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RESUMO

A infecgdo cronica da mucosa gastrica por H. pylori é a principal causa da gastrite cronica
(GC) implicado na patogénese da atrofia e da metaplasia intestinal (MI), condi¢des de risco
para o desenvolvimento do carcinoma gastrico (CaG). A infeccdo na infancia determina risco
de desenvolvimento do cancer gastrico justificando estudos comparados entre criancas e
adultos. O microrganismo modifica o turnover da mucosa gastrica induzindo
hiperproliferacdo e apoptose. No entanto, 0s mecanismos e vias operantes Nnos pProcessos
proliferativos e apoptoticos ndo sdo bem entendidos. Apesar de estudos mostrarem relagdo
entre carcinogenese gastrica e expressao da sintase de Oxido nitrico induzida (iNOS), ainda
ndo se sabe qual a correlagdo entre inflamacdo, apoptose e ativacdo desta enzima nas
condicdes de risco para transformacdo maligna associadas a infeccdo pelo H. pylori. Neste
trabalho investigamos as vias apoptdticas nas gastrites, na mucosa gastrica de criancas e
adultos e correlacionamos a intensidade e atividade da inflamagdo com expressao de iNOS e o
indice apoptdtico na mucosa gastrica em pacientes adultos com GC e GCA. Utilizamos
material retrospectivo e prospectivo de criancas e adultos biopsiados para o esclarecimento de
sintomas dispépticos. Amostras negativas e positivas para H. pylori foram classificadas de
acordo com as patologias de interesse (UD, GC e GCA). Estudamos por imunohistoquimica a
expressdo de proteinas pré-e anti-apoptéticas das vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose,
bem como a proteina iNOS e o marcador M30 CytoDeath, e quantificamos esta expressdo por
morfometria digital. Em criangas e adultos a via preferencial é intrinseca e hd expressdo
aumentada de proteinas pro-apoptoticas da via intrinseca (Bax e Bak) nos pacientes
infectados, além de expressdo compensatéria de proteinas anti-apoptoticas (Bcl2 e Bclx).
Além disso, Bak e Bax tiveram maior expressdo nas GCA em relacdo aos demais diagnosticos
levando a hipo6tese de que a apoptose nos casos de atrofia pode estar relacionada com a
susceptibilidade ao cancer. O indice de expressdo de iNOS foi maior nos pacientes H. pylori
positivos que naqueles negativos. Ndo houve diferenca nos indices apopt6ticos entre pacientes
H.pylori positivo ou negativo, ou na correlacdo estatistica entre o indice apoptético e o indice
de expressdo de iNOS nos pacientes infectados. Houve correlacdo entre o indice apoptético e
a intensidade da inflamac&o nos pacientes infectados.

Palavras-chaves: Helicobacter pylori, apoptose, cancer, gastrite, lcera.
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ABSTRACT

Chronic infection of the gastric mucosa by H. pylori is the main cause of chronic gastritis
(CG) also implicated in the pathogenesis of atrophy and intestinal metaplasia (IM). These
conditions are considered risk for developing gastric cancer (AGC) and it is assumed that
infection in childhood increases risk to gastric cancer, so comparative studies between
children and adults are justified. The organism modify the turnover of gastric mucosal
proliferation and inducing apoptosis. However, the mechanisms and pathways in proliferative
and apoptotic processes is not well understood. Although studies showed relationship between
gastric carcinogenesis and expression of nitric oxide synthase induced (iNOS) it is still
unknown if there is a correlation between inflammation, apoptosis and activation of this
enzyme in terms of risk for the malignant transformation associated with infection by H.
Pylori. In this study we investigated the apoptotic pathways in gastritis, gastric mucosa of
children and adults and correlated the intensity of inflammation, INOS expression and
apoptotic index in gastric mucosa in adult patients with GC and GCA. We used retrospective
and prospective material of children and adults biopsied for clarification of dyspeptic
symptoms. Negative and positive samples for H. pylori were classified according to the
pathologies of interest (UD, GC, and GCA). We studied by immunohistochemistry and
quantified by digital morphometry the pro and anti-apoptotic protein expression of intrinsic
and extrinsic pathways of apoptosis, as well as iINOS protein and the apoptosis marker M30
CytoDeath expression. In children and adults the preferred route is intrinsic and an increased
expression of pro-apoptotic proteins of the intrinsic pathway (Bax and Bak), in addition to
compensatory expression of anti-apoptotic proteins (Bcl2 and Bclx). Furthermore, Bax and
Bak expression was higher in GCA compared to other diagnoses confirming the hypothesis
that apoptosis can be related to susceptibility to cancer in long-term presence of mucosal
atrophy. The INOS expression was higher in H.pylori-negative patients than in the positive
ones. There was no difference in apoptotic indices between patients H. Pylori-positive or
negative or statistical correlation between the apoptotic index and the iINOS expression in
patients H.Pylori-positive. A correlation between apoptotic index and the intensity of
inflammation in infected patients was observed for mild and moderate degrees of gastritis.
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1- INTRODUCAO

O carcinoma géastrico (CaG) de tipo intestinal, mais comum nas populagdes de alto risco,
associa-se a gastrite cronica atrofica multifocal (GCA) em cujo quadro histologico se observa
metaplasia intestinal (MI) e displasia, consideradas lesdes de risco. Esta cascata de eventos
morfolégicos ocorre ao longo do tempo, mas as lesdes de risco surgem geralmente apds os 50
anos, pelo menos na nossa populacdo (CABRAL et al., 2006).

Fatores ambientais estdo relacionados com o desenvolvimento do CaG. A infeccdo por H.
pylori (FORMAN et al., 1991; PARSONNET et al.,1997; QUEIROZ et al.,1998) e a dieta
(CORREA et al., 1990; SOBALA et al.,1991) séo fatores de risco, mas 0S mecanismos nao
estdo bem esclarecidos. O aumento da proliferacdo celular, induzido direta ou indiretamente
na mucosa gastrica, associado ao aumento de radicais livres, altamente mutagénicos,
provenientes da atividade da inflamacdo sdo fatores geralmente associados ao papel do
microrganismo na carcinogénese gastrica (ARROYO et al.,1992; JONES et al.,1997). O
aumento luminal (no suco gastrico) das concentragdes de nitratos, nitritos e nitrosaminas
provenientes da dieta e eventualmente modificados por bactérias na luz gastrica nos estados
de atrofia e hipocloridria (CORREA et al., 1990), leva a danos estruturais e bioquimicos do
epitélio gastrico e tem sido relacionado ao aumento da apoptose na mucosa gastrica
(SOBALA et al.,1991). A persisténcia da reacdo inflamatoria a infeccdo por H. pylori implica
na formacdo de radicais livres de oxigénio e compostos nitrogenados derivados do éxido
nitrico (NO), que podem provocar danos as células, incluindo disfuncdo mitocondrial,
modificacdo da estrutura protéica e genotoxicidade (ARROYO et al.,1992; LAVAL &
WINK, 1994). Além disso, ha reducdo dos niveis de acido ascorbico, considerado um anti-
oxidante endégeno (DRAKE et al., 1996). Admite-se que no processo de carcinogénese
gastrica relacionado com a infeccdo por H. pylori ocorra desequilibrio entre os niveis de anti-
oxidantes e a producdo de derivados de NO. Estes compostos poderiam favorecer a apoptose e
contribuir para a atrofia ou, pelo contrario, inativa-la e assim desempenhar importante papel
na carcinogénese. Ha evidéncias que o 6xido nitrico leva a inativacéo do processo de apoptose
pela nitrosilagdo de proteinas pro-apoptéticas, permitindo a sobrevivéncia de células com
danos no DNA (JAISWAL et al., 2000).

Sabemos que a infeccdo por H. pylori altera a homeostase da mucosa gastrica por interferir no
balanco entre proliferacdo celular e apoptose (ANTI et al., 1998; CHEN et al., 1997; JONES
et al,, 1997; KONTUREK, PIERZCHALSKI et al., 1999; KRAJEWSKI et al.,1996;
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MAEDA et al., 2002; MOSS et al., 1996; MULLIS & FALOONA, 1987; PEEK, 2002;
SHIBAYAMA et al., 2001; SZABO & TARNAWSKI, 2000; SUZUKI & ISHII, 2000;
WAGNER et al.,, 1997; XIA & TALLEY, 2001; YANG et al.,, 2003). A apoptose esta
aumentada na infeccdo e o aumento da proliferacdo celular seria causado diretamente pela
acdo da proteina CagA na célula epitelial, e indiretamente, como resposta ao aumento da
apoptose (SZABO & TARNAWSKI, 2000; VAN GRIEKEN et al., 2003). A apoptose é
modulada por diferentes fatores, extrinsecos e intrinsecos, através de duas vias principais que
convergem para a ativacdo de caspases (ASHKENAZI & DIXIT, 1998; BOISE et al.,1993;
FROHMAN, 1990; KORSMEYER, 1995). A via extrinseca é mediada por fatores que se
ligam a receptores de morte na membrana citoplasmatica, como membros da familia de
receptores de TNF e FAS (ASHKENAZI & DIXIT, 1998; KORSMEYER, 1995). A via
intrinseca envolve a liberacdo de citocromo ¢ da membrana mitocondrial e tem, como
principais agentes, proteinas da familia Bcl2, como Bcl2 e Bclx (anti-apoptéticos), Bax e Bak
(pré-apoptdticos) (ADAM & CORY, 1998; BOISE et al., 1993; LIU et al., 1996.). Ao final
de décadas de infeccdo, a mucosa tenderia para a atrofia, que se associaria com MI (JONES et
al., 1997; KUIPERS, UYTERLINDE et al., 1995; XIA & TALLEY, 2001). Os estudos a
respeito da apoptose na mucosa gastrica infectada por H. pylori relatam seu aumento
(ADAMS & CORY, 1998; KONTUREK, BILANSKI et al., 1999; KRAJEWSKI et al.,1996;
MOSS et al., 1996; MULLIS & FALOONA, 1987; SHIBAYAMA et al., 2001; SUZUKI &
ISHII, 2000; WAGNER et al.,1997; YANG et al., 2003), mas sdo fragmentados e ndo
esclarecem aspectos relativos as vias envolvidas. Poucos estudos in vivo e in vitro tém
estudado a expressdo de proteinas e enzimas envolvidas nas vias extrinseca e intrinseca da
apoptose (MAEDA et al., 2002) e, quando o fazem, ndo analisam totalmente os fatores
envolvidos em cada uma das vias (ADAMS & CORY, 1998; ASHKENAZI & DIXIT, 1998).
Segundo alguns, a infeccdo por H. pylori desencadeia a apoptose através da via intrinseca,
relacionada com a acdo de radicais livres. Estes estudos demonstram subexpressdo de Bcl2
e/ou Bclx, proteinas anti-apoptdticas e superexpressdo de Bax e Bak, proteinas pro-
apoptoticas (CHEN et al., 1997; LIU et al., 1996). Entretanto, outros pesquisadores relatam
aumento de FAS e FAS-ligante, relacionados com a via extrinseca da apoptose, que pode ser
estimulada por diversos compostos lesivos ao epitélio, além de radicais livres (BAIK et
al.,1996; LIN, et al.,2001, MANNICK et al.,1996; SOBALA et al., 1991).

Estudos topogréaficos e de imunohistoquimica, desenvolvidos pelo nosso grupo em pacientes

com gastrite associada a H. pylori, demonstraram que a gastrite por amostras cagA-positivas
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acomete o antro e corpo distal, com atrofia e MI predominantemente na pequena curvatura
antral (CABRAL et al., 2006), onde se observaram, também, maiores indices de proliferacdo
celular. Nestes pacientes demonstramos super-expressao de Bax e Bak, relacdo significativa
da expressao de Bak com atrofia e MI e nenhuma relagdo com atrofia sem MI. A expressao de
proteinas pro-apoptoéticas foi significativamente mais intensa na pequena curvatura antral dos
pacientes infectados que no resto da mucosa, mas nesta regido observamos também aumento
da expressao de Bcl2 e Bclx, quando comparado ao resto da mucosa. O aumento de expressdo
de proteinas anti-apoptéticas foi interpretado como resposta a apoptose, porém mais estudos
sd80 necessarios, entre eles a determinagdo dos indices de apoptose e a determinagdo da

expressdo protéica por outros métodos que ndo apenas o imuno-histoquimico.

Considerando os dados da literatura, das nossas observacdes e resultados obtidos, diversas

questdes sdo levantadas:
a) A infeccéo por H. pylori desencadeia ambas as vias da apoptose?

b) O risco para o desenvolvimento do CaG relaciona-se com diferengas na apoptose e suas

vias de ativacao (intrinseca e extrinseca)?

c) Ha diferencas na apoptose e em suas vias de ativacdo quando se consideram pacientes,
aparentemente sem risco para desenvolver CaG, como os portadores de Ulcera duodenal (UD)
e aqueles com risco, como os portadores de GCA?

Nossa hipotese é que as vias de ativacdo da apoptose poderiam ser diferentes, quer se tratasse
de pacientes com infec¢do por H. pylori e UD ou pacientes sem UD com risco potencial de
desenvolver GCA e CaG, particularmente do tipo intestinal. Neste caso, tanto a infeccéo,
como outros fatores ambientais, entre eles a dieta, estariam envolvidos na apoptose, com
possibilidade de ativacdo de diversos mecanismos de ambas as vias, que seriam importantes

no desenvolvimento de atrofia.
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2- OBJETIVOS

Estudar as vias apoptoticas na infeccdo por H. pylori associadas com UD, GC, e GCA, na
mucosa gastrica de criancas e adultos. Correlacionar a intensidade e atividade da inflamacéo
com expressdo de iNOS e o indice apopt6tico na mucosa gastrica em pacientes adultos com
GC e GCA.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar se existe diferenca entre criancas e adultos na expressdo de proteinas e enzimas
envolvidos na apoptose, nos pacientes de gastrite crénica por H. pylori e naqueles associados
a UD:

a) Avaliar se existe uma via preferencial (extriseca ou intrinseca) de apoptose em pacientes

com GC associada a H. pylori em relacdo aqueles que desenvolvem UD.

b) Avaliar se o desenvolvimento de atrofia se relaciona com a ativacdo de uma via especifica

da apoptose.

2. Determinar o indice apoptético na mucosa gastrica de pacientes adultos com GC e GCA

associados ou nédo a infeccdo por H. pylori.

3. Estudar a expressdao de iNOS na mucosa gastrica de pacientes com gastrite crénica

associada a H. pylori e correlaciona-la com o indice apoptotico.
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3-REVISAO DA LITERATURA
3.1 Helicobacter pylori — Aspectos gerais

Helicobacter pylori € um dos microrganismos patogénicos mais antigos e proximos da
espécie humana. As primeiras pesquisas investigando a presenca da bactéria na mucosa
géastrica ocorreram na primeira metade do século XX (FREEDBERG & BARRON, 1940).
Seu estudo permaneceu negligenciado por muito tempo até que, em 1983, recebeu grande
impulso a partir do isolamento de microrganismos espiralados, denominados inicialmente

Campylobacter pylori, em bidpsias gastricas por Marshall e Warren (1983, 1984).

A bactéria apresenta forma espiralada, & gram-negativa e pode distribuir-se de maneira focal,
segmentar ou difusa ao longo da mucosa gastrica, localizando-se no interior ou sob a camada
de muco que recobre o epitélio de superficie do estbmago (WARREN & MARSHALL,1983;
SUERBAUM & MICHETTI, 2002). Atualmente, H. pylori habita o estdmago de,
aproximadamente, 50% da populagédo mundial (ALGOOD & COVER, 2006; FOX & WANG,
2007).

Apbs a identificacdo de H. pylori, iniciou-se uma nova era na compreensdo das doencas
gastroduodenais e estd demonstrada forte associacao entre H. pylori e gastrite cronica (GC),
Ulcera péptica duodenal (UD), carcinoma gastrico (CaG) e linfomas gastricos (MARSHALL
& WARREN, 1984; DRUMM et al., 1987, MARSHALL et al.,1988; BLASER,1990;
THOMSEN et al.,1990; FORMAN et al.,1991; NOMURA et al.,1991; PARSONNET et
al.,1991; PETERSON,1991; SATOH et al.,1991; BLASER, PEREZ-PEREZ et al. 1995,
KUIPERS, UYTERLINDE et al., 1995; WALKER & CRABTREE,1998; DRUMM et al.,
2000; GOLD et al., 2001; BLASER & ATHERTON, 2004; KATO & SHERMAN, 2005).

Ap0s constatar-se a relacdo entre a presenca de H. pylori na mucosa gastrica e a ocorréncia de
GC em adultos, essa relagdo foi notada também em criangas (MARSHALL & WARREN,
1984; DRUMM et al.,1987). Entretanto, criticos da idéia de que H. pylori teria um papel no
surgimento da gastrite, argumentaram que a bactéria, em vez de causar inflamacéo,
colonizava uma mucosa previamente inflamad, j& que, gastrite e Ulcera péptica duodenal séo
menos freqlientes em criancas que em adultos (MACARTHUR et al.,1995). Isto levou a
investigacdo do papel da infecgdo por H. pylori na populagdo pediatrica. Diversos estudos
demonstraram que H. pylori esta presente na maioria das criancas e adultos com GC e UD

assim como a observacao de que, apos a erradicagdo do microrganismo, ocorria a resolucéo
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da inflamag&o o que demonstrou a principal evidéncia do papel do microrganismo na etiologia
da gastrite e, posteriormente, na UD (MARSHALL & WARREN,1984; DRUMM et al.,1987;
LEE & HAZELL,1988; MARSHALL et al., 1988; THOMSEN et al.,1990; CARVALHO et
al.,1991; MACARTHUR et al.,1995; WALKER & CRABTREE, 1998; YEUNG et al.,
1990).

Existe variacdo na prevaléncia de infeccdo por H. pylori entre diferentes paises, faixas etérias
e niveis socio-econdmicos (MALATY et al. 1992, MALATY & GRAHAM 1994). Estudos
soroldgicos demonstraram que, nos paises em desenvolvimento com baixo nivel sécio-
econdmico e mas condi¢cdes de habitacdo e de higiene, criancas que vivem em residéncias
super-povoadas tornam-se mais susceptiveis a infeccdo (DRUMM et al.,1990; MALATY et
al., 1992; MALATY & GRAHAM, 1994).

A compreensdo da epidemiologia de transmissdo da bactéria H. pylori para/entre criangas
ainda é limitada. Acredita-se que tanto a via oral-oral quanto a fecal-oral possam ser
responsaveis pela transmissdo da doencga. A primeira hipotese é sustentada por estudos que
identificaram DNA bacteriano na saliva e placa dental de adultos e criangas através de PCR
(LUZZA et al., 1995; LUZZA et al.,1997). Outros estudos tém se debrucado sobre a pesquisa
de DNA do microrganismo nas fezes (THOMAS et al., 1992; KELLY et al., 1994; VAN
DOORN et al., 2001). Mas o mecanismo exato de transmissdo da bactéria continua
desconhecido, embora se sabe que a bactéria s6 consegue alcancar a mucosa gastrica pela
boca por se tratar de um microrganismo ndo invasivo (KODAIRA et al., 2002) e que a

transmissdo acontece, principalmente, intra familiarmente (MALATY, 2007).

Atualmente, admite-se que a infeccdo por H. pylori é adquirida predominantemente na
infancia e que, uma vez adquirida, persiste por décadas, seguida por um longo periodo de fase
de quiescéncia onde ha uma gastrite cronica de intensidade variavel mas com sintomas
minimos, ou seja, a maioria dos individuos infectados permanece assintomatico, mas a
infeccdo € raramente eliminada espontaneamente (BANATVALA et al.,1993; BLASER,
CHYOU et al., 1995; KUIPERS, THUJS et al.,1995; DRUMM et al., 2000; GOLD et al.,
2001; RODRIGUES et al., 2004; KATO & SHERMAN, 2005; FOX & WANG, 2007). Para
tal tm contribuido os fatores de patogenicidade da bactéria responsaveis pela colonizagdo, a
cronicidade da infeccdo e a lesdo da mucosa gastrica (MORAN, 1996; ATHERTON 1998).
Destacam-se, entre esses fatores, a ampla motilidade conferida pela morfologia espiralada e

flagelada (EATON et al.,1992), a intensa producdo da enzima uréase, que contribui para a



24

neutralizacdo da acidez do meio gastrico (EATON et al., 1991), e a capacidade de adesdo da
bactéria por meio de adesinas a receptores das células do epitélio gastrico (HESSEY et al.,
1990; ILVER et al.,1998).

H. pylori pode causar lesdo nas células epiteliais por meio da acao direta de fatores toxicos
tais como a citotoxina vacuolizante (Vac A) (ATHERTON et al., 1997) e a proteina CagA,
produzida pelas amostras virulentas que expressam o gene CagA (cytotoxin-associated gene
A) (CENSINI et al., 1996; ATHERTON 1998) e de outros produtos citotoxicos nocivos as

células epiteliais como a amonia (SMOOT 1997).

Em contrapartida, desenvolvem-se as respostas inflamatéria e imunitaria do hospedeiro de
acordo com as diferentes susceptibilidades individuais moduladas por fatores ambientais
(FIOCCA et al., 1994; ERNEST et al., 1999; DORRELL et al., 1998). Portanto, € de grande
importancia elucidar, na relacdo bactéria-hospedeiro, os fatores marcadores desta evolugdo

para tracar possiveis estratégias de prevencdo destas doencas.

H.pylori apresenta, entre suas amostras, grande diversidade genética que amplia suas
possibilidades de adaptacdo ao hospedeiro (JIANG et al., 1996; ATHERTON & BLASER,
2009). Ha enormes variacdes na distribuicdo geografica destas amostras entre diversos paises
e regides (CAMPBELL et al., 1997; COVACCI et al., 1999; LINZ et al., 2007) e,
consequentemente, na prevaléncia das doencas do trato gastrointestinal superior na populagéo
mundial (GENTA et al., 1995, ATHERTON & BLASER, 2009).

As amostras de H. pylori que expressam o gene cag A (cytotoxin-associated gene A)
apresentam uma regido multigénica em seu DNA que foi denominada “ilha de
patogenicidade” cag ou cag-PAI (“pathogenicity island”) (CENSINI et al., 1996). As
amostras cagA-positivas produzem a proteina cagA, um antigeno altamente imunogénico,
dirigido para o interior das células do epitélio gastrico onde provoca alteracdo nas vias de
transducdo de sinal (STEIN et al., 2000). Estas amostras estdo relacionadas a respostas
inflamatdrias acentuadas da mucosa gastrica (CRABTREE & WYATT et al., 1994; ANDO et
al., 1996) uma vez que induzem maior producéo e liberagéo de radicais livres de oxigénio, de
enzimas pro-inflamatdrias como cyclooxigenase-2 (COX-2) e 6xido-nitrico sintetase (iNOS),
do fator de necrose tumoral-alfa (TNFa), de interleucinas (IL) 1-i3, 2, 6 e 8, notadamente a IL-
8 que atua como potente fator quimiotatico e ativador de macrofagos e neutrofilos
(CRABTREE & FARMERY et al.,1994; ANDO et al., 1996; MANNICK et al.,1996;
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NAKAJIMA et al., 1997, FARINATI et al., 2003; KIM 2005). Além do mais, amostras
cagA-positivas sdo as maiscomumente observadas no carcinoma gastrico (BLASER, CHYOU
etal., 1995 b; PARSONNET et al., 1997; QUEIROZ et al., 1998).

Portanto, ha evidéncias de que fatores de viruléncia do H. pylori influenciam o tipo de
resposta inflamatéria e imunitéria do hospedeiro (CRABTREE & FARMERY et al.,1994;
CRABTREE & WYATT et al., 1994), o tipo de lesdo da mucosa (KUIPERS, THIJS et al.,
1995; KUIPERS, UYTERLINDE et al., 1995; SOZZI et al., 1998) e, conseqiientemente, 0
tipo de doenca que venha se estabelecer (BLASER, PEREZ-PEREZ et al., 1995; CORREA
1995; PARSONNET et al., 1997; SOZZI et al., 1998; QUEIROZ et al., 1998; FARINATI et
al., 2003).

3.2 Doencas Associadas a Infeccdo por H. pylori

Atualmente encontra-se bem estabelecido que a infec¢do cronica da mucosa gastrica por H.
pylori é o principal fator causal da GC, UPD e UPG (WARREN & MARSHALL, 1983;
MARSHALL & WARREN, 1984; MARSHALL et al.,1988; PETERSON, 1991; DIXON,
1994) estd implicada na patogénese da atrofia e da metaplasia intestinal (MI), lesdes ou
condicdes consideradas de risco para o0 desenvolvimento do carcinoma gastrico (CaG)
(CORREA 1992; CORREA 1995) e representa importante fator de risco para CaG
(FORMAN et al., 1991; NOMURA et al., 1991; PARSONNET et al., 1991).

A infeccdo por H. pylori também est4 associada ao linfoma gastrico de células B do tipo
MALT (“mucosa-associated lymphoid tissue”) segundo ISAACSON (1990). Porém, a
historia natural da infeccdo e os mecanismos patogenéticos envolvidos no desenvolvimento e
evolugdo destas doencas, de perfis aparentemente tdo diversos, ndo estdo completamente
elucidados.

3.2.1 H. pylori e Ulcera Péptica Duodenal

A Ulcera péptica é uma condicdo cronica caracterizada por digestdo de tecido da parede de
orgdos (particularmente estbmago e duodeno) que entram em contato com a secrec¢do acido-
péptica do estbmago. A etiopatogenia da Ulcera peptica esta associada a fatores de risco ja
confirmados e aceitos e a outros que sdo especulativos. O estresse emocional, 0 consumo de
alcool, o uso de drogas antiinflamatérias ndo esterdides (DAINES), medicamentos

imunosupressores, outras drogas, a queda dos niveis de prostaglandina e infec¢do por
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amostras toxigénicas de H. pylori tém sido considerados fatores contribuintes no
aparecimento da Ulcera (CARRICK et al., 1989; MERTZ & WALSH, 1991; ATHERTON et
al., 1995; KUIPERS, THUJS et al., 1995; KHULUSI et al., 1996; GILLEN et al., 1998;
YUANG et al., 2006).

Existem evidéncias que conferem a infeccdo por H. pylori um papel importante na
etiopatogenia da UD (MARSHALL et al., 1988; PETERSON et al., 1991; QUEIROZ et al.,
1991; ATHERTON et al., 1995; KUIPERS, THIJS et al., 1995; HAMLET & OLBE, 1996;
WALKER & CRABTREE, 1998, DE GUSMAO et al., 2000; ASHOUR et al., 2002). O
microrganismo estd presente em, aproximadamente, 95% dos casos de UD e em 80% dos
pacientes portadores de Ulcera gastrica. A erradicacao da bactéria reduz marcadamente a taxa
de recorréncia, assim como aumenta a taxa de cura da doenca, uma vez que a populacdo nao
infectada ndo desenvolve UD. Estima-se que uma pessoa infectada por H. pylori tenha em
torno de 15% de chance para desenvolver a doencga durante toda a sua vida (KUIPERS, THIJS
et al. 1995). Nas duas Ultimas décadas, importantes mudancas tém ocorrido na epidemiologia
da Ulcera duodenal no Brasil (POST, 2006).

Observou-se um decréscimo gradativo dos percentuais de prevaléncia da UD, ano ap6s ano.
Em 1996 ocorreram com 8,6% de prevaléncia e em 2005 reduziu para 3,3%. O risco de um
individuo infectado por H. pylori desenvolver UD depende, de modo geral, da intensidade do
processo inflamatério causado pela colonizacdo por determinadas amostras de H. pylori, mas
mediado por fatores do hospedeiro e da densidade bacteriana no bulbo duodenal. Individuos
infectados por amostras cagA positivas produzem aumento na quantidade de citocinas e terdo
maior chance de desenvolver UD. Estudos de Carrick et al (1989) demonstraram que a
metaplasia gastrica esta presente em 98% dos casos de pacientes portadores de UD ativa ou
cicatrizada infectados por H. pylori e que essa associacdo desencadeia resposta inflamatoria
que interfere nos mecanismos de defesa do duodeno, provocando duodenite que, na presenga

de outros fatores, resulta no aparecimento da Glcera duodenal.

Hamlet et al. (1996) demonstraram que a densidade de amostras bacterianas cagA positivas,
presentes no bulbo duodenal de pacientes portadores de UD, era vinte vezes maior que a
observada em pacientes ndo ulcerosos. A maior densidade de H. pylori induziria resposta
inflamatdria mais intensa, infiltragdo neutrofilica mais densa e area de metaplasia gastrica no

duodeno. Os autores sugeriram, ainda, que a presenca de amostras cagA positivas poderia
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comprometer a secre¢do de bicarbonato em resposta a acidificacdo do duodeno. Finalmente,

devem-se considerar fatores individuais, que sao bem menos estudados.
3.2.2 H. pylori e Gastrite Cronica

A gastrite por H. pylori pode ser assintomatica, apresentando reacdo inflamatoria clinicamente
irrelevante ou ser causa de doencas gastroduodenais graves. Essas diferengas séo
determinadas por interacdes complexas entre a bactéria e o hospedeiro. Estudos sobre a
patologia de infeccéo por H. pylori tém levado a identificacéo de varios tipos de amostras, que
permitem supor a evolucdo da gastrite. A localizacdo e o padrdo topogréafico inflamatorio, o
grau de atrofia e metaplasia intestinal parecem ser alteracfes chaves para tais previsoes
(CRAANEN et al., 1992; CRAANEN et al., 1994; GENTA et al.,1995; KUIPERS et al.,
1995; EL-OMAR et al., 1997; EL-OMAR et al., 2000; NOGUEIRA et al., 2001).

A mucosa gastrica normal contém, apenas, poucas células mononucleares. Este quadro altera-
se imediatamente apds a infeccdo por H. pylori. A fase aguda, raramente observada,
identifica-se por reacdo inflamatdria aguda, caracterizada por intensa infiltracdo de neutréfilos
e hiperemia na mucosa do antro e do corpo gastrico, além de baixa producao acida (ROCHA
etal., 1991).

Na fase cronica da infeccéo, a gastrite pode ser predominantemente antral, de antro e corpo ou
predominantemente do corpo (THOMSEN et al., 1990; BAYERDORFFER et al., 1992;
DIXON et al., 1996). Os elementos histoldgicos consistem de um predominio de linfécitos,
além de plasmacitos e macréfagos, exsudacdo de neutréfilos, eventualmente eosinéfilos e
formacdo de foliculos linféides (THOMSEN et al., 1990). A intensidade do processo
inflamat6rio tem um padrdo individual de resposta e, também, do tipo de amostra do
microrganismo. O microrganismo, particularmente as amostras cagA positivas, se liga a
membrana celular através de moléculas de adesdo, provocando redugdo e perda das
microvilosidades, edema intracelular, diminuicdo das reservas de muco com adelgacamento
da camada mucosa e modificacdo da superficie luminal das células, que se tornam deprimidas
e rugosas, podendo surgir erosdes na superficie epitelial (THOMSEN et al., 1990). Assim, ha
lesdo epitelial por agdo direta da bactéria e pelo alto grau de atividade inflamatdria, o que
poderia levar a destruicdo deste nicho (BLASER,1990; BLASER & KIRSCHNER, 1999;
BLASER & ATHERTON, 2004), o que, entretanto, ocorre apenas em casos de atrofia e
extensa metaplasia intestinal (Ml).
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Apos décadas de infeccdo € frequente a evolucdo para atrofia com o surgimento de Ml
(SIPPONEN & KIMURA, 1994; BLASER, PEREZ-PEREZ et al.,, 1995; CORREA &
MILLER, 1998, SOZZI et al., 1998; MOSS et al., 1996; SCOTINIOTIS et al., 2000).
Entretanto, em boa parte dos individuos, a atrofia € discreta. O desenvolvimento de atrofia
com MI na mucosa géastrica esta fortemente associado a infec¢do por amostras cagA positivas
(BLASER, PEREZ-PEREZ et al., 1995; SOZZI et al., 1998, HATAKEYAMA, 2004).
Acredita-se que a atrofia se relacione com a inducdo de apoptose que é mais intensa na
infeccdo por amostras cagA positivas (MOSS et al.,1996; MAEDA et al., 2002). Num grupo
de individuos, no qual é grande o risco para CaG, desenvolve-se gastrite cronica atrdfica
multifocal que progride da pequena curvatura, no antro e em torno da incisura, em diregdo ao
corpo gastrico (CORREA et al., 1990; CORREA, 1995). Ha evidéncias de que a atrofia da
mucosa oxintica, associada a diminuicdo da secrecdo acida gastrica e ao desenvolvimento de
MI, pode aumentar o risco de CaG (EL-OMAR et al., 1997; FIGUEIREDO et al., 2002;
MACHADO et al., 2003). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para compreender 0s

mecanismos na gastrite induzida por H. pylori e desenvolvimento de CaG.
3.2.2.1 Classificacdo da Gastrite segundo Sistema de Sydney

A necessidade crescente de melhores critérios diagnosticos e classificatérios para a gastrite
cronica levou a elaboracdo do Sistema de Sydney para o diagnostico histoldgico, adotado no
Congresso Mundial de Gastroenterologia realizado em Sydney, Austrélia, em 1990 (PRICE,
1991; MISIEWICZ, 1991). Nesse sistema foram introduzidos varios critérios morfoldgicos,
topograficos e etioldgicos, visando a uma classificacdo que originasse reprodutividade
diagndstica e utilidade clinica. A classificacdo determinada juntamente com um protocolo
para o diagndstico endoscépio (TYTGAT, 1991) e com definicdo de locais de bidpsia, ganhou

aceitacdo universal.

O Sistema de Sydney introduziu um conjunto flexivel de regras, buscando uniformidade de
diagnostico e graduacdo de cinco variaveis histoldgicas: densidade de H. pylori (Hp),
inflamacdo crénica (IN), atividade inflamatdria (Al), metaplasia intestinal (MI) e atrofia
glandular (AT), diagnosticadas independentemente e identificadas dicotomicamente como

ausentes ou presentes. Neste ultimo item graduadas em discretas, moderadas e acentuadas.

A fim de estabelecer terminologia diagnostica para as gastrites e identificar, definir e resolver
alguns problemas relacionados ao uso da classificacdo de Sydney, um grupo de patologistas
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gastrointestinais de vérias partes de mundo reunidos em 1994 em Houston, Texas, Estados
Unidos da América (EUA), no Houston Gastritis Workshop (DIXON, 1996), estabeleceu uma
revisao consensual do protocolo original de Sydney modificado ou atualizado. Ocorre uma
pequena modificacdo nos principios e nos sistemas de graduacao originais, estimulando-se a
graduacdo das varidveis histoldgicas com o uso de uma escala visual, criada com esse
objetivo. A terminologia da classificacdo final foi muito melhorada. Assim, a classificacdo da
gastrite pelo Sistema de Sydney atualizado engloba aspectos etiologicos, morfoldgicos e
topograficos, definidos, basicamente, em trés tipos de gastrite: aguda, cronica e formas

especiais.

Para a classificacdo da GC sdo consideradas as seguintes variaveis: inflamacéo cronica,
caracterizada pelo infiltrado inflamat6ério mononuclear; atividade, representada pelo infiltrado
inflamatdrio neutrofilico; atrofia, definida como a rarefacdo do componente glandular da
mucosa gastrica; metaplasia intestinal que consiste na substituicdo do epitélio gastrico de
revestimento e glandular por epitélio do tipo intestinal especializado. Estas variaveis,
consideradas semi quantitativas e os score, sdo graduados como ausentes, discretas,

moderadas e acentuadas e registradas em cada caso em protocolo individual (ANEXQS).

O Sistema de Sydney atualizado enfatiza a distin¢do entre gastrite cronica atrofica (GCA) e
GC-ndo atréfica e permite, ainda, a defini¢do do padrdo topografico predominante de gastrite:
a) predominantemente antral, b) predominantemente do corpo e c) do antro e corpo. Assim,

definiram-se o perfil evolutivo de trés tipos de GC:

1) GC-ndo atrofica, predominantemente antral e geralmente associada a Ulcera péptica
duodenal (UPD);

2) GCA multifocal (GCAM), provavelmente evoluindo para a gastrite do antro e corpo e

frequentemente observada na Ulcera péptica gastrica (UPG) e CaG;
3) GCA do corpo de natureza auto-imune.

A atualizacdo do Sistema de Sydney recomenda que para a avaliacdo adequada da mucosa
gastrica e diagnostico correto da gastrite sejam colhidas 5 bidpsias: duas no antro e duas no
corpo na pequena e grande curvatura e uma na incisura angular, consideradas as areas onde se

iniciam e, portanto, sdo mais freglientes e intensas a atrofia e a MI. Considera-se que estes
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locais sejam representativos de toda a mucosa gastrica e, portanto, com a colheita destas
amostras, todos os diagnosticos possiveis possam ser feitos.

3.2.3 Carcinoma Gastrico

O cancer tem sido uma das principais causas de morte em todo o mundo. O cancer gastrico
representa, atualmente, o quarto tumor maligno mais freqiiente no mundo sendo a segunda
causa de Gbitos por cancer, no geral, na acepcdo mais ampla: aproximadamente um milhdo de
Obitos por ano. O CaG é cerca de trés a duas vezes mais frequente nos paises em
desenvolvimento do que nos desenvolvidos e atinge mais homens do que mulheres. No Brasil,
ainda é uma importante causa de morbi-mortalidade, sendo um problema de satde publica
(INCA, 2009).

Em nosso pais, estdo previstos 21.500 mil novos casos de cancer de estbmago para o ano de
2010 (13.820 entre os homens e 7.680 entre as mulheres). O risco estimado é de 14 casos
novos a cada 100 mil homens e 8 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2009)

A classificagdo para o CaG mais utilizada € a de Laurén (LAUREN, 1965; LAUREN, 1991)
que se baseia em caracteristicas morfoldgicas, epidemioldgicas e etiopatogenéticas,
subdividindo o CaG em dois tipos: a) intestinal (CaGl), mais freqliente nas populac6es de alto
risco para CaG, em homens em torno dos 60 anos, geralmente associado a GCAM e M,
constituindo-se pela proliferacdo de glandulas atipicas; b) difuso (CaGD), mais comum em
populagdes de menor risco para CaG. Ocorre com igual prevaléncia em homens e mulheres
em faixas etarias mais baixas, caracterizando-se pela proliferacdo de células isoladas que
infiltram difusamente a parede gastrica. Os tumores cujas caracteristicas ndo se enquadram
naquelas descritas para os dois tipos de CaG representam, aproximadamente, 15% dos casos e
sdo considerados “ndo classificaveis”, enquanto que os tumores que apresentam

caracteristicas de um e outro tipo sdo considerados mistos.

Em relacdo ao CaGl identificam-se fatores etiopatogénicos que podem atuar no processo de
carcinogénese, isolada ou conjuntamente, relacionados ao desenvolvimento de lesdes
consideradas de risco para CaG (GCAM e M) e displasia (CORREA, 1988; CORREA et al.,
1990; CORREA, 1992; CORREA, 1995; RODRIGUES et al., 2001), ao tipo de dieta e a
infeccdo por H.pylori (FORMAN et al., 1991; NOMURA et al., 1991; PARSONNET et al.,
1991; IARC-WHO 1994). Em contrapartida, com relacdo ao CaGD ndo se reconhecem
fatores etiopatogénicos ou lesdes precursoras (LAUREN, 1991; SOLCIA et al., 1996;
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RODRIGUES et al., 2001), havendo consenso de que se origine de epitélio gastrico,
aparentemente normal, ou “de novo” (CORREA, 1992; CORREA, 1995), embora também
esteja associado a infeccdo por H. pylori e com frequéncia se observa CGA e MI
especialmente em pacientes acima de 55 anos (OSORIO & NOGUEIRA, 2001).

H4&, também, evidéncias de que a infeccdo por H. pylori associada ao CaGD esteja relacionada
a reducdo da expressdo no epitélio gastrico da caderina-E, molécula responsavel pela adesdo
celular e controle da proliferacéo epitelial (TERRES et al.,1998), ou a promocéo de alteracGes
proliferativas, como a hiperplasia foveolar (CARNEIRO et al., 1993). O desenvolvimento do
CaGD parece, portanto, estar mais ligado ao forte estimulo proliferativo associado a presenca
de radicais livres decorrentes da infeccéo e a fatores genéticos.

Considerando estes aspectos, levantou-se a hipotese de que o padrdo de gastrite desenvolvido
pelos pacientes infectados por H. pylori e sua evolucdo, associados a outros fatores como
género dos pacientes, fatores genéticos, perfil de secrecdo acida, antigenos dos grupos
sanguineos de Lewis, dieta e fumo, poderiam modular a resposta a infecgdo por H.pylori e
influir no tipo de CaG (CORREA, 1992; CORREA, 1995; KUIPERS et al., 1995; KOMOTO
et al., 1998)

O conhecimento de fatores de risco e dos mecanismos envolvidos na etiopatogénese €
fundamental na adogéo de medidas de prevencao do CaG.

3.3 Apoptose
3.3.1 Apoptose como Processo Fisiologico

Apoptose ou morte celular geneticamente programada é o mecanismo responsavel pela
eliminacdo de células lesadas, envelhecidas ou redundantes que desempenham papel
fundamental nos processos de reparacdo, renovacgédo e remodelacdo dos diferentes tecidos do
organismo (KERR et al., 1972; WYLLIE et al., 1980; THOMPSON 1995; RAFF, 1998).
Ocorre individualmente nas células como fendmeno de auto-destruicdo isolado sem
comprometer as células vizinhas ou provocar resposta inflamatoria, uma vez que néo
determina a lise de organelas ou sua liberagéo para o intersticio (RAFF, 1998). O equilibrio
dindmico entre a morte celular por apoptose e a produgdo de novas células por proliferacéo

celular garante a manutencdo da integridade e a homeostase tissular (THOMPSON, 1995;
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MOSS, 1996; VAUX & STRASER, 1996; SZABO & TARNAWSKI, 2000; VON HERBAY
& RUDI, 2000).

Morfologicamente, a apoptose € caracterizada pela degradacdo de células esparsas com
condensacdo e fragmentacdo da cromatina, reducdo citoplasmatica e reducdo do volume
celular, mantendo, porém, a integridade das organelas citoplasmaticas e da membrana celular.
Em seqiiéncia, ocorre a formacdo de corpos apoptdticos e fagocitose pelas células vizinhas
normais e pelos macrdfagos. E um processo rapido e néo sincronizado do 6rgdo, coexistindo
diferentes estagios de apoptose em diversas regides dos tecidos (HALL, 1999). A apoptose
pode ser induzida por diferentes agentes etioldgicos, como infeccdo viral, radiacdo, vérias
toxinas e drogas, isquemia, perturbacdo metabolica, fatores hormonais e deplecdo de fatores
de crescimento. Por outro lado, alguns outros fatores previnem a apoptose (anti-apoptéticos),
como os fatores de sobrevivéncia tecido-especificos ou gerais, por exemplo, hormonios,

citocinas e fatores de crescimento.

A apoptose ocorre em duas fases distintas: a fase de decisdo, na qual os produtos génicos
necessarios para desencadear o processo sdo acumulados, e a fase de execucdo pela ativacdo
em cascata de enzimas especificas denominadas caspases. A partir dessa etapa 0 processo é
irreversivel (VALEN, 2003).

As caspases estdo presentes no nicleo como enzimas inativas. A ativacdo das caspases
iniciadoras, tais como 2, 8, 9 e 10, por sinais pro-apoptéticos leva a ativacdo proteolitica das
caspases efetoras 3, 6 e 7. Essas caspases clivam um grupo de proteinas vitais (lamininas e
gelsolinas) e ativam proteoliticamente enzimas latentes, como as nucleases, iniciando e
executando a fase de degradacdo celular e as mudancas morfoldgicas tipicas da célula.
(SARASTE & PULKKI, 2000).

Trés vias celulares de sinalizagdo distintas sdo descritas como responsaveis pelo inicio da
apoptose: via extrinseca ou de sinaliza¢do externa, via intrinseca ou mitocondrial e a terceira

via, ativa pelo fator de inducdo da apoptose (AIF) (JOZA et al., 2001).

Na via extrinseca, o processo é ativado por estimulos externos por meio de ligantes e
receptores de morte especificos presentes na membrana celular, que recrutam proteinas
adaptadoras, ativando, assim, a cascata de caspases, culminando na morte celular (ASHE &
BERRY, 2003). Esses fatores de morte pertencem a familia do receptor do fator de necrose
tumoral (TNF), que compreende o receptor TNF-1 (TNF-R1), Fas (Apop-1 ou CD19),
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receptor de morte DR3, 4 (TRAIL R1) e DR5 (TRAIL R2) (ASHE & BERRY, 2003). A
ligacdo desses ligantes aos seus respectivos receptores de morte promove 0 recrutamento de
proteinas adaptadoras (FADD com o Fas; TRADD com TNF-R1, RIP ou ambos) que,
juntamente com a forma inativa da caspase 8, forma um complexo de sinalizacdo de inducéo
de morte (DISC). Este complexo ativa a caspase 8, iniciando-se, assim a cascata de caspases
que, por sua vez, ativa as caspases efetoras 3, 6 e 7 e resultam na morte celular apoptédtica
(ASHE & BERRY, 2003).

A via intrinseca ou mitocondrial ocorre pela ativacdo por estresse de proteinas intracelulares
especificas com a participacdo dos membros da familia de proteinas Bcl-2, considerados 0s
mediadores essenciais de sobrevivéncia e apoptose celular (ASHE & BERRY, 2003). A
familia de proteinas Bcl-2 é formada por cerca de 15 membros com funcdo pré-apoptotica
(Bax, Bak, Bad, Bim, Bid, Bik, Blk e Hrk) e anti-apoptética (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xI, Mcl-1,
Bfl-1 e BHRF) (DLAMINI et al, 2004). Essas proteinas localizam-se na membrana
mitocondrial externa, no envelope nuclear e no reticulo endoplasméatico das células. Os
membros com funcéo anti-apoptdtica estabilizam a membrana da mitocéndria, enquanto que
0s pro-apoptdticos permeabilizam e induzem a liberacdo do citocromo ¢ que, na presenca de
dATP, forma um complexo com o fator 1 de ativacdo da proteina apoptética (APAF-1) e

caspase-9, ativando a cascata de caspases efetoras (DLAMINI et al, 2004).

A terceira via de sinalizacdo também depende da mitocondria, mas independe das caspases.
Ocorre pela liberacdo de fatores apoptogénicos, como citocromo c, fator de inducdo da
apoptose (AIF) (HONG et al., 2004), ATP, proteinas do choque térmico e DIABLO/Smac,
um inibidor de IAPs (proteinas inibidoras de apoptose), neutralizando sua atividade anti-
apoptética (DU et al, 2000).

3.3.2 Helicobacter pylori e Apoptose

A infeccdo por H. pylori tem sido frequentemente associada tanto com apoptose aumentada
(MOSS et al., 1996; SHIOTANI, 2005), ndo alterada (ANT]I, 1998), ou até mesmo diminuida
(WAGNER et al., 1997). Apos anos de colonizacdo pela bactéria, os casos em que ndo ha um
equilibrio entre a proliferacdo celular elevada e 0 aumento equivalente na apoptose podem
reter células com mutagOes, assim aumentando o risco de cancer gastrico (CHANG et al.,
2004).
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Um aumento de moderado a acentuado de células apoptdticas é relatado em gastrite cronica,
frequentemente associada com atrofia glandular e infeccdo por H. pylori (MOSS et al., 1996;
ISHIDA et al., 1996; STEININGER et al. 1998). A variacdo do indice apoptotico pode ser
devida a contagem de diferentes tipos celulares (epitélio foveolar, glandular ou ambos) e a
diferentes fatores de viruléncia das amostras H. pylori (VON HERBAY & RUDI, 2000).
Além disso, tem sido relatada uma correlagdo positiva entre o indice apoptético e o grau de
atrofia glandular, indicando que o aumento de apoptose pode ter uma funcdo importante no
desenvolvimento de atrofia glandular (YOSHIMURA et al., 2000).

H& numerosos estudos mostrando que a infeccdo por H. pylori promove apoptose, mas 0s
mecanismos ndo estdo estabelecidos (MANNICK et al. 1996, MOSS et al. 1996, CHEN et al.
1997, WAGNER et al. 1997, KONTUREK et al. 1999, ROKKAS et al. 1999, JANG & KIM
2000, MOSS et al. 2001, MAEDA et al. 2002, YANG et al. 2003). Questiona-se se a inducao
de apoptose resultaria diretamente da acdo de diversos tipos de H. pylori ou indiretamente
através da resposta imune e inflamatéria do hospedeiro ou da interacdo de ambos. Considera-
se que, a principio, a inducdo de apoptose resultaria diretamente da acdo de H. pylori sobre o
epitélio gastrico e que os demais fatores atuariam sequencialmente modulando o processo
(MANNICK et al. 1996). O papel de amostras cagA positivas na indugdo de apoptose €
controverso, embora recentemente tenha sido demonstrada relacdo direta entre infeccdo por
amostras cagA positivas e apoptose (PEEK et al. 1997, MOSS et al 2001, MAEDA et al
2002).

A inducdo persistente e intensa da apoptose promoveria o desequilibrio da relacdo
apoptose/proliferacdo celular e poderia induzir resposta hiperproliferativa compensatéria da
mucosa gastrica com aumento do turnover celular e, conseqlientemente, aumento da
susceptibilidade a ocorréncia de mutacdes, favorecendo a carcinogénese gastrica (JANG &
KIM 2000, XIA & TALLEY 2001).

Os estudos a respeito da apoptose na mucosa gastrica infectada por H. pylori relatam seu
aumento (KONTUREK, BILANSKI et al., 1999; KRAJEWSKI et al.,1996; MOSS et al.,
1996; MULLIS & FALOONA, 1987; SHIBAYAMA et al., 2001; SOBALA et al., 1991 ;
WAGNER et al.,1997; YANG et al., 2003 ), mas sdo fragmentados e ndo esclarecem aspectos
relativos as vias envolvidas. Poucos estudos in vivo e in vitro tém estudado a expresséo de

proteinas e enzimas envolvidas nas vias extrinseca e intrinseca da apoptose (MAEDA et al.,
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2002) e, quando o fazem, ndo analisam totalmente os fatores envolvidos em cada uma das
vias (ADAM & CORY, 1998; ASHKENAZI & DIXIT, 1998).

Segundo alguns, a infeccdo por H. pylori desencadeia a apoptose por meio da via intrinseca,
relacionada a acdo de radicais livres. Estes estudos demonstram subexpressao de Bcl2 e/ou
Bclx, proteinas anti-apoptoticas e superexpressdo de Bax e Bak, proteinas pré-apoptoticas
(CHEN et al., 1997; LIU et al., 1996). Entretanto, outros pesquisadores relatam aumento de
FAS e FAS-ligante, relacionados com a via extrinseca da apoptose, que pode ser estimulada
por diversos compostos lesivos ao epitélio, além de radicais livres (BAIK et al., 1996; LIN et
al., 2001; MANNICK et al., 1996; SOBALA et al., 1991).

Estudos topogréaficos e de imunohistoquimica desenvolvidos pelo nosso grupo em pacientes
com gastrite associada a H. pylori, demonstraram que a gastrite por amostras cagA positivas
acomete o antro e corpo distal, com atrofia e MI predominantemente na pequena curvatura
antral (CABRAL et al., 2006), onde se observaram, também, maiores indices de proliferacéo
celular. Nestes pacientes demonstramos super-expressao de Bax e Bak, relacédo significativa
da expressdo de Bak com atrofia e nenhuma relacdo com MI. A expressao de proteinas pro-
apoptoticas foi significativamente mais intensa na pequena curvatura antral dos pacientes
infectados que no resto da mucosa mas, nesta regido, observamos, também, aumento da

expressao de Bcl2 e Bclx, quando comparada ao resto da mucosa.

O aumento de expressao de proteinas anti-apoptéticas foi interpretado como resposta a
apoptose. Mais estudos sdo necessarios para a determinacdo dos indices de apoptose,
utilizando outros métodos para a detec¢édo e quantificacdo diferente do método de TUNEL, no
qual a andlise € realizada pela marcacdo in situ dos fragmentos de DNA (terminal
deoxyuridine nucleotide nick end-labeling),(GAVRIELI et al., 1992; GRASL-KRAUPP et
al., 1995).

Embora este método seja empregado em varios estudos sobre apoptose, ha restrigdes e criticas
guanto a sua aplicacdo, pois demonstrou-se que os resultados podem ser influenciados pelo
tipo e duracdo do processo histologico de fixacdo de tecidos (GRASL-KRAUPP et al., 1995;
CERVOS-NAVARRO et al., 1996; LABAT-MOLEUR et al.,1998). Assim, ha a necessidade
de se utilizar novos anticorpos disponiveis para a detec¢do de enzimas e proteinas diretamente

envolvidas nos mecanismos intracelulares reguladores e efetores da apoptose.
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Até onde se sabe, existem poucos estudos analisando se hd diferencas na apoptose e suas vias
de ativagdo quando se consideram pacientes aparentemente sem risco para desenvolver CaG,
como os portadores de Ulcera duodenal (UD), e aqueles com risco, como os portadores de
GCA, e a determinacgdo do indice apoptdtico nos pacientes com GC pela imuno-expressédo do
anticorpo monoclonal M30 CytoDEATH, o qual permite a identificacdo das células em
processo de apoptose com maior sensibilidade e especificidade.

3.4 H. pylori e carcinogénese gastrica

Em 1994, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer reconheceu H. pylori com
carcinogénio de classe | devido a forte correlacdo epidemioldgica entre infecgdo cronica por
H. pylori e CaG (I.A.R.C. 1994). Esta bactéria € o principal agente etiol6gico de doencas
gastricas severas, incluindo a Ulcera péptica, GC e eleva 0 risco em seis vezes para O

desenvolvimento de adenocarcinoma gastrico (1.A.R.C. 1994).

A carcinogénese gastrica € caracterizada por um processo de multiplas etapas, associada a
uma série de mudancas histoldgicas pré-malignas, iniciando-se a partir de uma gastrite ativa
crbnica frequentemente associada a infeccdo por H. pylori e progredindo por meio de uma
sequéncia patogénica para gastrite atrofica cronica, metaplasia intestinal, displasia e
carcinoma (CORREA, 1988; TAHARA, 2004). A infec¢do crbnica da mucosa gastrica por H.
pylori é fator de risco para 0 CaG dos tipos intestinal e difuso de Laurén (FORMAN et
al.,1991; NOMURA et al., 1991; PARSONNET et al., 1991; CORREA 1992; CORREA
1995; MEINING et al.,1998; QUEIROZ et al., 1999).

A GC por H.pylori, associada ao tipo de dieta, evoluiria para GC atrofica, MI dos tipos
completa e incompleta, displasia e CaG tipo intestinal. Por outro lado, a GC por H.pylori, sob
a modulacdo de fatores genéticos, progrediria mais diretamente a partir de lesdes hiperplésicas

e talvez displasia para CaG do tipo difuso.

Embora o papel do H. pylori na carcinogénese gastrica ndo esteja estabelecido, parece estar

relacionado com:

a) a capacidade de promover desequilibrio na relacéo proliferacédo celular e apoptose ou morte
celular geneticamente programada (KERR et al., 1972; WYLLIE et al., 1980), interferindo
em ambas (BRENES et al., 1993; FAN et al., 1996; MOSS et al., 1996; MURAKAMI et
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al.,1997; WAGNER et al., 1997; ANTI et al., 1998; ROKKAS et al., 1999; JANG & KIM
2000; VON HERBAY & RUDI, 2000);

b) a atividade da reacdo inflamatdria, uma vez que os polimorfonucleares neutréfilos liberam
compostos nitrosos, sabidamente mutagénicos (LADEIRA et al., 2004; KIM 2005);

c) o desenvolvimento de GCA associada a MI, observada em uma parte dos pacientes
infectados por H. pylori (CORREA 1995);

d) a secrecdo pela mucosa gastrica inflamada de uma isoforma de IL-1R que bloqueia a
secrecdo acida gastrica (EL-OMAR et al., 1997; EL-OMAR et al., 2000; FIGUEIREDO et
al., 2002; MACHADO & FIGUEIREDO 2003; ROCHA et al.,, 2005) favorecendo o
desenvolvimento do CaG;

e) todos esses fatores associados.

A infeccdo por H. pylori resulta na producdo aumentada de citocinas gastricas pro-
inflamatorias, levando a inflamagao continua e severa, com atividade, hipocloridria e atrofia
da mucosa (EL-OMAR et al., 2000; EL-OMAR 2001; MACHADO et al., 2003; BLASER &
ATHERTON, 2004). O grau de resposta inflamatéria depende do tipo de IL que, por sua vez,
se relaciona com o tipo de amostra bacteriana. A IL-8 esta aumentada na infeccdo por H.
pylori e essa resposta é mais intensa se induzida por amostras cagA positivas (CRABTREE
& FARMERY et al.,1994; CRABTREE & WYATT et al., 1994, CRABTREE et al., 1995;
PEEK et al., 1995; KUSTERS et al., 2006; AMIEVA & EL-OMAR, 2008; ARGENT et al.,
2008), contribuindo para maiores danos a mucosa gastrica, o desenvolvimento de atrofia e
risco de desenvolvimento de GCA (CRABTREE & FARMERY et al., 1994; ANDO et al.,
1996; CENSINI et al., 1996). H& evidéncias de que amostras cagA positivas estdo
relacionadas com risco aumentado de desenvolvimento de CaG (QUEIROZ et al., 1998). A
IL-13 é uma potente citocina pré-inflamatoria inibidora de secrecdo &cida gastrica e
polimorfismos de IL-1p se relacionam, em alguns hospedeiros, com profunda inibicdo da
secrecdo acida na vigéncia da infeccdo e estdo associados com o aumento de risco para CaG
(EL-OMAR et al., 2000; HWANG et al., 2002; MACHADO et al., 2003, KUSTERS et al.,
2006; ANDO et al., 2006). Finalmente, ha evidéncias de que o processo inflamatério induzido
pelo microrganismo se associa a dano do DNA epitelial (KANYAMA et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2004; BLASER & ATHERTON, 2004; KIM, 2005; CHOI & WU, 2005;
LYNCH et al., 2005; ANDO et al., 2006).
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3.4.1 Oxido Nitrico Sintase induzida (iNOS) e carcinogénese gastrica

O oOxido nitrico (NO) é reconhecido como um mediador fundamental nos mecanismos de
defesa géstrica, devido a sua habilidade de aumentar o fluxo sanguineo da mucosa gastrica e a

producdo de muco e de inibir a aderéncia de neutrofilos as células endoteliais.

Além disso, 0 NO tem um papel chave na perfusdo e regulacdo vascular por promover a
vasodilatacdo pela sinalizacdo da célula muscular lisa via GMPc (SHAH et al., 2004). O
principal fluxo sanglineo para 0 TGI chegar através da veia mesentérica e a regulacdo do
fluxo até as arteriolas mesentéricas € um passo importante para a regulacdo do fluxo

sanglineo intestinal geral e local (SHAH et al., 2004).

A producdo constitutiva de NO é importante para manter a barreira protetora da mucosa
gastrointestinal. Esse mecanismo protetor do NO pode ser devido a sua capacidade em
aumentar o fluxo sangiiineo da mucosa e estabilizar a influéncia dos mastécitos (ALICAN et
al.,1996). Entretanto, o excesso na producdo de NO, associado com estados inflamatdrios, é
caracterizado pelo aumento na permeabilidade epitelial e perda da funcdo da barreira de
muco. Assim, 0s niveis de producdo de NO, a isoforma geradora de NO e o estado redox das
células epiteliais podem determinar os efeitos do NO na permeabilidade da mucosa e na
protecdo (SHAH et al., 2004).

O NO é sintetizado pela NO sintase (NOS) a partir de oxigénio (O2) e L-arginina. Existem
trés isoformas conhecidas da NOS: uma forma induzida (ou inflamatéria) - INOS (expressa
em macrofagos e células de Kupffer, neutréfilos, fibroblastos, musculo liso vascular e células
endoteliais em resposta a estimulos patoldgicos como microrganismos invasores) e duas ditas
constitutivas, que estdo presentes em condicdes fisiologicas no endotélio (eNOS) e nos
neurdnios (NNOS) (CHO, 2001; UCHIDA et al., 2001).

Estimulos apropriados, tais como respostas inflamatorias como, por exemplo, na presenca de
Ulcera gastrica, aumentam a atividade da iINOS (KRISTJANSSON et al., 2005). O bloqueio
do NO aumenta o estresse oxidativo, ativando mastdcitos, que sdo células encontradas em
grandes quantidades no trato gastrointestinal, e que liberam mediadores como histamina e
fator ativador de plaquetas, causando aumento da permeabilidade epitelial (KANWAR et al.,
1994).
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Recentemente, avancos na pesquisa em H. pylori associados a carcinogénese gastrica estdo
esclarecendo que o éxido nitrico (NO), derivado de Oxido nitrico sintase induzida (iNOS),
desempenha um papel crucial nesse processo (NAITO & YOSHIKAWA, 2002). Estudos
mostram que iINOS é expressa na mucosa gastrica de pacientes com GC associada a infeccdo
por H. pylori e que, essa expressdo, esta intimamente relacionada com a infiltracdo de células
inflamatdrias na mucosa gastrica (FU et al., 1999).

A influéncia da expressao da iNOS na carcinogénese gastrica foi claramente demonstrada por
(RAINAKOVA et al.,1997). Seus estudos mostraram que, no grupo de pessoas infectadas por
H.pylori, a expressdo de iNOS e nitrotirosina foi significantemente maior no grupo que
desenvolveu cancer de estbmago, sugerindo que, nos individuos infectados por H. pylori, o
alto nivel de espécies reativas de nitrogénio na mucosa gastrica pode ter um papel crucial no
desenvolvimento de cancer gastrico. Estes resultados provaram que a expressao de iNOS na

mucosa gastrica esta diretamente relacionada com a promocao de desenvolvimento tumoral.

O NO pode contribuir de vérias formas na carcinogénese gastrica como danos causados ao
DNA (LIU & HOTCHKISS, 1995, SMOOT et al., 2000); aumento da angiogénese e fluxo
sanguineo (FUKUMURA & JAIN, 1998); alteracGes no processo de morte celular por
apoptose (KOLB & KOLB, 1992; CHANG et al., 2004, LI & XU, 2005); alteragcdes no
sistema imune do paciente na presenca de H. pylori (LEJEUNE et al., 1994) e ativacdo de
enzima ciclooxigenase-2 (KIM et al., 2005, JANG et al., 2009).

A determinacdo da expressao elevada de iNOS na mucosa gastrica pode levar a identificacdo
de grupos de risco para o desenvolvimento do cancer gastrico. Porém, é impossivel
determinar o nivel de expressdo de iINOS na mucosa gastrica durante um exame de rotina

endoscdpica.
3.5 - Helicobacter pylori e Turnover Celular

Esta estabelecido que H. pylori é capaz de modificar o turnover epitelial da mucosa gastrica
induzindo apoptose e hiperproliferacio (ABDEL-WAHAB et al., 1997; BRENES et al.,
1993; CAHIL et al., 1995; LYNCH et al., 1994; LYNCH & AXON, 1994; LYNCH &
MAPSTONE et al., 1995; PANELLA et al., 1996).

O distarbio do equilibrio entre a proliferacdo celular e apoptose é considerado um fator de

risco para atrofia gastrica e transformacdo maligna (PEEK et al., 1997; PEEK et al., 2002;
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LYNCH & AXON, 1995; ANTI et al., 1998). A renovacdo do epitélio da mucosa géstrica é
répida e é necessario um equilibrio entre todos os fatores que atuam nesse processo. O ponto
chave desse equilibrio é o balanco entre proliferacdo celular e apoptose que podem ser

modulados (promovidos ou inibidos) por diversos fatores (ANT]I et al., 1998).

A associacdo entre a infec¢do da mucosa gastrica pela bactéria H. pylori em lesfes da mucosa
gastrica é um assunto ainda em discussdo. Apesar das atividades de urease da bactéria
H.pylori e a infiltracdo de leucocitos terem um efeito mitogénico, o aumento da proliferacdo
celular gastrica também ocorre independentemente da infeccdo por essa bactéria. NARDONE
et al. (1999), observaram taxa proliferativa aumentada no epitélio gastrico em pacientes com
gastrite cronica e cancer géastrico independentemente da infecgdo por H. pylori, enquanto
outros estudos tém enfatizado que essa bactéria induz elevacdo da taxa proliferativa (LEE et
al., 2003). Em nivel molecular, é postulado que a inducdo de resposta mitogénica por H.
pylori ocorre pela ativagdo dos receptores de fatores de crescimento tirosina-quinase e pela
modificacdo da transducdo de sinais na célula por meio de translocagdo de proteinas
bacterianas (NAUMANN & CABTREE, 2004).

A infeccdo por H. pylori estd associada com o aumento (PEEK et al., 1999; MOSS et al.,
1996; MANNICK et al. 1996; JONES et al, 1997; MOSS et al. 2001), ndo alteragdo (ANT]I et
al., 1998) e diminuicdo (HIRASAWA et al., 1999) do indice apoptdtico in vivo, enquanto que
estudos in vitro mostram uma reduc¢do no indice apoptético (PEEK et al., 1999; WAGNER et
al., 1997; CHEN et al., 1997; FAN et al., 1998; HOUGHTON et al., 1999; JONES, et al.,
1999). BHATTACHARYYA et al. (2009), observaram que a infeccdo por H. pylori estava
relacionada com o aumento da endonuclease AP-1 (APEL), reducdo da expressdo da proteina
pré-apoptoética Bax mediada por p-53 e conseqliente inibicdo da apoptose. No entanto, a
infeccdo por H. pylori também levou ao aumento da expressdo de Bax (pré-apoptotica),
sugerindo que o processo apoptético poderia ser regulado pelo balanco entre a expressdo de
Bax e acetilacdo de APEL durante a infeccdo por H. pylori (BHATTACHARYYA et al.,
2009; MOSS, 1998; YAMASAKI et al, 2006). Além disso, APE1 desempenha importante
papel no reparo do DNA de modo que qualquer alteracdo na expressdo desta proteina pode
levar a alteracOes da atividade celular. Os diferentes resultados observados entre os estudos in
Vvivo e in vitro sugerem que a resposta inflamatoria pode ter um efeito modulador sobre as

células do epitélio gastrico e que isto explicaria as diferencgas nos resultados.
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4- MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois estudos retrospectivos com o objetivo de estudar a imunoexpresséo de
proteinas das vias intrinseca e extrinseca da apoptose em criangas e adultos infectados por
H.Pylori em associacdo com GC e UD. Além disso, um estudo prospectivo descrito no item
4.2 utilizou amostra de pacientes adultos e determinou o indice apopt6tico no epitélio géstrico
e sua correlagdo com a expressdo de sintase de Oxido nitrico induzida (iNOS) e com a

intensidade e atividade da inflamacéo.
4.1 Estudos Retrospectivos
4.1.1 Pacientes Estudados

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas (HC) da
Universidade Federal de Minas Gerais — COEP, Brasil (Processo ETIC 119/99) (ANEXQOS).
O consentimento informado foi obtido previamente de cada paciente mediante a assinatura do

termo de Consentimento Pés-Informado.

Foram estudadas bidpsias gastricas de criangas e adultos submetidas a endoscopia digestiva
alta (EDA), atendidos no Servi¢o de Endoscopia do Hospital das Clinicas da Universidade

Federal de Minas Gerais para esclarecimento de sintomas dispépticos.

O material para estudo, presente no arquivo do Servico de Patologia Gastrintestinal do
Laboratdrio de Anatomia Patoldgica do Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade
de Medicina da UFMG, foi selecionado a partir de bases de dados de outros estudos
prospectivos de adultos e criangas. Foram selecionados 0s casos que apresentaram material
bem preservado e suficiente para analise imunohistologica (IHQ), além de dados clinicos,

endoscépicos e estudo microbiolégico completos.
4.1.2 Caracteristicas dos Pacientes

Criancas: Selecionaram-se bidpsias de antro de 54 pacientes, com meédia de idade de 10+3,7
anos, que foram distribuidos em trés grupos: grupo controle (CT), com exame histoldgico
normal ou apresentando discreta alteracdo inflamatoria ndo especifica e todos os testes
microbiologicos negativos para H. pylori (n= 10), um grupo que apresentava gastrite com
H.pylori (GC, n= 26) e outro formado por pacientes que apresentavam Ulcera duodenal com
H.pylori (UD, n=18) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Grupos de diagnostico e status H. pylori em 54 criangas examinadas.

Grupos diagnosticos status H. pylori Total
H. pylori - positivo H. pylori-negativo

Controle 0 10 10

Gastrite Cronica (CG) 26 0 26

UlceraDuodenal (UD) 18 0 18

Total 44 10 54

Adultos: Selecionaram-se biopsias de antro 70 de pacientes adultos com média de idade de
45,6 + 15 anos que foram distribuidos em trés grupos: grupo controle (CT) com exame
histol6gico normal ou apresentando discreta alteracdo inflamatéria ndo especifica e todos os
testes microbioldgicos negativos para H. pylori (n=13), 57 infectados por H. pylori dos quais
um grupo com gastrite cronica sem atrofia (GC; n=21), um grupo com gastrite cronica com
atrofia (GCA, n=18) e um grupo com UD com H.Pylori (n=18) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Grupos de diagnostico e status H. pylori em 70 pacientes examinados

Grupos diagndsticos status H. pylori Total

H. pylori - positivo  H. pylori-negativo

Normal (CT) 0 13 13

Gastrite Cronica (CG) 39 0 39
]

Gastrite Cronica s/ atrofia 21 0 21

Gastrite Cronica c/ atrofia (CGA) 18 0 18

Ulcera Duodenal (UD) 18 0 18

4.1.3 Biopsias Endoscopicas
4.1.3.1 Coleta e processamento do material

As biopsias foram executadas para diagndstico histolégico e colhidas sistematicamente na
pequena curvatura do antro a 2 cm do piloro e da parede posterior do corpo gastrico. Biopsias
adicionais do antro (n=2) e do corpo (n=2) foram colhidas para exame microbiolégico. Os
fragmentos de cada uma dessas areas foram acondicionados em frascos separados e

imediatamente fixados em formol tamponado a 10% em PBS, por no minimo 12 horas.
4.1.3.2 Andlise histoldgica

Os fragmentos de bidpsia foram processados rotineiramente para inclusdo em parafina e
submetidos a microtomia para obtencédo de cortes histologicos de 4 um de espessura corados
pela hematoxilina-eosina e pela carbolfucsina para deteccdo de H. pylori (ROCHA et al.,

1989). A bactéria H. pylori foi também identificada pelos aspectos macro e microscopicos,




44

pelo teste da uréase rapidamente positivo e pelas reacdes de catalase e oxidase positivas
(QUEIROZ et al., 1987).

Os diagnosticos histologicos foram realizados de acordo com o Sistema Sydney atualizado
(DIXON et al., 1996) (ANEXO.). Na mucosa gastrica examinada histologicamente as
variaveis quantitativas inflamacéo, atividade, atrofia e metaplasia intestinal foram graduadas
em: ausente (0), discreta (1), moderada (2) e acentuada (3) e registrado em cada caso em
protocolo individual (ANEXOS). O padrdo de gastrite foi classificado como
predominantemente antral, predominante do corpo e antro-corpo de acordo com o
preconizado pelo Sistema Sydney atualizado (DIXON et al., 1996). A gastrite crénica foi
classificada como ndo- atro6fica e GCAM. O diagndstico de GC por H. pylori foi confirmado

guando a bactéria foi detectada por pelo menos um dos métodos utilizados.
4.1.4 Estudo imunohistoquimico (IHQ) das vias intrinseca e extrinseca da apoptose

Para IHQ fizeram-se novos cortes histolégicos de 4um de espessura de biopsias da porcdo
média da pequena curvatura antral. Foi empregado o método da estreptavidina-biotina
(SABC) de acordo com procedimentos publicados (HSU et al.,1981) e modificado utilizando-
se um sistema kit comercial (Novolink, Novocastra). Os anticorpos mono e policlonais para o

estudo das vias intrinseca e extrinseca da apoptose estdo discriminados na Tabela 3.

Tabela 3 — Anticorpos primarios utilizados para o estudo da expressao das proteinas anti- e

pré-apoptoticas da via intrinseca e extrinseca em criangas e adultos.

ANTI-SORO DILUICA TIPO PROCEDENCIA
Bclx (anti-apoptotica) 1:40 Monoclonal Novocastra

Bcl2 (anti-apoptdtica) 1:300 Monoclonal Novocastra

Bax (pro-apoptotica) 1:40 policlonal Dakopatts
Bak(pro-apoptotica) 1:250 policlonal Dakopatts

Fas (pré-apoptética) 1:40 Monoclonal Novocastra
Fas-ligante (anti-apoptoética) 1:50 Monoclonal Novocastra
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A reativacdo antigénica foi feita com tratamento dos cortes histolégicos em solucdo de
reativacdo antigénica (Dako Target Retrivel Solution S1699) a 98° C por 20 min para 0s
anticorpos Bcl2, Bax, Fas e Fas-ligante (Fas-L). A coloracdo de fundo foi feita com
hematoxilina de Harris. Controles negativos consistirdo na substituicdo dos anti-soros
primarios por imunoglobulinas de coelho ou cabra da mesma classe e concentragdo dos

anticorpos primarios.
Os ensaios imuno-histoquimicos foram realizados de acordo com o roteiro abaixo:

e Reativacdo dos sitios antigénicos para o anticorpo quando necessario- Pré-tratamento com
solugdo Retrieval (DakoR Target Retrieval Solution 10x concentrate —S1699) a 98°C por 20

min seguindo 20 min a temperatura ambiente.

e Bloqueio da atividade de peroxidase enddgena — incubacdo dos cortes em solucéo de H>O>

a 3% em metanol por 10 min.
e Incubacdo com o anti-soro primario em camara Umida a 4°C por 16 horas.

e Incubag¢do com “Post Primary Block™ (Novolink, Novocastra) por 30 min, em camara

Umida a temperatura ambiente.

e Incubagdo com o “Polymer” (Novolink, Novocastra) em cdmara Umida a temperatura

ambiente, por 30 min.

e Revelacdo com 3-3’-diaminobenzidina (DAB em pastilhas, DakoR) a 0,03% em PBS com
0,003% de H202 por 7 min.

e Lavagens intermediarias com PBS-pH 7,4 (2 x 5 min. cada uma).
e Coloracao de fundo com Hematoxilina de Harris.
4.1.5 Avaliacéo da intensidade de expressao das proteinas pro-e anti-apoptoticas.

As imuno-expressdes das proteinas foram avaliadas em toda a area do epitélio gastrico

marcado e correlacionadas com infeccao por H. pylori e em relagdo aos grupos diagnosticos.

A expressdo imunohistoquimica dessas proteinas foi avaliada semi-quantitativamente através

de uma escala de intensidade em graus de 0 a 3, a saber: 0) negativo; 1) fraco; 2) moderado;
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3) forte em criancas e adultos. A expressdo das proteinas foi também analisada em relagéo a
intensidade de expressdo e extensdo do epitélio gastrico superficial e foveolar marcado
(1:<10%; 2:10-25%; 3:25-50%; 4:50-75%, 5:>75%). O resultado final em cada regido do

epitélio gastrico e em cada caso foi a soma desses graus.
4.1.6 Anélise estatistica

Os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram aplicados para estudar a variacdo da
intensidade de expressdo das proteinas anti- e pro-apoptéticas de ambas as vias, em relacdo a

infeccdo por H. pylori e as doencas associadas a bactéria
4.2 Estudo Prospectivo
4.2.1 Pacientes Estudados

Bidpsias gastricas de 70 pacientes adultos com média de idades de 43,8 £ 15,7 anos e de
ambos os géneros, foram obtidas via endoscopia digestiva alta (EDA), atendidos no Servico
de Endoscopia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e do
Hospital Odilon Behrens da Prefeitura Municipal de Belo horizonte, para esclarecimento de
sintomas dispépticos. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em Pesquisa do Hospital
das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Minas Gerais — COEP, Brasil (Processo ETIC
275/06) em 30/08/06 (ANEXOS).

Foram incluidos apenas os pacientes que concordaram em participar deste estudo apos
explicacdo de seus objetivos e normas e mediante a assinatura do Termo de Consentimento
Pés-informado (ANEXOS). Foram excluidos do estudo pacientes que apresentaram relato de
uso de drogas (antimicrobianos, AINEs, inibidores da bomba de prétons, bloqueadores H2,
etc.) até 30 dias antes de serem submetidos a endoscopia, pacientes portadores de cancer

(gastrico ou ndo), cirurgias gastricas prévias ou outras lesdes nao pépticas.

A coleta, o processamento e a analise histoldgica foram os mesmos utilizados para os estudos

retrospectivos descritos nos itens 4.1.3.1 e 4.1.3.
4.2.2 Estudo imunohistoquimico

Para o estudo IHQ fizeram-se cortes histoldgicos de 4um de espessura de bidpsias da porcéo

média da pequena curvatura antral. Foi empregado o método da estreptavidina-biotina
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(SABC) de acordo com procedimentos publicados anteriormente (HSU et al., 1981) e
modificado pelo uso de um sistema kit comercial (Novolink, Novocastra). Os anticorpos
mono e policlonais utilizados neste experimento estdo discriminados na Tabela 4 e
compreendem um marcador de apoptose, o qual marca fragmentos de citoqueratina 18 (M30

Cytodeath) e um marcador da sintase de o0xido nitrico induzida (iNOS).

Tabela 4 - Anticorpos priméarios utilizados para estudo da expressdo de iINOS e M30 em

adultos.

ANTI-SORO DILUICA TIPO PROCEDENCIA
M30 Cytodeath 1: 25 Monoclonal Roche

iNOS 1:6000 Policlonal Chemicon

A reativacdo antigénica foi feita com tratamento dos cortes histolégicos em solucdo de
reativacdo antigénica (Dako Target Retrivel Solution S1699) a 98° C por 20 min para 0
anticorpo M30 Cytodeath. A coloracdo de fundo foi feita com hematoxilina de Harris.
Controles negativos consistiram na substituicdo dos anti-soros primarios por imunoglobulinas

de coelho ou cabra da mesma classe e concentra¢do dos anticorpos primarios.

Os ensaios imuno-histoquimicos foram realizados de acordo com o roteiro descrito no item
4.1.4.

4.2.3 Morfometria Digital

A metodologia empregada para o estudo microscopico, segmentacao de imagens e a definicdo
das condicOes de morfometria é a descrita por CALIARI (1997).

Toda a morfometria digital foi realizada no Laboratério de Protozooses do Departamento de

Patologia Geral do ICB da UFMG, sob a orientac¢do do Professor Marcelo Vidigal Caliari.
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4.2.3.1 Analise quantitativa da expressdo imunohistoquimica do anticorpo M30
CytoDEATH

O indice apoptdtico da mucosa antral de cada caso foi obtido atraves do calculo da proporcéo
volumétrica de células positivas e negativas para o0 marcador M30 CytoDEATH (ROCHE -
GERMANY) localizadas em trés regibes distintas: epitélio gastrico foveolar, epitélio gastrico
glandular e 1amina propria, através do mesmo analisador de imagens. Toda a mucosa antral de
cada caso foi visualizada por intermédio da objetiva de 40X e digitalizada da microcamera
JVC TK-1270/RGB. Com o auxilio do programa KS300 foi criada uma grade virtual de 100
pontos sobre cada imagem para a contagem das células positivas e negativas, todas as vezes
que tocavam um ponto de intersecdo entre os eixos X e Y (modificado de Pinho et al., 2009).
Foram contadas as células positivas e negativas do epitélio gastrico e o indice apoptotico

foram determinado em cada caso conforme a férmula a seguir:

Al = Total de nucleos positivos x 100

Total de nlcleos

O indice apoptético foi avaliado na mucosa gastrica em relacdo a infeccdo por H. pylori,

intensidade e atividade de inflamacdo, atrofia, expresséo de iNOS.
4.2.3.2 Andlise quantitativa da expressao imunohistogimica de iNOS

A expressdo de iNOS foi avaliada em cada caso dos grupos diagnosticos através da contagem
das células INOS* e INOS™ através do programa KS300 contido no analisador de imagens Carl
Zeiss (Oberkochen, Germany). A lamina prépria foi observada e digitalizada através da
objetiva de 40X e da microcamera JVC TK-1270/RGB. Através de ferramentas do programa
KS300, foram excluidas de cada imagem as areas de epitélio foveolar e glandular, perfazendo
um total de 67.248,62 um? de lamina propria analisada em cada caso. O nimero total de
células (Total = iNOS™ + INOS") foi obtido através da selecdo dos pixels com tons de marrom
(células INOS™) e de roxo (células iINOS") na imagem real, com conseqliente criacdo de uma
imagem binéria, processamento digital, definicdo das condi¢des de morfometria e contagem
de todas as células detectadas em cada imagem (método modificado de Pacheco et al., 2007).
O indice de expressdo dessa enzima foi avaliado em relacdo a infeccdo por H. pylori,

intensidade e atividade da inflamagdo e indice apoptotico. As células INOS* foram contadas



49

manualmente devido a diferenca na intensidade de marcagdo entre os grupos de pacientes, o

que tornou inaplicavel devido a especificidade do programa KS300.
4.2.4 Analise estatistica

Para testar se existem diferencas significativas no indice apoptotico e no indice de expressdo
de iNOS entre os grupos diagnostico foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido da
comparagdo multipla ndo paramétrica quando as diferengas foram significativas. A analise de
Kruskall-Wallis e a comparacdo multipla também foram utilizadas para testar diferencas nos
indices entre os niveis de intensidade e de atividade de inflamacdo. Para avaliar se existe
relacdo significativa entre indice apopt6tico e o indice de expressdo de iNOS foi utilizada a
andlise de regressao linear. O nivel de significancia estabelecido para todos os testes foi de p<
0,05.
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5-RESULTADOS

5.1 Estudo retrospectivo em criangas

5.1.1 Expresséo de Proteinas da via intrinseca da apoptose
A expressao de Bclx foi negativa ou fraca na maioria dos casos.

A expressao de Bax, pré-apoptdtica, foi maior no grupo de criangas infectadas (Hp*) quando
comparada com a expressdo desse anticorpo no grupo normal (Hp) (p=0.02) (Gréfico 1A). A
expressao de Bcl2, anti-apopt6tica, foi fraca ou negativa em 09 pacientes com UD, 24 com
GA e em 5 pacientes CT. (GraficolB).

Gréfico 1 - Comparacdo da intensidade expressdo de Bcl2 e Bax entre o grupo de paciente
infectado e ndo infectado por H. pylori (A) e entre os diferentes grupos diagnosticos (B).
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Entre os pacientes infectados, a expressao de Bax foi significativamente maior nos pacientes

com gastrite que naqueles com UD (p=0.006) (Gréfico 2) (Figura 1)

Gréfico 2 - Comparacdo da intensidade de expressao de Bax entre 0s grupos diagnosticos.
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Gastrite

Figura 1 — Fotomicrografias (40x): A) Intensidade de expressdo de Bax pacientes com

gastrite cronica; B) Intensidade de expressdo de Bax em pacientes UD.

N&o houve diferenca significativa na expressédo de Bcl2 entre os pacientes com gastrite e
aqueles que apresentaram UD (p=0.8), e entre os pacientes ndo infectados em comparacéo

com aqueles com UD (p=0.9) e gastrite (p=0.1) (Gréafico 3) (Figura 2).

Gréfico 3- Comparacdo da intensidade de expressdo de Bcl2 entre os grupos de diagnosticos.
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Gastrite
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Figura 2 — Fotomicrografias (40x): Intensidade de expressdo de Bcl2 em pacientes com

gastrite cronica (A) e em pacientes com UD (B).
5.1.2 Estudo retrospectivo Adultos
5.1.2.1 Expressdo de Proteinas da via intrinseca e extrinseca da apoptose

A expressdo de Bax foi significativamente maior em pacientes com gastrite associada a H.
pylori que naqueles com UD (p<0.03) e nos pacientes ndo infectados (p<0.02). Ndo houve
diferenca significativa na expressdo de Bax entre os pacientes ulcerados e aqueles nao

infectados pela bactéria (p>0.05) (Figura 3).
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Figura 3 - Imunoexpressao citoplasmatica de Bax na mucosa gastrica superficial e foveolar

de pacientes infectados e néo infectados por H. pylori (Objetiva de 40x).

A expressdo de Bak no epitélio superficial foi mais intensa nos pacientes com UD e nos ndo
infectados que naqueles com gastrite (p=0.04, p=0.048, respectivamente) (Figura 4). No

epitélio foveolar, a expressdo de Bak foi mais intensa nos pacientes com gastrite que naqueles

com UD.

Gastrite

Figura 4 - Imunoexpressao citoplasmatica de Bak na mucosa gastrica superficial e foveolar

de pacientes infectados e néo infectados por H. pylori (Objetiva de 40x).
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Bcl-x apresentou expressao significativamente maior nos pacientes com gastrite que naqueles

com UD (p=0.04) e em relacdo aqueles ndo infectados (p=0.03).

A expressdo de Bax, Bak e Bclx foi maior no epitélio foveolar dos casos de gastrite com

atrofia que naqueles sem atrofia (p=0.05).

A porcentagem de superficie epitelial marcada por Bcl2 foi maior nos pacientes com atrofia
(p=0.03). Nao houve diferenca significativa na expresséo desse anticorpo nos pacientes com

gastrite em comparagdo com aqueles com UD e os néo infectados.

Bcl-x apresentou expressao significativamente maior nos pacientes com gastrite que naqueles

com UD (p=0.03) e em relacdo aqueles ndo infectados (p=0.04).

A expressdo de Fas foi negativa ou fraca na maioria dos casos. A expressdo de Fas-L foi

maior na mucosa ndo infectada que nos casos de gastrite (p=0.05) (Figura 5).
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Figura 5 — Fotomicrografia (40x) evidenciando maior expressdo de Fas-L na mucosa gastrica

em caso de pacientes ndo infectado em comparagdo com caso de paciente com gastrite.
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5.2 Estudo prospectivo em adultos
5.2.1 Analise histologica

Estudaram-se 70 pacientes, 18 (26%) homens e 52 (74%) mulheres, com média de idade de
43,8 + 15,7 anos. Cinqlienta e cinco pacientes eram H. pylori positivos (79%) e 15 (21%)
eram H. pylori negativos. Entre os pacientes H. pylori positivos 44 (63%) apresentavam CG
por H. pylori e 11 (16%) GCA associada a bactéria. Destes 11 apresentavam metaplasia
intestinal (MI) (Tabela 5). As caracteristicas da gastrite cronica dos pacientes estudados estdo
representadas na tabela 6. Aspectos histologicos da GC associada a H. pylori sdo mostradas

na Figura 6.

Tabela 5 — Grupos de diagnostico e status H. pylori em 70 pacientes examinados.

Grupos diagndsticos status H. pylori Total
H. pylori H. pylori
Positivo (%) Negativo (%)
Normal (CT) 0 15 (21%) 15
Gastrite Cronica (GC) 44 (63%) - 44
Gastrite Cronica atrofica (GCA) 11(16%) - 11

Total 55 15 70




Tabela 6 - Caracteristicas da gastrite cronica em relagcdo com status H. pylori

Parametros Gastrite H.pylori - H.pylori *
GC GCA
N N N
Inflamacéo
ausente 13 00 00
discreta 03 05 01
moderada 00 32 09
acentuada 00 07 01
Atividade
ausente 14 00 00
discreta 01 19 05
moderada 00 22 06
acentuada 00 03 00
Atrofia
ausente 16 44 00
discreta 00 00 07
moderada 00 00 03
acentuada 00 00 01
M. Intestinal
ausente 16 44 00
discreta 00 00 05
moderada 00 00 03
acentuada 00 00 03
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Figura 6 - Fotomicrografias: A) Mucosa gastrica do antro normal (H.p?) (HE,
objetiva 10x); B) Gastrite cronica por H. pylori no antro gastrico com grau de
inflamacdo moderado (HE, objetiva 10x); C) Gastrite cronica por H. pylori no antro
gastrico com grau de inflamag&o acentuado (HE, objetiva 10x); D) Gastrite cronica
por H. pylori com atrofia na mucosa antral (HE, objetiva 10x); E) Gastrite cronica por
H. pylori com atrofia; F) metaplasia na mucosa antral (HE, objetiva 10x).
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5.2.2 Avaliacéao do indice de expressdo de iNOS

O indice de expressdao de iINOS mostrou diferenca significativa na comparacdo entre 0s
grupos H. pylori positivo (Hp*) e H.pylori negativo (Hp) (p=0,002).. Na comparacao
multipla, ndo foi encontrada diferenca significativa entre GCA e GC (p = 0,86), porém o
grupo controle (Hp“) mostrou valores significativamente menores que GCA (p = 0,006) e GC
(p = 0,008) (Gréafico 4).

N&o houve diferenca significativa na comparagédo entre o indice de expressdo de iINOS no

grupo Hp* com a intensidade e atividade de inflamac&o (p=0,7; p=0,2); respectivamente.

A Figura 7 mostra a expressdo de iNOS na mucosa gastrica de individuos normais e com CG

e CGA associadas a infecgéo por H. pylori.

Gréfico 4 — Indice de expressdo de iINOS na mucosa gastrica dos pacientes pertencentes aos

diferentes grupos diagnosticos
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5.2.3 Avaliacao do indice apoptotico

Né&o existe diferenca significativa na comparacdo do indice apoptotico entre a presenga ou

auséncia da bactéria H. pylori e entre os diferentes grupos diagnosticos (p=0,63). (Gréafico 5).

Gréafico 5 - Indice apoptético na mucosa antral dos pacientes pertencentes aos diferentes
grupos diagndsticos.
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Né&o houve diferenca significativa do indice apoptético em relagédo a presenca de atrofia e Ml
no antro gastrico de pacientes infectados.

O indice apoptdtico no grupo de pacientes infectados (Hp*) depende da intensidade da
inflamacdo (p=0,045), sendo maior no grau de inflamagdo 1 e 2. Ndo houve diferenca
significativa entre o indice apoptotico e o grau de atividade da inflamacéo (p=0,08) (Gréafico 6
AeB).
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Gréfico 6 — Comparacdo entre o indice apoptdtico e os graus de intensidade (A) e atividade
(B) da inflamacdo nos diferentes grupos diagndsticos.
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N&o houve correlacdo entre o indice apoptotico e o indice de expressdo de iINOS entre 0s
pacientes infectados por H. pylori (r=-0,23; p = 0,17 ) (Gréfico 7).

A Figura 7 mostra a expressdo de M30 CytoDEATH na mucosa gastrica de individuos

normais e com CG e CGA associadas a infeccao por H. pylori.

Gréfico 7 — Correlacdo de Spearman entre o indice apoptdtico e o indice de expressdo de
iINOS usando analise de regressao linear.
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Figura 7 - Mucosa gastrica do antro gastrico marcada pela imunoexpressdo pelos
anticorpos iNOS e M30: A) e B) Com os anticorpos iNOS e M30, respectivamente, na
mucosa gastrica do antro normal (H.p?) (objetiva 10x); C) e D) Com os anticorpos
iINOS e M30, respectivamente, na mucosa gastrica de paciente apresentando Gastrite
crénica por H. pylori (objetiva 20x); E) e F) Com iNOS e M30, respectivamente, na
mucosa gastrica de paciente com Gastrite cronica atréfica por H. pylori (objetiva 20x).
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6 — DISCUSSAO
6.1 Estudos retrospectivos

6.1.1 Avaliacdo da expressdo de proteinas anti- e pro-apoptéticas da via intrinseca da

apoptose em criancas

A bactéria Helicobacter pylori é considerada o principal agente etioldgico de gastrite cronica
em humanos (MARSHALL & WARREN, 1984) e esta envolvida na patogénese de UD e de
CaG (MARSHALL et al., 1988; FORMAN et al., 1991; PARSONNET et al.1991;
PETERSON et al., 1991; BLASER & ATHERTON, 2004; DE LUCA & IAQUINTO, 2004).
A infeccdo € adquirida na infancia e persiste por toda a vida do individuo (BANATVALA et
al., 1993; BLASER, CHYOU et al. 1995, MALATY et al. 2002). Admite-se que a aquisi¢do
precoce da infeccdo na infancia se relaciona com o aumento do risco para o desenvolvimento
de CaG (BLASER, CHYOU et al., 1995). Os mecanismos envolvidos nesse processo nao sao
conhecidos, mas acredita-se que o desenvolvimento do CaG em individuos infectados pode
ser resultado de alteraces nas células epiteliais gastricas induzidas por fatores de viruléncia
da bactéria e/ou pela resposta inflamatéria do hospedeiro que pode incluir transtorno na
regulacdo do ciclo celular (LYNCH & AXON, 1995; CAHILL et al., 1996; PEEK et al.,
1997; ANTI et al., 1998; PEEK, 2002; BLASER & ATHERTON, 2004; KIM et al., 2004).
Sabe-se que H. pylori interfere na homeostase da mucosa gastrica por promover aumento da
proliferacdo celular e da apoptose (LYNCH et al., 1994; MOSS et al.,1996; PANELLA et
al., 1996; ABDEL-WAHAB et al., 1997; CHEN et al., 1997; HIB et al., 1997; JONES et al.,
1997; ANTI et al., 1998; ROKKAS et al., 1999; JANG & KIM, 2000; YOSHIMURA et al.,
2000; MOSS et al., 2001; MAEDA et al., 2002; PETERSSON et al., 2002; YU et al., 2002;
YANG et al.,, 2003). O aumento do processo de divisdo celular pode ser crucial para a
carcinogénese, uma vez que aumenta probabilidade de ocorréncia de mutacbes no DNA das
células da mucosa gastrica (HIB et al 1997, EL-ZIMAITY et al., 2000).

Foi bem demonstrado que, em adultos, a infec¢do por H. pylori esta associada ao aumento da
proliferacdo celular (BRENES et al., 1993; LYNCH et al., 1994; BECHI et al., 1996;
PANELLA et al., 1996; ABDEL-WAHAB et al., 1997; HIB et al |., 1997; PEEK et
al.,1997; ANTI et al., 1998; CORREA & MILLER, 1998; BLASER & KIRSCHNER, 1999;
ROKKAS et a.l, 1999; JANG & KIM, 2000), porém, sdo poucos os trabalhos realizados em
criancas (JONES et al., 1997; JANAS et al., 2000; KIM et al., 2004; OZAWA et al.,
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2005). Estudos realizados em criancas infectadas por H. pylori, como o nosso, podem ser de
grande importancia para o melhor entendimento da fase inicial da infeccdo (KIM et al, 2004).
Além disso, o estudo de pacientes pediatricos pode ser considerado como um modelo uni-
fatorial, ou seja, sem influéncia de outros agentes agressores para a mucosa gastrica como
cigarros, drogas e alcool, que podem interferir nos resultados dos estudos. Finalmente, seria
importante entender se o risco para o desenvolvimento de CaG nos pacientes infectados por
amostras mais virulentas é determinado desde a infancia (BLASER, CHYOU et al.1995) e
se alteracbes da dinamica do turnover celular desde o inicio da infeccdo poderia estar
envolvida no processo (JONES et al. 1997, JANAS et al. 2000).

Em estudos anteriores do nosso grupo observamos que a proliferacdo celular correlacionou-se
diretamente com a intensidade da inflamacé&o e da atividade nos pacientes H. pylori positivos,
no grupo de pacientes infectados por amostras cagA positivas e no grupo de pacientes com
uD.

Nossos resultados anteriores e 0s atuais representam indicacdes de que a integridade da
mucosa gastrica € mantida pelo balanco entre a proliferacdo e apoptose como ja mostraram
outros autores (XIA & TALLEY, 2001). Este balanco pode ser comprometido pela infeccédo
por H. pylori. Segundo alguns, a infec¢do por H. pylori desencadeia a apoptose através da via
intrinseca, relacionada com a acgéo de radicais livres. Estes estudos demonstram subexpressdo
de Bcl2 e/ou Bclx, proteinas anti-apoptoticas e superexpressdo de Bax e Bak, proteinas pro-
apoptoticas (LIU et al., 1996; CHEN et al.,1997). Entretanto, outros pesquisadores relatam
aumento de FAS e FAS-ligante, relacionados com a via extrinseca da apoptose, que pode ser
estimulada por diversos compostos lesivos ao epitélio, além de radicais livres (BAIK et
al.,1996; MOSS et al.,1996; LIN et al., 2001, SHIBAYAMA et al.,2001).

Para verificar se ha diferenca entre a resposta de expressdo das proteinas anti- e pro-
apoptdtica na via intrinseca da apoptose em criancas, avaliamos a expressdo dessas proteinas
em criancas ndo infectadas e infectadas por H. pylori com UD e GC. Nossos resultados
mostraram que a expressdo de Bclx, anti-apoptdtica, foi negativa ou fraca na maioria das
bidpsias do antro das criancgas analisadas. Ja a expresséo de Bax, pré-apoptotica, foi maior no
grupo de criangas infectadas. Este resultado est4 de acordo com o que foi descrito em adultos
pelo nosso grupo (CABRAL, 2006) e com outros descritos na literatura para adultos (MOSS,
1998; BHATTACHARYYA et al. 2009;). Quanto a expressdo de Bcl2, anti-apoptotica, nao

houve diferenca significativa entre os pacientes infectados que apresentavam gastrite e
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aqueles que apresentavam Ulcera duodenal, e entre o0s pacientes ndo infectados em
comparacao com aqueles com UD e gastrite. Estes resultados estdo de acordo com o que foi
relatado por Chang et al. (2004), no qual ndo observaram diferenca significativa de Bcl2 entre
amostras de pacientes infectados por H. pylori que apresentavam cancer gastrico e aqueles

(ue apresentavam gastrite.

Muitos mecanismos envolvidos no processo da apoptose estdo sendo esclarecido em estudos
mais modernos (BOISE et al.,1993; KORSMEYER, 1995; VAUX & STRASSER, 1996,
ADAMS & CURY, 1998; ASHKENAZI & DIXIT, 1998; GREEN & REED, 1998; SZABO
& TARNAWSKI, 2000, CABRAL, 2006) porém, os resultados desses ainda sdo
controversos. (DIXON, 1994; CHEN et al.,1997; WAGNER, 1997; RUDI, KOLB et al.,
1998; RUDI, KUCK et al., 1998; KONTUREK et al., 1999; MOSS et al., 2001; XIA &
TALLEY, 2001; CABRAL, 2006). Os meios pelos quais as vias intrinseca e extrinseca da
apoptose levam a ativacdo de caspases sdo pouco estudados. Segundo estudos in vivo e in
vitro, a infeccdo por H. pylori induz a apoptose principalmente pela via intrinseca (CHEN et
al.,1997; KONTUREK, BILANSKI et al., 1999; MAEDA, 2002; YANG et al., 2003;
CABRAL, 2006). Nés demonstramos que tanto a proteina Bax quanto a Bak, pré-apoptoticas,
apresentaram uma expressdo aumentada na mucosa gastrica de pacientes infectados por H.
pylori principalmente naqueles infectados pela amostra cagA positiva (CABRAL, 2006). A
via intrinseca da apoptose é ativada por estresse oxidativo (ADAMS & CURY, 1998; GREEN
& REED, 1998; SZABO & TARNAWSKI, 2000), que por sua vez pode ser consequéncia do
aumento de células polimorfonucleares induzido pela infeccdo por Hp. (MANNICK, 1996;
FARINATI et al., 2003).

6.1.2 Avaliacdo da expressao de proteinas anti- e pré-apoptéticas das vias intrinseca e

extrinseca da apoptose em adultos

No estudo restrospectivo realizados em adultos, avaliamos se havia uma via preferencial
(extrinseca ou intrinseca) de apoptose em pacientes com GC associada a H. pylori em relacdo
aqueles que desenvolvem UD e se o desenvolvimento de atrofia se relaciona com a ativacao
de uma via especifica da apoptose. Neste estudo, nds confirmamos os resultados encontrados
tanto em criangas como em adultos infectadas por H. pylory (CABRAL, 2006). Além disso,
demonstramos que as proteinas pré-apoptoticas Bax e Bak, da via intrinseca, foram
significativamente mais expressas na mucosa gastrica de pacientes adultos com GC do que

naqueles com UD. A maioria dos pacientes com UD estudados foram infectados por uma
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amostra cagA-positivo, assim podemos deduzir que fatores do hospedeiro, como o ambiente
gastrite e / ou pH luminal e fatores associados na dieta, podeM ser responsaveis pela
diminuicdo da expressdo de Bax nos pacientes com UD. Apesar da expressdo de proteinas
pré-apoptoticos ser maior nos pacientes controles (Hp) que naqueles com ulcera duodenal, a
diferenca ndo foi significativa.. A expressdo da proteina pro-apoptética Bak no epitélio
superficial ndo foi diferente entre os grupos. Estudos anteriores relataram a expressdo de
proteinas apoptoticas na mucosa normal, principalmente no epitélio superficial, enquanto que
na infeccdo por H. pylori envolve principalmente o compartimento do foveolar (MOSS et al.,
1996). A expressdo de Bak no epitélio superficial foi mais intensa nos pacientes com UD e
nos nao infectados que naqueles com gastrite (p=0.04, p=0.048, respectivamente). No epitélio
foveolar, a expressdo de Bak foi mais intensa nos pacientes com gastrite que naqueles com
UD, repetindo os mesmos resultados encontrados para a expressdo de Bax, Bcl-x, proteina
anti-apoptotica da via intrinseca, apresentou expressao significativamente maior nos pacientes
com gastrite que naqueles com UD (p=0.04) e em relacdo aqueles ndo infectados (p=0.03).
Provavelmente, a expressdo das proteinas anti-apoptoticas Bcl2 e Bcl-x pode secundéaria a
expressao de proteinas pré-apoptéticas na tentativa de manter a homeostase na mucosa
gastrica. Por outro lado, isso pode ter um papel na carcinogénese gastrica. Estes resultados sao
evidéncias indiretas do envolvimento da via intrinseca na apoptose em pacientes infectados

pelo H.pylori.

A expressdo de Bax, Bak e Bclx foi maior no epitélio foveolar dos casos de gastrite com
atrofia que naqueles sem atrofia (p=0.05). A porcentagem de superficie epitelial marcada por
Bcl2 foi maior nos pacientes com atrofia (p=0.03). Nado houve diferenca significativa na
expressao desse anticorpo nos pacientes com gastrite em comparagdo com aqueles com UD e
os ndo infectados. Como estas proteinas S40 menos expressos na mucosa gastrica de pacientes
com UD, isso pode explicar porque a atrofia é rara em pacientes nessas condi¢cdes. Como
discutido anteriormente, outros factores do hospedeiro podem modular a apoptose nessas

diferentes condicdes.
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6.2 Estudo prospectivo
6.2.1 Indice de iNOS em pacientes infectados e néo infectados por H. pilory

Em condic@es fisioldgicas, a mucosa gastrica mantém sua integridade estrutural e funcional
apesar de estar constantemente exposta a fatores nocivos como HCI e pepsina, 0s quais sdo
capazes de gerar lesdes na mucosa gastrica. Nessas condi¢des, a integridade da mucosa
géstrica é mantida pelos mecanismos de defesa, os quais incluem fatores pré-epiteliais, uma
barreira epitelial (superficie das células epiteliais justapostas secretando muco, gerando
bicarbonato, peptideos e prostaglandinas), renovacdo continua de células, fluxo sanguineo
continuo através de micro-vasos da mucosa, além de barreira endotelial, geracdo de 6xido
nitrico (NO) e de mecanismos anti-oxidantes (LAINE et al., 2008).

A inducdo da sintese de NO esta no contexto das defesas do organismo contra infeccdes,
inflamacGes e muitas neoplasias, contudo, dependendo das quantidades geradas, pode levar a
morte celular e a danos teciduais (MONCADA et al., 1991; NATHAN & XIE, 1994). Assim,
0 excesso na producdo de NO associado com estados inflamatérios das mucosas é
caracterizado pelo aumento da permeabilidade epitelial e perda da funcdo da barreira do

muco.

Existem trés isoformas conhecidas da sintese de oxido nitrico sintase (NOS). Dentre elas, a
forma induzida (ou inflamatéria) iNOS (expressa em macrofagos e células de Kupffer,
neutrdfilos, fibroblastos, musculo liso vascular e células endoteliais em resposta a estimulos
patoldgicos como microorganismos invasores). Esta forma, iNOS, produz NO de importante
papel na defesa do hospedeiro contra bactérias, virus e parasitas (MONCADA et al., 1991,
NATHAN & XIE, 1994). O o6xido nitrico produzido pela iNOS difunde-se para fora dos
macrdfagos e invade a célula alvo destruindo-a, através da inibicdo de centros Fe-S de
enzimas envolvidas na respiracdo celular e inibindo a replicagdo do DNA (WINK et al.,
1998).

Vaérios estudos tém demonstrado que a sintese elevada de iNOS em pacientes infectados por
H. Pylori tem importante papel na carcinogénese gastrica (NAITO & YOSHIKAWA, 2002;
NAITO & YOSHIKAWA, 2005). O aumento da expressdo de iNOS na mucosa gastrica de
pacientes com GC, associada & infeccdo por H.pylori, estd estritamente relacionada a

infiltracdo de células inflamatorias na mucosa gastrica (FU et al., 1999).
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Nossos estudos também confirmaram o aumento de expressdo de iINOS em pacientes
infectados por H. pylori com GC e GCA associadas a presenca desta bactéria. O grupo de
pacientes ndo infectados (Hp) mostrou indices de expressdo de iNOS significativamente
menores que o grupo infectado (Hp™). Estes resultados confirmam o que ja foi descrito na
literatura. CHANG et al. (2004) concluiram que a expressdao cronica de iINOS e as
consequentes alteracdes do DNA das células presentes na mucosa gastrica de pacientes com
GC, associada a infeccao por H. pylori, tem papel vital no desenvolvimento do carcinoma
gastrico nestes pacientes. Além disso, 0 NO produzido pela mucosa gastrica inflamada pode
ser um dos mecanismos de ligacdo entre a infecgdo por H. pylori e UD associada a essa
bactéria (RACHMILEWETS et al., 1994).

O indice de expressdo de iINOS no grupo Hp+, a intensidade e atividade de inflamacao, nao
apresentaram correlacdo significativa, nem houve diferenca entre pacientes com GC e GCA
em relacdo ao indice de expressdo de iNOS. Entretanto, em estudos onde essa comparacao foi
realizada com resultados provenientes da andlise da concentracdo de NO em soro humano, a
concentracdo de NO foi significativamente maiores em pacientes Hp+ com GC que em

pacientes com GCA.

Em outros trabalhos, a alta expressao de iNOS na mucosa gastrica pode levar a identificacdo
de grupos de risco para o desenvolvimento de cancer gastrico (NAITO et al., 2008).
Distarbios no balango entre agentes oxidantes e anti-oxidantes no estbmago podem levar ao
aumento do risco de morte celular por apoptose ou necrose e danos ao DNA celular,
produzindo assim uma ligacdo entre Hp, inflamacéao, apoptose, alteracdes do ciclo celular e
instabilidade genética, fatores que que atuam na base da susceptibilidade ao cancer gastrico

exibido em pacientes infectados cronicamente.

6.2.2 Avaliacdo do indice apoptoético em pacientes Hp~ e Hp* e sua correlagdo com o

indice de expresssao de iNOS.

Durante a apoptose, proteinas intracelulares vitais sdo clivadas. As proteases que medeiam
este processo sdo chamadas caspases. A apoptose ocorre individualmente nas celulas como
fendmeno de auto-destruicdo isolado sem comprometer as células vizinhas ou provocar
resposta inflamatdria, uma vez que ndo determina a lise de organelas ou sua liberacdo para o
intersticio (RAFF, 1998). Até recentemente citoqueratinas, em particular a citoqueratina 18
(CK-18), ndo eram consideradas afetadas por eventos precoces da apoptose. Recentemente,
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foi demonstrado que o anticorpo M30 reconhece um sitio de clivagem especifico na CK18 em
células em apoptose, que ndo € detectdvel na CK18 em celulas normais. Como consequéncia
0 anticorpo CytoDeath M30 é um instrumento Unico para o determinacdo facil e confiavel de
evento apoptotico precoces em células isoladas e amostras de tecidos. Embora 0 método de
TUNEL seja um dos métodos mais utilizados para demonstrar e quantificar a apoptose em
cortes histologicos de tecido, a interpretacdo e especificidade dos resultados provenientes
desssa técnica tem sido controversos. Imunohistoquimica utilizando anticorpo monoclonal
M30, ¢é considerada uma alternativa promissora, uma vez que a imunoexpressao de M30 na
mucosa gastrica correlaciona-se com os resultados encontrados pela anélise de critérios

morfolégicos observados nas células em apoptose.

A resposta do hospedeiro nas infeccBes gastricas associada a bactéria H. pylori exerce
influéncia na carcinogénese gastrica incluindo alterac6es na proliferacdo das células epiteliais
e no indice apoptoético. No estudo retrospectivo discutido anteriormente e realizado em
adultos Hp" e Hp® com ou sem GC, GCA e UD, os resultados indicaram um aumento
significativo na expressdo da proteina anti-apoptética BCI2 em pacientes com GCA, em
relacdo aos outros grupos. Entretanto, a associacdo entre a infeccdo por H pylori e a

proliferacdo celular em leses da mucosa gastrica € um assunto ainda em discussao.

Nos resultados prospectivos que delineamos para avaliar o indice apoptdtico por
imunoexpressao de M30 em pacientes Hp" e Hp™ ndo foi possivel detectar diferenca
significativa no indice apoptotico em relacdo a presenca da bactéria e entre os diferentes
grupos diagndsticos. Estes resultados ndo confirmam o aumento do indice apoptético em

associacao a infeccdo por H. pylori como os relatados em outros trabalhos.

Um aumento de moderado a acentuado de células apoptéticas tem sido relatado em GC
frequentemente associada com a atrofia glandular e infeccdo por H. pylori (MOSS et al.,
1996; HIRASAWA et al.,1999; STEININGER et al.,1998), ocorrendo principalmente no
epitélio foveolar e glandular, regides em que ha uma aumento da colonizacéo pela bactéria e
inflamacdo epitelial (STREININGER et al., 1998). Assim, em contraste com 0 sistematico
aumento da proliferagdo celular, a infec¢do por H. pylori na mucosa gastrica esta associada
ora ao aumento, ora & auséncia de alteracdo, ou mesmo com a diminuicdo do indice

apoptotico nas analises in vivo.
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ANTI et al. (1998) observaram indices apoptoticos similares em pacientes com gastrite
cronica infectados ou ndo pela bactéria e ndo encontraram correlacao entre o indice apoptotico
com o grau de inflamacéo. JA WAGNER et al. (1997) observaram uma diminuicao na ativiade
apoptotica seguida por um aumento da proliferacdo celular na presenca da bactéria. Estes

resultados sdo similares aos encontrados no desenvolvimento do nosso trabalho.

A comparagdo estatistica entre o indice apoptdtico e a intensidade da inflamagdo na mucosa
dos pacientes Hp*, em nosso trabalho, mostrou que o indice apoptético depende da
intensidade de inflamacédo até que a inflamacéao atinja o grau 3 de Sydney. Estes resultados
néo sdo similares aos encontrados por ANTI et al. (1998), pois estes ndo encontraram relacéo
entre o indice apoptdtico com o grau ou intensidade de inflamagéo

N&o encontramos correlacdo entre o indice apoptotico e o indice de expressdo de iNOS. Este
resultado € semelhante a outros ja mencionados na literatura em células epiteliais
(DIMMELER & ZEIHER, 1997).

Os efeitos pro-apoptéticos do NO parecem estar mais relacionados a condicdes patoldgicas
onde grande quantidades de NO sdo produzidas pela enzima iNOS. Em contraste, a liberacdo

continua de NO pelo epitélio gastrico na presenca de H. pylori poderia inibir a apoptose.

Assim, na infec¢do por H. pylori, os mecanismos reguladores da apoptose e da proliferagdo
celular, apesar de controversos, apontam para um papel de NO produzido via INOS na
modulacdo da inflamacdo, da apoptose e da proliferacdo celular compensatoria, que
aumentariam a chance de danos ao DNA e a carcinogéne gastrica. Estudos de longo prazo
conduzido por RAJINAKOVA et al. (1997) mostraram que a expressdo de iNOS e
nitrotirosina estava aumentada no grupo que nos grupos que desenvolveram cancer gastrico
em relacdo aos demais. Isto indica que altos niveis de espécies reativas de nitrogénio na

mucosa gastrica € um fator de risco para o cancer gastrico.

Assim, os niveis de iINOS em pacientes Hp+ poderiam indicar qual paciente teria risco para
desenvolver cancer gastrico. Porém, ndo é possivel detectar os niveis de iINOS na rotina
endoscopica, a despeito de haver estudos mostrando correlacdo entre o padrao endoscopico de
alteraces epiteliais malignas e a dosagem de iINOS por RT-PCR na mucosa gastrica (NAITO
et al., 2008). Por este motivo a regulacdo da apoptose e o controle da inflamagéo sdo alvos

promissores para a intervencao terapéutica na infecgédo por H.pylori.



72

Assim, um dos desdobramentos do nosso trabalho que ndo foi possivel ainda realizar, objetiva
dosar os ions nitrito e nitrato do suco gastrico de pacientes infectados e nao infectados por H.
pylori por cromatografia liquida em HPLC utilizando para isso Coluna Shim-pack IC-A3
anibénica com preé-coluna compativel. A quantificacdo seria realizada com o auxilio de um
condutivimetro capaz de detectar e quantificar os ions presentes na amostra. Essas evidéncias
indiretas da acdo de iINOS produtora de NO poderiam ser utilizadas como marcadores de

prognostico para transformacg6es malignas em pacientes de risco Hp+.
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7 — CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que nas criangas a expressao de Bax e Bak proteinas pro-

apoptoticas da via intrinseca esta relacionada a infeccéo por H.Pylori.

Na gastrite crénica a expressao de Bax foi maior do que na UD, o que pode sinalizar para um
papel determinante do fenbmeno apoptdtico no desenvolvimento da atrofia na fase adulta de
alguns desses pacientes.

A expressdo de BCI2 e BCLx, proteinas anti-apoptotica da via intrinseca, foi fraca ou

negativa em criancas infectadas e nao infectadas por H. pylori.

Nossos resultados retrospectivos em adultos confirmam que a infeccdo por H. pylori esta

relacionada principalmente com a via intrinseca da apoptose.

A expressdo de proteinas pré-apoptoticas, principalmente Bax, foi significativamente maior

nos casos de gastrite que nagqueles com UD e se relacionou com a atrofia no primeiro grupo.

A expressdo das proteinas Bcl2 e Bclx, anti-apoptéticas da via intrinseca, podem ser
secundarias a expressao de proteinas pro-apoptéticas na tentativa de manter a homeostase na

mucosa gastrica. Por outro lado, isso pode ter um importante papel na carcinogénese gastrica.

Nossos resultados prospectivos evidenciaram que o indice apoptético nao foi diferente em
pacientes infectados por Hp em comparacdo com o0s ndo infectados, contrariando alguns
resultados da literatura. O indice apoptdtico também ndo variou entre os grupos diagndsticos
positivos para Hp (Gastrite com e sem atrofia).

A comparacao entre o indice apoptotico e a intensidade da inflamagdo na mucosa gastrica de
pacientes Hp* correlacionou-se positivamente com a atividade da inflamacédo nos graus I e II,

mas ndo com o grau Il de Sideny.

A expressdo imunohistoquimica de INOS (indice de expressdo de iINOS) em pacientes

infectados por Hp foi significativamente maior que naqueles ndo infectados.

N&o houve diferenca no indice de expressdo de inos entre pacientes infectados que
apresentavam gastrite com e sem atrofia, independentemente da intensidade e atividade da

inflamacéo.
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N&o houve correlagdo entre o indice apoptdtico e o indice de expressdo de iINOS nos pacientes
infectados com Hp independente do diagndstico.
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ANEXOS

Anexo 1 - Aprovagédo do COEP (Estudo Retrospectivo)

UF/I./\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de ética em pesquisa da UFMG - COEP-

II;arecer ne: ETIC 119/99
teressada: Profa. Anai.Margarida Miguel Ferreira Nogueira

DECISAO:

Ap6s cumprida a diligéncia foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG, no dia 22.10.99, o projeto intitulado: «Histéria
Natural da Infeccao por Helicobacter pylori no Nosso Meio» e O
Termo de Consentimento, do referido projeto, de interesse da Profa.
Ana Margarida Miguel Ferreira Nogueira. O relat6rio final ou
parcial devera ser encaminhado ao COEP um ano ap6s o inicio do -
projeto.

)
Prof. Dr. Dirceu étolomeu Greco
Presidente do COEP

Av. Alfredo Balena, 110 - 1° andar
Bairro Santa Efigénia - Cep 30.130-100 - Belo Horizonte-MG
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Anexo 2 - Aprovagédo do COEP (Estudo Prospectivo)

Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
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Interessada: Profa. Ana Margarida Miguel Ferreira Nogueira
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alterac6es moleculares e mecanismos de apoptose" bem como 0
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Anexo 3 - Ficha Clinica Endoscopica

Caso #_ data: __;/;__/_.

Papel da Apoptose na Carcinogénese Gastrc

FICHA CLfNICO-ENDOSCéPICA

R Data Nascimento RG/HC
Enderego Cidade Fone
critérios de inclusdo Critérios de exclusdo
Pacientes com Ulcera peptica gastrica, qualquer

Pacientes acima de 40 anos com queixas dispépticas, que serdo
submetidosa endoscopia pela primeira vez, ndo tratados para

H. pylon.

tipo de cancer, hipertensdo portal; aspecto
endoscopico de gastrite atrofica auoimune; UsoO
de medicamentos especificados (IBP, Blog H2,
antibiéticos) nas ultimas 4 semanas.

Uso medicamentos? I_ISim I_l| Nao
I_| antihipertensivos I_| hipoglicemiantes orais
I_| anti-inflamatérios nao esterdides

I_| outros (especificar)

Co-morbidades
I_| diabetes I_| hipertensao arterial

I_I outros (especificar)

tempo _

contato para acompanhamento segiiencial (retorno para buscar biépsia — assinar termo)

Observagoes

Endoscopia

Coleta: 1 e 2 - Rotina - formol ; 3- 2 fragmentos da peq. curvatura antral em RNA later;
4- suco gastrico (2-4 mL)

2 amostras
congeladas

Impressao Diagnostica:

{_INormal _ I_I Gastrite ndo atréfica

I_I Gastrite Atrofica

I_IUPD
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Anexo 4 - Protocolo de Anélise de Bidpsia Gastrica

IAG — LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA — HC-UFMG
PROTOCOLO DE ANALISE DE BIOPSIAS GASTRICAS

Macroscopia:
Antro:...... fragmentos aredondados de tecido branco e macio, medindo em conjunto ........ ) SRER— Kisysssl cm.
Corpo:....... fragmentos amedondados de tecido branco e macio, medindo em conjunto ........ ) S ) GO cm.

Microscopia:
Antro: Cortes histologicos de mucosa antral apresentando ....(quadro). Pesquisa de H. pylori...........

Corpo: Cortes histoldgicos de mucosa oxintica apresentando ...(quadro). Pesquisa de H. pylori..........

CORPO ANTRO INCISURA
D M A D M A D M | A

Inflamagao b
Atividade i
Atrofia

Metaplasia Intestinal

M. Intestinal - tipo

>

Atipias

Hiperpl. foveolar
Diminuigao muco
Atiptas

Erosoes

Edema

Foliculos Linfoides
Proliferacao vascutar
Fibrose

Displasia
Qutros

Pos. Neg. Pos. Neg. Pos. Neg.

H. pylori

CONCLUSAO

Comentarios:

Preceptor......... AWM. evsiainassRaas Residente................ .



Anexo 5 - Sistema Sidney Modificado (Houston, 1994)

Critérios e procedimentos para diagnéstico histopatolégico

Sistema Sydney modificado (Houston, 1994)

I- Critérios e Procedimentos Gerais:

1. Observar o ntimero de identificagdo de cada lamina e registrar o resultado no local
apropriado do protocolo de bidpsias endoscopicas.

2. Cada lamina contém uma Gnica amostragem, em um ou mais cortes histolégicos.
Examine-a bem para firmar uma impressdo geral.

3. A seguir examine o corte histologico para cada varidvel pesquisada, de forma
independente. Avaliar cada variavel separadamente das demais.

4. Assinalar o resultado no quadrinho adequado de acordo com as convengdes do
protocolo. Preencher a lapis, para permitir corregoes.

5. Extrema cautela ao fazer o langamento do resultado no protocolo. Cuidado para ndo
langé-lo em local incorreto. Verificar se todos os quadros foram preenchidos
(quando for o caso).

6. Graduar as diversas variaveis usando a escala visual de Houston (anexa) baseada na
densidade dos achados de cada varidvel em campos de 40x.

7. Em variaveis distribuidas de forma mais homogénea (inflamagio cronica, metaplasia
intestinal e atrofia, por exemplo) concluir baseado no padrdo predominante.

8. Em variaveis que costumam ter um padrdo de distribuigdo mais heterogéneo (/.
pylori e PMN, por exemplo) concluir baseado numa média do aspecto encontrado
nos varios campos.

9. Somente identificar e quantificar determinada variavel (por exemplo, H. pylori,
células caliciformes, células de Paneth) baseado em critérios morfolégicos de
certeza. Na davida, considerar como negativo.

10. Analisar as cinco amostras de um mesmo paciente de forma independente uma das
outras para o estudo das cinco varidveis pesquisadas.

11. Cuidado com artefatos (ex: precipitados de corantes x H. pylori).

12. Cuidado com os artefatos de esmagamento pela pinga de bidpsia, que podem
induzir confus3o, por exemplo, com PMN. Ignore as areas com este artefato.

13. As diversas variaveis serdo pesquisadas usando apenas a coloragdo da HE.

14. A parte inferior do cérion da mucosa géstrica, em relagdo com a muscular da
mucosa, costuma mostrar certo aumento no niimero de células linfoides. Cuidado
para nio confundir com processo inflamatério.

11 - Critérios e definicdes especificas:

1) IDENTIFICACAO E GRADUACAO HISTOLOGICA DAS VARIAVEIS SYDNEY

a) Helicobacter pylori:

Usar escala visual.

Raros bacilos esparsos correspondem a disereto; uma monocamada de bactérias em
relacio com o epitélio corresponde a moderado e grumos e acamulos de bactérias
correspondem a acentuado.

Local preferencial de encontro: em relagdo com a superficie das células muciparas das




Ignorar dreas com metaplasia intestinal, valorizando apenas a colonizagdo do epitélio
géstrico autdctone.

Graduar pela média dos campos. Cuidado com artefatos.

b) Inflamac8o Crénica:

Comparar com a escala visual em campos de 40x.

Normal: apenas alguns linfécitos dispersos.

Plasmocitos sdo ausentes ou escassos em condi¢des normais. Sua presenca em
ntmero de dois ou mais na média dos campos de 40x ¢ indicativa de inflamagéo.

Linfécitos intraepiteliais (LIE) ocasionais sdo considerados achado normal. Mais
de | LIE/20 células epiteliais indica inflamag&o.

Nio valorizar pequenos foliculos linfoides sem centros germinativos como critério
de inflamag3o.

Nao computar numericamente os linfocitos de foliculos ou de sua vizinhanga.

Cuidado na identificagio dos linfécitos. Atengdo para plasmocitos, células
endoteliais e células do estroma conjuntivo, que podem induzir confuséo.

Graduar pelo aspecto predominante (distribuigdo homogénea) ou pela média dos
campos (distribuigdo heterogénea).

c) Atividade Inflamatoéria:
Presenca de polimorfonucleares (PMN) num background de inflamagdo

cronica.

Pesquisar na lamina prépria, dentro do epitélio e no lamen das fossetas. Um ou
outro PMN isolado n#o tem significagdo. Cuidado com as areas de pingamento, que podem
induzir artefatos simulando PMN. No valorizar eosinofilos.

Comparar com a densidade média da escala visual em campos de 40x.

Normal: auséncia de PMN.

Graduar pela média dos campos de 40x.

d) Metaplasia Intestinal:
Comparar com a escala visual.
Grosseiramente considerar os limites de: menos de 1/3, de 1/3 a 2/3 e mais de
2/3 de substituigdo do epitélio original para niveis discreto, moderado e acentuado,
respectivamente.
Graduar pela média dos campos de 40x.

e) Atrofia:

Atrofia implica diminuigdo ou desaparecimento das células autoctones do
epitélio. Assim sendo, considerar no seu diagnostico e quantificagéo tanto a diminui¢do do
tamanho das glandulas quanto a substituigdo das células originais por epitélio metaplasico
(intestinal ou pseudopilérico).

E mais dificil de se avaliar no antro devido ao estroma mais abundante e a
distribui¢io mais irregular das glandulas.

No antro é normal encontrar trés a quatro cortes transversais numa estrutura
clandular. O achado de dois ou menos cortes transversais por glandula configura atrofia.

Usar escalas visuais distintas para corpo e antro, usando os marcadores de menos
de 1/3, de 1/3 a 2/3 e mais de 2/3, respectivamente, para 0s niveis discreto, moderado ¢

acentuado.
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2) OUTROS ACHADOS, FORMAS ESPECIAIS DE GASTRITE E CLASSIFICACAO

As variaveis situadas a direita no Protocolo de biopsias endoscépicas deverdo ser
pesquisadas no contexto geral de cada caso (no conjunto das cinco amostras) e ndo
individualmente. Assinalar sempre com um “X” a ocorréncia de determinado achado.
Deixar em branco em caso de auséncia da varidvel pesquisada.

a) METAPLASIA INTESTINAL:

Assinalar no quadrinho apropriado a ocorréncia de células caliciformes, células
absortivas e células de Paneth.

Assinalar a presen¢a de metaplasia pseudopilérica na mucosa de corpo.

Assinalar a ocorréncia de atipias citologicas ou arquiteturais nas dreas de
metaplasia intestinal. (Glandulas com certa tortuosidade, com células de nucleos
hipercrémicos, pleomdrficos, com alteracdo da polarizagdo e pseudoestratificagdo, em
véarios niveis de intensidade - “displasia”).

Assinalar, por fim, se se trata de metaplasia intestinal completa ou incompleta.

b) OUTROS ACHADOS:

Eroso:

Diagnéstico diferencial com artefatos.

Erosio implica lesdo do epitélio superficial acompanhada de fibrina, PMN e
atividade regenerativa adjacente.

Proliferacdo de musculo liso:

Assinalar a presenga. Hiperplasia da muscular da mucosa. Relacionavel com as
gastrites reacionais.

Foliculos linfoides:

Considerar os pequenos € 0s grandes, com ou sem centros germinativos.

Hiperplasia foveolar:

Aumento do comprimento e da tortuosidade das fovéolas acompanhado por
deplecdio de muco das células epiteliais, que podem exibir também certa hipertrofia
nuclear. Pode ser confundida com displasia.

E achado inespecifico e comum, porém os casos mais acentuados sdo encontrados
nas gastrites reacionais (quimicas).

Fibrose:

Existéncia de fibrose na l4mina prépria.

c) FORMAS ESPECIAIS DE GASTRITE:

Gastrite aguda:

Presenca de edema na lamina prépria, dilatagdo e congestdo capilar, hemorragia
intersticial de graus varidveis, podendo haver ou ndo erosdes, encontrando-se as vezes,
sinais de atividade reparativa (atipias regenerativas). Podem ou néo ser encontrados PMN,
geralmente em pequenos numeros. Auséncia de inflamagdo cronica subjacente.

(“gastropatia™).

Gastrite reacional (“quimica’):

Presenca de hiperplasia foveolar importante, com deple¢do de mucina em células
foveolares, edema da lamina prépria e proliferagdo de musculo liso, geralmente com
aumento discreto ou mesmo auséneia de células inflamatérias (“‘gastropatia”). Podem ser
vistas erosdes com infiltrado de PMN, os quais ndo sdo vistos na auséncia das citadas

erosoes.

101



Os achados mais frequentes sdo hiperplasia foveolar, deplecdo de mucina e
séncia de inflamag#o significativa.

Gastrite linfocitica:

Grande nimero de linfécitos infiltrando a superficie e o epitélio das fovéolas (LIE).
om mais de 25 LIE para 100 células epiteliais (1 para 4) o diagndstico € firmado. Pode
wver erosdes e sinais de atividade (PMN), assim como pequeno ou grande nimero de
nfécitos e/ou plasmocitos na ldmina prépria. O epitélio superficial é desorganizado, hé
eplecdo de mucina e pseudoestratificagdo nuclear.

Gastrite folicular:
Gastrite cronica com grande niimero de foliculos linfoides proeminentes na ldmina

ropria.

d) DIAGNOSTICO MORFOLOGICO-TOPOGRAFICO DA GASTRITE:

Ao se firmar o diagnéstico final deve-se considerar a amostra de incisura angular
T.A.) no contexto das amostras de antro (quase sempre) ou corpo (raramente), conforme o
>as0.

Para o diagnostico topografico, considerar a média dos achados nas duas ou trés
amostras de corpo ou antro.

O diagndstico “gastrite predominante (mente) antral ou de corpo” implica
necessariamente que a graduagdo do processo inflamatério nos dois sitios divirja no
minimo em dois niveis (ex: acentuada em antro ¢ discreta em corpo ou ausente em corpo €
moderada em antro).

O diagn6stico “gastrite cronica inespecifica de antro e/ou de corpo” implica que
ndo haja predominincia topografica significativa do processo inflamatério em um ou outro
sitio (no méaximo um nivel de variagdo, por exemplo, moderada em antro e discreta em
corpo) ou haja equivaléncia de intensidade nos dois sitios. Nestes casos, geralmente néo ha
atrofia associada.

O diagnostico “gastrite multifocal” implica lesfo presente em no minimo duas
amostras de bidpsia.

0) Mucosa géstrica sem altera¢es inflamatdrias.

1) Gastrite cronica nfo atrofica, predominante ou exclusiva de antro : “Gastrite
antral difusa”: _

Gastrite crdnica caracterizada por infiltrado mononuclear da lamina propria do
antro, e/ou da jungdo antro/corpo, sem atrofia. O corpo pode exibir discreta inflamagao.
S3o comuns plasmocitose, foliculos linfoides, neutrdfilos intraepiteliais e certa hiperplasia
foveolar.

2) Gastrite cronica ndo-atrofica, predominante ou exclusiva de corpo.

Gastrite cronica sem atrofia, predominante ou exclusiva de corpo.

3) Gastrite crénica atréfica. predominante/ exclusiva de antro: “Gastrite atréfica
multifocal”:
Gastrite crénica com atrofia e geralmente metaplasia intestinal em multiplos
focos (no minimo duas amostras), mais intensa no antro, na incisura angular e na
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juncéo antro/corpo.Os focos independentes podem coalescer com a idade,
confluindo (difusa).

4) Gastrite cronica atréfica predominante ou exclusiva de corpo:
Corresponde 2 gastrite autoimune na maioria das vezes.
Considerar tanto os casos H. pylori positivo quanto negativo.

5) Gastrite cronica de antro e/ou corpo, inespecifica:
Gastrite mais acentuada em antro (apenas 1 grau de diferenga, por exemplo,
moderada em antro e discreta em corpo), sem atrofia ou metaplasia ou com estes processos
em nivel apenas discreto, quase sempre discreta ou moderada. Pode estar restrita ao antro

ou 20 COrpo.

6) Nio classificavel.
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Anexo 6 — ATA de Aprovacao

F,\('1'uz.,\m‘;'x)l‘: MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO de CHRISTIANE TEIXEIRA CARTELLE, n°®
de registro 2006218322, As quatorze horas do dia 28 de dezembro de dois mil e dez,

* reuniu-se no Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, a Comissdo Examinadora de defesa
de tese, indicada pelo Colegiado do Programa de Pos-Graduagdo em Patologia da UFMG,
para julgar, em exame final, o trabalho intitulado; “ESTUDO DA APOPTOSE EM
PACIENTES INFECTADOS POR H. PYLOR!I PORTADORES DE DOENCAS COM
DIFERENTES RISCOS DE DESENVOLVIMENTO DE CANCER GASTRICO”, requisito final
para a obteng&o do grau de Doutora em Patologia, pelo Programa de Pos-Graduagéo em
Patologia da UFMG - Area de Concentragéo em Patologia Geral. Abrindo a sesséo, a
Presidente da Comisséo, Profa. Rosa Maria Esteves Arantes, apos dar a conhecer aos
presentes o teor das normas regulamentares do trabalho final passou a palavra a candidata
para apresentagédo de seu frabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos examinadores com a
respectiva defesa da candidata. Logo apos, a Comissé@o se reuniu sem a presenca da
candidata e do publico para julgamento e expedicéo do resultado final. Foram atribuidas as
seguintes indicacgdes:

Profa. Rosa Maria Esteves Arantes/Orientadora Instituicdo: UFMG indicagao;__#~ FRow o
Prof. Eladio Oswaldo F. Sanchez/Coorientador  Instituicio: FUNED Indicagao: APRIOVAD

Prof. Anilton Cesar Vasconcelos Instituigao: UFMG Indicagao:

Prof. Edilberto Nogueira Mendes Instituicgdo: UFMG indicagao:_IY"

Profa. Claudia Martins Carneiro Instituic@o: UFOP Indicagao: 2 p,c(;p{»ﬂ{()
Prof. Wanderson Geraldo de Lima Instituigdo: UFOP Indicagdo: 9.;"!3‘“\ e P g

Pelas indicagbes, a candidata foi considerada /|

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pela Presidente da Comisséo.
Nada mais havendo a tratar, a Presidente encerrou a reuni@o e lavrou a presente ATA, que
sera assinada por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo
Horizonte, 28 de dezembro de 2010.

P , . 5
Profa. Rosa Maria Esteves Arantes fone Hond ey L8 A g

Prof. Eladio Oswaldo F. Sanchez

P
/ n
Prof. Anilton Cesar Vasconcelos
Prof. Edilberto Nogueira Mendes / b
Profa. Claudia Martins Carneiro {4, ~f: ¢ Snlivid, Uity
P .
" ( y §
Prof. Wanderson Geraldo de Lima 4 jm eucdo e no-on O oo baley 3 S o

4
i

R ¢ A P |
Prof. Wagner Luiz Tafuri (Coordenador) | '5’.;\ 4% | 'fé’u,v, o’

2l U A D "

! Prol. Wagi'w Luiz Tafur

Obs.: Este documento ndo terd validade sem a assinatura e carimbo do Goordenador Péa wg'nwm de
P8 |3' 'du:? g. i UFMG

A \:at:;{me?és-eraduagéo

“aculdade de MedicinalUFMC
Ay, Prof. Alfredo Balena, 190 - 5° andar
~EP 30130-100 Qentro BHIMG
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APENDICES

Apéndice 1 — Termo de consentimento

Termo de Consentimento Para Participagdo em Pesquisa

Titulo da Pesquisa: "Evolugao da gastrite atrofica e metaplasia intestinal: carrelagao com
alteragoes moleculares e mecanismos de apoptose”

Investigadores principais: Profa. Dra. Ana Margarida M. F. Nogueira

Objetivos: A gastrite atrofica associada a infeccdo pela bactéria H. pylori é muito comum
e, em alguns pacientes, associa-se a uma lesdo chamada Metaplasia Intestinal. Tanto a
gastnte atrofica, como a Metaplasia Intestinal, aumentam ao longo dos anos e, em alguns
pacientes, estaa associadas ac desenvolvimento de tumores do estémago. Como nao se
sabe exatamente quais pacientes que tém esta doenca vao desenvolver tumores, todos os
pacientes devem ser examinados periodicamente, para avaliar a evolugdo da doenca e
prevenir o aparecimento do tumor. O estudo de muitos doentes com gastrite e que tenham
ou nao atrofia e metaplasia intestinal, além de acompanhar a doenca, pode ajudar a
entender como ela se origina e desenvoive. O objetivo desta pesquisa é estudar um grupo
de pacientes com gastrite associada a infeccdo pela bactéria H. pylori. com ou sem atrofia
= Metaplasia associadas, para tentar esclarecer a formagao dessas alteracdes iniciais e
encontrar alguma caracteristica que ajude a identificar cs pacientes que t&ém mais risco de
desenvolver tumor no futuro.

Procedimentas: Se eu concardar em participar do estudo, acontecera o seguinte:

Eu farei um exame endoscopico com bidpsias (retirada de pequeno fragmento do meu
estdmago) para fazer o diagndstico; serdo retiradas mais duas bidpsias onde os
pesquisadores vao fazer outros exames. O suco gastrico, que normalmente é retirado
no inicioc do exame e desprezado, serd examinado. Caso eu tenha feito outro exame
anteriormente, os pesquisadores fardo o estudo dessas bidpsias e fardo outros
exames nesse material, que esta continuard guardado no Laboratério de Patelogia do
Haospital das Clinicas.

Beneficios: Eu posso ndo ter beneficios diretos da participagdo nesta pesquisa. além do
acompanhamento da minha gastrite, caso seja esse o meu caso. Entretanto, os
pesquisadores, apds analisar o material de uma série de pacientes na mesma situagdo
que a minha, poderdo conseguir entender melhor como se desenvolve a doenga. Isso
podera ajudar outros pacientes no futuro.

Riscos: A realizacdo deste exame ndo envolive risco adicional, porque serdo retirados
apenas mais dois pequenos fragmentos além do que é feito habituaimente. Mesmo apoés
a realizagdo do estudo ainda ficara material arquivado, caso venha a ser necessario
futuramente. Entendo que o estudo das minhas biopsias anteriores € uma revisdo
utilizando métodos que os pesquisadores ndo tinham & época do meu exame.

Confidenciabilidade: Os resuftados do estudo serdo discutidos comigo € enviados ao
meu medico de referéncia (a menos que eu deseje o contrario). Com excecdo dessa
fiberacdo dos resultados, todas as informagdes obtidas neste estudo serdo consideradas
onfidenciais e usadas estritamente para fins de pesquisa. Minha identidade sera mantida

, assistente de pesquisa. discutiu
s comigo, oferecendo-se para responder as minhas ddvidas. Caso eu




znha perguntas adicionais, poderei contatar a Profa. Ana Marganda Miguel Ferreira
Nogueira pelo telefone (31) 32489788.

Direito de recusa: Minha participagdo neste estudo é totalmente voluntaria, sendo eu
livre para recusar a tomar parte da pesquisa sem afetar ou por em nsco meu futuro
atendimento médico.

Consentimento: Concordo em paricipar deste estudo. Recebi uma copia do presente
termo de consentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer duvidas.

Data: / /20

Assinatura:

Assinatura do paciente

Assinatura do Médico
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