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RESUMO

A infeccao géstrica pelo Helicobacter pylori (HRjé&envolvida na etiopatogénese da Ulcera
péptica (UP), gastrite cronica atrofica e linfomaIM, além de forte associacdo ao cancer
gastrico. A UP é uma das doencas mais prevalentesundo e, atualmente, o seu tratamento
é clinico, ficando a cirurgia reservada apenaagpticacdes ou a faléncia clinica. Dentre as
técnicas operatorias, a vagotomia associada eopléstia foi uma opcéo cirdrgica bastante
utilizada nas ultimas décadas. Porém, ndo se sabeiecisao as alteracdes fisiopatoldgicas
iniciais decorrentes dessa associacao (HP e ajuida tentativa de elucidar essas alteracdes
desenvolveu-se um modelo experimental para aaliafluéncia do HP e da cirurgia sobre a
gastrinemia e a densidade das células G e D donegth Estudaram-se 53 gerbis da
Mongolia (Meriones unguiculatus) divididos em quatro grupos: Grupo A (n= 10), sem
infeccdo pelo HP, operacdo simulada apos 30 diagydaB (n=14), sem infeccao pelo HP,
operagcdo (vagotomia e piloroplastia) apés 30 d@mpo C (n=12), infeccdo pelo HP,
operagdo simulada apds 30 dias e Grupo D (n=1fé;géo pelo HP, operacdo (vagotomia e
piloroplastia) apos 30 dias. Apos 90 dias da operdQi coletado sangue para dosagem da
gastrina pos-prandial e, em seguida, os animaianfosacrificados e seus estdmagos
ressecados para obtencdo de biopsias do corpo, @rgonas transicionais (corpo-antro e
antro-duodeno) para avaliacdo microbioldgica, lgfica e imunoistoquimica. A presenca da
infeccdo foi confirmada por microscopia direta absa da andlise das biopsias do antro
coradas pela carbolfucsina e pela PCR (“PolymeCasen Reaction”) das biopsias do antro e
corpo. Foi avaliada a presenca e caracteristigafiftoado inflamatério no material biopsiado
corado pela hematoxilina-eosina, através de miompadptica. Nado se observou inflamacao
significativa no corpo dos animais dos quatro gsugda jungdo corpo-antro e na juncao
antro-duodenal, a presenca de infiltrado inflamatéapresentou diferenca quando
comparados os Grupos B e D (p=0,018 e p=0,021ectspmente) e os Grupos C e D
(p=0,018 e p=0,017, respectivamente). No antroresegmca de infiltrado inflamatério foi
significativa quando comparados os Grupos A e @,(89) e os Grupos B e D (p=0,05). A
inflamacdo, em sua maioria, foi classificada corage] com predominio de infiltrado
mononuclear e auséncia de agregados linféides.nidlksa imunoistoquimica, observou-se
aumento da densidade das células G quando comparadpupos A e C (p=0,0001)eBe D
(p=0,007) e aumento da densidade das célulaguéahdo comparados os grupos A e C
(p=0,001) e uma forte tendéncia ao aumento quaodparados os grupos B e D (p=0,056).

A andlise desses resultados permite concluir gnfaanacéo € mais importante nas regioes



mais distais do estdbmago e a sua presenca podeasstziada a infeccdo pelo HP ou a
associagdo da infeccao com a vagotomia e piloroplasependendo da localizagéao
anatdmica. A infeccao peldelicobacter pylori em gerbis aumenta a densidade das células G

e das células D na fase aguda, porém nao alteraiveis séricos de gastrina pés-prandiais.

Palavras-ChaveHelicobacter pylori. Vagotomia. Células G. Células D. Gastrina.
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ABSTRACT

The gastridHelicobacter pylori (HP) infection is involved in etiopathogenesispeptic ulcer
(PU), atrophic chronic gastritis, MALT lymphoma,yloed strong association to the gastric
cancer. The PU is one of the illnesses most pratalehe world. Currently, the PU treatment
is clinical, being the surgery reserved only to twmplications or the clinical failure.
Amongst the surgical techniques, the vagotomy aiokgplasty was a surgical option
sufficiently used in the last few decades. Howewere does not know with precision the
precocious physiopathologics alterations decuméthis association (HP and surgery). In the
attempt to elucidate these alterations an expetahenodel was developed to evaluate the
influence of the HP and the surgery on the gastriaeand the G and D cells density of the
stomach. Fifty three Mongolians gerbils (Merioneguiculatus) was divided in four groups:
Group A (n= 10), no HP infection and simulated suyg30 days after; Group B (n=14), no
HP infection and surgery (vagotomy and piloroplas9 days after; Group C (n=12), HP
infection and simulated surgery 30 days after anou@ D (n=17), HP infection and surgery
(vagotomy and piloroplasty) 30 days after. Ninetyysl after the operation, blood was
collected for the gastrin postprandial dosage #atdy, the animals had been sacrificed and
carried through biopsies of the corpus, antrum gastric transitional zones (corpus-antrum
and antrum-duodenum) for the microbiological, Hmgecal and immunohistochemical
evaluation. The infection's presence was confirfmgedirect microscopy through the analysis
of the biopsies of the antrum and PCR (PolymerasarnCReaction) of the biopsies of the
gastric antrum and corpus. The characteristic aagegnce of the inflammatory infiltrated one
in the biopsies was evaluated, through to the apigroscopy. No significant inflammation
was observed in the corpus of all animals. In tbgws-antrum junction and the antrum-
duodenum junction, the inflammatory infiltrated @eace presented difference when
compared the Groups B and D (p=0,018 and p=0,0pectively) and Groups C and D
(p=0,018 and p=0,017, respectively). In the antrtima,inflammatory infiltrated presence was
significant when compared the Groups and the C,(J849) and Groups B and D (p=0,05).
The inflammation was classified as light, with pyednance of mononuclear infiltrated and
absence of aggregate lymphoid follicles in the migjoof the animals. In the
immunohistochemical analysis, the increase of theells density was observed when
compared the groups A and C (p= 0.0001) and B ar{@D,007) and increase of D cells

density when compared the groups A and C (p=0,801) one strong trend to the increase
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when compared groups B and D (p=0,056). The arsabfghese results demonstrates that the
inflammation is more important in the distals regmf the stomach and its presence can be
associated to the HP infection or the associatibrthe infection with vagotomy and
piloroplasty, depending on the anatomical localmatThe precocious HP infection in gerbils

increases the G and D cells density, however tloayod modify the postprandial gastrinemia.

Key-words:Helicobacter pylori. Vagotomy. G Cells. D Cells. Gastrin.
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1 INTRODUCAO



A infeccdo gastrica por bactérias espiraladas é&iderada o fator causal da
gastrite crénica atréfica, importante fator na maitmgénese da Ulcera péptica (UP) e um dos
fatores associados a génese do cancer gastrictreDemsas afeccdes, a UP é uma das mais
comuns, e seu tratamento baseia-se na erradicagadelicobacter pylori (HP) e na
restauracdo dos fatores defensivos da mucosacgd&OOGHLANEt al., 1987).

Durante muitas décadas, optou-se pela vagotomigiada apiloroplastia como
tratamento de escolha nos pacientes com UP, sémdid @ma opcao naqueles casos onde ha
refratariedade ao tratamento clinico. O principgssh operacdo é o de que, ao controlar a
secrecdo de hormonios gastrointestinais como arigasthaveria redugdo da acidez
gastroduodenal e controle eficaz da doenca, uma@weo vago tem acao direta no controle
da secrecdo da gastrina e outros hormonios do drgéstivo, além de modular a atividade
motora gastroduodenal por meio de seus ramos gsliac

AlteracBes na fisiologia gastrica, como aumentsewecao de gastrina e reducao
na secrecdo de somatostatina, sdo observadas eamisangs infectados pelo HP. O
mecanismo pelo qual as bactérias alteram a secteEgbormonios gastricos ndo esta bem
esclarecido. Algumas explicacbes possiveis sdaairmzacdo do microambiente gastrico
pela producdo de amdnia pela bactéria, presencatdes produtos téxicos e inflamagéo do
antro, que poderiam estimular as células G prodstale gastrina e inibir as células D
produtoras de somatostatina (BEALES, 2001; BECKE®80). Essas mudancas, somadas
aquelas promovidas pelas alteracfes inflamaté@asnucosa gastrica podem modificar o
complexo equilibrio gastrico e afetar a secrecdmboal (BECKERet al., 1973; BELL &
POWELL, 1993).

Dados anteriores revelaram que a infeccdo Helaobacter helmannii (HH) em
ratos € capaz de induzir respostas semelhantesaaquistas na infeccao pelo HP, como
aumento na concentracdo sérica pos-prandial dengasem hipergastrinemia no periodo de
jejum (CALABUIG et al., 1988), o que poderia indicar que estimulos vagdésn daqueles
produzidos pela infeccdo bacteriana, atuariam giceamente no estimulo a producdo de
gastrina. Outro estudo, utilizando também ratoscii@idos pelo HH, corrobora essa hipotese
ao mostrar que a interacdo entre vagotomia, pilastip e a infeccdo pelo HH produz
aumento na velocidade do esvaziamento gastrico BARD, 2001). Nao foi identificado,
entretanto, qual seria 0 mecanismo responsaveksg@s alteracfes na fisiologia gastrica,
visto que existem poucos estudos clinicos bem alawiins sobre o0 comportamento hormonal

e motor gastrico na infeccéo pefielicobacter. Também sdo escassos os dados referentes as



alteracdes da fisiologia gastrica apos operacOeedervacdo do antro gastrico e sem uso de
medidas terapéuticas para erradicacdo da bactéria.

Para simular o que poderia ocorrer nesses indigidpode-se lancar mao de
modelos experimentais. Camundongos e ratos infestagdor bactérias espiraladas
desenvolvem infeccdo géastrica com alteragfes lagitfgicas semelhantes aquelas
observadas na gastrite. A persisténcia da infepgétongos periodos (CUSCHIERI, 1986), a
presenca de células mononucleares na mucosa gadgrianimais infectados (DEBONGNIE
et al, 1995) e as alteracdes hormonais semelhantes seseehumanos (BRODY & TRAD,
1997) fazem desse modelo um bom parametro partudoeda infeccdo de seres humanos
pelo HP. Outra espécie animal, o gerbil, mostromaé adequado a simulacéo da infeccao
em seres humanos pelo HP, pois a infeccdo € ofattilanente, sem a necessidade de usar
artificios como manipulacdo génica ou isolamento ambiente livre de bactérias. Este
modelo, portanto, poderia ser aplicado na invesdigada possivel interacdo entre infeccao
gastrica por bactérias espiraladas e operacdesmewhcao do antro.

Sendo a acetilcolina um neurotransmissor capastitaidar a sintese de gastrina
pelas células G do antro gastrico, a denervacamiggapoderia tornar essas células mais
sensiveis, ou talvez mais numerosas, e a infeag@bgrtérias espiraladas gastricas poderia
atuar como estimulo para secrecdo de gastrinasgas enesmas células. Portanto, € possivel
gue, a vagotomia em organismos infectados pelo Pqgva hipergastrinemia, que pode
estar associada a alteracdes da densidade e/diofdag células G produtoras de gastrina e

das células D produtoras de somatostatina.



2 OBJETIVOS



Avaliar alteracdes iniciais na gastrinemia pos-gianna densidade das células G
e D e na histologia do epitélio gastrico induzidak:
a. infeccao pelddelicobacter pylori.
b. vagotomia associada a piloroplastia.

c. associagao da infeccéo pélelicobacter pylori com vagotomia e piloroplastia.



3 RELEVANCIA



Os resultados deste estudo podem dar informacdes agelacdo de células G e D
e gastrinemia em individuos infectados pelo HPbersilidos a operacdo gastrica. Esses dados
poderdo motivar estudos clinicos em pacientes stidhmsea vagotomia com piloroplastia com
vistas a necessidade ou ndo da erradicacdo do Hpdésmperatério de individuos

assintomaticos.



4 REVISAO DA LITERATURA



4.1 — ULCERA PEPTICA

A Ulcera péptica é uma doenca de distribuicdo usatee atinge entre 5% e 10%
da populacao geral. Desde o final do século XI>Xngio o médico francés Jean Cruveilhier
fez a descricdo anatomopatolégica da Ulcera pepéita o final do século passado, o
tratamento de escolha era a operacdo. Até essaa,épodisiopatologia da doenca
fundamentava-se no desequilibrio entre os fatoetendivos e agressivos da mucosa gastrica
e/ou duodenal (DeCROSS & MARSHALL, 1993). A pade 1970, com o surgimento dos
antiacidos e bloqueadores,Hhouve declinio do nimero de operacdes, e desi@gsa@berta
do Helicobacter pylori (HP) por WARREN e MARSHALL (1983), houve reducéa n
prevaléncia da doenca, e o tratamento operat@u fiestrito as complicacbes e faléncia da
terapéutica clinica. Aléem disso, ao se conhecegemta etiolégico da doenca, o estudo de

varios dos seus aspectos tomou um novo impulso.

4.2 —Helicobacter pylori

Em 1983, WARREN e MARSHALL, estudando biépsias géas, observaram a
presenca de um pequeno bacilo recurvado e em fderta que, inicialmente, associaram a
gastrite crénica ativa. No comeco, a bactéria fasgificada no géner@ampylobacter,
recebendo o nome d€ampylobacter pyloridis e, posteriormenteCampylobacter pylori
(WARREN & MARSHALL, 1983; 1984). A partir de 198%ifreclassificada em um novo
género, dHelicobacter, sendo denominaddelicobacter pylori (HP) (DOOLEY & COHEN,
1988; HOLCKet al., 1997; BUCKLEY & O’'MORAIN, 1998; OWEN, 1998).

A infeccdo pelo HP é uma das mais prevalentes péces humana, atingindo
cerca de 50% da populagdo mundial (BESWKEHI., 2006). Além da Ulcera péptica, o HP é
reconhecido como o fator etiopatogénico mais ingmbet da gastrite tipo B e do linfoma
MALT, e desde 1994 classificado como carcindgenopG+l em seres humanos (evidéncia
suficiente de carcinogenicidade) pela “World Heal@rganization” (WHO) e pela
“International Agency for Research on Cancer” (IARD®94; ASAKA et al., 1998). A
maioria dos individuos colonizados apresenta apgastsite assintomatica, porém 10 a 20%
podem desenvolver Ulcera péptica (gastrica e daddenaproximadamente 1% a 2%, cancer
gastrico (BESWICket al., 2006).



O HP apresenta um tropismo pelo estdbmago (prinograte antro e corpo) e
duodeno, onde se fixa a parede gastrica, localizaadogo abaixo da camada de muco, na
intimidade do epitélio gastrico. Para colonizames®gides, ele produz uma enzima, a urease,
que hidroliza a uréia da mucosa em amoénia e didédoarbono, criando um meio adequado
e constante, com pH em torno de 6,0 a 8,0 (SMITI62 A afinidade seletiva pelo epitélio
gastrico faz com que a bactéria se adira a eleémtrde pontes que se formam entre as
estruturas polissacarideas das microvilosidadess eestruturas polissacarideas de seu
glicocdlix. Apesar de possuir flagelos que permisgra movimentacéo, cerca de 8% destas
bactérias espiraladas se fixam a parede gastrjpds A adesao, a bactéria provoca uma série
de desordens histolégicas e humorais, que se nmic@m inflamacdo, podendo progredir a
partir dai para atrofia, metaplasia, displasiaglesia (FOX & WANG, 2007).

Além dessas mudancas, os organismos infectados HRel@apresentam ainda

mudancas na fisiologia do trato digestivo, sobretua estbmago (vide topico 4.5).

4.3 —- TRATAMENTO DA ULCERA PEPTICA

Cerca de 90% dos pacientes com Ulcera duodenabte dé@ueles com Ulcera
gastrica estdo infectados com o HP. A erradicag@iobakctéria, obtida com o uso de
antibacterianos associado aos inibidores da borsbpratons, diminui substancialmente a
recorréncia da UP (BELL & POWELL, 1993).

Até meados do século passado, a terapéutica oparaddsistia na realizacdo de
jejunostomias para derivagéo do transito ou gasiraas totais ou parciais. Nos anos 40, com
o melhor conhecimento da fisiologia gastrica e nh@xanismos de acdo do nervo vago na
secrecdo gastrica, a vagotomia, popularizada pagddedt, foi instituida como uma nova
terapéutica. Porém o proprio Dragstedt observouaguegotomia, isoladamente, resultava em
dificuldades no esvaziamento gastrico, e sugerucembinag¢do a um dos procedimentos de
drenagem gastrica realizados anteriormente (LIP&AF., 2006). Ja entre os anos 70 e 80 do
século passado, a vagotomia troncular combinaddréctomia foi a operacdo mais realizada
devido a taxa de recorréncia inferior a 5% e baiwatalidade (LIPOAFet al., 2006). Porém,
0s sintomas pdés-operatoérios, especialmente a “‘@melde Dumping” eram freqientes. Nessa
mesma época, a vagotomia troncular associada @mpéstia (VP) passou a ser a cirurgia de

escolha de muitos cirurgides, pois apresentavadadie recidiva ulcerosa bem proximos ao
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da antrectomia associada a vagotomia tronculagnpacom taxas de complicagbes bem
menores (JORDAN Jr, 1991) .

Ainda no final do século passado outras modalidagdiesvagotomia foram
desenvolvidas, como a vagotomia seletiva, que stensa denervacao dos ramos gastricos do
vago separadamente dos ramos hepaticos e celiacas,vagotomia superseletiva ou
vagotomia das células parietais, onde se realizalenervacdo da massa de células parietais
com preservacao da inervacdo motora proximal dovegjo. Apesar dos supostos beneficios
decorrentes da menor denervacdo, essas técnias foouco utilizadas, pois requeriam
grande experiéncia e técnica cirargica apurada lém adisso, alguns estudos néao
demonstraram superioridade em relacéo aos tratamaté entdo realizados (HERRINGTON
Jr & SAWYERS , 1978).

Atualmente, o tratamento operatério da Ulcera paptista restrito aos seguintes
casos: faléncia do tratamento clinico com recorééda doenca; na urgéncia, nos casos de
perfuracdes ou sangramento ndo controlado pelgpéaiaa endoscépica; na obstrugcdo
pilérica, por deformidades anatdbmicas no bulbo éunad decorrentes da cicatrizacdo das
lesGes (LIPOAFet al., 2006).

4.4 — FISOLOGIA E REGULACAO DA FUNCAO GASTRICA

O estbmago desempenha importantes funcbes absméueetora e de marca-
passo da motilidade digestiva. Essas funcdes apsuda interacdo entre atividade intrinseca
das células musculares e secretoras e o0s sistemasegllacdo neuro-hormonais
(THOMPSON, 1994).

As células gastrointestinais produzem peptideoso@mbs, paracrinos e
neurocrinos que atuam como mensageiros quimicegudam as fungdes do tubo digestivo.
Os peptideos enddcrinos, ou hormonios, como aiggssecretina e motilina, sdo capazes de
atingir todos os orgaos através da circulacao saaguSao secretados por células endocrinas
largamente distribuidas em toda a mucosa do tigestdrio, razdo pela qual o tubo digestivo
€ considerado o maior 6rgao endécrino do corpgdpsideos paracrinos, como a histamina,
atingem os o6rgaos alvo através da sua difusdo pagesextracelular e ainda podem atuar
sobre as células enddcrinas, regulando a liberagdmutros horménios. Os peptideos

neurécrinos localizam-se em neurbnios e atuam coerotransmissores, atingindo as
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células-alvo através da sua difusdo pela fendgtsiad Eles atuam inibindo ou estimulando a
liberacdo dos peptideos enddcrinos e paracrinos.

O controle neural é feito pelo sistema nervoso raut@, por meio de uma
complexa rede de neurbnios localizada na paredéulglm gastrointestinal, formando um
sistema nervoso extrinseco e outro intrinseco térieao.

O sistema nervoso extrinseco é formado por rammogégicos e parassimpéticos.
Os ramos simpaticos tém fibras pré e pés-gangksngue, quando estimuladas, inibem a
transmissao sinaptica do sistema nervoso entériconeo consequiéncia, reduzem a atividade
motora externa, estimulando a contragdo da musdaamucosa e de alguns esfincteres,
provocando vasoconstriccdo. J& o ramo parassimpdtigas fibras tém origem no nucleo
dorsal do vago, € formado por fibras pré-gangliesaccom corpos medulares que estao
localizados na medula espinhal e que terminam eordn®s colinérgicos nos plexos
submucosos e mioentéricos. A estimulacdo parassoapé responsavel por aumentar a
atividade motora e secretora.

O sistema nervoso intrinseco é formado por neusdnigos corpos celulares
localizam-se em dois pontos da parede intestinal:camada muscular externa (plexo
mioentérico) e na camada submucosa (plexo submuddéaainda plexos ndo ganglionares
localizados na lamina propria (plexo mucoso) eraasicdo entre a submucosa e a serosa.
Enquanto o plexo mioentérico esté relacionado astpkismo, o plexo submucoso controla a

atividade secretora enddécrina e exocrina.

441 -CélulasGeD

As células endocrinas intestinais sdo derivadas adhislas neuroenddcrinas,
originadas no ectoblasto embrionario e responsavelia producdo de varios horménios
intestinais como gastrina, colecistoquinina, peqtigasoativo intestinal (VIP), polipeptidio
inibitério gastrico (GIP), somatostatina, entre rost Localizam-se em todo tubo
gastrointestinal, de forma dispersa, raramentepagias e fazem parte o sistema APUD (sigla
do inglés, “amine precursor uptake descarboxildtion

A digestdo € a funcdo mais importante do estbmaigde a secrecdo 4cida tem
papel fundamental. Na célula, o controle da seorécila gastrica é feito pela interacao entre
os dois grupos predominantes de células endocasastlulas produtoras de gastrina (células

G) e as ceélulas produtoras de somatostatina (séielda ou células D) (LIt al., 2005).
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No antro de um individuo normal, as células G regméam 50% das células
enddcrinas e as células D 15% dessas células.itarake nos dois tercos superiores e terco
inferior da mucosa, respectivamente. As célula®encontradas também no corpo gastrico,
onde representam cerca de 8% das células endo(rihast al., 2005).

A relagdo entre a area e o numero de células Gead® a permanecer constante,
sendo regulada pela estimulacdo e inibicdo de nemnan parcrinos (histamina), endécrinos
(gastrina e somatostatina) e nervosos (fibras sagaiaumento na relagéo células G/D indica
um disturbio funcional no trato gastrointestinapae ser observado na gastrite, nas lesdes
ulceradas da mucosa e na infeccdo pelo HP, ondenero de células G é significativamente
mais elevado que o numero de células D. Essasgdes correlacionam-se melhor com a
gravidade da inflamacdo do que com a densidadeRIgLHU et al., 2005). Em criancas, a
erradicacdo do HP leva ao aumento significativalelasidade de células D e diminuicdo de
células G antrais (QUEIROZt al., 1994), também observada em adultos (THAIVAI.,
1998). A diminuicdo na densidade das células D rebda na infec¢cdo pelo HP poderia
explicar a hipergastrinemia observada nesses fasjga que a somatostatina € um inibidor
das células G.

A influéncia da inervacdo vagal na densidade e;@eleentre células G e D é
controversa. Estudo experimental em ratos subnesetalodiferentes tipos de operagbes
demonstrou que quando houve aumento do pH antcaheentracdo gastrina sérica ficou
elevada. Em animais vagotomizados ha aumento rddele das células G, provavelmente
por acdo do pH antral elevado e da passagem derdbmmostrando que a inervagao vagal
ndo é requerida para estimulagédo da secrecao tegqALUMETS et al., 1980). Em seres
humanos, a vagotomia proximal seletiva parece temdnémentar a densidade das células G,
porém, no que tange as células D, ha estudos déeuoths tanto o seu aumento (HOLEE
al., 1985) quanto sua diminuicdo (ARNOL® al., 1982), tornando a relacdo células G/D

inalterada ou aumentada, respectivamente.

4.4.2 -Hormonios Intestinais
A gastrina e a somatostatina sdo os hormoniogtimaes mais importantes (YAO

et al.,, 2001). A descoberta da gastrina em 1905 por Edatompanhada, meio século
depois, pelo isolamento e sintese do “horménicaingor GREGORY & TRACY, introduziu
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um novo conceito no mecanismo de controle da s&orgéstrica, isto €, a importancia da

acdo hormonal atuando paralelamente aos mecanrsmnassos (WALSH & LAM, 1980).

4.4.2.1 - Gastrina

A gastrina é produzida pelas células G, localiggoi@ncipalmente na mucosa
antro-pilérica, estando essas células ausentes paosa oxintica, ileo e colon
(LARSSON,1980). Algumas poucas células produtomgastrina podem ser encontradas no
jejuno proximal, sendo que o horménio produzido essas células difere estruturalmente
daquele produzida pelas células antrais. A gastamdém tem sido encontrada em extratos
de jejuno proximal (BECKER, 1980).

Existem seis peptideos capazes de inibir a secagd@@mstrina pelas células G e
também capazes de agir sobre as células pari@ss®es hormbnios sdo a secretina, 0
glucagon, o VIP, o GIP, a somatostatina e a caltito Os mecanismos pelos quais 0
horménio pode ser secretado sdo a excitacdo vagastimulos intraluminares (alimentos,
calcio, distensdo), a estimulacdo quimica por sizg8inea (bombesina, epinefrina, calcio,
prednisolona), e pode ser inibido por estimulosigagolinérgicos, estimulos luminais (acido,
analogos da prostaglandina E1) e estimulos quimisesretina, glucagon, GIP, VIP,
calcitonina, somatostatina) (WALSH & LAM, 1980).

4.4.2.2 — Somatostatina

A somatostaina foi isolada em 1973 no hipotdlamow#has inicialmente como
um fator inibidor do horménio do crescimento (BRAME et al., 1973). Atualmente, sabe-se
gue esse hormonio é produzido ndo s6 no hipotalanmas por varios 6rgdos do trato
gastrointestinal, como duodeno, pancreas e estgneagor células nervosas periféricas. No
estbmago, € produzido pelas células D localizadaxipalmente no corpo e antro, e
geralmente tem funcao inibitéria sobre os peptidgsricos, sendo o principal inibidor da
secrecdo acida estimulada pela gastrina. No sast&Tvoso central, a somatostatina age
CcOmo um neurotransmissor, e nos tecidos perifénegsla a secrecdo exocrina e enddcrina,
além de modular a atividade motora do trato gadtsiinal. Atua ainda na regulacdo das

células hematopoiéticas envolvidas nos mecanismoamadlégicos de defesa em diversos
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tecidos, incluindo o estdbmago, sendo que sua sexrég influenciada pelas citocinas
produzidas por essas células, especialmente aTNAL-1F e IFN-Y, que atuam como
inibidores, e a IL-4, que atua como estimuladorVR®OSet al., 2004).

4.5 — ALTERACOES INDUZIDAS PELOHelicobacter pylori

Diversas alteracdes gastrica sdo observadas nasismps infectados pelo HP,
sendo a inflamagé&o a resposta histopatoldgica imgisrtante. Fatores liberados pelo HP na
mucosa gastrica, como a urease e as proteinas Galpkem a secrecdo de citocinas pro-
inflamatadrias, estimulam a migracéao de células manlkeares para a mucosa e a formacao de
agregados linfoides nas infeccbes cronicas. Haaaaltbracdo na renovacédo do epitélio,
caracterizado por aumento do crescimento celuliar apoptose.

Nos pacientes infectados pelo HP e com UP, foirebda hipersecrecdo acida
associada a aumentado da gastrinemia pés-praddiaipergastrinemia pos-prandial, com
niveis normais de gastrina basal, foi observadgoaorentes infectados com o HP quando
comparados aos individuos sem a bactéria, independa presenca da Ulcera, e a simples
erradicacdo do HP associa-se a reducgédo importangastrinemia. (GISBER@& al., 1995;
GRAHAM et al., 1993)

A infeccdo pelo HP produz alteracdo do numero dwilase enddcrinas
responsaveis pela regulacdo da secrecdo acidas BieeacOes sdo tdo mais exacerbadas
quanto maior a gravidade da inflamacdo, sem entwetaorrelacionar-se com a carga
bacteriana (LIUet al., 2005). Varios trabalhos tém mostrado a diminuigédonimero de
células D na presenca da infeccao pelo HP (PARHEI., 1999; HARUMA et al., 2000;
TZANEVA, 2001), além de aumento do numero e estgéd da funcdo das células G em
criancas (SOKIC-MILUTINOVICet al., 2005). Essa diminui¢do da populacéo de Células D e
aumento de células G, com consequente elevacédelagio células G/D, pode ser um dos
fatores que contribuem para a hipergastrinemiarehda nos pacientes com Ulcera péptica e
infectados pelo HP. Outra explicacdo para a hiptrigamia seria 0 aumento do pH local
provocado pela aménia derivada do metabolismo do lelRndo as células G a liberar
guantidades excessivas de gastrina, ou reduzirfidocionamento normal das células G, que
normalmente reduzem a liberacdo de gastrina emnpiluminal baixo. (KONTUREK &
KONTUREK, 1994)
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4.6 — ALTERACOES GASTRICAS INDUZIDAS PELA VAGOTOMIA

Diversos estudos mostraram que tanto a vagotomi&uftar quanto a vagotomia
gastrica proximal induziram ao aumento da gasts@aca basal e pos-prandial em seres
humanos (ELFBERGet al., 1989; LUKASIEWICZ & JONDERKO, 1990), em ratos
(MURAKAMI et al., 1988; AMl et al., 1993) e em cées (INMAIst al., 1990). Baseado nos
achados de Pavlov no século passado, KONTUREHK (2005), estudando modelos de
digestdo, observaram que a estimulacdo vagal épasdrada de uma elevacéao significativa
dos niveis dos horménios estimuladores da secrécita do estbmago e uma elevagéo
apenas discreta de hormonios inibidores gastrisnscolinérgicos, como a atropina, atuam
aumentando a resposta da gastrina plasmatica twailes digestivos, causando, ao mesmo
tempo, uma supressdo completa da resposta acid@nt®o as interacbes do complexo
vagal-colinérgico atuam aumentado a gastrina e B @& glandulas oxinticas, contribuindo
para uma aumento da secrecao acida do estomaghTLREK et al., 2005)

Véarios fatores estdo envolvidos com o desenvolvimema possivel
hipergastrinemia pés-vagotomia. Aléem do refluxo derm-gastricdMIYATA et al., 1995)
também a reducdo da secrecdo acida gastrica, cdutée da inibicdo secretéria pH
dependente, pode ter grande importancia (BECKERQ)L¥EmM ratos, observou-se aumento
da densidade de células G na mucosa antral ap@vdedo vagal em operagbes como
fundectomia gastrica associada a vagotomia ou @agattroncular isolada (ALUMET$t
al., 1980). Resultados semelhantes foram encontradosexss humanos submetidos a
vagotomia troncular e piloroplastia, onde se veuiii aumento do nimero de células G do
antro (ELFBERGet al., 1989). Esta hiperplasia seria secundaria a ativacaeldéas G pré-
existentes e a maturacao rapida de células progesi(SHIMODAEet al., 1992). Em ratos, a
ultra-estrutura dessas células mostrou hipertrdfia complexos de Golgi e dos reticulos
endoplasmaticos rugosos, além do aumento do nienemdacdo da densidade eletrénica dos
granulos secretérios (MURAKANMHt al., 1988).
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5 MATERIAIS E METODO
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5.1 — ETICA

O experimento foi realizado de acordo com os “Fpios Eticos na
Experimentacdo Animal”, criados pelo Colégio Brisi de Experimentacdo Animal
(COBEA) em 1991 e com a Lei Federdl 6.638, de 08 de maio de 1979, que estabelece
normas para a pratica didatico-cientifica da vedigéio de animais, e aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da Universidadedefal de Minas Gerais
(CETEA/UFMG), sendo protocolado sob ©024/04 (Anexo 1).

5.2 — ANIMAIS UTILIZADOS E CUIDADOS DISPENSADOS

Foram utilizados 53 gerbis da Mongdlisdriones unguiculatus), machos, com
guatro meses de idade e peso médio de 80,0 g {fri@lquiridos no Biotério do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade FedemlMinas Gerais (UFMG). Os animais
foram mantidos no Biotério da Faculdade de Medi¢iiM) da UFMG em condi¢cbes naturais

(ciclos dia/noite) em gaiolas proprias com, no mmxicinco animais por gaiola. Os animais

receberam agua e racdo padrdo para roedores (@atﬁmmina, Brasil) a vontade, exceto nos
periodos de inoculacéo da bactéria e no pré e pésidrio imediatos.

Figura 1: Fotografia digital do Gerbil da Mongd(ideriones unguiculatus)
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5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos em quatro grupos:
e Grupo A (n=10), sem infeccdo pelo (HP), operagdulada aos 30 dias;
* Grupo B (n=14), sem infeccao pelo HP e vagotomia pdoroplastia aos 30 dias.
* Grupo C (n=12), infeccao peldelicobacter pylori (HP), operacdo simulada aos 30 dias;

e Grupo D (n=17), infeccao pelo HP e vagotomia cdorgplastia aos 30 dias.

5.4 PREPARO DO HP PARA INOCULACAO

A amostra deHelicobacter pylori inoculada nos animais foi obtida de fragmentos
de bidpsia gastrica (colhidos por esofagogastroglumstopia) de um Unico paciente HP
positivo, com diagndstico endoscoépico e histologam Ulcera duodenal, e virgem de
tratamento (biopsia n°. 803/05 — Laboratorio degiiea em Bacteriologia/FM/UFMG). Os

fragmentos colhidos foram macerados em cadinhosgidie contendo meio de transporte

(4,3g de Brucel® Agar - Difco, Detroit, Estados Unidos da Américam 90 mL de agua
destilada). O material obtido da maceracao foi selmeem placas de vidro para cultura de
microorganismos contend®elo Horizonte medium (BHM). Essas placas foram separadas em

grupos de 15 e colocadas em jarras hermeticamexttadas sob condicbes de microaerofilia,

obtida com o uso de Anaerocult®(Merck, Darmstadt, Alemanha), e mantidas em estufa
37,5°C por 72 horas. ApGs esse periodo, as placas fabertas em capela de fluxo laminar e
observado o crescimento bacteriano (FIG. 2). Aéritak de HP obtidas foram repicadas em

BHM e, novamente incubadas em microaerofilia dard2t horas.

Figura 2: fotografia digital
de placa de Petri contendo
meio BH, onde se observa o
crescimento de colénias de
Helicobacter pylori.
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Esse processo foi repetido até se obter materi@iente para inocular todos os
animais com a mesma amostra. Ao final, o inoculotdseno foi conservado em caldo
Brucella e levado ao espectrofotbmetro para vegho da concentracdo bacteriana. Em
seguida, o caldo de cultura bacteriana foi dividedo aliquotas de 2,0 mL, armazenado em

tubos de Eppendorf e congelado a -80°C até adfmmoculacdo nos animais.

5.5 — INOCULACAO DOHelicobacter pylori

A época da inoculacéo, os tubos de Eppendorf cdatercaldo bacteriano foram
descongelados a temperatura ambiente e inoculamastdimago dos animais através de
agulha metalica acoplada a uma seringa, propria aaministracdo de medicacdo oral para
roedores de pequeno porte. Esta agulha metaliesega um dispositivo em forma de esfera
na sua extremidade, para ndo perfurar o es6fagoest@nago do animal. A agulha é
introduzida através de gavagem oro-esdfago-gasteioa indculo injetado diretamente no
estdbmago.

Foram feitas trés inoculacbes de HP com intervald& horas entre elas, sendo
respeitado jejum de oito horas antes de cada proeatb. Em cada inoculacdo foram
administrados 0,2 mL de caldo bacteriano, na cdragio de 10 UFC/mL. Apés a
inoculagéo, os animais receberam solucao glicos@&%&6 via oral durante 12 horas e, a partir

dai, ragdo padrao para roedores (LéBirurina, Brasil) a vontade.

5.6 — TECNICA OPERATORIA

Os procedimentos operatorios foram realizados a@nida limpa, porém néo

asséptica. A anestesia foi realizada por meio jggao intraperitoneal de solucao de xilazina

(Rhompun®- 20 mg/mL) e quetamina (Ketamin®- 50 mg/mL), na dose de 4,0 mg/Kg e
50 mg/Kg respectivamente.

Os animais dos grupos C e D foram submetidos ag@er(operagao simulada ou
vagotomia com piloroplastia) somente 30 dias depasinoculacdo do HP, para que a
infeccdo se estabelecesse. Os animais dos grumo8,Aapesar de nao infectados, também
foram operados somente depois de 30 dias, parBbdog 0s grupos tivessem o mesmo tempo

da operacéo. Depois de anestesiados, os animarm fabmetidos a tonsura da regido ventral,
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anti-sepsia abdominal com polivinilpirrolidona-iod®VPI1) topico a 10% (FIG. 3) e

laparotomia.

Figura 3: Fotografia digital do gerbil anestesiaan decubito dorsal com as patas fixadas por

esparadrapos depois da tonsura e anti-sepsia edepalndominal.

Os animais dos Grupos B e D foram submetidos ard&gaia mediana,
vagotomia troncular bilateral, piloroplastia e lagaafia. A vagotomia troncular foi realizada
seccionando-se 0s nervos vago direito e esquerdtiuta do hiato esofagico (FIG. 4).

Figura 4: Fotografia digital da cavidade abdoma@berbil com identificagdo dos nervos vagos dirihagem
A) e esquerdo (imagem B).
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A piloroplastia, semelhante a Heinecke-Miculiczi fealizada com bisturi de
lamina n°. 11, seccionando-se longitudinalmentdoogoem uma extensdo de cerca de 0,5 cm

e, em seguida, sintese das camadas sero-muscusantido transversal com trés a quatro

pontos separados de Polipropileno 6-0 (PrdfeneEthicon), conforme procedimentos
padronizados em estudo prévio (BARBUTO, 2001) (H).

A sintese da parede abdominal foi realizada em plaisos, sendo o primeiro,
musculo-aponeurético e o segundo, pele e subcuytanelsos com sutura continua com fio
trancado de acido poliglicélico n°. 4-0 (Dex@h Davis+Geck). Apés a sintese da parede

abdominal, a ferida operatéria foi limpa com P\@iito.

Figura 5: Fotografia digital da cavidade abdomitalgerbil para identificacdo do local onde foi

realizada a piloroplastia & Heinecke-Miculicz (sgta

Nos Grupos A e C foi realizada laparotomia medseguida da identificagéo dos
nervos vago direito e esquerdo, identificacdo dorgie manipulacdo das alcas intestinais
(operacao simulada). A sintese da parede abdominaalizada em dois planos, seguida da
limpeza da ferida operatéria com PVPI topico, deloneemelhante ao grupo anterior.

Todos os animais receberam analgesia nas primérdmras de pos-operatério

mediante administracdo subcutanea de Cloridratdatieufina (Nubairf® - Cristalia), na dose
de 3mg/kg/dia em trés tomadas com intervalo de lit@s. A primeira dose foi feita no

peroperatério devido ao efeito anestésico sinérgico
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5.7 — COLETA DE SANGUE E MORTE DOS ANIMAIS

Depois do intervalo de 90 dias da operacdo (vagataom piloroplastia ou
operacdo simulada), os animais receberam 0,5 mtatteo peptonado a 50% através de
gavagem oro-es6fago-gastrica. Duas horas depaisfelam anestesiados e submetidos a
laparotomia e disseccéo do retroperitdbnio com agfosda veia cava, que foi puncionada
para coleta de amostra de 2,5 mL de sangue. Oobtidp desse sangue foi armazenado em
tubos de Eppendorf e conservados a -80°C pararfpzsiosagem da gastrina. Em seguida,

0S animais foram mortos por exsanguinacdo medsaagho da aorta abdominal.

5.8 — OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE TECIDO GASTRICO

Imediatamente depois da morte, o estbmago de canalafoi ressecado, aberto
ao longo da curvatura maior e colhidos amostragedeo gastrico de cerca de 2,0 mm do
antro, do corpo gastrico e das zonas transiciofédN ZANTEN et al., 1999), que sdo
aguelas zonas juncionais entre diferentes tiposnideosa (FIG. 6). As alteracdes
macroscopicas e as biopsias realizadas foram asoéd protocolos préprios (Anexo 2).

Cada um desses fragmentos de tecido gastricorf@zznado em frasco contendo

formalina a 10%, e etiquetados de acordo com aoeatg onde foram obtidos.

ESOFAGO ESOFAGO

FPARS ESQOFAGEANA

Figura 6 - Desenho esquematico do estdmago del genbigem A*) mostrando as regides do estdmamos(
esofageana, corpo, antro e duodeno) e estmago de gerbit@bercurvatura maior (imagem B), mostrando os
locais de bidpsia (1 - Corpo, 2 — Antro, 3 — Traéeicorpo/antro e 4 — Transi¢&o antro/duodeno).

* Desenho modificado de ALVARES& al (2006).
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5.9 — IDENTIFICACAO DOHelicobacter pylori NO TECIDO GASTRICO

5.9.1 —Microscopia Direta

Fragmentos de antro gastrico foram utilizados par#feccdo de esfregaco em
lamina corados pela carbolfucsina. As laminas @waldram examinadas por um unico
observador em microscopio 6ptico com aumento dé 2XQ0Foram consideradas negativas
aguelas laminas em que néo se identificou nenhwoigtia espiralada. Os resultados foram
anotados em protocolo e utilizados para confirmagdanfeccdo bacteriana nos animais

infectados e auséncia de infec¢cdo naqueles namanfes.

5.9.2 —Biologia Molecular

O estudo da biologia molecular foi realizado poraneala “Polymerase Chain
Reaction” (PCR) em espécimes do antro e corpoigdstrO DNA das amostras foi extraido
usando o “kit” QlAam® (QIAGEN®, Hilden, Alemanha) de acordo com as especificacdes
do fabricante. Para controle da extracdo utilizelagua destilada. Os sedimentos foram
colocados em tubos de microcentrifuga contendo |il8do tampdo ATL e 2QuL de
proteinase K, homogeneizados em vortex, e incubads®’C por 18 horas. A cada amostra
foram acrescentados 2QQ. de tamp&o AL e os tubos foram incubados a 70°C 1o
minutos. A seguir, 20QL de etanol (96-100%) foram adicionados a cada &bssa mistura
foi transferida para a coluna de giro do “kit”, giaé centrifugada a 6.000 giros/min. Cada
coluna foi colocada dentro de um tubo coletor ael2 O material da coluna foi lavado duas
vezes (250uL cada) com o primeiro tampao (Buffer AW1) e duazes com o segundo
tampao de lavagem (Buffer AW2) do “kit". Depois ddima lavagem, cada coluna foi

inserida nointerior de um tubo de microcentrifuga e o tubcetml contendo o filtrado foi

descartado. O DNA foi eluido em 1QQ de agua deionizada estéril e sua concentracdo
determinada por espectofotometria. O DNA extraa@@$tocado a -80°C até o uso.

Para a amplificacdo do gene ureA foram usadogiciadores e as condi¢cdes descritas
previamente por CLAYTONt al (1992). O gene DNAr 16S do génetdicobacter foi
amplificado usando os iniciadores C97 e C98 descpor FOXet al (1998). Os iniciadores
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usados e as condi¢des de reacao estao descrijaadim 1. Os produtos amplificados foram
identificados por eletroforeses em gel de agar@6%, corado com brometo de etideo e
examinado em luz ultravioleta. Foram consideradagipas amostras onde se identificou a
presenca do DNA do HP.

Quadro 1: Condi¢des do método de PCR

Gene alvo Nome do “Primer” e sua sequéncia Condices de reaticdo Bases*

400

DNAr 16S C97:5- CGT ATGACG GGTATCC-3~ 95°C-5 min.; 34 ciclos (94°C-1 min., 55°C-2 min. e
72°C-3 min.) e 72°C-5 min.

C98:5- GAT TTT ACC CCTACACCA-3’

* Base: Unidade de comprimento para fragmentos do BiN2é igual a 1 seqiiéncia de nucleotideos

5.10 - HISTOPATOLOGIA

Apoés a fixacdo em formol, fragmentos do antro, cogpdas zonas juncionais
(corpo/antro e antro/duodeno) do estdbmago foranuiohms em parafina. Desse material
foram feitos cortes histologicos de @@ para confeccdo de laminas coradas pela
hematoxilina-eosina. Essas laminas foram vistasipoéinico examinador que desconhecia os
grupos aos quais pertencia o material, e avalicassalteragdes inflamatdrias na mucosa do
antro, do corpo e das zonas juncionais. As altesa¢dram expressas como ausente, leve,
moderada ou acentuada. Nas laminas onde houveengeede inflamacao, avaliou-se o tipo
de célula inflamatéria predominante (mononucleagdjmorfonucleares ou ambas). A
observacéo de foliculos linfoides, comum na infeqgélo HP, foi classificada como ausente
ou presente. Todos estes dados foram anotados @wwcqos (Anexo 3) para posterior

avaliacao estatistica.

5.11 — QUANTIFICACAO DAS CELULAS GeD

Empregou-se a técnica imunoistoquimica da StregiitzadiBiotina-Peroxidase
modificada (SALESet al., 2004), para verificar a presenca das proteinasrirgase

somatostatina na mucosa gastrica (e consequentnzemdentificacdo das células G e D),
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utilizando-se Anticorpos (Ac) policlonais de coelhNCL-GASp e NCL-SOMATOp
(Novacasta Laboratories, Newcastle, Reino Unidogspectivamente. A técnica,
resumidamente consiste em: desparafinizacdo, blmglze peroxidase enddgena, reativacéo
antigénica, incubacdo dos anticorpos primariosubacdo dos anticorpos secundarios,
formagao dos complexos de ligacdo, revelagéo, @@aloracdo e montagem das laminas.

Os fragmentos de bidpsia obtidos do antro e codxirigo foram fixados em
formalina a 10%, incluidos em parafina, submetmaosrtes de 4um de espessura e montados
em laminas de vidro especiais para imunoistoquim{da processo imunoistoquimico
propriamente dito inicia-se com a desparafinizafdgssa fase as laminas sdao mantidas em
estufa a 70-80°C por 40 min, imersas em xilol gomndin e hidratadas através de banhos de
alcool etilico de concentracdes diferentes (aleabd0%, 90%, 80% e 70% sucessivamente).

O processo continua com o bloqueio da peroxidadégmma atraves da imerséo
das laminas em peréxido de hidrogénio@) a 3% por 20 min. Em seguida é feita a
reativacdo antigénica, onde as laminas sdo colscamiauma cuba contendo tampdao citrato
pré-aguecido (no microondas, em poténcia altadpmin) e depois transferida para o calor
umido em panela a vapor pré-aquecida a 95°C, peweado ai por 25 min. A cuba € entao
retirada da panela e mantida em temperatura arebpamt40 min e, por fim, as laminas sé&o
imersas em banho de tampé&o PBS (“phosphate batfeey pH 7,2-7,4 por 5 min.

Depois dessa etapa, inicia-se a incubag¢do dosogrdi primarios, onde sao
gotejados 50 pl do Ac policlonal de coelho espeeifjara gastrina ou somatostatina, e em
seguida as laminas sao incubadas em camara umiéa pan.

Seguindo a incubagdo dos Ac primérios é realizadacabacdo com os Ac
secundérios por 30 min. Os Ac secundarios formam complexo de ligagdo com as
Imunoglobulinas anti-coelho e mamiferos de modalgéys laminas sao lavadas com PBS,
imersas em cuba contendo PBS por 5 min e depas,spreservando-se o corte histoldgico,
onde é colocada uma gota do Complexo StreptavBiiotra-Peroxidase que interage por 30
min. Novamente as laminas sédo lavadas com PBSreasiem cuba contendo PBS por 5 min.

Ao fim dessa etapa é feita a revelacdo, com gojtonde 50 ul da solucéo de
3,3-tetraidrocloreto de diaminobenzidina (DAB), gmeada momentos antes do uso
utilizando-se 1,0 mL do diluente (“DAB chromogepgra cada gota do DAB substrato. Apés
a revelacdo as laminas sdo imersas em agua corf@rpeocesso de Revelacdo deve ser
iniciado pelo controle para se observar o padraeagio e avaliar a coloracao ideal.

O processo da imunoistoquimica termina com a caai@acao, fase na qual as

laminas sao lavadas em agua corrente por 10 misupexficie dos cortes histolégicos sao
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contra-corados com Hematoxilina de Harris rapidamgoerca de 2 min) e novamente
lavados em agua corrente por aproximadamente 10Roinfim, € realizada a desidratacgéo,
diafanizacdo e montagem das laminas. Elas sdo sidlas@ desidratacdo através de banhos
de alcool etilico absoluto (quatro concentracdésahtes por 2 min cada) e diafanizacdo em
xilol (dois banhos de 2 min cada). Elas sdo entaatislas na segunda cuba de xilol até a
montagem com laminula e resina (EnteftanMerck, Darmstadt, Alemanha).

As laminas coradas pela imunoistoquimica foram iagdas por um dnico
observador que desconhecia o grupo ao qual peatenmiaterial, € que pesquisou a presenca
de células produtoras de gastrina (G) e de somadittst(D). Somente os cortes histoldgicos
gue apresentavam a mucosa intacta (todo o tecide @superficie e a muscular da mucosa)
foram estudados (FIG. 7).
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Figura 7: Fotografia digital de corte histologice tecido antral de gerbil analisado por
microscopia Optica (aumento: ocular 10x, objetiv@x)4 corado por técnica de
imunoistoquimica (Streptavidina-Biotina-Peroxidas®dificada) para identificagdo de
células produtoras de somatostatina (células Dinha tracejada mostra a area de mucosa
avaliada, compreendida entre a superficie (A) euscodar da mucosa (B). Por esta técnica
as células D (setas) adquirem coloracao acastanhada

Pesquisou-se células G e D em pelo menos cincoasgnem dois a trés cortes
diferentes do tecido antral, utilizando-se a ocul@x e a objetiva 40x do microscépio
(GRAHAM et al., 1993; QUEIROZet al., 1994) (Apéndices 1 e 2). O namero de células por

area (mm) foi calculado segundo a formula:

NumerototaldeCélulas
Numerodecamposavaliadox 0,25mnt

NUmerodecélulas/mn¥

* Area do campo do microscépio

27



5.12 - DOSAGEM DA GASTRINA

As amostras de soro armazenadas foram descongeladagperatura ambiente,
homogeneizadas e, em seguida, imersas em banhedadégyastrina pés-prandial foi dosada
pela técnica de quimioluminescéncia, utilizandoes€kit” IMMULITE 2000 (Siemens
Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, Estadoglos da América), de acordo com as
especificacdes do fabricante.

A gastrina apresenta uma seéria de formas molesulgme se distinguem pelo
comprimento da estrutura central do polipeptidemederivados de aminoacidos individuais.
As trés formas principais — G-17, G-34 e G-14 —dassificadas de acordo com o nimero de
aminoacidos que contém. A técnica utilizada nestiede reconhece predominantemente o G-
17, seguida pelo G-34 e, em menor escala o G-14.

O “IMMULITE 2000” €& um ensaio imunométrico marcadmm enzima
guimioluminescente, que utiliza anticorpos (Ac) mdonais marcados com ligante,
anticorpos especificos de captura de gastrina aragfo por fase solida coberta com
anticorpos anti-ligantes. Nesta técnica, o Ac mtrat anti-gastrina marcado com ligante, o
Ac policlonal anti-gastrina de coelho conjugadooafdtase alcalina e o Ac monoclonal
murino anti-gastrina conjugado a fosfatase alcalmadicionados ao soro que se quer dosar
e incubados simultaneamente na presenca do amtidigdentro do tubo de reagdo. Apos 60
min de incubacdo, as moléculas de gastrina da eafosinam um complexo com o Ac, que
por sua vez, se liga ao anti-ligante da fase s&idaonjugado néo ligado € entdo removido
por centrifugagcdo e, em seguida, 0 substrato lug@nico é adicionado ao tubo de reacéo e
incubado por mais 5 minutos. O substrato quimiohascente, um ester fostato do adamantil
dioxetano, é hidrolisado na presenca da fosfataaéra, gerando um intermediario instavel.
A producao continua desse intermediario resultaaneimissao sustentada de luz. O complexo
ligado, assim como a emissdo de fétons medida petinémetro é proporcional a
concentracdo de gastrina da amostra, que é ent&urada.

5.13 — ANALISES ESTATISTICAS

A identificacdo do HP nas laminas do antro coragak carbolfucsina e

analisadas por microscopia Optica foi classificadmo positiva ou negativa e comparada
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entre os grupos pelo teste exato de Fisher, de®nitas consideradas significativas para 5%
(p<0,05).

A identificacdo do HP no antro e corpo por Biolodiolecular (PCR) foi
classificada como positiva ou negativa e compaesudi®® 0s grupos atraves do teste exato de
Fisher, sendo consideradas significativas diferepeaa 5% (p<0,05).

As alteracbes histopatologicas, os dados referentpsesenca ou auséncia de
inflamacédo, quantificacdo da inflamacéo (leve, made ou acentuada), tipo de célula
inflamatoria presente (mononuclear, polimorfonuciea ambas) e presenca ou auséncia de
agregados linféides no corpo, juncdo corpo-antrdgroae juncdo antro-duodeno, foram
comparados entre 0s grupos através do teste erakister, e as diferencas consideradas
significativas para p<0,05.

A densidade das células G e D no antro foi compaesdre 0os grupos através do
teste de Kruskall-Wallis, e as diferencas consmsaignificativas para 5% (p<0,05).

A dosagem de gastrina sérica pds-prandial foranpacswlos entre 0os grupos pelo
teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, e asréifeas consideradas significativas para 5%
(p<0,05).

29



6 RESULTADOS
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6.1- IDENTIFICACAO DOHelicobacter pylori

A positividade da infeccdo foi confirmada pela iifcacdo do HP por
microscopia direta e estudo de biologia moleculabgla 1).

6.1.1-Microscopia Direta

As biopsias do antro coradas pela carbolfucsinanifoavaliadas por um anico
observador. Todas as laminas dos animais infect@apos C e D) foram positivas para a
presenca do HP (FIG. 8). Nao foi identificada nenhaactéria nas laminas dos animais nao
infectados (grupos A e B).

Figura 8: Fotografia digital ampliada de microseofptica de corte histolégico do antro gastrico
infectado pelo HP (setas). Coloracéo: Carbolfucghuenento: 1000 x.

Houve diferenca significativa quando comparadoamsais nao infectados e nao
operados (Grupo A) em relacdo aos animais infestadondo operados (Grupo C,
p=0,0000015) e aos animais nao infectados e oper@@apo B) em relacdo aos animais
infectados e operados (Grupo D, p=0,00000019). IMdwve diferenca entre 0os animais nao
infectados, ndo operados (Grupo A) ou operadosp@m, p=1,0) e entre 0s animais
infectados, ndo operados (Grupo C) ou operadop(ddy p=1,0).
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6.1.2 —Biologia Molecular

O estudo da biologia molecular para identificagaddHP, realizado por meio da
“Polymerase Chain Reaction” (PCR), foi positivo &dos os fragmentos do antro e corpo
dos animais infectados (Grupos C e D). Naquelemaininao infectados (Grupos A e B), a

PCR das biopsias de antro e corpo foram negativas.

6.1.2.1 — PCR do antro gastrico

Houve diferenca significativa quando comparada R EG antro dos animais nao
infectados e ndo operados (Grupo A) em relacdoaaosais infectados e ndo operados
(Grupo C, p=0,0000015) e aos animais nao infectadoggerados (Grupo B) em relagdo aos
animais infectados e operados (Grupo D, p=0,000800480 houve diferenca entre os
animais nédo infectados, ndo operados (Grupo A)pmradlos (Grupo B, p=1,0) e entre os

animais infectados, nédo operados (Grupo C) ou dpsréGrupo D, p=1,0).

Tabela 1 — Identificacdo dBlelicobacter pylori no antro gastrico (microscopia direta e
PCR) e no corpo gastrico (PCR) de gerbis

A B C D
) Grupo (n=10) (n=14) (n=12) (n=17) p
Parametro n| % | n| % n| % n| %
Microscopia Direta do 08 0 0° O 12 100 17 100 a 0,0000015
antro (carbolfucsina) b 0,00000019
PCR do antro 0 0 0° 0 12 100 17 100 2 8888883?9
PCR do corpo 0 0 0° 0 12 100 17 100 2 8888883?9

6.1.2.2 — PCR do corpo gastrico

Houve diferenca significativa quando comparada & RIG corpo gastrico dos

animais nao infectados e nao operados (Grupo Ayed@gdo aos animais infectados e nao
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operados (Grupo C, p=0,0000015) e aos animais mfa@ctados e operados (Grupo B) em
relacdo aos animais infectados e operados (Grupop=0,00000019). N&do houve diferenca
entre os animais nao infectados, ndo operados ¢GMypou operados (Grupo B, p=1,0) e

entre os animais infectados, nao operados (Grumu ©perados (Grupo D, p=1,0).

6.2 — HISTOLOGIA

6.2.1 —nfiltrado inflamatorio

Na analise do infiltrado inflamatério do antro, sloésultados do Grupo D foram
desconsiderados, pois a bidpsia ndo corresponditecdo antral. O mesmo ocorreu ha
analise do infiltrado inflamatorio da juncéo comuuyo de outro animal do Grupo D, pois 0
tecido da biopsia compreendia apenas material gmco

No corpo, observou-se a presenca de infiltrad@mmditorio somente em trés dos
17 animais avaliados no Grupo D (17,6%). Nos arsnts demais grupos nao houve
inflamacédo. N&o houve diferenca significativa quaodmparados os grupos (Tabela 2).

Na juncdo corpo-antro, observou-se a presencafitteanio inflamatério em um
animal do Grupo C (8,3%) e em seis animais do Gi§él,7%). Nao havia inflamagao em
nenhum animal dos grupos A (0%) e B (0%). Houveerdiica significativa quando
comparados os Grupos B e D (p=0,018) e os Grum® @=0,018).

No antro, observou-se a presenca de infiltradaimmditério em dois animais do
Grupo B (14,3%), cinco animais do Grupo C (41,7%ite animais do Grupo D (53,3%).
Nao havia inflamacdo em nenhum animal do grupo éuud diferenca estatistica quando
comparados os Grupos A e C ( p=0,039) e os GrumdB p=0,05).

Na juncdo antro-duodenal, observou-se a presengafiiado inflamatério em
guatro animais do Grupo B (28,6%), trés animaissdapo C (25,0%) e 13 animais do Grupo
D (76,5%). N&ao havia inflamacdo em nenhum animalgdgo A (0%). Houve diferenca
significativa quando comparados os Grupos B e [y pg0,021 e os Grupos C e D, com
p=0,017 (Grafico 1).

33



100%-

80%- #
Corpo
60%-

Juncéo

40%+

Juncéo

20%- tro-Duodeno

Presenca de infiltrado inflamatorio

GrupoA GrupoB GrupoC  GrupoD

Gréafico 1 — Presenca de infiltrado inflamatério ¢wpo, juncdo corpo-antro,
antro e juncéo antro-duodeno do estémago de gerfbitados ou ndo pelo HP
e submetidos ou ndo a vagotomia com piloroplastia.

e p=0,018 [1p=0,018 O p=0,039 ¢ p=0,05 O p=0,021 # p=0,017

Tabela 2 — Presenca de infiltrado inflamatorio apo, juncdo corpo- antro, antro e jungao
antro-duodeno do estdbmago de gerbis infectadosdoupelo HP e submetidos ou néo a
vagotomia com piloroplastia.

Grupo A B C D*
Infiltrado (n=10) (n=14) (n=12) (n=17) p
Inflamatorio n|{% |n| % |n| % n %
Corpo 0 0 0 0 0 0 3 17,6 ns
Jungdocorpo-anto 0 0 0* 0 1° 83 6*° 417 ﬁjgygllss
Antro 0° 0 2% 143 5° 417 8° 533 §looe

Juncao antro-duodeno O 0 4° 286 3" 25 13°" 765 ?::0()"(,01281

* Hum resultado da andlise da biopsia da jungpazantro e dois resultados da anélise da biafisiantro
foram descartados, ficando o grupo com n=16 e nreEpectivamente, na analise desses parametros.
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6.2.1.1 — Grau da Inflamacéao

No corpo, a inflamacgéo foi classificada como lewe tedos os trés animais do
grupo D.

Na juncdo corpo-antro, o infiltrado inflamatérioi fdassificado como leve no
anico animal Grupo C que apresentou inflamacéo éodos 0s seis animais do Grupo D que
apresentaram inflamacdo. Os demais grupos nao eapaesm inflamacdo. Ndo Houve
diferenca significativa quando comparados 0s grupos

Naqgueles animais que apresentaram infiltrado irdténio no antro, a inflamacao
foi classificada como leve nos dois animais do @rBpnos cinco animais do Grupo C e nos
oito animais do Grupo D.

Na juncdo antro-duodenal, naqueles animais ondeehanflamacado, ela foi
classificada em leve nos quatro animais do Grugd0B,0%) e nos trés animais do Grupo C
(100,0%). No Grupo D, dos 13 animais que apresamtanfiltrado inflamatério, a inflamacéo
foi classificado como leve em dez animais (76,9%)oelerada em trés animais (23,1%). N&o

houve diferenca significativa quando comparadogrogos.

6.2.1.2 — Tipo de Infiltrado Inflamatério predominea

No corpo, observou-se o predominio de infiltradonomuclear em todos os trés
animais do Grupo D que apresentaram inflamacéao.

Na jungdo corpo-antro, observou-se predominio diérémlo mononuclear no
anico animal do Grupo C que apresentou inflamac&agueles seis animais do Grupo D que
apresentaram inflamacéo, em trés houve predomi@iondnonucleares e nos outros trés
predominou o infiltrado misto (mononuclear e polrfoauclear).

No antro, nos dois animais do Grupo B que apregemtainflamacéo houve
predominio de infiltrado inflamatério misto. No @ C, quatro animais apresentavam
predominio de células mononucleares e um, infiftragisto. No Grupo D, um animal
apresentou infiltrado polimorfonuclear; cinco anisnanfiltrado mononuclear e dois animais,
infiltrado misto.

Na juncao antro-duodenal, naqueles quatro anintaSrdpo B que apresentaram
infiltrado inflamato6rio, em um houve predominio denonucleares e trés apresentaram

infiltrado misto; no Grupo C todos os trés animapresentaram predominio de
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mononucleares e no Grupo D, do total de 13 anic@ns inflamag&o, um animal apresentou
predominio de polimorfonucleares e em 12 animagklgminou o infiltrado mononuclear.

Houve diferenca significativa quando comparado&agos B e D, com p=0,0026.

6.2.2 —Presenca de Agregados Linféides

No corpo, observou-se a presenca de agregadosdésf@m dois animais do
Grupo D. Nos demais grupos, ndo havia agregadidsdes.

Na juncdo corpo-antro ndo se observou a presengggados linféides em
nenhum Grupo estudado.

No antro, observou-se a presenca de agregadosdéesf@m dois animais do
Grupo B. Nos demais grupos, ndo havia agregadidédéas.

Na juncdo antro-duodenal, observou-se a presencagoegados linfoides em
apenas trés animais do Grupo D. Nos demais graposhavia agregados linfoides.

N&o houve diferenca significativa quando comparasogrupos.

6.3 — IMUNOISTOQUIMICA

6.3.1 -Densidade de células G do antro

Alguns animais ndo preencheram o protocolo pardiagé® da presenca de
células G devido a descontinuidade da mucosa opassibilidade de avaliacdo do numero
adequado de cortes histolégicos ou de campos ro@pa®s. Devido a isso, trés resultados
do Grupo B (laminas 7, 8 e 11) e um resultado dgo&GD (ldmina 135) foram descartados,
sendo a analise da densidade de Células G doraatipada em dez animais do grupo A, 11
animais do Grupo B, dez animais do Grupo C e 1@aisido Grupo D.

A mediana da densidade de células G do antro foB,8ecélulas/mm (4,9
células/mm a 19,3 células/mm) nos animais do GApb0,8 células/mm (3,9 células/mm a
15,8 células/mm) no Grupo B, 29,9 células/mm (I&Rilas/mm a 48,0 células/mm) no

grupo C e 21,4 células/mm (5,5 células/mm a 76 asgmm) no grupo D (Tabela 3).
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Houve aumento significativo na densidade de cél@laks animais infectados e
nao operados (Grupo C) quando comparados aqueatemfe&tados e ndo operados (Grupo
A), com p= 0,0001 e nos animais infectados e opsrg&Grupo D) quando comparados
aqueles nao infectados e operados (Grupo B), ca0P% N&o houve diferenca entre os
animais nao infectados, ndo operados (Grupo A)pmramlos (Grupo B), p=0,57 e entre 0s

animais infectados, ndo operados (Grupo C) ou dpsréGrupo D), p=0,48 (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Densidade de células produtoras deigasfcélulas G) do antro de gerbis
infectados ou néo peldielicobacter pylori e submetidos ou ndo a vagotomia com
piloroplastia. * p=0.0001 ® p=0.007

6.3.2 -Densidade de células D do antro

Por motivo semelhante ao ocorrido na analise dataséG, seis animais foram
descartados na analise das células D; dois antdna®upo A (laminas 17 e 19), dois animais
do Grupo B (laminas 07 e 11) e dois animais do Gmp(laminas 135 e 140); ficando o
Grupo A com n=8, o Grupo B com n=12, o Grupo C eerh2 e o Grupo D com n=15.

A mediana da densidade de células D do antro foé@ecélulas/mm (3,4
células/mm a 8,7 células/mm) nos animais do Grups,#células/mm (3,0 células/mm a 6,4

células/mm) no Grupo B, 8,6 células/mm (5,8 células a 14,9 células/mm) no Grupo C e
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6,7 células/mm (2,5 células/mm a 20,7 células/moniznupo D (Tabela 3). Houve aumento
significativo na densidade de células D nos aninrdectados e ndo operados (Grupo C,
p=0,001) quando comparados aqueles néo infectadndoeoperados (Grupo A) e um
aumento, com forte tendéncia a diferenca, quandopacados os animais infectados e
operados (Grupo D, p=0,056) aqueles nédo infectadaperados (Grupo B). Ndo houve
diferenca quando comparados os Grupos A e B (p¥@,85 Grupos C e D (p=0,12) (Gréfico
3).
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Gréfico 3 — Densidade de células produtoras de twmtadina (células D) do antro de
gerbis infectados ou ndo petelicobacter pylori e submetidos ou ndo a vagotomia com
piloroplastia. * p=0,001 ® p=0,056

6.3.3 —Relacéao células G/D

Nos animais onde foi possivel a contagem tantccdladas G quanto das células
D, a relagcdo G/D foi analisada (Apéndice 3). A¢éta G/D foi obtida em oito animais do
Grupo A, 11 animais do Grupo B, 12 animais do Gr@e 15 animais do Grupo D. A
mediana da relacdo células G/D do antro foi de:2,8001:1 a 2,85:1) no Grupo A, 1,61:1
(1,26:1a 3,22:1) no Grupo B, 2,98:1 (2,22:1 a 3,26p Grupo C e 3,33:1 (1:1 a 7,14:1) no
Grupo D (Tabela 3). Houve aumento significativoraacdo G/D quando comparados 0s

animais infectados e ndo operados (Grupo C) agnélesnfectados e ndo operados (Grupo
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A, p=0,013) e forte tendéncia ao aumento, quandopegados 0s animais infectados e

operados (Grupo D) aqueles néo infectados e opef&tapo B, p=0,057) (Gréfico 4).

Relacdo Células G /Células D
N

hdl
*
o
*
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Grafico 4 — Relagdo entre as células produtoragaderina (células G) e células produtoras
de somatostatina (células D) do antro de gerbéxiaflos ou ndo peldelicobacter pylori e

submetidos ou ndo a vagotomia com piloroplastia. ® p=0,013

® p=0,057

Tabela 3 — Densidade das células produtoras deirgagtélulas G) e de somatostatina
(células D) e relacdo das células G/D do antrostioneago de gerbis infectados ou nédo pelo
HP e submetidos ou ndo a vagotomia com piloroplasti

GRUPO A B C D
M M M M p
N | (minimo) | N | (minimo) | N | (minimo) | N | (minimo)
PARAMETRO (méximo) (méximo) (méaximo) (m&ximo)
Densidade das 9,32 10,8" 29,9° 21,4° a=0,0001
célulrfls Gdoantro 10 (4,9) 11 @9 12 (@53 16 (55) 007
(células/mm) (19,3) (15,8) (48,0) (76,4) o
Densidade das 4,3° 5,4 8,6° 6,7 c=0,01
células Ddoantro 8 B34 12 @30 12 (8 15 (25 ’
(células/mm) 8,7) (6,4) (14,9) (20,7)  d=0,056
Relacgo das 2,30:1° 1,61:1' 2,98:1° 3,331 40013
celulas G/ D 8 @o11) 11 (@261 12 (22221) 15 (1:1) 0057
no antro (2,85:1) (3,22:1) (5,26:1) (7,14:1)
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6.4 — GASTRINEMIA POS-PRANDIAL

A gastrina sérica pés-prandial foi dosada em dafaiem todas as amostras dos
quatro grupos estudados, exceto em dois animaijgwpm D (amostras Mic-125 e Mic-141),
devido a escassez de plasma obtido. Sendo assihosagens de gastrina sérica desses dois
animais foram desconsideradas, ficando o Grupom el0, o Grupo B com n=14, o Grupo
C com n=12 e o Grupo D com n=15.

A capacidade minima de deteccdo de gastrina pelenice de
guimioluminescéncia é de 5,0 pg/mL. Portanto, todssvalores menores que 5,0 pg/mL
foram considerados como 4,0 pg/mL para efeito telesstatistico (Apéndice 4).

A mediana da dosagem da gastrina sérica pos-prdodide 41,5 pg/mL (4,0
pg/mL a 131,0 pg/mL) no grupo A, 11,6 pg/mL (4,0 a 117,0 pg/mL) no grupo B, 10,5
pg/mL (4,0 pg/mL a 41,1 pg/mL) no grupo C e 6,5mig(4,0 pg/mL a 45,5 pg/mL) no grupo
D.

N&o houve diferenca na gastrinemia entre os asiméctados e operados (Grupo D) em

relacdo aos nao infectados e operados (Grupo B1pF6 aqueles infectados e ndo operados
(Grupo C, p=0,28). N&o foi observada também, difggesignificativa quando comparada a

gastrinemia dos animais do grupo controle (Grupocé&n os nao infectados e operados

(Grupo B, p=0,31) e aqueles infectados e ndo opsr@drupo C, p=0,079) (Gréfico 5).
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Gréfico 5 — Mediana da dosagem da gastrina sééisgpmndial de gerbis infectados ou

ndo com dHelicobacter pylori e submetidas ou ndo a vagotomia com piloroplastia.
p=n.s.
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7 DISCUSSAO
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A infeccdo géstrica por bactérias espiraladas desiein alteracdes
fisiopatoldgicas que estdo associadas com doerayas dispepsia, ulcera péptica (UP) e
cancer gastrico. Porém, os substratos fisiologichstoldgicos desta relacdo ainda ndo estao
totalmente elucidados.

O HP coloniza o epitélio gastrico humano, vivenéattb da camada de muco em
contato intimo com a superficie epitelial, a guel gode estar aderido, mas sem invadir a
mucosa. Inicialmente, o microorganismo pode iniere@m as células epiteliais superficiais,
produzindo algum dano celular direto ou a liberagho mediadores pro-inflamatorios
derivados dessas células epiteliais (quimiocinasocimterleucina-8 e fator de recrutamento e
ativacdo de neutroéfilos). Em um segundo moment@rogutos derivados da infecgdo podem
atingir a mucosa, estimulando assim, diretamengspastas imunes especificas ou
inespecificas do hospedeiro e causando a liberdgéona variedade de citocinas (fator de
necrose tumoratd, interleucinas 1 e 6). A superficie celular daaifla produz alteracbes na
permeabilidade da mucosa e maior exposi¢cao acgeant. A aderéncia do microorganismo
as células da mucosa gastrica € acompanhada de gesdmicrovilosidades, irregularidades
nas bordas luminais e nas trocas intracelularedyindo perda do citoplasma, edema e
vacuolizacdo. Outro fator importante no dano celsé® as enzimas por ele produzidas, sendo
a urease a mais importante. A urease produz amgunéalém de proteger o HP do acido
gastrico, tem graves efeitos toxicos sobre a mu¢BEASER et al., 1992; BODGER &
CRABTREE, 1998) .

Dentre as afec¢cbOes associadas ao HP a UP é amaadepte na populacao geral
e foi, durante varios anos, tratada através deduoéiperatorio, até que o tratamento clinico se
imp6s, com melhores resultados por ndo alterai@dgia gastrica como ocorre nas cirurgias
comumente realizadas para tratamento da UP. Dessagias, a mais realizada era a
denervacao do antro, através da vagotomia, acoragarda drenagem do estbmago com uma
piloroplastia. Essa cirurgia ndo € isenta de carapiies, estando associada a alteracdes
hormonais e motoras gastricas, que poderiam explicaplicacdes pos-operatérias como
atonia gastrica e diarréia (BRAASCH & BROOKE-COWDEMNI76). Outras alteracbes
vistas ap0Os essa cirurgia sdo a hipergastrinemigfuxo duodenogastrico.

Nos pacientes operados por esta técnica, nao beitadlaa erradicacdo do HP. Se
tomarmos como fato que a maioria dos pacientes etidhms a vagotomia com piloroplastia
estejam colonizados com o HP, a ocorréncia das sittes;0es poderia resultar em afeccgoes
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clinicas decorrentes de alteracdes histologicasona® e hormonais que, em longo prazo,
comprometessem o estado de saude do individuo.

Na tentativa de definir de forma clara as alteracdea fisiologia gastrica
envolvidas nos processos patologicos, estudoscaling experimentais sdo extensamente
conduzidos, mas todos esbarram em dificuldades dolégicas, principalmente no
desenvolvimento de modelos experimentais adequaal@sestudo das principais alteracdes
gastricas na infeccéo por bactérias espiraladapri@stas infectados pelo HP sdo o modelo
experimental ideal para estudo da ulcera pépticss p evolucdo da doenca pode ser

acompanhada por endoscopia e as respostas histgjzeie e hormonais sdo semelhantes

aquelas observadas em seres hum&R§$BOIS et al., 1994) Entretanto, este modelo néo

pode ser amplamente utilizado devido ao alto cussorestricdes éticas e ao fato de que
grande parte desses animais sdo também infectadosalmente por outras espécies de
Helicobacter (DRAZEK et al., 1994).

Os primeiros modelos experimentais bem sucedidasfeacdo pelo HP foram
porcos gnotobidticos, onde se identificaram vafaieres bacterianos responsaveis por sua
viruléncia (KRAKOWKA et al., 1987; LAMBERT et al., 1987). A maior limitacdo deste
modelo, além do custo, é a impossibilidade de aéaa\a infeccéo cronica, ja que os animais
s6 podem ser mantidos em isolamento durante trées{eEE, 1998).

Animais como o furdo, gatos e cédes infectados alatente por outras espécies de
Helicobacter (H. mustelae, H. felis) tém sido utilizados para o estudo de bactéripsatadas
(LEE, 1998). A colonizagcdo da mucosa gastrica dadfipeloH. mustelae é similar aquela
vista em seres humanos, entretanto, a despeitoaskuitg cronica ocorrer nos animais
infectados, o componente neutrofilico da resposi@ix ou ausente (LEE, 1998).

O camundongo seria outro modelo experimental bistaonveniente para este
tipo de estudo devido a economia, tamanho, resistén mutagdes e a disponibilidade de
numerosos reagentes imunolégicos e bioquimicos néractvs comercialmente, além de
apresentar similaridades do ponto de vista daldgi@ do aparelho digestivo com seres
humanos (LEE, 1998). Entretanto, a dificuldaderdectar camundongos convencionais com
amostras bacterianas isoladas de seres humanosgest uso desses roedores (CANTORNA
& BALISH, 1990). Assim, tém sido utilizadas outraspécies délelicobacter na infeccéo
desses animais para viabilizar os estudos de vasjpsctos da infeccdo. Um modelo bastante
utilizado é a infec¢é@o de ratos pélelicobacter heilmannii, bactéria que infecta naturalmente
suinos com ulcera gastrica. Nesse modelo, os animfactados desenvolvem um infiltrado
inflamatorio de células mononucleares, alguns példs e poucos eosindfilos,
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principalmente no terco inferior da mucosa antraixética, e a infecgcdo permanece por
longo periodo, semelhante ao que ocorre em seremrtas (MOURAE€et al., 1993).
Entretanto, a dificuldade de obtencédo da bact@ets recente adicdo de antibacterianos a
racdo dos suinos, associada a impossibilidadewou&voin vitro, tem levado ao abandono
do modelo.

Outros pequenos roedores como o camundongo e d garb sido utilizados
como modelo de infeccdo pelo HP. No caso do caongw a infeccdo € obtida através da
inoculacdo via oral de cepas mutantes de HP (edpemite Sidney strain — SS1),
desenvolvidas em laboratério (LEEal., 1997). Atualmente o gerbil é atualmente o animal
mais utilizado no estudo da interacdo microorgaaibmspedeiro e respostas terapéuticas ao
HP.

O gerbil Meriones unguiculatus) € um roedor de habitos diurnos, ventre branco,
pelagem variando entre o0 cinza ao marrom escurpretio e cauda peluda, que geralmente
termina em tufo de pélos (FIG.1). E originario dargdlia, e encontra-se distribuido
naturalmente por toda a Asia Central, Oriente Médmoeste da India e norte da Africa,
onde habitam savanas, estepes, desertos quemg®esrsemi-aridas. O animal adulto mede
entre 15 cm e 30 cm (incluindo a cauda, que reptaseetade do seu comprimento), pesa
entre 70g a 100 g e atinge sua maturidade sextied &8 a 12 semanas de vida, que se
extende até 18 a 24 meses. Sao animais monogamiemsivem em pequenas comunidades
e, apesar de sociaveis, devem se conhecer desdasjopois nao toleram individuos
estranhos. (CCAC, 1984)

A espécie é conhecida desde o inicio do século X¢&Xdo catalogada em 1867
por Edwards (1867) e criada em cativeiro a padid€830 pelo zoologista japonés C. Kasugo
e pelo Kitasato Institute, responsavel por todml@abem utilizada atualmente como animal
de estimacdo e experimentacdo. Na Ameérica, tem witlbado em pesquisa desde 1954
guando o Dr. Victor Schwentker, um dos pioneiros kb de modelos animais em
experimentacdo (WOLFLE, 2003), importou alguns gdames da linhagem japonesa e
iniciou reproducéo na fazenda Tumblebrook, em Blake, New York.

Anatomicamente, o estdmago do gerbil apresentavigadi convencional do
estdmago de mamiferos: céardia, fundo, corpo e §K®UR, 1982). E constituido por uma
parte ndo-glandular formada pela céardia, fundo dwo superior do corpo, de coloracao
opaca, que representa sua maior area e uma parngutir formada pela porcéo inferior do
corpo, antro e canal antro-pilérico, de colorac&ermelhada. A parte nao-glandular é

formada por epitélio escamoso estratificado altaengneratinizado e a parte glandular por
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epitélio tubular simples. A divisdo entre essasschartes € bem delimitada pela muscular da
mucosa, bastante desenvolvida neste ponto e aodatppor musculatura lisa, que se extende
circunferencialmente entre a curvatura maior e vatura menor. Na area glandular a
muscular da mucosa torna-se mais ténue. A tunibangcosa € constituida por tecido
conjuntivo frouxo e vasos sanguineos; a tunica olasgor uma camada circular interna
espessa e uma camada longitudinal externa maiadi#elgom células ganglionares entre elas;
a tanica serosa é fina (GHOSHAL & BAL, 1989). Naéesago as células G estao presentes
exclusivamente no antro, principalmente no canaltrogmldrico, localizando-se
predominantemente nos tercos superior e meédio adotglandular. S&o células grandes e
poliédricas estendendo-se da lamina basal até enliwtas glandulas. As células D localizam-
se no terco inferior do tecido glandular, geralraetdrcadas por células indiferenciadas ou
mucosas e ceélulas parietais e séo inervadas pasfilagais. De modo semelhante as células
G, tém forma poliédrica e apresentam numerosofil@nentos que se organizam em forma
de trouxa (KAPUR, 1982).

Os gerbis apresentam pH gastrico similar ao des $emmanos, com valores basais
meédios em torno de 1,4 (SCOTel al., 2007). Quando infectados pelo HP desenvolvem
duodenite, metaplasia gastrica e Ulceras duodesaiglo assim um bom modelo animal para
estudar o agente etioldgico, de acordo com os sigsiipostulados por Koch (OHKUS#
al., 2003). Além disso, esse modelo tem despertadaiesreteresse devido a facilidade no
desenvolvimento de neoplasia gastrica.

Logo apds a inoculacgéo intragastrica do HP, a baatéigra através da camada de
muco, aderindo-se intimamente ao epitélio do cerpotro e iniciando a producdo de urease,
que leva a criagdo de um meio ideal para o estbbwato de colonizacdo vigorosa.
Inicialmente, ha poucas mudancas macroscopicas ut@sa, que sdo notados apenas no
segundo més, especialmente na juncdo antro-pildicetanto, quando estudado por meio
de microscopia intravital, varios eventos fisiopdgicos jA& sdo observados na rede
microvascular. No terceiro més podem ser notads@efeerosivas no antro, recobertas por
tecido necrotico, associadas a esfoliacdo de céinlecosas e estagnacao do fluxo sanguineo
microvascular. Histologicamente, sdo notados graddeero de leucdcitos, principalmente na
submucosa géstrica. Depois do quinto més de infecélesdes erosivas se expandem para
outras areas e ha aumento da esfoliagdo causadappptose. Os leucdcitos, antes na
submucosa, emergem pela mucosa desencadeando pastasshumorais. Um grande
infiltrado inflamatorio associado a presenca détbs linféides na submucosa é observado

especialmente na zona de transi¢cdo antro-corpam &pds a infec¢do, os animais apresentam
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diminuicdo da secrecdo &cida gastrica, acompanfiadelevacdo da gastrina sérica e da
diminuig&o dos niveis de somatostatina no sucaigassemelhante ao observado na infecgéo
em seres humanos. Essas alteracfes tém sido dssotinto ao aumento dos fatores de
supressao acida, como os lipossacarides, quamitoamas inflamatorias, especialmente IL-
1% e TNF= (BRZOZOWSKIet al., 2003; SUZUK et al., 2003).

A similaridade das alteracdes histopatoldgicasrenbnais com as observadas em
seres humanos, associada a outros fatores comaottiapfacilidade de manejo, baixo custo de
manutencdo, tem tornado a infeccdo do gerbil pdi ddmodelo mais utilizado pelos
pesquisadores no estudo da Ulcera péptica.

As alteracdes na fisiologia gastrica induzidas pékccdo sdo, em Ultima analise,
resultado da resposta inflamatéria provocada petdéba e/ou seus produtos, e existem
diferencas marcantes na resposta organica quanelsiis#a a infeccdo aguda ou crbnica. De
forma simplista, podem ser divididas em alterag@ashistologia gastrica, alteracdes da
secrec¢do gastrica e alteracdes da fungdo motaricgas

NAKAGAWA et al (2005) ao infectar gerbis de quatro semanas dieidam
uma cepa cagA e vacA obtida de material de biogsigpaciente com Ulcera gastrica e
duodenal, observou apds dois meses de infeccdesenmpa de infiltrado de neutréfilos e
linfécitos, hiperplasia regenerativa do epitélio l@mina propria da mucosa,além de alguns
foliculos linféides, sendo que, no periodo entés & seis meses alguns animais (dois em sete)
apresentaram algum grau de metaplasia. Apesar, disscluiu que, do ponto de vista da
gravidade da infeccdo, ndo ha diferenca histopgittddno periodo entre dois e seis meses.
Segundo OHKUSAet al (2003), a presenca das lesdes géastricas ndo kegdogecom a idade
do animal, enquanto que as lesdes duodenais eté&mnadas aos animais mais velhos. Ao
final de 12 meses ele observou que animais infestadm cinco e quatorze semanas de idade
apresentavam lesbes gastricas, mas somente algmngiltimos desenvolviam Ulceras
duodenais.

Outro estudo realizado por OHNIT& al (2005) utilizando animais infectados
por cepa contendo Cag PAI ou pela mesma cepa sgress&o do Cag PAI, demonstrou que
0S animais do primeiro grupo apresentavam les@ssvas no antro associadas a sangramento
a partir da oitava semana. Ja nos animais sem ssmwede Cag PAI, as alteragbes
inflamatodrias macroscopicas ndo foram observadas ae 24 semanas e a presenca de lesdes
erosivas leves no antro e regido de transicadorsdnfmotadas em alguns animais a partir de
48 semanas de infeccdo. Isso mostra a importariairdléncia da cepa na resposta

inflamatoria.
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A infeccdo pelo HP induz uma inflamacdo gastricaaracterizada
histologicamente por degeneracdo da superficielgpie infiltracdo da mucosa gastrica por
células inflamatdrias cronicas (linfécitos, plasitgx e ocasionalmente eosindéfilos), e um
caracteristico, mas variavel, componente ativosittrido por neutrofilos (BLASER, 1987;
BODGER & CRABTREE, 1998; BLASERt al., 1992) . Apesar disso, muitos eventos
relacionados as alteracfes patogénicas da bactiéida permanecem desconhecidos, em
particular, as alteracdes histolégicas observagu¥s a tratamento operatério da Ulcera
péptica, associado ou ndo a sua erradicacao e dificagdes hormonais que ocorrem nessa
situacao.

As alteracdes histologicas na fase aguda da @fes@o pobres, sendo a
gastrite neutrofilica a Unica evidéncia. Outrdsratdes observadas em alguns individuos,
como a presenca de pequenos agregados linfoidbaseada muscular da mucosa, néo tém
subsidios histoldgicos, sorologicos ou clinicossistentes que evidenciem infec¢cdo aguda
(GRAHAM et al., 2004) . Ja na fase crbnica, os achados histol®gsdo tipicos,
caracterizados pela presenca de infiltrado inflGn@aimoderado a acentuado, constituido de
células mononucleares e a presenca de agregafibddsorganizados, sobretudo no antro.

O uso do gerbil como modelo experimental € bastanid no estudo da
infecc@o pelo HP devido a similaridade anatdmicastémago deste animal com o estémago
humano, além da semelhanca das alteracdes da rMmuasgéncia da infeccdo (WIRTét
al., 1998; NAKAGAWA et al., 2005) . Entre as vantagens deste modelo, estétaa a
frequéncia e estabilidade da infeccdo, a granden@zcdo pelo HP, o longo periodo de
infeccdo, o que possibilita o estudo da infecc&mica e a similaridade das alteracdes
patologicas (YANet al., 2004). Porém, algumas diferencas podem ser noteola® a
hiperplasia dos foliculos linfoides da camada sutbsa e a gastrite cistica profunda,
observada em gerbis e ausente em seres humanosAM®Det al., 2004) . Outro ponto
polémico neste modelo refere-se ao tempo de apaatd das lesdes histolégicas. Estudos
demonstram a presenca de alteragdes histologidaseaguda inicial (SUZUKet al., 2003),
ou a partir do segundo més (NAKAGAW&A al., 2005) enquanto em outros, essas alteracdes
sdo observadas somente na infeccdo cronica (@A&l., 2004) ou mesmo na fase cronica
tardia, apos 32 semanas (WIREHal., 1998). O tempo de aparecimento dessas alteragbes
relaciona-se a mdltiplos fatores como viruléncexrgea bacteriana, cepa, entre outros, como
abordado anteriormente. No presente estudo, ohsse/@ue as alteracfes histologicas sao
diferentes em cada area anatdbmica do estdmagolweriofada de acordo com o fator

etiolégico. No corpo, tanto a infec¢do aguda pdoddanto a vagotomia com piloroplastia na
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fase inicial ndo se associaram a inflamacao; ngdjucorpo-antral a associagéo da infec¢do a
vagotomia relacionou-se a presenca de infiltraflarhatério leve; no antro, tanto a infec¢ao
pelo HP quanto a vagotomia com piloroplastia assagi-se a presenca de infiltrado
inflamatorio leve, 0 que ndo ocorreu na concomitadas duas situacdes; na juncao antro-
duodenal , de modo semelhante & jungéo corpo-apatiafleccdo associada a vagotomia levou
ao aparecimento de um infiltrado inflamatorio IeMe. periodo estudado tanto a infec¢ao pelo
HP quanto a vagotomia com piloroplastia ndo levasmmaparecimento significativo de
infiltrado inflamatorio moderado ou intenso, benmeo aparecimento de foliculos linfoides.

A infeccdo aguda pelo HP resulta em hipocloridmauanto que a infecgéo
cronica pode causar tanto hipercloridria quant@dopridria dependendo da distribuicdo da
infeccdo e do grau da gastrite do corpo (SCHUBERD2). Em relacéo a gastrina, pouco se
sabe sobre os niveis basais deste hormdnio naatas#a da infeccdo pelo HP devido a
inexisténcia de estudos em seres humanos, ja gquete rara a identificacdo e caracterizacéo
segura da infec¢ao nesse periodo. Este estuddregpéal ndo observou alteracdo nos niveis
de gastrina pos-prandiais na fase aguda da infetgerbis pelo HP. Situacao inversa ocorre
na fase cronica, onde inumeros trabalhos tém ddnadies uma clara associacdo com
hipergastrinemia. Porém, as causas desta hipengasia tém sido justificadas de varias
maneiras: aumento na densidade e/ou volume daksdl) diminuicdo da densidade das
células D, supresséo da funcéo e diminuicdo datestatina, acdo das citocinas derivadas do
processo inflamatorio, entre outros, sem contw@huma explicacédo precisa.

Apesar de interdependentes, na maioria dos tradala literatura o foco recai
sobre um ou dois desses parametros. No presenoesiuscou-se fazer a inter-relacédo de
dois desses parametros, a histologia e a secrésliicg, e na fase aguda da infeccdo, em
organismos em que a infeccdo se sobrepfem ascéaksrgpromovidas pela denervacéo
gastrica e refluxo duodenogastrico.

Observou-se que, nos animais em que foi feita atgaga e onde ndo existiu a
infeccdo pelo HP, a reacdo inflamatdria leve ocoesn um grupo pequeno de animais e
localizou-se basicamente no antro e juncéo antamhad, caracterizando-se por um infiltrado
misto, compativel com uma inflamacdo aguda. Nestgpay as alteracbes das células
hormonais ndo mostraram alteracdo do numero ddaséfd ou D, nem tampouco na
gastrinemia. Portanto, aparentemente, a vagotossaceda a piloroplastia, em sua fase
inicial, ndo alterou significativamente a fisiolagigastrica. Experimentalmente tem-se
observado hiperplasia das células G associadadiorag (ALUMETSet al., 1980). Estudo

realizado em ratos em um periodo de tempo semell@nteste trabalho demonstrou que a
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denervacao do plexo mioentérico do estbmago cawusoaumento significativo na populacao
de células G e D (SOBREIR# al., 2002). Porém, quando o procedimento foi assocaado
piloroplastia, esse aumento nao foi observadocamtio que, apos a denervacéo, a distenséo e
estase gastrica seriam 0 maior estimulo para orgongd@a densidade das células G e D. Em
seres humanos, num periodo tardio, tém-se obseergtdonesmo aumento da densidade de
células G ap0s a vagotomia (ELFBERI&I., 1989) .

A infeccdo pelo HP em gerbis mostrou infiltraddlamatorio leve desde a
juncdo corpo/antro, mas com caracteristica celditarente, ao exibir predominancia de
mononucleares. A repercussao dessa inflamacaardeteristica diversa daquela dos animais
com denervacado gastrica e refluxo duodenogasipmte ter afetado a populacdo de células
endocrinas gastricas, que mostraram aumento sigtivd das células G e D, quando feita a
comparacdo com 0s animais nao infectados (grupcApésar do aumento do numero de
células G, aparentemente sua fungéo foi supriméla aumento do nimero de células D.
Talvez isso tenha ocorrido pelas caracteristicamfttEmacdo, de tempo mais curto, sendo
possivel que, em um primeiro momento no estabedstion da gastrite predomine o
componente de inibicdo da secrecdo de gastrinmrsequentemente, reducdo da acidez
géastrica. De um modo geral, a literatura tem detnats um aumento na concentracao de
células G na infeccdo cronica pelo HP, tanto emtesl(LIU et al., 2005), quanto em
criancas (MACIORKOWSKAet al., 2006) e uma diminuicdo do numero de células D (RAR
et al., 1999; HARUMA et al.,, 2000; TZANEVA, 2001). Apesar disso, alguns autores
apresentam evidéncias contrarias, onde nao sevabaeracdo no numero de células G e D
guando comparados pacientes com gastrite crongziasda ao HP, pacientes com gastrite
ndo associada ao HP e pacientes sem gastritentlar@arelacao células G/D estavel (CZAJA
et al., 2007). E importante lembrar que todos os dadesadbs referem-se a infecgdo cronica,

permanecendo a infec¢cdo aguda pouco elucidada.
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8 CONCLUSOES
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Os resultados desse estudo permitem concluir qpemodo inicial:

a.a infeccdo peldHelicobacter pylori em gerbis ndo alterou a gastrinemia poés-prandial,
porém, aumentou a densidade de células G e cdlyldsem como a relacdo G/D e
promoveu alteracdes histologicas no epitélio gastraracterizada por inflamacao leve na
jungao antro-corpo, no antro e na juncao antro enaid

b.a vagotomia associada a piloroplastia em gerbisalt@oou a gastrinemia pdos-prandial,
bem como a densidade das células G e D ou a re(@aface ndo promoveu alteracbes
histolégicas no epitélio gastrico.

C.a associacdo da infeccao péfi@icobacter pylori com vagotomia e piloroplastia néo
alterou a gastrinemia pos-prandial, nem a densidadecélulas G e D ou a relacdo G/D;
entretanto, observou-se maior inflamacéo classificeomo leve nas zonas transicionais

corpo-antro e antro-duodeno) com predominio de macieares.
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Apéndice 1 — Calculo da populacéo das células @stiimago de gerbis infectados ou néo

pelo HP e submetidas ou ndo a vagotomia e pilostiala

Grupo

UUUUUUUUUUUUUUUUUOOOOOOOOOOOOUJUJCDCDUJCDCDUJCDCDUJUJCDUJ>>>>>>>>>>

Ndmero da
Lamina
Lamina 15
Lamina 16
Lamina 17
Lamina 18
Lamina 19
Lamina 20
Lamina 21
Lamina 22
Lamina 23
Lamina 24
Lamina 1
Lamina 2
Lamina 3
Lamina 4
Lamina 5
Lamina 6
Lamina 7
Lamina 8
Lamina 9
Lamina 10
Lamina 11
Lamina 12
Lamina 13
Lamina 14
Lamina 142
Lamina 143
Lamina 144
Lamina 145
Lamina 146
Lamina 147
Lamina 148
Lamina 149
Lamina 150
Lamina 151
Lamina 152
Lamina 153
Lamina 125
Lamina 126
Lamina 127
Lamina 128
Lamina 129
Lamina 130
Lamina 131
Lamina 132
Lamina 133
Lamina 134
Lamina 135
Lamina 136
Lamina 137
Lamina 138
Lamina 139
Lamina 140
Lamina 141

Ndmero de
Células
50
152
68
87
193
66
119
100
40
68
212
89
95
43
52
51

91
75
100
89
47
245
324
278
139
103
197
215
123
171
219
236
131
120
40
146
19
84
74
355
134
225
36
297
134
76
313
380
439

Numero Campos
Avaliados
29
35
30
37
40
30
39
40
33
36
21
23
28
20
18
29

24
19
37
27
27
35
27
25
26
27
25
26
27
24
28
24
27
24
24
24
14
24
17
26
25
26
26
21
25
22
34
25
23

Extensao
do campo
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm

0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm

0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm

0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm
0,25 mm

Células/mm

6,90
17,37
9,07
9,41
19,30
8,80
12,21
10,00
4,85
7,56
10,10
3,87
13,57
8,60
11,56
7,03

15,17
15,79

10,81
13,19
6,96

28,00
48,00
44,80
21,38
15,26
31,52
33,08
18,22
28,50
31,29
39,33
19,41
20,00
6,67

24,33
5,43

14,00
17,41
54,62
21,44
34,62
5,54

56,57
21,44
13,82
36,82
60,80
76,35

65



Apéndice 2 — Céalculo da populacdo das células [@siémago de gerbis infectados ou nao

pelo HP e submetidas ou ndo a vagotomia e pilostiala

Grupo Numero da | Numero de | Numero Campos | Extenséo Células/mm
Lamina Células Avaliados do campo

A Lamina 15 23 27 0,25 mm 3,41
A Lamina 16 30 20 0,25 mm 6,00
A Lamina 17 - - 0,25 mm -

A Lamina 18 12 14 0,25 mm 3,43
A Lamina 19 - - - -

A Lamina 20 65 30 0,25 mm 8,67
A Lamina 21 34 29 0,25 mm 4,69
A Lamina 22 27 28 0,25 mm 3,86
A Lamina 23 11 12 0,25 mm 3,67
A Lamina 24 39 27 0,25 mm 5,63
B Lamina 1 58 32 0,25 mm 7,25
B Lamina 2 79 26 0,25 mm 3,04
B Lamina 3 40 29 0,25 mm 5,52
B Lamina 4 24 16 0,25 mm 6,00
B Lamina 5 67 33 0,25 mm 8,12
B Lamina 6 29 26 0,25 mm 4,46
B Lamina 7 - - 0,25 mm -

B Lamina 8 25 26 0,25 mm 3,85
B Lamina 9 26 22 0,25 mm 4,73
B Lamina 10 40 30 0,25 mm 5,33
B Lamina 11 - - - -

B Lamina 12 45 27 0,25 mm 6,67
B Lamina 13 36 25 0,25 mm 5,76
B Lamina 14 20 19 0,25 mm 4,21
C Lamina 142 50 30 0,25 mm 6,67
C Lamina 143 55 22 0,25 mm 10,00
C Lamina 144 53 25 0,25 mm 8,48
C Lamina 145 38 21 0,25 mm 7,23
C Lamina 146 39 27 0,25 mm 5,78
C Lamina 147 81 31 0,25 mm 10,45
C Lamina 148 104 28 0,25 mm 14,86
C Lamina 149 47 29 0,25 mm 6,48
C Lamina 150 39 18 0,25 mm 8,67
C Lamina 151 94 29 0,25 mm 12,96
C Lamina 152 77 29 0,25 mm 10,62
C Lamina 153 54 28 0,25 mm 8,14
D Lamina 125 87 28 0,25 mm 12,43
D Lamina 126 50 30 0,25 mm 6,67
D Lamina 127 33 21 0,25 mm 6,29
D Lamina 128 39 29 0,25 mm 5,38
D Lamina 129 13 21 0,25 mm 2,48
D Lamina 130 34 25 0,25 mm 5,44
D Lamina 131 45 24 0,25 mm 7.5
D Lamina 132 18 16 0,25 mm 4.5
D Lamina 133 74 30 0,25 mm 9,87
D Lamina 134 38 29 0,25 mm 5,24
D Lamina 135 - - - -

D Lamina 136 140 27 0,25 mm 20,70
D Lamina 137 51 32 0,25 mm 6,38
D Lamina 138 53 31 0,25 mm 6,84
D Lamina 139 69 29 0,25 mm 9,52
D Lamina 140 - - - -

D Lamina 141 88 26 0,25 mm 13,54
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Apéndice 3 — Calculo da relacdo células G/D dbigenfectados ou ndo pelo HP e

submetidas ou ndo a vagotomia e piloroplastia

Grupo Lamina CélulasG/mm CélulasD/mm Relacdo G/D
A Lamina 15 6,9 3,41 2,04
A Lamina 16 17,37 6 2,85
A Lamina 17 9,07 -

A Lamina 18 9,41 3,43 2,77
A Lamina 19 19,3 - -

A Lamina 20 8,8 8,67 1,01
A Lamina 21 12,21 4,69 2,63
A Lamina 22 10 3,86 2,56
A Lamina 23 4,85 3,67 1,31
A Lamina 24 7,56 5,63 1,35
B Lamina 1 10,1 7,25 1,38
B Lamina 2 3,87 3,04 1,26
B Lamina 3 13,57 5,52 2,43
B Lamina 4 8,6 6 1,42
B Lamina 5 11,56 8,12 1,42
B Lamina 6 7,03 4,46 1,58
B Lamina 7 - - -

B Lamina 8 - 3,85 -

B Lamina 9 15,17 4,73 3,22
B Lamina 10 15,79 5,33 2,94
B Lamina 11 - -

B Lamina 12 10,81 6,67 1,61
B Lamina 13 13,19 5,76 2,72
B Lamina 14 6,96 4,21 1,66
C Lamina 142 28 6,67 4,16
C Lamina 143 48 10 4,76
C Lamina 144 44,8 8,48 5,26
C Lamina 145 21,38 7,23 2,94
C Lamina 146 15,26 5,78 2,63
C Lamina 147 31,52 10,45 3,03
C Lamina 148 33,08 14,86 2,22
C Lamina 149 18,22 6,48 2,77
C Lamina 150 28,5 8,67 3,33
C Lamina 151 31,29 12,96 2,43
C Lamina 152 39,33 10,62 3,70
C Lamina 153 19,41 8,14 2,38
D Lamina 125 20 12,43 1,61
D Lamina 126 6,67 6,67 1,00
D Lamina 127 24,33 6,29 3,84
D Lamina 128 5,43 5,38 1,01
D Lamina 129 14 2,48 5,55
D Lamina 130 17,41 5,44 3,22
D Lamina 131 54,62 7,5 7,14
D Lamina 132 21,44 4,5 4,76
D Lamina 133 34,62 9,87 3,44
D Lamina 134 5,54 5,24 1,05
D Lamina 135 - - -

D Lamina 136 56,57 20,7 2,70
D Lamina 137 21,44 6,38 3,33
D Lamina 138 13,82 6,84 2,04
D Lamina 139 36,82 9,52 3,84
D Lamina 140 60,8 - -

D Lamina 141 76,35 13,54 5,55
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Apéndice 4 — Dosagem da gastrina pos-prandial deisginfectados ou nao pelo HP e

submetidas ou ndo a vagotomia com piloroplastia

Grupo ROTULO DO FRASCO CODIGO DOSAGEM pg/ml
B 01.07 Mic-01 <5
B 02.07 Mic-02 112,0
B 03.07 Mic-03 13,5
B 04.07 Mic-04 9,8
B 05.07 Mic-05 <5
B 06.07 Mic-06 15,8
B 07.07 Mic-07 28,8
B 08.07 Mic-08 <5
B 09.07 Mic-09 <5
B 10.07 Mic-10 7.5
B 11.07 Mic-11 8,9
B 12.07 Mic-12 100,0
B 13.07 Mic-13 117,0
B 14.07 Mic-14 41,2
A 15.07 Mic-15 8,4
A 16.07 Mic-16 104,0
A 17.07 Mic-17 <5
A 18.07 Mic-18 7.5
A 19.07 Mic-19 9,6
A 20.07 Mic-20 58,0
A 21.07 Mic-21 25,1
A 22.07 Mic-22 131,0
A 23.07 Mic-23 68,4
A 24.07 Mic-24 112,0
C 126.06 Mic-126 26,4
D 127.06 Mic-127 8,7
D 128.06 Mic-128 6,8
D 129.06 Mic-129 <5
D 130.06 Mic-130 <5
D 131.06 Mic-131 45,5
D 132.06 Mic-132 <5
D 133.06 Mic-133 32,1
D 134.06 Mic-134 9,7
D 135.06 Mic-135 <5
D 136.06 Mic-136 <5
D 137.06 Mic-137 <5
D 138.06 Mic-138 6,5
D 139.06 Mic-139 5,5
D 140.06 Mic-140 8,3
C 142.06 Mic-142 18,5
C 143.06 Mic-143 6,4
C 144.06 Mic-144 7,9
C 145.06 Mic-145 26,5
C 146.06 Mic-146 8,3
C 147.06 Mic-147 35,8
C 148.06 Mic-148 <5
C 149.06 Mic-149 12,8
C 150.06 Mic-150 23,8
C 151.06 Mic-151 41,1
C 152.06 Mic-152 <5
C 153.06 Mic-153 <5
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Anexo 1 — Protocolo do Comité de Etica em Experimgio Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MiNAS GERAIS

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO
ANIMAL (CETEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n° 024/04 relativo ao projeto “Avaliacdo do efeito da
erradicacdo do Helicobacter felis sobre o esvaziamento gdstrico e secregdo de gastrina em
ratos vagotomizados” que tem como responsaveis Rafael Calvdo Barbuto e Ivana Duval
Aralijo, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagiio Animal, adotados pelo
Comité de Etica em Experimentag3o Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado em
reunidao de 05.05.2004.

Este certificado expira-se em 05.05.2009
' CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 024/04 related to the project entitled “Evaluation of the
effect of the eradication of felicobacter felis about the gastric emptying and gastrin
secretion in vagotomized mice”, under the supervision of Rafael Calvio Barbuto and
Ivana Duval Aradjo, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG) and
was approved in 05.05.04.

This certificate expires in 05.05.2009

Belo Horizonte, 05 de maio de 2004

H iggy
JAHL

Dra. CLEUZA MARIA F. REZENDE
Presidente do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais -Reitoria — Campus Pampulha
Avenida Antdnio Carlos 6627-7 Andar CEP: 31270-801 - Belo Horizonte MG-Brasil
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Anexo 2 — Protocolo utilizado na obtencédo de armaadgrtecido gastrico.

Animal n° :

Grupo:
( ) A—Nao infectado + Operacao simulada Data da Infecg&o:

( ) B— Né&o infectado + Vagotomia e Piloroplastia Data da Cirurgia:

( ) C — Infectado + Operacéo simulada

Data do Sacrificio:

( ) D — Infectado + Vagotomia e Piloroplastia

1) Estenose pildrica: () Sim ( ) Nao

2) Distensao Gastrica: () Sim ( ) Nao

3) Ulcera gastrica: ( ) Sim () N&o

Local: ( ) Antro ( ) Corpo ( Barsesofageana

4) Lesdo Tumoral: ( ) Sim ( ) Nao

Local: ( ) Antro ( ) Corpo ( Parsesofageana

5)Observacoes:

ESOFAGO

PARS ESOF AGEANA 1- COpr

3 — Antro

4 DUODENO

Locais de Biopsia:

2 — Juncao corpo-antro

4 — Jungéo antro-duodeno
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Anexo 3 — Protocolo utilizado para coleta de datioslistologia.

Animal n°: Grupo

CORPO GASTRICO (C)

Infiltrado inflamatdério: ( ) ausente ( ) lee) moderado ( ) acentuado
Agregados linféides: ( ) sim ( ) néo

Célula predominante: ( ) mononuclear ( ) polifmauclear

Alteracao histolégica: ( ) inflamacéo ( ) dispé( ) metaplasia ( ) neoplasia

Outras alteracdes:

JUNCAO CORPO/ANTRO (3)

Infiltrado inflamatdrio: ( ) ausente ( ) lee) moderado ( ) acentuado
Agregados linféides: ( ) sim ( ) néo

Célula predominante: ( ) mononuclear ( ) polifmouclear

Alteracao histolégica: ( ) inflamacéo ( ) dispé( ) metaplasia ( ) neoplasia

Outras alteracdes:

ANTRO GASTRICO (A)

Infiltrado inflamatorio: ( ) ausente ( ) lee) moderado ( ) acentuado
Agregados linféides: ( ) sim ( ) néo

Célula predominante: ( ) mononuclear ( ) polifmouclear

Alteracao histolégica: ( ) inflamacéo ( ) dispéa( ) metaplasia ( ) neoplasia

Outras alteracdes:

JUNCAO ANTRO/DUODENO (4)

Infiltrado inflamatorio: ( ) ausente ( ) lee) moderado ( ) acentuado
Agregados linféides: () sim () néo

Célula predominante: ( ) mononuclear ( ) polifmouclear

Alteracdo histologica: () inflamacao ( ) dispéa( ) metaplasia ( ) neoplasia

Outras alteracdes:
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