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RESUMO

INTRODUCAO: A infeccio pelo Helicobacter pylori (HP) promove altera¢des gdstricas
como a inflamagdo e mudangas nos hormonios gastrointestinais, que parecem estar
intimamente relacionadas a distirbios motores géstricos. E possivel que cepas com
diferentes perfis de patogenicidade induzam a uma resposta hormonal e motora de
diferente intensidade. OBJETIVOS: Avaliar o padrdao de esvaziamento gastrico e a
gastrinemia sérica de gerbis da Mongélia (Meriones unguiculatus) infectados por cepas de
HP com diferentes padrdes de patogenicidade. MATERIAIS E METODO: Foram utilizados
56 gerbis da Mongdlia, fémeas, com quatro meses de idade e peso médio de 80,0 g. Os
animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais: A (n=8), animais do grupo
controle mantidos em observacdo durante 180 dias; B (n=16), animais infectados com
cepa padrao CagA negativo, sendo oito animais (B1) avaliados aos 45 dias de infeccdo e
os oito restantes (B2) aos 180 dias de infeccdo; C (n=16), animais infectados com cepa de
HP com loci com 1 epyia, sendo oito animais (C1) avaliados aos 45 dias da infeccdo e os
oito restantes (C2) aos 180 dias de infeccdo; D (n=16), animais Infectados com cepa CagA
positivo e com loci com 3 epyias, sendo oito animais avaliados aos 45 dias de infec¢ao
(D1) e os oito restantes aos 180 dias de infeccdo (D2). O esvaziamento gastrico foi
determinado por meio de estudo cintilografico realizado em gama-camara Ventri® (GE-

Healthcare Medical Systems®, Milwaukee, EUA) apds administracdo de solugdo nutriente

contendo leite e 7,4 MBq de 99MTc-Fitato. A identificacggdo da presenca do
microorganismo no antro gastrico foi realizada por meio da “Polymerase Chain Reaction”
(PCR). As laminas do antro gastrico foram avaliadas quanto ao grau de inflamacao,
classificando o infiltrado em ausente, leve, moderado e acentuado. A gastrina sérica foi
dosada por técnica imunoenzimatica (ELISA). RESULTADOS: O estudo da PCR foi positivo
em todos os fragmentos do antro dos animais infectados (grupos B, C e D) e negativo nos
animais ndo infectados (grupo A). Os resultados obtidos mostraram maior resposta
inflamatdria no grupo D aos 45 e aos 180 dias de infeccdo. Houve aumento da velocidade
de esvaziamento gastrico nos grupos B e C, reducao significativa da gastrinemia no grupo

D e aumento da concentracdo sérica do hormdnio no grupo C. CONCLUSOES: Diferentes



cepas de HP exibiram diferentes padrdes na secrecdo de gastrina e esvaziamento gastrico,
com cepas CagA negativo e 1 epyia mostrando perfil hipersecretor hormonal e de
hipermotilidade, e cepas com 3 epyias com perfil de menor secrecdo de gastrina e

hipomotilidade gastrica.

Palavras-Chave: Esvaziamento Gastrico; Cintilografia; Motilidade Gastrointestinal;

Helicobacter pylori; Infeccdes por Helicobacter; Experimentacado animal.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Infection with Helicobacter pylori (HP) promotes gastric changes such as
inflammation and changes in gastrointestinal hormones, which seem to be closely related
to gastric motor disorders. It is possible that strains with different pathogenic profiles
induce hormonal and motor response with different intensity. OBJECTIVES: This study
aimed to evaluate the pattern of gastric emptying and serum gastrin of Mongolian gerbils
(Meriones unguiculatus) infected with strains of HP with different patterns of
pathogenicity. MATERIALS AND METHODS: A total of 56 Mongolian gerbils, females, four
months old, and weighing 80.0 g were used. The animals were divided into four
experimental groups: A (n = 8), control animals kept under observation for 180 days; B (n
= 16), animals infected with standard strain CagA negative, consisting of eight animals
(B1) studied for 45 days of infection and the remaining eight (B2) evaluated 180 days after
infection; C (n = 16), animals infected with strain of HP with 1 epyia loci, consisting of
eight animals (C1) studied 45 days after infection and the remaining eight (C2) after 180
days of infection; and D (n = 16), animals infected with CagA-positive strains and loci with
3 epyias, with eight animals evaluated 45 days after infection (D1) and eight animals
studied 180 days after infection (D2). Gastric emptying was determined by a scintigraphic
study performed in a Ventri® gamma camera (GE-Healthcare Medical Systems®,
Milwaukee, EUA) after administration of a nutrient solution containing peptone broth
50% (Biobras, Brazil) and 7.4 MBq of Phytate->"Tc. Microorganism presence in the gastric
antrum was identified by polymerase chain reaction (PCR). The gastric antrum slides were
evaluated for the degree of inflammation, with infiltration ranked as absent, mild,
moderate, and severe. Serum gastrin was measured by enzyme immunoassay (ELISA).
RESULTS: The PCR study was positive in all fragments from the antrum and body of
infected animals (groups B, C, and D) and negative in non-infected animals (group A). The
results showed greater inflammatory response in group D at 45 and 180 days of infection.
There was an increase of the emptying rate in groups B and C, significant gastrin
reduction in groups B and D, and increased hormone serum concentration in group C.
CONCLUSIONS: Different strains of HP exhibited different patterns in gastrin secretion
and gastric emptying, with CagA-negative strains and 1 epyia showing hypersecretory
hormonal profile and hypermotility, and strains with 3 epyias with reduced secretion of
gastrin and gastric hypomotility profile.

Keywords: Gastric Emptying; Radionuclide Imaging; Gastrointestinal Motility; Helicobacter

pylori; Helicobacter Infections; Animal Experimentation.
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1 INTRODUCAO

A Ulcera péptica (UP) é uma doenca de distribuicdo universal e atinge entre 5%
e 10% da populagdo geral. Desde o final do século XIX, quando o médico francés Jean
Cruveilhier fez a descricdo anatomopatoldgica da UP, até o final do século passado, o
tratamento de escolha era a operagdo. Até essa época, a fisiopatologia da doencga
fundamentava-se no desequilibrio entre os fatores defensivos e agressivos da mucosa
gastrica e/ou duodenal’. A partir de 1970, com o surgimento dos antidcidos e
bloqueadores H,, houve declinio do nimero de opera¢bes e, desde a descoberta do
Helicobacter pylori (HP) por Warren e Marshall em 1983, houve reducdo na prevaléncia
da doenga e o tratamento operatério ficou restrito as complicacdes e faléncia da
terapéutica clinica. Além disso, ao se conhecer o agente etiolégico da doenca, o estudo

de varios dos seus aspectos tomou um novo impulso.

Em 1983, Warren e Marshall?, estudando bidpsias gastricas, observaram a
presenca de um pequeno bacilo recurvado e em forma de “S” que, inicialmente,
associaram a gastrite cronica ativa. No comeco, a bactéria foi classificada no género
Campylobacter, recebendo o nome de Campylobacter pyloridis e, posteriormente
Campylobacter pylori2’3. A partir de 1989 foi reclassificada em um novo género, o

Helicobacter, sendo denominada Helicobacter pylori*>®”’.

A infeccao pelo HP é uma das mais prevalentes na espécie humana, atingindo
cerca de 50% da populacdo mundial®. Além da UP, o HP é reconhecido como o fator
etiopatogénico mais importante da gastrite tipo B e do linfoma MALT, e desde 1994 é
classificado como carcindgeno Grupo-1 em seres humanos (evidéncia suficiente de
carcinogenicidade) pela “World Health Organization” (WHO) e pela “International Agency
for Research on Cancer” (IARC)**°. A maioria dos individuos colonizados apresenta apenas
gastrite assintomatica, porém 10 a 20% podem desenvolver UP (gdstrica e duodenal) e,

aproximadamente 1% a 2%, cancer gastrico (CG)®.

O HP apresenta tropismo pelo estdmago (principalmente antro e corpo) e

duodeno, onde se fixa a mucosa, localizando-se logo abaixo da camada de muco, na
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intimidade do epitélio gastrico. Para colonizar essas regides, ele produz uma enzima, a
urease, que hidroliza a uréia da mucosa em amonia e diéxido de carbono, criando um
meio adequado e constante, com pH em torno de 6,0 a 8,011, A afinidade seletiva pelo
epitélio gastrico faz com que a bactéria se adira a ele através de pontes que se formam
entre as estruturas polissacarideas das microvilosidades e as estruturas polissacarideas de
seu glicocdlix. Apesar de possuir flagelos que permitem sua movimentagao, cerca de 8%
dessas bactérias se fixam a parede gastrica. Apds a adesdo, a bactéria provoca uma série
de desordens histolégicas e hormonais, que se iniciam com inflamagdo, podendo

progredir para atrofia, metaplasia, displasia e neoplasialz'B

. Diversas alteracdes gastricas
sdo observadas nos organismos infectados pelo HP, sendo a inflamacdo a resposta
histopatoldgica mais importante, além de mudancas nos niveis sérico e tecidual de

gastrina e diminui¢io da somatostatina nos tecidos’**>

. Fatores liberados pelo HP na
mucosa gastrica, como a urease e as proteinas CagA, induzem a secrecao de citocinas
pré-inflamatdrias, estimulam a migracdo de células mononucleares para a mucosa e a
formacao de agregados linféides nas infec¢Oes cronicas. Ha ainda alteragdo na renovagao

do epitélio, caracterizado por aumento do crescimento celular e da apoptose™.

As alteragcdes nos hormonios gastricos parecem estar intimamente
relacionadas a disturbios motores em organismos infectados, tendo sido observadas em

;. f . 17,1
estudos clinicos e experimentais’”*®

. O mecanismo que causa aumento na resposta
motora a refeicdo no organismo infectado nao esta claro, mas experimentos mostraram
gue o tecido gastrico isolado responde anormalmente aos estimulos agonistas da
acetilcolina com aumento significativo da secrecao de gastrina in vitro. Alguns trabalhos
demonstraram que a infeccdo gastrica pelo HP estd associada a aumento da gastrina
sérica pos-prandial e reducdo nos niveis de somatostatina antral, o que, na presenga do
estimulo da acetilcolina, pode promover alteracdes na secrecao acida e funcdo motora, e

explica, em parte, a ocorréncia de disfungdo motora no organismo infectado com a

;. . 1
bactéria espiralada®’.

A relacdo entre os hormoénios gastricos gastrina e somatostatina e a motilidade
gastrointestinal é bem conhecida. A gastrina tem efeito agonista sobre a motilidade do
musculo liso, enquanto a somatostatina possui efeito contrario. Portanto, nos casos de

infeccdo gastrica pelo HP, o efeito esperado é o aumento da motilidade gastrointestinal.
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No entanto, os resultados referentes a funcdo motora na infeccdo pela bactéria,

principalmente na dispepsia funcional, sao controversos™’.

O determinante principal da viruléncia do HP é uma ilha de patogenicidade
chamada Cag. Diversos estudos tém demonstrado estreita relagdo entre cepas Cag
positivas e o desenvolvimento de doenca ulcerosa péptica (DUP) e CG. Genes na ilha de
patogenicidade Cag codificam um sistema de secre¢do através do qual uma proteina
efetora, CagA, é translocada para o citoplasma da célula hospedeira. Uma vez dentro da
célula hospedeira, a CagA pode interromper as vias de sinalizagdo, por meio de
fosforilagdo dependente e outros mecanismos independentes, levando a alteragdes na
proliferacdo celular, na motilidade e no citoesqueleto das células epiteliais gdastricas. A
CagA é fosforilada por acdo de quinases Src na regidao C-terminal em tirosina contendo a
seqléncia de aminodcidos Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA), cuja diversidade estrutural resulta

em duas espécies principais: Western e East Asian CagAlg.

Quatro tipos de segmentos EPIYA s3o descritos: A, B, C e D. Cepas Western
geralmente apresentam padrao ABC e cepas East Asian padrdao ABD. Segmentos A, Be D
estdo ocasionalmente ausentes ou repetidos. Em contrapartida, segmentos C estdo
muitas vezes duplicados e cepas Western com padrdes ABCC e ABCCC sao relativamente
comuns. O maior nimero de segmentos EPIYA-C aumenta a magnitude da fosforilacdao da
CagA, tornando mais profundos seus efeitos na célula, o que tem sido sugerido como

fator de elevagao do risco para o CG™.

Baseado nesses resultados, julga-se pertinente supor que pacientes infectados
com HP poderiam ter resposta motora diferenciada em caso de infec¢ao por cepas de HP
com diferentes padrdes de patogenicidade, oriundas de pacientes com CG, DUP ou

gastrite.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o padrao de esvaziamento gastrico e a gastrinemia sérica de gerbis da
Mongdlia (Meriones unguiculatus) infectados por cepas de HP com diferentes padrdes de

patogenicidade.
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3 RELEVANCIA

O conhecimento do comportamento patogénico das diferentes cepas de HP
poderia vir a ser util no estabelecimento de protocolos de tratamento de pacientes nao
apenas com DUP, mas também aqueles com sintomas dispépticos sem outra etiologia

definida.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 ETICA

O experimento foi realizado de acordo com os “Principios Eticos na
Experimentacdo Animal”, criados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) em 1991 e com a Lei Federal n°. 6.638, de 08 de maio de 1979. Além disso, foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢do Animal da Universidade Federal de

Minas Gerais (CETEA/UFMG), sendo protocolado sob o n° 27/2009 (Anexo 1).

4.2 ANIMAIS UTILIZADOS E CUIDADOS DISPENSADOS

Foram utilizados 56 gerbis da Mongélia (Meriones unguiculatus), fémeas, com
guatro meses de idade e peso médio de 80,0 g, adquiridos no Biotério do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais
foram mantidos no Biotério da Faculdade de Medicina (FM) da UFMG, acondicionados em
gaiolas coletivas com capacidade para oito animais cada, em ambiente sanitizado, com

ventilagdo natural e exaustdo mecanica, submetidos a ciclos naturais dia e noite, com

. , . ~ ~ . ® . ® .
livre acesso a agua filtrada e racdo padrao para roedores (Labina , Purina, Brasil), exceto
nos periodos de inoculacdo da bactéria e realizacdo das cintilografias de esvaziamento

gastrico.

4.3 DESENHO DA PESQUISA
Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais:

Grupo A (n=8) Controle - animais sem intervenc¢do, mantidos em observacado

durante 180 dias;

Grupo B (n=16) - animais infectados com cepa de HP padrdo CagA negativo,
sendo oito animais (B1) avaliados aos 45 dias de infeccdo e os oito restantes (B2) aos 180

dias de infeccdo;
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Grupo C (n=16) - animais infectados com cepa de HP com loci com 1 epyia,
sendo oito animais (C1) avaliados aos 45 dias de infecgao e os oito restantes (C2) aos 180

dias de infeccao;

Grupo D (n=16) - animais infectados com cepa de HP CagA positiva e com loci
com 3 epyias, sendo oito animais avaliados aos 45 dias de infeccdo (D1) e os oito

restantes aos 180 dias de infecgao (D2).

4.4 OBTENGCAO DOS INOCULOS

Foram obtidas amostras de HP oriundas de banco de amostras pertencentes
ao Laboratério de Pesquisa em Bacteriologia da UFMG. A identificacdo da cepa bacteriana
foi feita por “Polymerase Chain Reaction” (PCR), sendo selecionadas duas amostras, uma
contendo 1 epyia e outra contendo 3 epyias. As amostras foram semeadas em placas de
vidro para cultura de microorganismos contendo Belo Horizonte medium (BHM). Essas

placas foram separadas em grupos de 15 e colocadas em jarras hermeticamente fechadas

em condi¢cGes de microaerofilia, obtidas com o uso de Anaerocult c® (Merck®, Alemanha),
e mantidas em estufa a 37,52C por 72 horas. Apds esse periodo, as placas foram abertas
em capela de fluxo laminar e observado o crescimento bacteriano. As colénias de HP
obtidas foram repicadas em BHM e novamente incubadas em microaerofilia durante 72
horas. Esse processo foi repetido até se obter material suficiente para inocular todos os
animais com a mesma amostra. Ao final, o indculo bacteriano foi conservado em caldo
Brucella e levado ao espectrofotébmetro para verificagdo da concentragdo bacteriana. Em
seguida, o caldo de cultura bacteriana foi dividido em aliquotas de 2,0mL, armazenado
em tubos de Eppendorf e congelado a -202C até a época da inoculagdo nos animais. (Fig.

1)
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Fig. 1: In6culo de Helicobacter pylori
em caldo Brucella.

4.5 INOCULAGAO DOS ANIMAIS

A época da inoculacdo, os Eppendorf’s contendo o caldo bacteriano foram
descongelados a temperatura ambiente e o caldo inoculado no estbmago dos animais
através de agulha metdlica acoplada a uma seringa, prépria para administracdo de
medicacdo oral para roedores de pequeno porte. Esta agulha metalica apresenta um
dispositivo em forma de esfera na sua extremidade, para nao perfurar o eséfago e o
estbmago do animal (Fig. 2a). A agulha é introduzida através de gavagem oro-es6fago-

gastrica e o indculo injetado diretamente no estémago (Fig. 2b).
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Figura 2: Agulha (a) para inoculagdo de suspensdo bacteriana
no estdbmago de gerbis (b).

Previamente a inoculacdo do HP, os animais foram mantidos em jejum de oito
horas. Em seguida, foi feita introducdo do indculo através de gavagem gastrica apds
sedacdo dos animais com quetamina (5 mg/kg). Em cada inoculagdo foram administrados

0,2 mL de caldo bacteriano, na concentracio de 10° UFC/mL. Quatro horas apds a

. ~ . . ~ ~ . ® . . /
inoculacdo, os animais receberam racdo padrdo para ratos (Labina , Purina, Brasil) e agua

ad libitum.

4.6 ESVAZIAMENTO GASTRICO

O esvaziamento gastrico foi determinado por meio de estudo cintilografico
realizado em gama-camara Ventri® (GE-Healthcare Medical Systems®, Milwaukee, EUA),
com duplo detector retangular e colimadores de baixa energia e alta resolucdo, tendo
sido adquiridas imagens estdticas planas com zoom de 1,5, matriz 64x64, fotopico de 140

KeV e janela de £20%, apds administragao de solugao nutriente contendo leite e 7,4 MBq

de 99MTc-Fitato.
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Na noite anterior ao estudo do esvaziamento gdstrico, os animais foram
colocados em gaiolas individuais com livre acesso a solugdo de glicose a 25% e mantido
periodo de jejum para sdlidos de oito horas. No momento do estudo de esvaziamento
gastrico, os animais foram anestesiados com quetamina (80 mg/kg) associada a xilazina
(10 mg/kg) aplicadas por via intraperitoneal. Apds a anestesia, foi feita gavagem oro-
esofago-gastrica com catéter de nelaton n2 04, posicionando-se o animal em decubito
ventral sobre colimador para propdsitos gerais acoplado a gama-camara e infundido,
através do catéter gdstrico, 0,1mL de solugdo protéica (leite) com o radiofarmaco, seguida
da lavagem do catéter com 0,2mL de solugdo protéica sem o radiofarmaco. Foram
adquiridas imagens, com duracdo de vinte segundos, imediatamente apds este
procedimento e nos tempos de 20, 40 e 60 min depois da administracdo do
radiotracador. As imagens foram entdo transmitidas a uma estacdo de processamento

Xeleris® (GE-Healthcare Medical Systems®, Milwaukee, EUA) (Fig. 3).

Figura 3: Estacdo de processamento Xeleris® (GE-Healthcare Medical Systems®,
Milwaukee, EUA).

HEHEHBHHHHHRHEHHHHBHH




Figura 4: Imagens obtidas imediatamente apds a administragao do
radiofarmaco (seta branca) e apds 20, 40 e 60 minutos (seta
amarela) da administracao do radiotragador.

Patient Name: Study Name: ESVAZIAMENTO GAS

Patient Id: TESTE#+3+ Date & Time: 10/23/2010

Medicina Diagnostica Manufacturer Model: VENTRI

Medicina Nuclear

Expon_Fit 11/2

20 30
Hinutes

Decay Corrected by Xeleris: Yes

Expon Fit T 1/2 {min) = 33.21
Tec_99m
Raw Data T 1/2 {min) = 29.03
Frame/Time Fit/ Raw % Empty KCounts/min
1 0.0 ] 0 12.10
2 9.0 17 17 10.03
3 18.0 3n 43 6.95
4 30.0 47 51 5.97
5 44.0 60 59 4.9

Anterior

Para o cdlculo do indice de esvaziamento gastrico, foram consideradas as
contagens no estdbmago entre a imagem inicial e a imagem aos 60 min. Considerou-se
como 100% a contagem na imagem inicial e, por cdlculo proporcional, obteve-se o
percentual de solucdo que deixou o estdbmago, sendo o indice de esvaziamento gastrico

determinado através da férmula :

_ 100x(CRI — CRF)
CRI

EG

Onde:
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EG = esvaziamento gastrico
CRF = contagem radioativa final,

CRI = contagem radioativa inicial.

4.7 OBTENGAO DAS AMOSTRAS DE TECIDO GASTRICO

ApOds a determinagdo do esvaziamento gastrico, os animais foram mortos por
superdosagem anestésica (quetamina 240 mg/kg e «xilazina 30 mg/kg por via
intraperitoneal) e o abdome aberto através de incisdo xifopubica na linha alba. O
estdbmago de cada animal foi ressecado, aberto ao longo da curvatura maior, lavado em
solucdo salina e colhidas duas amostras do antro gdstrico, sendo uma armazenada em
frasco contendo formalina a 10%, para avaliagdo histoldgica, e outra conservada em

congelador a -802C para deteccao da presenca da bactéria por meio de PCR.

4.8 — IDENTIFICAGAO DO Helicobacter pylori NO TECIDO GASTRICO

A identificacdo do microorganismo no antro gdstrico foi realizada por meio da
PCR em espécime do antro gastrico. O DNA das amostras foi extraido usando o “kit”
O\IAamp® (QIAGEN®, Hilden, Alemanha) de acordo com as especificacées do fabricante.
Para controle da extracdo utilizou-se agua destilada. Os sedimentos foram colocados em
tubos de microcentrifuga contendo 180 uL do tampdo ATL e 20 pL de proteinase K,
homogeneizados em vértex, e incubados a 56°C por 18 horas. A cada amostra foram
acrescentados 200 pL de tampao AL e os tubos foram incubados a 70°C por 10 min. A
seguir, 200 uL de etanol (96-100%) foram adicionados a cada tubo e essa mistura foi
transferida para a coluna de giro do “kit”, que foi centrifugada a 6.000 giros/min. Cada
coluna foi colocada dentro de um tubo coletor de 2 mL. O material da coluna foi lavado
duas vezes (250 pL cada) com o primeiro tampdo (Buffer AW1) e duas vezes com o
segundo tampao de lavagem (Buffer AW2) do “kit”. Depois da ultima lavagem, cada

coluna foi inserida no interior de um tubo de Microcentrifuga e o tubo coletor contendo o

filtrado foi descartado. O DNA foi eluido em 100 pL de agua deionizada estéril e sua
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concentracdo determinada por espectrofotometria. O DNA extraido foi estocado a -20°C

até o uso.

Para a amplificacdo do gene ureA foram usados os iniciadores e as condicdes
descritas previamente por Clayton et al?. o gene DNAr 16S do género Helicobacter foi
amplificado usando os iniciadores C97 e C98 descritos por Fox et al.?’. Os iniciadores
usados e as condi¢Oes de reagdo estdo descritas no quadro 1. Os produtos amplificados
foram identificados por eletroforeses em gel de agarose a 2,0%, corado com brometo de
etideo e examinado em luz ultravioleta. Foram consideradas positivas amostras em que

se identificou a presenga do DNA do HP.

QUADRO 1 - CONDICOES DO METODO DE PCR

Gene alvo Nome do “Primer” e sua CondigOes de realizacio Bases*
seqiliéncia
DNAr 16S C97:5- CGT ATG ACG 952C-5 min.; 34 ciclos 400
GGTATCC-3~ (949C-1 min.,
552C-2 min. e
C98: 5- GAT TTT ACC 72°C-3 min.) e
CCTACACCA-3 729C-5 min.

* Base: Unidade de comprimento para fragmentos do DNA que é igual a 1 sequéncia de

nucleotideos

4.9 AVALIACAO DA INFLAMACAO NO TECIDO GASTRICO

As laminas do antro gdastrico foram avaliadas por um Unico examinador, que
desconhecia a qual grupo pertencia cada amostra. Foi feita avaliacdo do grau de
inflamacao pelo sistema de Sidney, classificando o infiltrado em ausente, leve, moderado
e acentuado. Os resultados ausente ou leve foram agrupados como inflamacgao ausente, e
os resultados moderado e acentuado como inflamagdo presente. Os dados foram

comparados entre os grupos e consideradas diferencas para p<0,05.
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4.10 DOSAGEM DA GASTRINA SERICA

Amostras de sangue foram obtidas por pungao da veia cava apds a morte do
animal e o soro obtido apds centrifuga¢do a 3000 rotagGes/min durante 20 min. O soro
obtido foi armazenado em frascos de Eppendorf e levados a congelador a -202C onde
ficaram armazenadas até sua posterior utilizacdo nos ensaios. A gastrina sérica foi dosada
por técnica imunoenzimatica (ELISA) empregando-se kit da ABCAM® do mesmo lote para

todas as amostras.

O kit de gastrina é um imunoensaio competitivo para determinacgdo
quantitativa do hormonio nas amostras. Ele utiliza um anticorpo policlonal de gastrina
para ligar, de maneira competitiva, a gastrina, ou uma molécula de fosfatase alcalina que
possua gastrina covalentemente ligada, na amostra. Apds incubacdo simultdnea a
temperatura ambiente, os reagentes em excesso sdo removidos por lavagem e o
substrato é adicionado. Depois de um curto periodo de incubagdo, a reagdao enzimatica é
interrompida e a cor amarela resultante analisada em leitor de microplacas a 405 nm. A
intensidade da cor amarela vinculada é inversamente proporcional a concentragdo de
gastrina nas amostras. A densidade 6ptica medida é usada para calcular a concentracao

de gastrina.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados qualitativos foram comparados entre os grupos por meio do teste do
qui-quadrado, considerando-se significativos valores de p<0,05. O indice de esvaziamento
gastrico e a dosagem da gastrina sérica foram analisados através do teste t de Student
ndo pareado, tendo sido comparados os diferentes grupos no mesmo periodo de
evolucao e os diferentes tempos de evolucdo dentro do mesmo grupo. Foram

considerados significativos valores de p<0,05. Para tanto, foi utilizado o software SPSS

®

v.17 .
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5. RESULTADOS

5.1 POSITIVIDADE DA INFECCAO

O estudo da biologia molecular para identificacdo do HP, realizado por meio da
PCR, foi positivo em todos os fragmentos do antro dos animais infectados (grupos B, C e
D). Naqueles animais ndo infectados (grupo A), a PCR das biopsias de antro foram

negativas.

5.2 ATIVIDADE INFLAMATORIA

A inflamac¢do do antro, classificada como moderada a acentuada (Fig. 5), foi
vista em 2 animais do grupo controle. No grupo de animais infectados com 45 dias de
evolugado, a inflamagdo no antro foi observada em 1 animal do grupo CagA negativo (B1),
2 animais do grupo infectado com cepa 1 epyia (C1) e 4 animais infectados com cepa 3
epyas (D1). Houve tendéncia a maior resposta inflamatdria no grupo infectado com 3
epyias quando comparado ao grupo CagA negativo (p=0,07), mas nenhum dos trés grupos
infectados mostrou diferenca quando comparados aos animais do grupo controle (Grafico

1).

Nos animais apds 180 dias de infec¢do, a inflama¢cdo moderada a acentuada
ocorreu em 4 animais do grupo CagA negativo (B2), 6 animais do grupo infectado com
cepa 1 epyia (C2) e 3 animais do grupo infectado com cepa 3 epyias (D2). Houve maior
resposta inflamatdria nos animais infectados quando comparado aos animais do grupo

controle.

Quando comparados os animais infectados apds 45 ou 180 dias de infecgao,
observou-se que a inflamacdo progrediu de forma mais acentuada no grupo de animais
infectados com cepa 1 epyia (p=0,02), o que ndo foi observado nos demais grupos

(Grafico 1).
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Figura 5: Infiltrado inflamatdrio predominantemente
mononuclear (setas) em antro gastrico de gerbil
infectado com Helicobacter pylori.

Grafico 1: Percentual de amostras de antro gastrico de
gerbis infectados com diferentes cepas de Helicobacter
pylori com inflamacdo moderada a acentuada apds 45
ou 180 dias de permanéncia da infecgao.
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5.3 INDICE DE ESVAZIAMENTO GASTRICO

A média do esvaziamento gastrico foi de 11,0 + 6,8% no grupo controle. Nos
animais infectados durante 45 dias, a média de esvaziamento gastrico foi de 7,8 + 7,0%
nos animais infectados com cepa CagA negativo, 7,6 + 3,4% no grupo onde foi feita
inoculacdo da cepa com 1 epyia e 9,4 + 7,7% naqueles infectados com cepa com 3 epyias.
Ndo houve diferengca no indice de esvaziamento quando comparados os grupos
infectados e o grupo controle, ou na comparacdo entre os grupos infectados com

diferentes cepas da bactéria (Grafico 2).

Grafico 2: Média do percentual de esvaziamento gastrico de gerbis apds
45 dias de infeccdo com diferentes cepas de Helicobacter pylori apds 60
minutos da administra¢do de refei¢ao proteica.
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A, grupo controle; B1, grupo CagA negativo; C1, grupo 1 epyia; D1, grupo 3
epyia

O esvaziamento gastrico nos animais ap6s 180 dias de infeccdo foi de 22,7 +
4,0% nos animais infectados com cepa CagA negativo, 17,9 + 12,9% nos animais onde foi
feita infecgao com cepa com 1 epyia e 14,5 + 8,1% nos animais infectados com cepa de HP

com 3 epyias. Houve diferenca apenas na comparacao entre os animais infectados com a

32



cepa CagA negativo e o grupo controle (p=0,004), mas ndo entre os trés grupos infectados

(Grafico 3).

Grafico 3: Média do percentual de esvaziamento gastrico de gerbis apds
180 dias de infeccdao com diferentes cepas de Helicobacter pylori apds 60
minutos da administra¢do de refeicdo proteica.
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Quando comparados os dois periodos de infeccdo, houve aumento da
velocidade de esvaziamento no grupo CagA negativo aos 180 dias quando comparado
aqueles infectados durante 45 dias (p=0,02), bem como tendéncia a diferenca na
comparacdo 45 versus 180 dias nos animais com 1 epyia (p=0,06). Os grupos infectados
com 3 epyias ndo mostraram diferenga no esvaziamento quando comparados os grupos

aos 45 e aos 180 dias (Grafico 4).
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Grafico 4: Média de esvaziamento gastrico apds 60 minutos de
refeicdo proteica em gerbis infectados com diferentes cepas de
Helicobacter pylori, aos 45 e 180 dias de infeccao.
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5.4 GASTRINEMIA

A gastrinemia no grupo controle foi de 3557,1 + 1746,0 pg/mL. No grupo de
animais com 45 dias de infec¢do, o valor da gastrinemia foi de 5358,5 + 116,3 pg/mL nos
animais infectados com amostras CagA negativo, 3638,5 + 1052,4 pg/mL no grupo
inoculado com cepas com 1 epyia e 4654,2 + 256,1 pg/mL naqueles animais infectados
com bactérias com 3 epyias. Houve diferenca quando comparados os grupo controle e

CagA negativo (p=0,01), como pode ser visto no Grafico 5.
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Grafico 5: Média da gastrinemia em gerbis infectados com diferentes
cepas de Helicobacter pylori aos 45 dias de infeccao.
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Aos 180 dias de infeccdo, a gastrinemia foi de 4407,8 + 398,5 pg/mL nos
animais CagA negativo, 4631,4 + 295,7 pg/mL nos animais colonizados por cepa de HP
com 1 epyia e 3665,6 + 547,9 pg/mL naqueles animais onde foi feita inoculacdo da cepa
da bactéria com 3 epyias. Nao houve diferenca na comparacdo entre os trés grupos

infectados aos 180 dias (Grafico 6).
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Grafico 6: Média da gastrinemia em gerbis infectados com diferentes cepas de
Helicobacter pylori aos 180 dias de infeccao.
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A comparacdo entre os grupos aos 45 e aos 180 dias mostrou que nos grupos
CagA negativo e 3 epyias houve reducdo significativa da gastrinemia (p=0,001 e p=0,001,

respectivamente), enquanto nos animais inoculados com 1 epyia houve aumento

significativo da concentracdo do hormoénio (p=0,04), como observado no Grafico 7.
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Grafico 7: Média da gastrinemia em gerbis infectados com
diferentes cepas de Helicobacter pylori aos 45 e 180 dias de

infeccao.
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6 DISCUSSAO

A infeccdo gastrica por bactérias espiraladas desencadeia alteracbes
fisiopatoldgicas que estdo associadas a maioria das doengas que acometem o trato
gastrointestinal superior, como dispepsia, UP e CG. Porém, os substratos fisiolégicos e
histolégicos desta relagdo ainda ndo estdao totalmente elucidados, em parte devido a

auséncia de modelos experimentais adequados®.

O HP coloniza o epitélio gastrico, vivendo dentro da camada de muco em
contato intimo com a superficie epitelial a qual ele pode estar aderido, mas sem invadir a
mucosa. Inicialmente, o microorganismo pode interagir com as células epiteliais
superficiais, produzindo algum dano celular direto ou estimulando a libera¢ao de
mediadores pré-inflamatdrios, como IL-8, derivados dessas mesmas células. Em um
segundo momento, os produtos proé-inflamatdérios podem atingir a mucosa, estimulando
diretamente respostas imunes do hospedeiro e causando liberacdo de uma variedade de
citocinas, como fator de necrose tumoral « e interleucinas 1 e 6. A superficie celular
danificada produz alteracdes na permeabilidade da mucosa e maior exposicdo aos
agentes lesivos a mesma. A aderéncia do microorganismo as células da mucosa gastrica é
acompanhada de perda das microvilosidades, irregularidades nas bordas luminais e
alteracdo nas trocas intracelulares, incluindo perda do citoplasma, edema e vacuolizac3o.
Outro fator importante no dano celular sdo as enzimas produzidas pela bactéria, sendo a
urease a mais importante. Essa enzima produz amdénia que, além de proteger o HP do

acido gastrico, tem graves efeitos tdxicos sobre a mucosa’>%.

Na tentativa de definir de forma clara as altera¢des da fisiologia gastrica
envolvidas nos processos patoldgicos, estudos clinicos e experimentais sao extensamente
conduzidos, mas todos esbarram em dificuldades metodoldgicas, principalmente no
desenvolvimento de modelos experimentais adequados para estudo das principais
alteragdes gastricas na infeccao por bactérias espiraladas. Os primatas infectados pelo HP
constituem modelo experimental ideal para estudo da UP, pois a evolucdo da doenca

pode ser acompanhada por endoscopia e as respostas histopatolédgicas e hormonais sao
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semelhantes aquelas observadas em seres humanos®. Entretanto, este modelo ndo pode
ser amplamente utilizado devido ao alto custo, as restricdes éticas e ao fato de que
grande parte desses animais sdo também infectados naturalmente por outras espécies de

Helicobacter'*?.

Os primeiros modelos experimentais bem sucedidos na infecgdo pelo HP foram
porcos gnotobidticos, nos quais se identificaram varios fatores bacterianos responsaveis

. N . 27,28
por sua viruléncia®”

. A maior limitacdo deste modelo, além do custo, é a impossibilidade
de se avaliar a infecgdo cronica, ja que os animais s6 podem ser mantidos em isolamento

durante trés meses®’.

Animais como o furdo, gatos e cdes infectados naturalmente por outras
espécies de Helicobacter (H. mustelae, H. felis) tém sido utilizados para o estudo de
bactérias espiraladas®. A colonizacdo da mucosa géstrica do furdo pelo H. mustelae é
similar aquela vista em seres humanos, entretanto, a despeito da gastrite crénica ocorrer

nos animais infectados, o componente neutrofilico da resposta é baixo ou ausente’*%.

O camundongo seria outro modelo experimental conveniente para este tipo de
estudo devido a economia, tamanho, resisténcia a mutagdes e a disponibilidade de
numerosos reagentes imunoldgicos e bioquimicos encontrados comercialmente, além de
apresentar similaridades do ponto de vista da fisiologia do aparelho digestério com seres

2 . . . .

humanos®. Entretanto, a dificuldade de infectar camundongos convencionais com

. . . 30 .
amostras bacterianas isoladas de seres humanos restringe o uso desses roedores™. Assim,
tém sido utilizadas outras espécies de Helicobacter na infeccdo desses animais para
viabilizar os estudos de varios aspectos da infeccdo. Um modelo bastante utilizado é a
infeccdo de ratos pelo Helicobacter heilmannii tipo 1 (Hh1), bactéria que infecta
naturalmente suinos com ulcera gastrica. Nesse modelo murino, ha boa correlagdo entre
a infecgdo gastrica pelo Hh1l e achados histopatoldgicos de gastrite. Os animais infectados
apresentam alteragcdes hormonais e desenvolvem um infiltrado inflamatdrio de células

1 s e . spe . . . .
mononucleares®, alguns neutréfilos e poucos eosindfilos, principalmente no terco inferior

re . ~ . 32

da mucosa antral e oxintica, e a infeccdo permanece por um longo periodo™, semelhante

17,32

ao que ocorre em seres humanos infectados pelo HP"”“. Entretanto, a dificuldade de
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obtencdo da bactéria pela recente adicdo de antibacterianos a ragdo dos suinos, associada

a impossibilidade do seu cultivo in vitro, tem levado ao abandono do modelo?.

Outros pequenos roedores como o camundongo e o gerbil tém sido utilizados
como modelo de infec¢do pelo HP. No caso do camundongo, a infec¢cdo é obtida através
da inoculagdo via oral de cepas mutantes de HP (especialmente Sidney strain — SS1),
desenvolvidas em laboratério®. Porém, o gerbil é atualmente o animal mais utilizado no

estudo da interacdo microorganismo-hospedeiro e das respostas terapéuticas ao HP.

Anatomicamente, o estbmago do gerbil apresenta a divisdo convencional do
estdbmago de mamiferos: cardia, fundo, corpo e antro®. E constituido por uma parte n3o-
glandular, formada pelo cardia, fundo e por¢do superior do corpo, de coloracdo opaca,
que representa sua maior area, e uma parte glandular, formada pela porgao inferior do
corpo, antro e canal antro-pildrico, de coloracdo avermelhada. A parte ndo-glandular é
formada por epitélio escamoso estratificado altamente queratinizado e a parte glandular
por epitélio tubular simples. A divisdo entre essas duas partes é bem delimitada pela
muscular da mucosa, bastante desenvolvida neste ponto e constituida por musculatura
lisa, que se estende circunferencialmente entre as curvaturas maior e menor. Na area
glandular, a muscular da mucosa torna-se mais ténue. A tunica submucosa é constituida
por tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos; a muscular por uma camada circular
interna espessa e uma camada longitudinal externa mais delgada, com células
ganglionares entre elas, enquanto a tdnica serosa é fina*. No estdbmago, as células G
estdo presentes exclusivamente no antro, principalmente no canal antro-pilérico,
localizando-se predominantemente nos tercos superior e médio do tecido glandular. Sao
células grandes e poliédricas estendendo-se da lamina basal até o limen das glandulas. As
células D localizam-se no terco inferior do tecido glandular, geralmente cercadas por
células indiferenciadas ou mucosas e células parietais, sendo inervadas por fibras vagais.
De modo semelhante as células G, tém forma poliédrica e apresentam numerosos

. . . 12
microfilamentos que se organizam em forma de trouxa’*.

O uso do gerbil como modelo experimental é bastante util no estudo da
infeccdo pelo HP devido a similaridade anatomica do estdmago deste animal com o do

homem, além da semelhanca das alteraces da mucosa na vigéncia da infeccdo®®?.
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Apresentam também pH gastrico similar ao de seres humanos, com valores basais médios
em torno de 1,4%. Quando infectados pelo HP desenvolvem duodenite, metaplasia
gastrica e Ulceras duodenais, constituindo bom modelo animal para o estudo do agente

h3. Além disso, esse modelo

etioldgico, de acordo com os requisitos postulados por Koc
tem despertado especial interesse devido a facilidade no desenvolvimento de neoplasia
géstrica’®. Outras vantagens dizem respeito a alta freqiiéncia e estabilidade da infecgdo, a
grande colonizacao pelo HP e ao o longo periodo de infeccdo, o que possibilita o estudo
da infecgdo cronica e a similaridade das alteragdes patoldgicas com aquelas vistas em
seres humanos®. Porém, algumas diferencas podem ser notadas, como a hiperplasia dos
foliculos linféides da camada submucosa e a gastrite cistica profunda observadas em
gerbis e ausentes em seres humanos*. Outro ponto polémico neste modelo refere-se ao
tempo de aparecimento das lesdes histoldgicas. Estudos demonstram a presenca de
alteragGes histoldgicas na fase aguda precoce42, ou a partir do segundo més>® enquanto
em outros, essas alteracdes s3o observadas somente na infecgdo cronica?® ou mesmo na
fase cronica tardia, apds 32 semanas®’. O tempo de aparecimento dessas alteragdes
relaciona-se a multiplos fatores como viruléncia, carga bacteriana, cepa, entre outros. A
similaridade das alteracbes histopatolégicas e hormonais com as observadas em seres
humanos, associada a outros fatores como tamanho, facilidade de manejo, baixo custo de
manutencdo, tém tornado a infeccdo do gerbil pelo HP o modelo mais utilizado pelos

pesquisadores no estudo da UP.

As alteracOes gastricas induzidas pela infeccdo sdo resultado da resposta
inflamatdria provocada pela bactéria e/ou seus produtos, e existem diferencas marcantes
na resposta organica quando se estuda a infeccdo aguda ou crénica. De forma simplista,
podem ser divididas em alteragdes da histologia gastrica, altera¢des da secrecdo gastrica

e alteracdes da funcdo motora gastrica.

A infeccdo pelo HP induz a uma inflamacdo gdstrica caracterizada
histologicamente por degeneracdo da superficie epitelial e infiltracdo da mucosa gastrica
por células inflamatérias cronicas (linfécitos, plasmécitos e ocasionalmente eosindfilos), e

sy ., . s Lo 12,23,24,43
um caracteristico, mas variavel, componente ativo constituido por neutrofilos .
Neste estudo, alteracOes histopatoldgicas tipicas de inflamacdo cronica foram vistas

principalmente em animais infectados por periodos mais prolongados, sendo mais
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acentuada nas infec¢des por cepa com 3 epyias. Mas em todos os grupos infectados ficou
clara a progressdao da infec¢do com o passar do tempo, havendo maior incidéncia de
infiltrado inflamatério moderado a acentuado nos animais com 180 dias de infeccdo pelas

diferentes cepas de HP.

Alteracdes da funcdo motora gdstrica observadas na infec¢do pelo HP ndo sao
um consenso. Alguns autores investigaram a associa¢do entre infeccdao e disfungao
motora gastrica em pacientes com dispepsia funcional, mas os resultados permanecem
controversos. Em modelos animais hd poucos resultados que sugerem esvaziamento
gastrico acelerado induzido por infeccdo gdstrica pela bactéria espiraladaﬂ, mas sem

relatos consistentes sobre estas alteragdes motoras ou 0 mecanismo preciso envolvido.

O transito gastrointestinal é induzido pela contragao e relaxamento locais apds
a ingestao da refeicdo, com a participacdo das fibras vagais aferentes, através da
acetilcolina e de outros neurotransmissores. As fibras de musculo liso sdo parte essencial
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do esvaziamento géstrico®*® e as possiveis alteracdes em unidades musculares n3o

foram bem esclarecidas.

Os resultados obtidos neste experimento mostraram diferenca na velocidade
de esvaziamento gastrico dependente da cepa bacteriana e com comportamento diverso
nos dois periodos avaliados. Enquanto na infeccao aguda em nenhum dos grupos houve
alteracdo do esvaziamento gastrico quando comparados ao grupo controle, no periodo
tardio a cepa CagA negativo esteve mais relacionada com o esvaziamento gastrico
acelerado. Observou-se também que na comparacdo entre infeccdo aguda e cronica,
apenas a cepa com 3 epyias, que estaria mais relacionada com a carcinogénese gastrica,
ndo induziu a aumento importante no esvaziamento gastrico, o que poderia sugerir que
em fases mais avancadas, a hipomotilidade gastrica seria um fator associado a maior
ocorréncia de CG. Por outro lado, o aumento da velocidade de esvaziamento do
estdmago observado nas infecgdes por cepas CagA negativo e 1 epyia, que seriam mais
prevalentes em pacientes com UP, pode corroborar a teoria do tunel gastrico, em que o
esvaziamento de conteudo acido no duodeno seria um fator estimulador da metaplasia
gastrica no duodeno e posterior colonizacdo desse epitélio metapldsico pelo HP e

consequente ulceragdo.
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Hormoénios gastrointestinais sdo mensageiros quimicos com funcdo enddcrina,
pardcrina ou autdcrina. Eles desempenham fung¢des regulatdrias sobre a secre¢do, o
crescimento, a absorcdo, a digestdo e a motilidade do trato digestério. Peptideos de
gastrina sdo sintetizados principalmente nas células G do muco antropilérico. O hormonio
é liberado para a corrente sanguinea e regula a secrecdo de acido gastrico, o crescimento

da mucosa e atua sobre a fungdao motora estimulando a motilidade ga’strica46’47'48.

Alguns autores demonstraram que a infeccdo gastrica pelo HP esta associada
com o aumento da gastrina sérica pods-prandial e a redugdo da somatostatina

antr_a|14,15,16,49

. Estas altera¢des hormonais, na presenga de estimuladores da acetilcolina,
sdo capazes de promover alteracdes na secrecdo acida e na funcdo motora, explicando,
em parte, a ocorréncia de disfuncdo motora em organismos infectados por bactérias
espiraladas. Apesar dos achados de Borg et al. ndo evidenciarem correlacdo entre a
gastrinemia sérica e alteracdes do esvaziamento gastrico em pacientes infectados pelo
HP??, eles revelaram que os niveis de gastrina plasmatica pds-prandial eram

significativamente maiores em pacientes com dispepsia funcional e retardo no

esvaziamento gastrico’”.

Assumindo que a infec¢do por Hh1l é capaz de provocar esvaziamento gdstrico
acelerado em ratos, o mecanismo envolvido pode ser a alteragao na liberagdo da gastrina

devido a diminuicdo da liberacdo de somatostatina induzida pela infeccdo bacteriana.

Os resultados deste estudo mostraram que na infeccdo precoce ha
hipergastrinemia nos animais inoculados com a cepa CagA negativo, mas esse aumento
da gastrina sérica ndo se associou a hipermotilidade. Ja no periodo tardio, nenhum dos
grupos apresentou diferenca na gastrinemia quando comparados aos animais do grupo
controle, apesar de que, naqueles infectados com cepas CagA negativo, o aumento do
esvaziamento gastrico ndo acompanhou-se de hipergastrinemia. Ao contrario, o que se
observou nesse grupo foi reducdo do hormonio quando comparados os periodos precoce
e tardio da infecgdo. J4 o grupo infectado com 3 epyias mostrou que, com a reducdo do
esvaziamento gastrico, houve também reducdo da gastrinemia, enquanto no grupo
infecctado com cepa com 1 epyia o aumento do esvaziamento gastrico acompanhou-se

de aumento também da secrecdo de gastrina.
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Todos esses resultados obtidos sdo bastante novos, sem que existam dados na
literatura que nos permitam discuti-los com profundidade. A possibilidade de diferentes
cepas de HP induzirem a um comportamento motor e secretor diferenciado foi postulada
devido a multiplicidade de respostas vistas em estudos clinicos, diferente do que se

observou em estudos experimentais.

A maioria das pesquisas sobre esvaziamento gastrico em pacientes infectados
pelo HP estdo focadas na dispepsia funcional. Os resultados de Marzio et al.>’ ndo
mostraram diferencgas no esvaziamento gdstrico em pacientes infectados, mas Minocha et
al.>® observaram que o periodo de transito oro-cecal foi diminuido em pacientes
infectados. Qutros autores ndo encontraram relacdo entre a infeccdo gdstrica e

54,55

alteragbes da motilidade gastrica in vivo™””, mas, recentemente, foi demonstrado

aumento do esvaziamento gastrico em pacientes infectados pelo HP*4°%°7

. No entanto,
na maioria destes estudos, ndo houve padronizagao das cepas bacterianas ou do tempo

de curso da infeccao.

Os resultados obtidos neste estudo apontam para a possibilidade de que cepas
do HP CagA negativo promovam menos inflamacdo, mas alteracdo da motilidade e
secrecdao de gastrina, com tendéncia para um padrdo hipersecretor e com aumento da
motilidade. Ja as cepas com 1 epyia tém padrao semelhante, mas com tendéncia a maior
inflamacdo do tecido, enquanto que as cepas com 3 epyias induziram a uma inflamacao
mais exuberante, mas com motilidade gdastrica pouco afetada e menor resposta a
secrecao de gastrina. Esses diferentes perfis sinalizam a possibilidade de que as cepas
com 1 epyia se relacionam mais com a formacdo de UP, enquanto as alteragdes nos

organismos infectados com 3 epyias se relacionam mais com a oncogénese gastrica.

Esses resultados sdo iniciais e apontam para a necessidade de novos estudos

gue determinem o perfil patogénico das diferentes cepas de HP.
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7 CONCLUSAO

Diferentes cepas de HP exibiram diferentes padrdes na secregdo de gastrina e
esvaziamento gdstrico, com cepas CagA negativo e 1 epyia mostrando perfil hipersecretor
hormonal e de hipermotilidade, e cepas com 3 epyias com perfil de menor secrecao de

gastrina e hipomotilidade gastrica.
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APENDICES

Tabela 1: Distribuicdo dos animais segundo os grupos experimentais.

Animal | Grupo | Tempo de indice de Gastrinemia
infeccédo esvaziamento gastrico (pg/mL)
(%)
1 A 180 3 4163,5
2 A 180 21 4318,5
3 A 180 2 4283,5
4 A 180 14 4438,5
5 A 180 15 4138,5
6 A 180
7 A 180 9
8 A 180 13
9 Bl 45 5223,5
10 Bl 45 5353,5
11 Bl 45 2 5228,5
12 Bl 45 6 5403,5
13 Bl 45 4 5358,5
14 Bl 45 5573,5
15 Bl 45 7 5438,5
16 Bl 45 20 5288,5
17 Cl 45 3658,5
18 Cl 45 3 3848,5
19 C1 45 9 3703,5
20 Cl 45 13
21 Cl 45 5 1708,5
22 C1 45 10
23 Cl 45 7 3993,5
24 C1 45 6 4918,5
25 D1 45 5
26 D1 45 22 4978,5
27 D1 45 4808,5
28 D1 45 3 4838,5
29 D1 45 6 4698,5
30 D1 45 13 4603,5
31 D1 45 16 4253,5
32 D1 45 1 4398,5
33 C2 180 9 4683,5
34 C2 180 27 46135
35 C2 180 7 4003,5
36 C2 180 9 4643,5
37 C2 180
38 C2 180 15 4783,5
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39 C2 180 15 4923,5
40 C2 180 43 4768,5
41 D2 180 1 4448,5
42 D2 180 18 4133,5
43 D2 180 3238,5
44 D2 180 13 3218,5
45 D2 180 15

46 D2 180 2968,5
47 D2 180 14 3668,5
48 D2 180 26 3983,5
49 B2 180 25 3883,5
50 B2 180 21

51 B2 180 22 4918,5
52 B2 180 29 4743,5
53 B2 180 4693,5
54 B2 180 4418,5
55 B2 180 22 4223,5
56 B2 180 17 3973,5
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo do Comité de Etica em Experimentagdo Animal.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 27/200S, relativo ao projeto intitulado
= l—'svaziamento gastrico e secrecdo de gastrina em gerbils infectados com
d(férentes cepas de Helicobacter pylori apds vagotomia com piloroplastia’,
que tem como responsavel(is) Ivana Duval de Araujo , estd(do) de acordo com os
. Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
.Experimenta;é’o Animal (CETEA/UFMG), tendo sido apr-)vado' na reunidgo de
20/ 05/2009.

Este certificado expira-se em 20/ 05/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 27/2009, related to the project entitled
“Gastric emptying and gastrin secretion in vagotomized gerbils infected
with different Helicobacter species’, under the supervisiors of Ivana Duval de
Araujo, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),
and was approved in May 20, 200S.

This certificate expires in May 20, 2014.

Belo Horizont me Maio de 2099.

Prof. HumbertoPereira Oli
Coordenador do CETEA/UFM

Universidade Federai de Minas Gerais
Avenida Ariténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Aaministrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 34994592
www.ufmag.br/bicetica/cetea - cetea@prpg.ufimg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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ATA DA DEFESA DA DISSERTAGCAO DO ALUNO
CARLYLE MARQUES BARRAL

Realizou-se, no dia 11 de novembro de 2013, as 14:00 horas, sala 029,andar terreo,
Faculdade de Medicina da UFMG, da Universidade Federal de Minas Gerais, a
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( 74) Aprovada
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