dos virus do grupo Herpes. Coube a Henle & Henle (1966) a utilizacdo da técnica de
imunofluorescéncia indireta nos primeiros estudos soroepidemioldgicos com VEB. Em 1968,
com base na soroconversao, esses autores descreveram a associacdo do virus a mononucleose
infecciosa, achado que, posteriormente, seria confirmado por outros estudos (MONTEIRO,
2010). Na década de 1980, o VEB foi associado ao linfoma ndo Hodgkin e a leucemia de
células pilosas, em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Desde
entdo, o VEB tem sido identificado em vérios tumores, incluindo as sindromes
linfoproliferativas de celulas B, o linfoma de células T e a doenca de Hodgkin. Em 1997, o
VEB foi classificado pela International Agency for Research on Cancer, como um
carcindgeno de grau | (SILVA & ZUCOLOTO, 2003).

Dois tipos de VEB ja foram isolados e caracterizados, inicialmente designados A e B
com base na expressdo de sequéncia génica e habilidade de transformacdo do linfécito B
infectado, posteriormente uma nova classifica¢do foi proposta, denominando-os de tipos 1 e 2

com base na nomenclatura dos herpesvirus (MONTEIRO, 2010).
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Como outros herpesvirus, o VEB tem a capacidade de produzir infecgdo latente, que
periodicamente se reativa, produzindo trés formas de laténcia. A importancia dessa reativagéo
de laténcia esta no fato da maioria dessas infec¢Bes serem adquiridas na infancia e na hipétese
do surgimento, no futuro, de cancer nos adultos (CARVALHO, 2006).

A transmissdo é mediada pela saliva, principalmente pelo beijo, possivelmente por
perdigotos. Inicialmente, o VEB infecta células epiteliais da orofaringe, nasofaringe e
glandulas salivares. Posteriormente, os virus disseminam-se para o0s tecidos linfoides
subjacentes infectando o linfocito B, que representa o principal reservatério viral. Durante a
infeccdo primaria, os virus presentes na saliva podem também penetrar nas criptas de
estruturas linfoepiteliais, atravessando uma fina camada superficial de células epiteliais para
alcancar diretamente os linfocitos subjacentes (LIMA, 2006). Em contraste com estudos
realizados in vitro, ainda ndo se estabeleceu in vivo, o local da replicacdo do VEB. A
mononucleose infecciosa e a leucoplasia pilosa oral sdo utilizados como modelos para estudo
do mecanismo de replicagcdo do virus. As tonsilas parecem ser candidatas para o sitio de
replicacdo do VEB (DIAS et al.,2009).

A exposicdo ao VEB via secrecdo oral ou sangue é um gatilho para o inicio da infecgédo
de linfécitos B da cavidade oral e células epiteliais. A manifestacdo clinica da mononucleose
acontece 5 a 7 semanas apds o contato. Porém existem poucos dados sobre 0s eventos virais e
imunolégicos durante o periodo de incubacdo (TANAKA, 2012).

1.2.2. Fisiopatogenia

A infecgdo priméria comecga na cavidade oral (Figura 4). Com a entrada do virus a
célula segue a ocorréncia de duas possiveis formas de infeccdo denominada de infeccéo litica
e infeccdo latente. O VEB se liga a células B via ligacdo da proteina viral GP350 para CD21
sobre as células B. Em células epiteliais que faltam CD21, a proteina BMRF-2 do VEB
interagem com integrinas (205, 219, 220), e proteinas gH/gL do virus desencadeando a fuséo
via interacdo com integrinas ovf6/8 (ODUMADE, HOGQUIST & BALFOUR JUNIOR, 2011).
Durante a infec¢do litica 0 DNA do VEB incorpora-se ao genoma do linfdcito, sendo
transcrito e replicado no nucleo. O primeiro gene a ser expresso é o BZLF (Left-ward open
reading frame 1, BamHI Z) que age como gatilho para a replicacdo viral, resultando na
producéo de outras proteinas como BHRF1 (Right-ward open reading frame 1, BamHlI), que é
responsavel pela producdo das enzimas DNA-polimerase e timidina-quinase. Outras proteinas
sdo produzidas, tais como os antigenos do capsideo viral (Capsid viral antigen-VCA),

antigenos precoces (Early antigen-EA) capazes de romper células latentemente infectadas
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pelo VEB e iniciar a replicagdo viral litica. Apés a infeccdo inicial, o DNA do VEB
permanece no nucleo do linfocito como DNA epissomal, circular. Em infeccBes in vitro
ocorre a transformacdo dos linfocitos B em linhagens linfoblasticas de crescimento
permanente (MONTEIRO, 2010).
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Figura 4. Infeccdo por VEB em individuos saudaveis. A infecdo primaria comeca na cavidade oral.
VEB usa diferentes glicoproteinas para infectar as células epiteliais e células B naive. A entrada viral
resulta em transporte do genoma VEB dentro do nucleo das células B, onde ocorre a replicagéo por
polimeros de DNA viral e celular. Os produtos de genes do VEB ativam o crescimento de células B
resultando em proliferacdo de células linfoblastdides, ativacdo de células T pela presenca de antigenos
ocorre em paralelo. Normalmente, estas células linfoblastdides sdo destruidas pelos linfocitos T
citotoxicos. Uma vez na circulacdo, células B de memdrias previamente ativadas podem continuar
com a replicacédo litica ou entrar em fase de laténcia. Por ultimo, como as células recirculam entre
compartimentos oral e periféricos, células B podem ser ativadas, resultando reativacdo viral e
replicacdo.

No estado epissomal, o VEB é descrito como latente, sendo replicado apenas durante a
mitose da célula hospedeira. Apesar de seu genoma poder codificar cerca de 100 genes, pode-
se verificar a expressao de até 12 genes durante a laténcia, dependendo do tipo celular ou do
estado imunoldgico do hospedeiro (LIMA, 2006). Os produtos desses genes incluem seis
antigenos nucleares do VEB (EBNAs 1, 2, 3A, 3B e 3C e EBNA-LP), trés proteinas latentes
de membrana (LMP-1, LMP-2A e LMP-2B), duas pequenas moléculas de RNA (EBER-1 e 2)
(IWATA etal., 2010; CHEN et al., 2012). A deteccdo dos marcadores de infeccdo latente
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varia de doenca para doenga, seguindo 4 tipos de expressdo, a laténcia | que é encontrada no
Linfoma de Burkitt e carcinoma mamario, € limitada aos genes EBNA1 com ou sem a
expressao dos genes EBERs, a laténcia Il que é caracteristica do Linfoma de Hodgkin,
carcinoma nasofaringeal, inclui LMP 1 e 2 adicionalmente, a laténcia Il que esta associado as
desordens linfoproliferativas pos transplantes, é definida pela expressdo do gene EBER e
todos as seis proteinas EBNA e as duas proteinas LMP e a laténcia IV que se associa ao
portador saudavel e é definida pela expressdo do LMP 1 e 2 e os genes EBERs (SILVA &
ZUCOLOTO, 2003).

O EBNAL1 é essencial para a persisténcia e replicacdo do genoma do VEB em células
com infeccdo latente, é também a Unica proteina viral consistentemente expressa em todos 0s
tecidos malignos associados ao VEB ( CHEN et al., 2012). A proteina do antigeno nuclear 1
(EBNA-1) liga-se ao DNA viral fazendo com que o0 genoma do virus permaneca na célula
infectada como um epissomo circular e a expressdo da LMP-1 em individuos
imunodeprimidos pode induzir a transformacdo de linfocitos B e o surgimento de processos
linfoproliferativos (DIAS et al., 2009). Recentemente tem sido mostrado que a EBNAL induz
instabilidade genémica e a lesdo de DNA mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS)
(CHEN et al., 2012).

1.2.3. Doengas Associadas ao VEB

O VEB causa um variado espectro de doencas desde a mononucleose infecciosa até o
linfoma de células B (ZELLOS et al., 2013)° A mononucleose infecciosa é causada pela
infeccdo aguda do VEB. Tem sido relatado que aproximadamente 90% dos casos de
mononucleose sdo causados pelo VEB. Em paises industrializados hé& grande possibilidade de
desenvolver mononucleose se a infeccdo por VEB ocorre na segunda década de vida. Em
paises em desenvolvimento a primeira infeccdo é mais frequente na primeira década de vida
(SALDANA et al., 2012).

Além da mononucleose, 0 VEB esté associado ao Linfoma de Burkit (LB), carcinoma
faringeal, linfoma de células T e células Natural Killer e carcinoma gastrico, doengas
autoimunes como lupus eritematoso e esclerose maltipla. (DIAS et al., 2009; ELZBIETA,
BRONIARCZYK & GOZDZICKA-JOZEFIAK, 2011).

O LB foi a primeira neoplasia em humanos associada a um virus oncogénico e desde
entdo é considerado um paradigma na etiopatogenia dos linfomas. Apresenta duas formas

distintas: a forma endémica e a esporadica (KLUMB, 2001). Em paises africanos como
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Uganda, no cinturdo do linfoma, a associacao de LB com VEB é muito forte (97%), na Franca
e Estados Unidos 10 a 15 % dos LB estdo associados ao VEB (WHO, 2013).

Carcinoma gastrico associado ao VEB representa aproximadamente 10% dos
carcinomas no mundo, no entanto a proporg¢do varia de um pais para outro, sendo o percentual
de 1,3 a 20,1% (CHEIN, 2012). No Brasil, a frequéncia da infec¢do por VEB varia de 8 a
11,3% nas amostras de Cancer Gastrico estudadas (LIMA, 2006).

1.2.4. Diagndstico

Na maioria dos casos de Mononucleose infecciosa, o diagndstico é feito com base na
triade febre, faringite e linfonodomegalia por 1 a 4 semanas. Testes soroldgicos incluem testes
especificos e ndo especificos (CDC, 2012).
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Figura 5. Cinética dos anticorpos VEB especificos e carga viral na mononucleose infecciosa. O grafico
mostra a evolucao da replicacdo viral e anticorpos VEB especificos mensurados por ELISA durante a
infeccdo priméaria. Na apresentacdo, o0 VEB pode ndo ser detectado no sangue, mas & geralmente
encontrado em grande quantidade na cavidade oral. O virus desaparece do sangue mais rapidamente
gue no compartimento oral. A replicagdo viral oral pode persistir por meses e recuar
intermitentemente por anos na maioria dos adultos saudaveis. No inicio da doenca, a maioria dos
pacientes tem anticorpos IgM para 0 ACV do VEB; Estes declinam entre 2 e 6 meses apés a infec¢éo.
Os anticorpos IgG para o ACV podem ser detectados tdo precocemente como durante as 2 primeiras
semanas de doenga. Essencialmente 100% dos pacientes tem IgG para 0 ACV detectdveis durante a
convalescéncia e persiste por toda a vida. Anticorpos IgG para EBNAL ndo se desenvolvem até 3 a 6
meses apos a infeccdo mas persiste por toda a vida.
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Dentre os testes especificos para detectar o VEB encontra-se a imunofluorescéncia
indireta que distingue infeccdo aguda, periodo de convalescéncia e infeccdo prévia. Na
infeccdo aguda ha anticorpos IgM contra o antigeno do capsideo e auséncia de anticorpos
IgG contra o antigeno latente EBNA1. Os anticorpo IgG contra o antigeno do capsideo viral
podem estar presentes mas em menor quantidade do que o IgM. Na convalescéncia ha
diminuicdo do anticorpo IgM e aumento do 1gG, que podem persistir indefinidamente (Figura
5) (TANAKA, 2012).

Diversas técnicas moleculares estdo sendo utilizadas para a demonstracdo da presenca
do VEB, como por exemplo, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a HIS. A HIS para
deteccdo do RNA viral EBERs € o padrédo ouro para detectar VEB em tecidos (ODUMADE et
al., 2011).

1.2.5. Tratamento

N&do ha tratamento especifico para a mononucleose, apenas se trata os sintomas.
Nenhuma droga antiviral ou vacina é recomendada (CDC, 2012).

1.3 Justificativa

Apesar da descoberta recente do HP, seu estudo tem sido considerado um dos mais
importantes temas da atualidade. Sua descoberta revolucionou o tratamento da doenca
ulcerosa péptica, no entanto, muitos aspectos sobre seu diagndstico e tratamento continuam
obscuros. Além disso, o potencial carcinogénico do HP, demonstrado em diversos estudos, 0
torna objeto de grande importancia para pesquisas cientificas.

A descoberta de fatores de viruléncia distintos, levando a diferentes graus de
inflamacdo da mucosa gastrica abre a perspectiva de investigacao a fim de conhecer os mais
prevalentes em criancas, haja vista que a infecgcdo primaria, geralmente, ocorre na infancia.
No Brasil, onde a aquisi¢cdo de HP ocorre, na maioria das vezes, precocemente na infancia,
em especial na populacdo de baixo nivel sdcio econdmico, estudos dessa natureza sdo
escassos. Com relacdo ao VEB, em virtude de suas conhecidas implicagfes é importante
conhecer sua prevaléncia na faixa etaria pediatrica e sua correlacdo com a prevaléncia de

Helicobacter pylori.
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1.4 Objetivos
1.4.1 Geral

o Verificar a prevaléncia de infeccdo pelo Virus Epstein-Barr e por Helicobacter

pylori em criancas e adolescentes.
1.4.2 Especificos

e Correlacionar os achados endoscopicos e histopatoldgicos a infeccdo por
Helicobacter pylori;

o Verificar a prevaléncia do fator de viruléncia cagA positivo nos pacientes com
Helicobacter pylori;

¢ Correlacionar o fator de viruléncia cagA aos achados histopatoldgicos nos pacientes
com Helicobacter pylori;

o Verificar a correlacdo entre infeccdo por Helicobacter pylori e virus Epstein-Barr em

criancas e adolescentes.
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2. CASUISTICA E METODOS
2.1 Tipo de pesquisa

Estudo descritivo, do tipo transversal tendo sido submetido a aprecia¢do do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satde da
Universidade Federal do Para (UFPA), (Protocolo 35/2010) (ANEXO A). A coleta das
amostras foi iniciada apds aprovacdo do CEP e autorizagdo dos pais ou responsaveis dos
pacientes estudados, por meio de termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE
A).

2.2 Local e periodo do estudo
A pesquisa foi realizada no Servico de Endoscopia Digestiva do Hospital Amazdnia e
ENDOCLINE, em Belém-Para, no periodo de julho/10 a junho/11.

2.3 Populacéo e amostra do estudo

A populacao foi composta de pacientes atendidos no Servico de Endoscopia Digestiva
do Hospital Amazénia e ENDOCLINE. Foram utilizados fragmentos de mucosa géastrica de
pacientes com faixa etdria entre 12 meses e 19 anos de idade atendidos nos referidos
Servigos.

A amostra foi composta pelos pacientes que preencheram os critérios de inclusdo.

2.4 Critérios de incluséo e excluséo

Foram incluidos no estudo pacientes com idade de 12 meses a 19 anos de idade,
encaminhados para endoscopia digestiva alta (EDA) para esclarecimento de manifestacdes
clinicas relativas ao trato digestivo alto. Foram excluidos os pacientes com idade inferior a
12 meses ou maior ou igual a 20 anos; pacientes que receberam terapia antimicrobiana,
bloqueador de receptores de H2, inibidores de bomba de prétons e/ou anti-inflamatorios néo
hormonais nos ultimos 30 dias antes da bidpsia; pacientes com hipertenséo portal recebendo
injecdo de escleroterapia ou ligadura de varizes; pacientes com impedimento anatémico a
EDA, com disturbios da coagula¢do, com doencas graves ou com sedacdo insuficiente ou

apresentando reacOes colaterais graves as drogas utilizadas para a seda¢ao ou anestesia.
2.5 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada durante onze meses, seguindo o cronograma definido

para seu desenvolvimento. Para o estudo foi elaborado formulério de pesquisa (APENDICE
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B) com as seguintes varidveis: nome, idade, sexo, procedéncia, diagndstico endoscépico,
histopatoldgico, Teste da Urease, cagA, hibridizacdo in situ para VEB. Foram coletados 2
fragmentos de mucosa antral e duodenal obtidos por EDA sendo os mesmos armazenados
em meio ALLPROTECT, acondicionados em caixa térmica até a chegada ao Laboratério de
Citogenética Humana do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal do
Pard (UFPA), quando foram armazenados em Freezer (Figura 6). Posteriormente 01

fragmento foi usado para pesquisa do HP e outro para pesquisa do VEB.

Pacientes encaminhado p/ EDA

Apresentacgao do Estudo e TCLE

Coleta: Nome’ sexo, idade’ EDA + BX (estabilizante A||pr0tect)

procedéncia.

Encaminhamento ao

Lab. Citogenética

Armazenado em Freezer

Figura 6: Fluxograma da coleta dos dados

Para classificagdo quanto a faixa etaria, foram considerados lactentes, os pacientes
menores de 2 anos ; pré-escolar foi considerado como individuo entre 2 e 6 anos de idade;
escolar como individuo entre 7 e 10 anos exclusive (PUCCINI & HILARIO, 2008) e
adolescente foi definido como individuo entre 10 e 19 anos de idade (WHO, 2013).

2.5.1. Endoscopia digestiva alta
Os achados endoscopicos foram classificados conforme Sistema de Sydney
(APENDICE C).

2.5.2. Histopatologia
Os achados histopatoldgicos foram classificados em gastrite cronica leve, moderada e
acentuada sendo a avalia¢do realizada por um unico Patologista de um Servigo Privado em

Fortaleza-Ceara.
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2.5.3. Laminas com cortes histologicos

Os cortes histoldgicos foram fixados em laminas para microscopia devidamente limpas
em acetona e tratadas com silano a 4%. Duas laminas de cada bloco foram obtidas para estudo

pelo método de HIS.

2.5.3.1. Hibridizacéo in situ

O método utilizado neste estudo foi adaptado do descrito por Bacchi et al. (1996). A
sonda utilizada, descrita por Shibata et al. (1991), apresenta uma seqiiéncia oligonucleotidica
de 30pb, biotinalada na extremidade 3 (5°-
AGACACCGTCCTCACCACCCGGGACTTGTA-3’), complementar ao RNA viral
EBER1. O método segue 0s seguintes procedimentos:

a) Desparafinacdo e hidratacdo das laminas — as laminas foram colocadas em estufa
pré-aquecida a 60°C, durante 120 minutos. Apos esse periodo, as laminas foram mergulhadas
em xilol aquecido a 60°C por 10 minutos. Posteriormente, foram submetidas a uma bateria de
xileno (I, 11 e 111) —alcool 100% (I, Il e 111) — alcool 80% — agua;

b) Blogueio da Peroxidase enddgena — as laminas foram mergulhadas em um borel

contendo perdxido de hidrogénio a 3%, por 20 minutos;

c) Digestdo enzimatica com proteinase K — a proteinase K em concentracédo final de
0,02 pg/uL, por 13 minutos;

d) Lavagem em agua com DEPC 0,1%;

e) Desidratacdo em gradiente de &gua e de alcool em concentracdo de 80%, 100% (1,
e 1);

f) Incubacdo com solucdo de pré-hibridizacdo — a solucdo de pré-hibridacdo consiste
em Solucdo de Denhardt (3,5 X); SSC (4,5X); EDTA (0,0075M); SDS (0,35%); DNA
desnaturado de esperma de salmio (75ug/uL); NaH,PO, (0,75%M); Sulfato de Dextrano
(10%), as laminas foram incubadas por 60 minutos a 37°C.

g) Incubacdo em solucdo de hibridacdo — a solucdo de hibridacdo consiste em
Solucdo de Denhardt (2X); Formamida (50%); Sulfato de Dextrano (2%); NaH,PO,

(0,002M); e sonda (0,3 ng/uL), por 16 horas em estufa a 37°C.
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h) Incubacdo das laminas com anticorpo anti-biotina (DakoCytomation®) (diluicdo
1:20), por 30 minutos;
i) Incubacdo com anticorpo anti-imunoglobulina (DakoCytomation®) (dilui¢éo
1:100), por 45 minutos;
j)  Revelagdo com cromégeno DAB liquido (3,3’ diaminobenzidine)
(DakoCytomation®), preparado conforme recomendacfes do fabricante;
k) Contra-coloracdo — as laminas foram mergulhadas em um borel contendo
Hematoxilina de Harris a 40%;
I) Desidratacdo em gradiente de agua — alcool — xilol;
m) Montagem com laminulas utilizando Balsamo do Canada.
Como controle foi utilizado lamina de fragmento gastrico sabidamente positiva para
VEB.
2.5.3.2. Critérios para andlise das laminas
Na analise das laminas foi admitida como marcacdo positiva a presenca de uma
coloracdo marrom caracteristica, adquirida pelo cromogeno ap6s oxidacdo, situadas nas
regides celulares previstas para cada alvo avaliado em contraste com o azul/violeta conferido
pela hematoxilina, constatada por microscopia Optica.
Na técnica de HIS, considerou-se positivo qualquer marcacdo nuclear em células
gastricas, independente do percentual de células marcadas.
2.5.4. Extragdo de DNA
A extracdo de DNA a partir das amostras de tecido gastrico foi realizada conforme o
protocolo estabelecido pelo kit da QiaAmp (Qiagen®). Posteriormente, 0 DNA extraido foi
armazenado no freezer -80°C.
2.5.5. Diagnostico de Helicobacter pylori

Para o diagnostico do HP foi realizado o teste de Urease em fragmentos de bidpsia

gastrica de todos os pacientes envolvidos no estudo. Uma biopsia de antro de cada paciente
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foi colocada em frasco contendo &gar uréia o qual permaneceu incubado a 37° C, por no
maximo 24 horas. O resultado positivo foi caracterizado pela mudanga da cor do meio de

ambar para rosea.

2.5.6. Determinacdo da presenca do gene cagA

A deteccdo da presenca do gene cagA foi realizada em fragmentos de mucosa gastrica
de todos os pacientes com HP, com a utilizacdo dos oligonucleotideos descritos por Covacci
et al. (1993) (Quadro 1). A reacdo de PCR foi realizada em 35 ciclos de amplificacdo, a etapa
de desnaturacao ocorreu por 1 minuto a 95°C, o anelamento por 1 minuto a 57°C e a extensdo
por 1 minuto a 72°C, com uma extensdo final de 15 minutos a 72°C.

Quadro 1: Oligonucleotideos utilizados na determinacdo dos genes urease e cagA

Gene Sequéncia
ureA (sense) 5’-GCCAATGGTAAATTAGTT-3’
ureA (antisense) 5’-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3’
cagA (sense) 5’-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3’
cagA (antisense) 5’TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT-3’

2.6. Analise de dados

Os resultados obtidos foram armazenados e organizados em planilhas do Microsoft
Excel® 2003 e foram analisadas nos programas Epi Info verséo 3.5.2 e SPSS Statistics 17.0.

Para andlise estatistica foram aplicados métodos descritivos e inferenciais. A estatistica
descritiva foi aplicada através da apresentacdo de frequéncia absoluta, frequéncia relativa e
medidas de tendéncia central (média aritmética, mediana, moda, minimo e maximo) e
medidas de dispersédo (desvio-padrao).

Realizou-se anélise estatistica inferencial para duas amostras, através dos testes Exato
de Fisher e G com correcdo de Williams. Fixou-se como nivel alfa de significancia valores

iguais ou menores a 0,05 (5%) para rejeicao da hipotese de nulidade.



3. RESULTADOS

Tabela 1 - Caracteristicas demogréficas dos pacientes em estudo, Belém/PA.

Frequéncia absoluta Frequéncia relativa

Variaveis demograficas %
0

Sexo

Masculino 26 40,6
Feminino 38 59,4
Total 64 100,0
Faixa etaria

Pré-escolar 18 28,1
Escolar 16 25,0
Adolescente 30 46,9
Total 64 100,0

Procedéncia

Belém 58 90,6
Interior do Estado 5 7.8
Macapa 1 1,6
Total 64 100,0

Tabela 2- Prevaléncia de Helicobacter pylori nos pacientes em estudo.

Frequéncia absoluta Frequénciarelativa
%

Variaveis

Teste da Urease

Positivo 34 53,1
Negativo 30 46,9
Total 64 100,0

Tabela 3- Prevaléncia de Virus Epstein-Barr nos pacientes em estudo.

Frequéncia absoluta Frequénciarelativa

Variaveis
%
EBV
Positivo 2 3,1
Negativo 62 96,9

Total 64 100,0
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Tabela 4- Achados endoscdpicos e histopatolégicos nos pacientes com HP.

Variaveis endoscopicas e histopatologicas Frequéncia  Frequénciarelativa
absoluta %
Gastrite a EDA
Sim 32 94,1
Nao 2 59
Total 34 100,0
Classificacdo a EDA
Gastrite enantematosa 25 73,5
Gastrite nodular 8,8
Gastrite erosiva 5,8
Gastrite erosiva e nodular 2,9
Gastrite enantematosa e nodular 1 2,9
Total 34 100,0
Ulcera a EDA
Sim (duodenal) 1 2,9
Nao 33 97,1
Total 34 100,0
Duodenite a EDA
Sim 3 8,8
Nao 31 91,2
Total 34 100,0
Histopatolégico de mucosa gastrica
Normal 1 2,9
Gastrite 33 97,1
Total 34 100,0
Estadiamento ao histopatoldgico
Gastrite leve 8 24,3
Gastrite moderada 18 54,5
Gastrite acentuada 7 21,2
Total 33 100,0

Nota: EDA - Endoscopia Digestiva Alta.
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Tabela 5 — Prevaléncia de cepas de HP cagA positivo nos pacientes com HP.

Variaveis Frequéncia Frequéncia relativa
absoluta %

cagA
Positivo 22 64,7
Negativo 12 35,3
Total 34 100,0
Tabela 6 - Associagdo entre cepas de HP cagA positivo e achados
histopatolégicos.

Variaveis cagA P

Positivo Negativo

Gastrite ao histopatolégico 0,3529*
Sim 22 (100,0) 11 (91,7)
Nao - 1(8,3)
Total 22 (100,0) 12 (100,0)
Estadiamento ao histopatoldgico 0,3525**
Gastrite leve 4 (18,2) 4 (36,4)
Gastrite moderada 12 (54,5) 6 (54,5)
Gastrite acentuada 6 (27,3) 1(9,1)
Total 22 (100,0) 11 (100,0)
Estadiamento ao histopatologico 2 0,3915*
Gastrite leve 4 (18,2) 4 (36,4)
Gastrite moderada/acentuada 18 (81,8) 7 (63,6)
Total 22 (100,0) 11 (100,0)

Nota: *Teste Exato de Fisher; **Teste G com corre¢ado de Williams.



Tabela 7- Caracteristicas dos pacientes em estudo, infectados com VEB.

Pacientes H pylori
Idade (anos) Sexo Histopatoldgico Urease CagA+
16 M Gastrite acentuada positivo negativo
18 F Mucosa normal negativo negativo

Tabela 8 — Correlagéo entre infeccao por Virus Epstein-Barr e HP nos pacientes

em estudo.
EBV
Teste da Urease _ :
Positivo Negativo
Positivo 1 (50,0) 33 (53,2)
Negativo 1 (50,0) 29 (46,8)
Total 2 (100,0) 62 (100,0)

Nota: *Teste Exato de Fisher; p = 1,00.
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Tabela 9-Caracteristicas dos pacientes com cepas de HP cagA positivo.

Pacientes H pylori
Idade (anos) Sexo Histopatoldgico Urease CagA+
15 M Gastrite moderada positivo Positivo
17 F Gastrite acentuada positivo Positivo
17 M Gastrite acentuada positivo Positivo
17 M Gastrite moderada positivo Positivo
15 F Gastrite acentuada positivo Positivo
13 F Gastrite moderada positivo Positivo
13 F Gastrite leve positivo Positivo
7 M Gastrite acentuada positivo Positivo
18 M Gastrite acentuada positivo Positivo
19 M Gastrite acentuada positivo Positivo
19 M Gastrite moderada positivo Positivo
6 M Gastrite moderada positivo Positivo
18,3 F Gastrite leve positivo Positivo
11 M Gastrite leve positivo Positivo
12 M Gastrite moderada positivo Positivo
10 F Gastrite moderada positivo Positivo
12 F Gastrite moderada positivo Positivo
13 F Gastrite moderada positivo Positivo
4 F Gastrite moderada positivo Positivo
9 M Gastrite leve positivo Positivo
11 M Gastrite moderada positivo Positivo
11 M Gastrite moderada positivo Positivo
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4. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram a prevaléncia de infec¢do por HP de 53,1%
e de infeccdo por VEB de 3,1%. O HP infecta aproximadamente 50% da populacdo mundial
resultando no desenvolvimento de gastrite (AGUDO, 2010; TALARICO;
MALFERTHEINER et al., 2013), dados esses semelhante aos observados nesta pesquisa
(Tabela 2 e 3). Em estudo no Brasil, Gatti (2006), encontrou 47 % de prevaléncia de infec¢édo
por HP em criancas e adolescentes, corroborando nossos achados. A infeccdo é comumente
adquirida na infancia, antes dos 5 anos de idade tanto em paises desenvolvidos quanto paises
em desenvolvimento. Raz8es porque criangas parecem ter maior risco para adquirir a infecgéo
que os adultos sdo desconhecidas (BURKER et al.). Conforme este autor o tipo de refeicdo
ingerida pela crianca entre 1 ano de idade até a faixa etaria escolar, associado a presenca da
mée ou os pais infectados seriam os principais fatores que facilitariam uma maior infecgcéo na
infancia.

A infeccdo pelo HP em criancas é frequentemente associada com o aspecto normal da
mucosa gastrica a endoscopia, contrariando os achados sempre encontrados na populacéo
adulta. A falta de resultados na EDA em criangas evidencia, portanto, a necessidade da
realizacdo da biopsia, mesmo em &reas de mucosa gastrica aparentemente normais (SOUZA
et al., 2001). Contudo, no presente estudo, a maioria dos pacientes com HP (94,1%)
apresentavam algum grau de gastrite, resultado semelhante ao observado em estudo de
Rodrigues et al. (2009), em que 96 % dos pacientes com HP apresentavam lesdo na mucosa
gastrica.

O achado endoscépico mais frequentemente observado em criancas com HP € uma
lesdo de aspecto nodular, localizada predominantemente no antro gastrico e caracterizado por
irregularidade, que se torna mais evidente quando recoberta por sangue oriundo do local da
bidpsia (BITENCOURT et al., 2006). Entretanto, discordando desse relato, em nossa
casuistica o achado endoscopico mais frequente foi a gastrite enantematosa (73,5 %) (Tabela
4). Duodenite foi detectada em 8,8 % dos pacientes e apenas um paciente apresentava Ulcera
duodenal. Souza et al. (2001 ) em estudo em Porto Alegre, encontrou 15,5% de prevaléncia
de duodenite em criangas com HP. Duodenite é frequente em paciente com gastrite por HP, e
pode preceder o desenvolvimento de Ulcera (KAWAKAMI & MACHADO, 2002). Infeccéo
por HP é a principal causa de Ulcera duodenal em criangas (BITENCOURT et al., 2006).
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Apos infeccdo inicial por HP, o paciente desenvolve gastrite aguda que pode resolver
espontaneamente, mas a maioria progride para gastrite cronica (TAN & WONG, 2011). Em
estudo de Rodrigues et al., (2009), 87,5% dos pacientes com HP tinham gastrite na analise
histopatol6gica, sendo 80% do tipo cronica moderada, resultados semelhantes aos detectados
no presente estudo (Tabela 4). A associacdo significativa entre a infeccdo pelo HP e os
achados anatomopatoldgicos tem sido evidenciada pela maioria dos estudos (RODRIGUES et
al., 2009).

O resultado clinico da infeccdo pelo HP € determinado pela complexa interagdo entre
fatores do hospedeiro e da bactéria (LADEIRA et al, 2003). O cagA é provavelmente o mais
importante fator de viruléncia (SULTAN,2009), foi o primeiro gene cepa-especifico
identificado na bactéria e esta fortemente associado ao risco para desenvolvimento de cancer
gastrico (LADEIRA et al., 2003). A relacdo entre o genétipo do HP e associacdo com a
evolucdo clinica ainda ndo é completamente entendida, as cepas predominantemente
encontradas em uma localizacdo geogréfica diferem quanto a estrutura genémica. Diversidade
genética nas cepas pode afetar a funcéo e antigenicidade dos fatores de viruléncia associados
a infeccéo bacteriana e consequentemente ao desfecho da doenca (AMJAD et al., 2010).

Em estudo de Gatti et al (2006) no Brasil, em criancas, a prevaléncia de cepas de HP
cagA positiva ficou entre 64 e 69 % , resultado similar ao encontrado no atual estudo (64,7%)
(Tabela 5). Na Europa, Hoaman et al., (2009), observou prevaléncia de cagA positivo de
22% em Portugal e 76% na Finlandia. Talarico et al., (2009) nos EUA, detectou prevaléncia
de cepas cagA positivo de 41%. Diferencas quanto a distribuicdo geografica dos fatores
genéticos do HP tem sido estabelecida, o que pode explicar as diferentes prevaléncias, no
entanto ha escassos estudos nas diversas regides geograficas envolvendo a populagédo
pediatrica. Apesar do interesse consideravel na epidemiologia molecular dos fatores de
viruléncia do HP, poucos estudos existem em criancas. Sabe-se que o gendétipo bésico
adquirido na infancia permanece por toda a vida (YAMAOKA, REDDY & GRAHAM,
2010).

O cagA, fator de viruléncia que recebe maior atencdo, possui efeitos celulares que
podem explicar porque pacientes com cepas cagA positivas desenvolvem maior resposta
inflamatdria e citocinas pro-inflamatoérias (RICK et al., 2010). Essa proteina é injetada na
célula hospedeira, via sistema de secrecdo do tipo 1V, induzindo alteraces na fosforilacdo de
tirosinas, nas vias de sinalizacdo e de transducdo da célula hospedeira, resultando em

rearranjos do citoesqueleto e alteracdes morfoldgicas que estimulam a célula a se espalhar e
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se alongar de maneira idéntica a produzida pelo fator de crescimento de hepatdcitos da célula
hospedeira (LIMA & RABENHORST, 2009). Estudos sugerem que infecgdes com cepas
cagA positivas induzem uma resposta inflamatoria com grande densidade de células
polimorfonucleares na mucosa gastrica e altos niveis de fator de necrose tumoral alfa e
gastrina, 0s quais sdo importantes marcadores na infeccdo por HP quando comparadas com
cepas cagA negativa (GAT et al., 2006). As cepas cagA positivo se associam a maior
intensidade de inflamacdo, maior densidade bacteriana, assim como evolugdo para atrofia
géstrica, Ulcera péptica e cancer gastrico (KAWAKAMI & MACHADO, 2002).

Neste estudo, todos os pacientes com cepas cagA positivo tinham alteracdo da mucosa
gastrica, com predominio de gastrite cronica moderada (Tabela 6). Esses achados sdo
similares aos encontrado por Gatti et al. (2006), Brasil, onde detectou-se maior prevaléncia
de cagA positivo em pacientes com gastrite em relacdo aos pacientes com mucosa gastrica
normal. Com relacdo a Ulcera péptica, apenas um caso foi observado nos pacientes em estudo,
sendo este cagA negativo, apesar de teste da urease positivo, diferindo pois, dos dados da
literatura. Em estudo de Vitoriano et al.(2011), Portugal, todas as criancas com doenca
ulcerosa péptica tinham cepas positivas para algum importante fator de viruléncia incluindo o
cagA, enquanto as criangas com doenca ndo ulcerosa tinham cepas negativas para 0S mesmos.
Em estudo de Rick et al. (2010), EUA, a prevaléncia de cagA positiva foi consideravelmente
mais elevada nos pacientes com doenca ulcerosa quando comparado aqueles com endoscopia
normal ou com gastrite, sendo que 0s pacientes com gastrite tiveram maior prevaléncia de
cagA positivo que os pacientes com mucosa normal.

A variacdo na prevaléncia do HP e cepas cagA positiva tem implica¢fes na incidéncia
das desordens associadas ao HP, incluindo doenca ulcerosa péptica e cancer gastrico. A
carcinogenese gastrica é complexa e multifatorial, mas o percentual de colonizacdo por HP
em criancas pode provavelmente predispor a prevaléncia de ocorréncia de lesdes pré-malignas
gastrica no futuro, em diferentes coortes (HOED et al., 2011).

Amoxicilina, tetraciclina, metronidazol e claritromicina sdo frequentemente usados,
combinados com inibidor de bomba de prétons ou sais de bismutos, para o tratamento da
infeccdo por HP. No entanto resisténcia antibiotica é frequentemente associado com falha na
erradicacdo (GARCIA et al., 2010). Muitos fatores tem sido implicados como causa da falha
de tratamento, incluindo penetracdo inefetiva do antibidtico & mucosa gastrica, inativagdo
antibidtica em baixo pH gastrico, falta de adesdo ao tratamento e emergéncia de resisténcia
adquirida dos antibiéticos ao HP (AGUDO et al., 2010). Em estudo de Khan et al.( 2012),
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com populacdo adulta, houve baixa prevaléncia de resisténcia ao metronidazol, ofloxacina e
amoxacilina em pacientes cagA positivo versus pacientes cagA negativo e maior prevaléncia
de resisténcia a claritromicina em pacientes cagA positivo versus pacientes cagA negativo.
Poucos séo os estudos correlacionando resisténcia antimicrobiana e cepas do HP em criangas,
mais estudos sdo necessarios para melhor esclarecimento. O conhecimento das cepas mais
frequentes nessa faixa etéria podera contribuir para a criacdo de protocolos clinicos de rastreio
e tratamento da infeccdo, haja visto que as indicacfes de tratamento, atualmente, ainda nao
estdo totalmente estabelecidas. Conforme o ultimo Guideline da Sociedade Européia de
Gastroenterologia, Hepatologia e Nutricdo Pediatrica (ESPGHAN, 2011), sdo indicacGes de
tratamento os casos de doenca ulcerosa gastrica ou duodenal associada a infeccdo por HP,
para 0s demais casos 0s beneficios e riscos do tratamento devem ser considerados, bem como
0s potenciais riscos da infeccdo bacteriana (KOLETZKO et al., 2011). Adicionalmente, o
conhecimento das cepas mais prevalentes, podera cooperar para as pesquisas envolvendo o
desenvolvimento de uma vacina contra a bactéria.

Com relacdo ao VEB, a prevaléncia encontrada neste estudo foi inferior a relatada na
literatura (Tabela 3). Em estudo em criancas com gastrite crénica em Moscou, Volynets et
al.(2004) observou 36,1% de positividade para o virus com a técnica de PCR. Ryan et al.
(2012), nos EUA em estudo com criancas pela técnica de HIS, encontrou 30% de prevaléncia
de VEB em mucosa gastrica com gastrite. Por outro lado, Carvalho (2006), em estudo no Rio
de Janeiro com 129 criangas através da imuno-histoquimica com o anticorpo anti-LMP1
observou negatividade na totalidade da amostra para o virus. O virus Epstein-Barr infecta
mais de 90% da populacdo mundial, tem variacGes geograficas na prevaléncia, sendo
extremamente elevada no Norte da Africa e baixa no Norte da Europa. O Brasil é considerado
um pais de endemicidade intermediaria entre aquelas duas regies (SILVA & ZUCOLOTO,
2003). O VEB tem sido implicado na patogénese de uma variedade de doencas, incluindo
10% dos adenocarcinomas gastricos. No entanto sua localizagdo em mucosa gastrica normal
ou com gastrite tem sido pouco explorada (RYAN et al., 2012).

Essas diferencas de prevaléncia mostram a necessidade de futuros estudos com emprego
de Técnicas de diagnostico mais sensiveis e especificas em populacdes pediatricas e
imunocompetentes, com maior “n” amostral, afim de se ter a real prevaléncia do virus em
nossa regido. As diferentes metodologias empregadas nos estudos prejudica comparacoes,
bem como o conhecimento da exata prevaléncia do VEB. Conforme Silva e Zucoloto (2003),

a deteccdo dos marcadores de infeccao latente varia de doenca para doenca, seguindo 4 tipos
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de expressdo. No caso de portador saudavel (laténcia IV), os marcadores expressos Sao:
LMP1 e 2 e os genes EBERs. Segundo Odumade et al. (2011), a HIS para detectar o EBER é
0 padrédo ouro para o diagnéstico do VEB em tecidos. No entanto sua sensibilidade tem sido
questionada uma vez que investigadores tem encontrado VEB por técnicas imuno-
histoquimica e molecular em amostras de tumores negativas para EBER (SHUKLA et al,
2011).

Shukla et al (2011), acredita que as diferencas geograficas sejam mais diferencas
metodoldgicas na deteccdo do VEB. Outro aspecto a ser considerado é o fato de que o
estomago ndo é o local de escolha para os linfécitos B imortalizados pela infecgdo pelo VEB.
A mucosa gastrica ndo parece possuir 0 mecanismo de homing necessario para 0
assentamento desses linfocitos infectados (CARVALHO, 2006).

A associacdo do VEB com varios tumores tem sido estabelecida desde a década de 70
(SILVA & ZUCOLOTO, 2003), no entanto pouco se sabe sobre a patogenia do virus em
pacientes imunocompetentes (DIAS et al., 2009). Tanto o VEB quanto o HP s&o classificados
como carcindgenos classe 1 pela OMS, e uma substancial fracdo de individuos se tornam co-
infectados na adultice. Esses dois patdgenos podem potencializar sinergicamente para causar
gastrite cronica perpetua (RYAN et al., 2012). O HP pode afetar a carga viral do VEB em
pacientes com CG e DUP. Em estudo na india, em adultos, foi encontrado importante
associacao de VEB e infeccdo por HP em pacientes com CG e DUP, fortalecendo a hipétese
do mecanismao sinérgico entre os dois patégenos (SHUKLA et al, 2011).

Entre os pacientes com VEB neste estudo, um apresentava mucosa gastrica com
gastrite, com urease positiva para HP enquanto o outro tinha mucosa gastrica normal com
urease negativa para HP (Tabela 7). Entretanto ndo se observou correlacgdo significante entre a
infeccdo por HP e o virus Epstein-Barr nos pacientes estudados, a baixa prevaléncia de VEB
nesta analise sugere que esse virus ndo é um agente etiologico das lesbes da mucosa gastrica.
No nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que relaciona estes dois agentes infecciosos
na mucosa gastrica de criancas e adolescentes do norte do Brasil (Tabela 8).

A infeccdo priméria pelo VEB ocorre tipicamente nos primeiros anos de vida ou na
adolescéncia e geralmente € assintomatica na maioria dos paises ndo desenvolvidos
(PARASKEVAS & DIMITROULOPOULOQS, 2005). Neste estudo os dois pacientes com
presenca de VEB na mucosa gastrica eram adolescentes, embora a pesquisa tenha sido feita

para infecgdo lactente, esses achados corroboram os dados da literatura (Tabela 7).
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O fator limitante deste estudo foi a baixa prevaléncia do VEB, talvez pelo tamanho da
amostra. Estudos com maior amostra, abordando presenca de HP e VEB em criancas no
Brasil sdo necessarios para definir se ha ou ndo correlacdo e caso haja conhecer as interagdes
entre os dois patdgenos gastricos mais comuns.

Referente ao HP, apds 29 anos da sua descoberta e uma explosdo de estudos a seu
respeito, muitas ainda sdo as duvidas sobre o mesmo. As indicacfes de triagem, tratamento e
0 esquema terapéutico sdo baseados na apresentacdo clinica. Um conhecimento mais exato da
patogénese da bactéria, incluindo as variadas cepas nas diversas faixas etarias em diferentes
regides do mundo contribuiria para indicagdes mais precisas de investigacdo diagndstica,

tratamento bem como o esquema terapéutico a ser usado.
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5 CONCLUSAO

A prevaléncia de Helicobacter pylori nas criancas e adolescentes deste tudo foi de
53%, resultado similar ao da literatura.

A prevaléncia do Virus Epstein-Barr nos mesmos pacientes foi 3,1%, inferior ao
relatado em outros estudos.

A maioria dos pacientes apresentavam gastrite a EDA e a analise histopatologica
(94,1% e 97,1% respectivamente) concordando com a literatura; o tipo de gastrite, a EDA,
entretanto diferiu do relatado pela literatura, com maior prevaléncia de gastrite tipo
enantematosa.

Cepas cagA positiva foram encontradas em 64,7% dos pacientes infectados com
Helicobacter pylori, achado semelhante aos encontrados em outras pesquisas no Brasil.

Todos os pacientes com cepas cagA positivas apresentavam gastrite ao exame
histopatol6gico, com predominio de gastrite cronica moderada.

N&o houve correlacdo significante entre infeccdo por Helicobacter pylori e Virus
Epstein-Barr nos pacientes estudados.

Embora a maioria dos achados nesse estudo esteja de acordo com os relatos da literatura,
evidenciou-se a necessidade de estudos com maior casuistica, envolvendo a populagdo
pediatrica imunocompetente, afim de melhor esclarecer se ha ou ndo correlacdo entre a

infeccdo por HP e VEB em nossa regiéo.
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APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACAO

O Helicobacter pylori é uma bactéria que pode infectar adultos e criangas, sendo que na
maioria dos pacientes ndo causara sintomas. No entanto um pequeno numero de pacientes
apresentara Ulcera no estomago (risco de 15%), e uma proporcdo ainda menor desenvolvera
cancer gastrico (risco de 0.1%). O risco de evolucdo para cancer gastrico depende do tipo
(genotipo) de Helicobacter pylori.

Vocé estd sendo convidado a participar dessa pesquisa a qual tem como objetivo saber a
prevaléncia dos marcadores genéticos do Helicobacter pylori em criancas e adolescentes. Para
tal, recolheremos alguns dados seus (nome, idade, sexo e procedéncia), bem como fragmentos
de suas bidpsias gastricas e duodenais coletados durante a Endoscopia Digestiva Alta (EDA), 0s
quais serdo utilizados para o diagnéstico do Helicobacter pylori e para pesquisa dos marcadores
genéticos associados ao mesmo. Informo que a indicacdo da EDA serad de responsabilidade do
médico assistente do paciente, ndo cabendo aos pesquisadores indica-la e, portanto, ndo terdo
responsabilidade com as complicacBes relacionadas a mesma. No que se refere a coleta das
bidpsias, o0 risco para o paciente serd a ocorréncia potencial de discreto sangramento local apos as
mesmas, 0 que em geral resolve espontaneamente, ndo necessitando de tratamento. O tratamento
do paciente, também, continuard a cargo de seu médico assistente, ndo tendo pois 0s
pesquisadores quaisquer responsabilidade quanto ao mesmo. Os resultados da pesquisa serdo
publicados no meio académico e cientifico, sendo resguardados o seu nome, endereco, filiacdo e
qualquer outro dado relacionado a sua identificacdo, a qual sob nenhuma hipotese sera divulgada.

Esta pesquisa podera beneficiar primeiramente vocé- que estara tendo a pesquisa do
Helicobacter pylori e dos marcadores genéticos associados a0 mesmo- € muitas pessoas porque a
prevaléncia destes marcadores sera estabelecida, o que podera contribuir para tomada de medidas
preventivas.

Sua participagdo nesta pesquisa € voluntaria, sendo lhe garantida a liberdade da retirada do
consentimento a qualquer momento podendo deixar de participar do estudo, sem qualquer
prejuizo. Vocé tera a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre qualquer
esclarecimento de eventuais ddvidas; e caso sinta necessidade, podera entrar em contato com 0
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Sadde da UFPA.

N&o existirdo despesas ou compensacdes pessoais para o participante em qualquer fase do

estudo, incluindo exames e consultas. Também n&o ha compensacédo financeira relacionada a sua
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participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela ser4 absorvida pelo orcamento da
pesquisa. Este termo foi elaborado em duas vias, sendo que uma via ficara com vocé e outra
arquivada com os pesquisadores responsaveis. Abaixo esta 0 consentimento livre e esclarecido
para ser assinado caso ndo tenha ficado qualquer davida.
Pesquisador

CONSENTIMENTO

Apoés ter sido satisfatoriamente informado pelo pesquisador, sobre o trabalho de pesquisa
intitulado: “Prevaléncia de marcadores cagA e alelos vacA em amostras de Helicobacter pylori
isoladas em criangas e adolescentes submetidas a endoscopia digestiva alta em clinica de
endoscopia digestiva em Belém, Pard, Brasil”, realizado sob a responsabilidade do Dr. Rommel
Mario Rodriguez Burbano e a Médica Kéatia Soares de Oliveira, concordo
GUE. ettt , crianca/adolescente pela qual sou responsavel,
participe do mesmo, sempre que se resguarde minha identidade e a de meu filho (a) se for o caso.

Fui esclarecido(a) sobre a coleta de dados do paciente e de que os fragmentos de biopsias
gastricas e duodenais coletados durante a Endoscopia Digestiva Alta (EDA) serdo utilizados para
o diagnostico do Helicobacter pylori, bem como para pesquisa dos marcadores genéticos
associados a0 mesmo, e que os resultados destes exames serdo utilizados para analise na
pesquisa. Estou ciente de que o Dr. Rommel Mario Rodriguez Burbano e a Médica Kétia Soares
de Oliveira estardo disponiveis para fornecer informacdes sobre o desenvolvimento da pesquisa e
gue posso retirar este meu consentimento a qualquer tempo, sem prejuizos ou perdas. Estou,
também, ciente de que o tratamento continuara a cargo do médico solicitante da EDA, ndo tendo
pois o Dr. Rommel Mario Rodriguez Burbano e a Médica Kétia Soares de Oliveira quaisquer
responsabilidades em relacdo ao mesmo.
Belém, ........ 0[RS de 2010

Assinatura dos pais ou responsavel

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP-CCS/UFPA)- Complexo de sala de
aula/CCS-sala 13-Campus Universitario, n 01, Guama-CEP: 66075-110-Belém-Para. Tel.:
3201-7735. E-mail: cepccs@ufpa.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA CELULAR

Nome: No.

Idade: Sexo: Masculino () Feminino ( )

Procedéncia : Interior( ) Regido metropolitana de Belém( ) Outros ( )

EDA: Ulcera gastrica () Ulcera péptica () Outros ( )
Gastrite:

Enantematosa ( ) Erosiva( ) Nodular ()

Histopatoldgico:
Gastrite Leve () Moderada( ) Acentuada( )
Ulcera péptica () duodenal ( )

Urease: positivo () negativo ()

HP CagA: positivo () cagA negativo ()

Pesquisa do EBV : positivo () negativo ()




APENDICE C- DIAGNOSTICO ENDOSCOPICO

Estémago - Classificacdo endoscopica de gastrite - Sistema de Sydney

Corpo
Enantematosa (0) (1+) (2+) (3+)
Erosiva (0) (1+) (2+) (3+)
Nodular (0) (1+) (2+) (3+)

Hemorragica (0) (1+) (2+) (3+)

Antro
Enantematosa (0) (1+) (2+) (3+)
Erosiva (0) (1+) (2+) (3+)
Nodular (0) (1+) (2+) (3+)
Hemorragica  (0) (1+) (2+) (3+)

Duodeno - Classificacao endoscépica de duodenite - Sistema de Sydney
Enantematosa (0) (1+) (2+) (3+)
Erosiva (0) (1+) (2+) (3+)
Nodular (0) (1+) (2+) (3+)
Hemorragica  (0) (1+) (2+) (3+)
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ANEXO A-PARECER DO CEP

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

N

Swersidade Fedsral de Paa

Carta Provisoria: 066/10 CEP-ICS/UFPA Belém, 22 de junho de 2010.

Ao Prof. Dr. Rommel Mario Rodrigues Burbano

Senhor Pesquisador,

Temos a satisfacao de informar que seu projeto de pesquisa PREVALENCIA DE
MARCADORES cagA E ALELOS vacA EM AMOSTRAS DE HELICOBACTER PYLORI ISOLADAS
EM CRIANCAS E ADOLESCENTES SUBMETIDAS A ENDOSCOPIA DIGESTIVA ALTA EM CLINIiCA
DE ENDOSCOCOPIA DIGESTIVA DE BELEM, PARA, BRASIL de CAAE 0026.0.073.000-10 e
parecer n° 034/10 - CEP-ICS/UFPA, foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Saide da Universidade Federal do
Para, na reuniao do dia 09 de junho de 2010.

Assim, Vossa Senhoria tem o compromisso de entregar a este CEP, no dia 20
dezembro de 2011, um relatério indicando qualquer alteracao que possa ocorrer apds a

aprovacao do protocolo.

Atenciosamente,

Prof. Dr.Wallace Raimiindd Araujo dos Santos.

Comité de Etica em Pesquisa em Seres (CEP-ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS - Sala 13 - Cidade Universitaria Professor José
da Silveira Netto, n° 01, Guama - CEP: 66075-110 - Belém-Para. Tel.: 3201-7735
e-mail: cepccs@ufpa.br/ Site: www.ufpa.br/ics



