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O H. pylori é uma bactéria espiralada, gram-negativa e microaerofilica que
coloniza a mucosa gastrica humana. A infec¢do cronica causada pelo organismo €
associada ao desenvolvimento de gastrite, tlcera péptica e cancer géstrico. Considerando
que os mecanismos patogénicos da infec¢do ndo estdo totalmente esclarecidos e os estudos
utilizando modelos experimentais para o estudo da infec¢do sdo escassos no Brasil, o
objetivo do presente estudo foi estabelecer um modelo experimental murino para a infec¢éo
pelo H. pylori, utilizando uma cepa patogénica da bactéria. Foram utilizados 126
camundongos BALB/c machos, com 6 a 8 semanas de idade, divididos em trés grupos:
GA: onde 42 animais foram inoculados com 1ml de suspens3o preparada com bactérias
frescas contendo 10° UFC/ml; GB: onde 42 animais foram inoculados com 1ml de
suspensdo preparada com bactérias congeladas contendo 10 UFC/ml ¢ GC: onde 42
animais foram inoculados com 1 ml de caldo brucella, constituindo o grupo controle. Os
animais foram inoculados por via oral durante dois dias consecutivos. Lotes de 6 a 7
animais de cada grupo foram sacrificados aos 7, 14, 21, 28, 35 ¢ 60 dias pi e fragmentos do
estdmago e duodeno foram coletados. Metade dos fragmentos foi submetida a cultura. Os
fragmentos restantes foram submetidos aos procedimentos rotineiros para inclusdo em
parafina, microtomia € coloragdes H&E e Giemsa modificado. Os resultados obtidos
demonstraram que, embora o H. pylori ndo tenha sido isolado do trato gastrintestinal
murino, os animais inoculados exibiram duodenite e infiltrado inflamatério no estomago. A
presenca da bactéria foi confirmada nos fragmentos corados pelo Giemsa na maioria dos

animais infectados; o niimero de organismos diminuiu durante a infec¢@o.

No duodeno, independentemente da condigdo da cepa utilizada, a infiltragdo
exibiu-se discreta a moderada nas vilosidades ¢ mucosa. Nos animais do grupo GA, o
infiltrado foi

linfoplasmocitario até o 35° dia pi; entretanto, no grupo GB, o infiltrado
demonstrou-se linfomonocitario durante os 60 dias pi. No estomago, o H. pylori induziu o
desenvolvimento de infiltrado linfomonocitario no antro e corpo dos animais infectados.
Embora ndo foram observadas diferengas quanto 2 intensidade e a natureza do infiltrado
nos grupos GA e GB, verificou-se que a cepa fresca foi capaz de induzr a inflamac&o
gastrica desde os periodos iniciais da infecgdo. No grupo GA, observou-se ainda que o
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infiltrado inflamatério foi mais persistente, permeando o estomago durante os 60 dias pi.
Tanto no estdmago quanto no duodeno, o pico da infeccdo foi visualizado aos 21 dias pi.
Os dados observados no grupo GB sugeriram ainda que o processo de congelamento
provavelmente inibiu a expressdo de antigenos bacterianos, suprimindo a resposta
plasmocitaria observada no duodeno dos animais do grupo GA. Embora o congelamento
nido tenha interferido na natureza da infiltragdo gastrica, constatou-se a altera¢do no
potencial patogénico da cepa e, consequentemente, no estabelecimento e manuteng¢do da
infeccdo. Em conjunto, os dados aqui descritos demonstraram que o camundongo BALB/c,
apesar de ter desenvolvido duodenite ¢ infiltrado inflamat6rio no estémago, demonstrou-se
uma linhagem pouco suscetivel a gastrite e ulcerogénese induzidas pela inoculagdo

experimental do H. pylori.
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1.1. CARACTERISTICAS GERAIS DO Helicobacter pylori
1.1.1. Morfologia

H4 mais de um século, microrganismos curvos e espiralados vém sendo
observados no estdmago de varios mamiferos, incluindo o homem (TAYLOR & BLASER,
1991). Mais recentemente, WARREN & MARSHALL (1983) isolaram uma bactéria
espiralada a partir de fragmentos da mucosa gastrica de pacientes com gastrite. Desde
entdo, admitiu-se que estes organismos poderiam estar relacionados a etiopatogenia dos
distirbios gastrointestinais (WARREN & MARSHALL, 1983; FOX et al, 1990;
SHIMOYAMA & CRABTREE, 1998).

Empregando métodos especificos para o diagnostico do género Campylobacter,
WARREN & MARSHALL (1983) obtiveram amostras do microrganismo, inicialmente
denominado Campylobacter pyloridis. Embora as amostras tenham apresentado
caracteristicas tipicas do género Campylobacter, diferentes caracteristicas morfologicas,
estruturais, bioquimicas e gendmicas levaram os pesquisadores a inclui-las em um novo
género, atualmente conhecido como Helicobacter (GOODWIN et al., 1989). Desde entéo, a
bactéria foi denominada Helicobacter pylori.

O H. pylori é um organismo gram-negativo, com aproximadamente 0,5um de
largura e 2,0 a 3,0um de comprimento. E mével, apresenta superficie lisa e quatro a seis
flagelos unipolares embainhados e com bulbos terminais nas extremidades distais
(GOODWIN et al, 1985). Produz varias enzimas como oxidase, catalase, fosfatase
alcalina, superoxido dismutase, aminopeptidase, desoxirribonuclease e urease (McNULTY
& DENT, 1987).

Trata-se de uma bactéria microaerofilica, cujas tensdes de gases ideais para o
seu crescimento sdo: 02 a 5%, CO2 a 10% e N2 a 85%. A temperatura de seu cultivo €
37°C e o organismo necessita de um periodo de incubagdo de trés a sete dias. (McNULTY
& DENT, 1987; TOMINAGA et al. 1999). Em geral, sdo utilizados meios de cultura
contendo poucos agentes seletivos para o seu isolamento (STEVENSON, LUCIA, ACUFF,
2000). Todavia, o H. pylori é considerado um organismo de crescimento fastidioso
(ANDERSEN et al., 1997; SIU, LEUNG, CHENG, 1998).

Imtroducdo
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Assim como as bactérias do género Vibrio, o H. pylori apresenta dois tipos de
morfologia celular: a forma espiral e cocoide, sendo esta ultima observada in vivo e
induzida sob condi¢des de stress in virro (DONELLI et al., 1998). Durante a infecgdo, a
maioria das bactérias existentes na mucosa gastrica apresenta-se na forma espiral;
entretanto, as formas cocdides também podem ser encontradas no estdbmago e duodeno
humano (COLE et al., 1997; KUSTERS et al., 1997).

A conversdo da forma espiral para cocdide tem sido descrita nas culturas de H.
pylori submetidas a condi¢des consideradas desfavoraveis ao seu cultivo, tais como:
aerobiose, pH alcalino, altas temperaturas, incubagdo prolongada, tratamento dos pacientes
com inibidores de bomba protdnica e/ou antibidticos, exposi¢cdo das coldnias & substincias
doadoras de 6xido nitrico (NO) e ligagdo da bactéria ao epitélio gastrico (MIZOGUCHI et
al., 1998; COLE et al., 1999; ANDERSEN et al., 2000).

Adicionalmente, a tensdo de oxigénio e o pH pedem variar no microambiente
gastrico, de acordo com o tipo de alimento ou com os componentes quimicos da dieta,
contribuindo para a conversdo das formas espirais. Os metabélitos oxidativos dos fagécitos
também podem induzir a conversdo para a forma cocdide em pacientes ndo tratados
(ANDERSEN et al., 2000).

Embora varios pesquisadores tém sugerido que a forma cocoide do H. pylori
representa uma forma degenerativa, incapaz de infectar o hospedeiro, outros relatam que
ela mantém fraca atividade metabélica, importantes componentes estruturais e até mesmo
patogenicidade (MIZOGUCHI et al., 1998). De fato, COLE et al. (1997) ressaltaram que as
bactérias cocoides podem estar ligadas a células do epitélio géstrico danificadas. Além
disso, os autores descrevem a prevaléncia destas formas nas bordas dos tumores géstricos,
podendo ser identificadas em 93% das biopsias de pacientes com adenocarcinoma
associado ao H. pylori. Adicionalmente, BENAISSA et al., (1996) sugerem que as formas
cocoides exibem alguns componentes antigénicos ausentes nas bactérias espiraladas e

reconhecidos no soro de pacientes infectados.
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Deste modo, a viabilidade e patogenicidade das formas cocoéides do H. pylori
tém sido amplamente discutidas. CAVE (1997) relatou que elas também apresentam flagelo
e 0 processo de sua conversdo estd associado a produg@o de novas proteinas e a perda de
outras. Além disso, bactérias cocoides apresentam DNA cromossomico e polifosfato e suas
enzimas oxidativas permanecem ativas por longos periodos; todavia apenas as formas
espirais sdo capazes de induzir a liberagdo de IL-8 pelas células epiteliais
(COLE et al., 1999).

Baseando-se nesses achados, estudiosos salientam que a conversdo das formas
espirais compreende um processo ativo e provavelmente indispensavel a sobrevivéncia do
organismo em condi¢des adversas. Sendo assim, as formas cocéides apresentam importante
papel na sobrevivéncia do H. pylori tanto apds o tratamento dos pacientes infectados quanto
em ambientes externos ao organismo humano (CELLINI et al., 1994; ANDERSEN et al.,
2000).

1.1.2. Fatores de viruléncia e patogenia da infecgido causada pelo H. pylori

O H. pylori é reconhecido como o principal agente etiolégico da gastrite
cronica, sendo intimamente associado ao desenvolvimento de ulcera péptica €, em alguns
casos, do cincer gastrico (MATYSIAK-BUDNIK & MEGRAUD 1998); o organismo ¢
considerado carcinégeno tipo I pela OMS (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH IN CANCER, 1994).

Algumas doengas extradigestivas tém sido associadas a presenga do H. pylori.
Dentre elas destacam-se: doengas dermatolégicas (rosceas, urticaria cronica e alopécia
areata), doencas vasculares (sindrome de Raynoud e enxaqueca), doengas auto-imunes
(parpura de Henoch-Schélein, sindrome de Sjogreen e tireoidite) e até mesmo doenga
coronariana (ZEITUNE, In press).

Na infecgdio causada pelo H. pylori, tanto os fatores de viruléncia da bactéria
quanto a resposta inflamatéria do hospedeiro, contribuem para a instalagdo do processo
infeccioso e o dano da mucosa gastrica. Nos individuos infectados, a inflamagdo local
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caracteriza-se pela infiltragdo de neutréfilos e clones especificos de linfécitos na mucosa.
Em determinados casos, a infiltragdo de células B e T pode induzir a formagdo de foliculos
linfoides. Além disso, estudos relatam que os niveis gastricos de citocinas pré-inflamatérias
como ILI-B, IL-6, IL-8 e TNF-o. estdo aumentados nos individuos infectados
(CRABTREE, 1998; LINDHOLM et al., 1998).

Varios produtos e/ou componentes microbianos como urease, fosfolipase,
citotoxina vacuolizante, ilha de patogenicidade cagA e flagelos sdo considerados
importantes fatores de viruléncia do H. pylori (DANIELSSON & JURSTRAND, 1998).
Discorrendo sobre estes fatores, MACCHIA et al. (1993) mencionam que a produgio de
urease € indispensavel para a colonizagdo da mucosa gastrica, pois esta enzima hidrolisa a
uréia em gas carbonico e amdnia, culminando com a neutralizagio da acidez géstrica e a
erosdo da mucosa. Os autores ressaltam ainda que a urease induz a migra¢do quimiotatica
de linfécitos ao sitio da infecgdo. Além disso, ¢ sugerido que a atividade da enzima pode
assegurar a sobrevivéncia do microrganismo, fornecendo uma fonte alternativa de
nitrogénio a bactéria (McGOWAN, COVER, BLASER, 1996). Adicionalmente, estudos
verificaram que a urease também é capaz de ativar fagocitos humanos, estimulando-os a
produzir citocinas pré-inflamatdrias (HARRIS et al., 1996).

Com relagdo aos flagelos, além de constituirem importantes estruturas
antigénicas, sdo fundamentais para a migragdo das bactérias na camada de muco gastrico,
onde permanecem protegidas da acidez; além disso, a forma espiralada do H. pylori
também contribui para a sua motilidade (McGOWAN et al., 1996).

E importante ressaltar que o H. pylori possui adesinas tecido-especificas, além
de proteinas que inibem a secregdo 4cida e degradam a mucina, favorecendo assim, sua
colonizagdo. (SAROSIEK, SLOMIANY, SLOMIANY, 1988; VARGAS, et al., 1991;
DOIG et al., 1992; McGOWAN et al., 1996). O organismo produz ainda fosfolipases que
degradam os fosfolipideos, gerando precursores de componentes ulcerogénicos, além de
outras enzimas como protease, neuraminidase, fucosidase e alcool desidrogenase, as quais
contribuem para o dano epitelial, tanto pela destruicdo da camada de muco, quanto pela
inducdo de peroxidagdo lipidica. Uma vez danificada a camada mucosa protetora, ha
exposicdo das células epiteliais a lesdo acidopéptica, contribuindo assim para o processo
inflamatério (FIGURA, 1997).
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Outros fatores de viruléncia do H. pylori estio sendo estudados pelos
pesquisadores. MACCHIA et al. (1993) verificaram que o microrganismo possui uma
proteina membro da familia de proteinas Hsp60, capaz de induzir resposta sorologica em
50% dos pacientes infectados; os anticorpos dirigidos contra a proteina bacteriana
favorecem o aumento do dano tecidual durante a infecgdo, por reagirem cruzadamente com
a proteina Hsp60 humana. Adicionalmente, as porinas encontradas na superficie do H.
pylori sdo capazes de induzir a secregdo de IL-4, INF-y, IL-6, IL-3 e GM-CSF in vitro,
além de reduzirem a quimioluminescéncia de polimorfonucleares (TUFANO et al., 1994).
O H. pylori possui ainda um antigeno de baixo peso molecular, na faixa de 33-35K,
associado ao aumento da secre¢io de IL-8 no corpo gastrico de pacientes infectados
(YAMAOKA et al., 1998b).

Admite-se que o lipopolissacarideo (LPS) do H. pylori apresenta importante
papel na patogénese da infecgdio. A substincia ¢ capaz de induzir a liberagdo de citocinas
pré-inflamatérias pelos leucocitos. Cabe ressaltar que o LPS do H. pylori exerce importante
papel nas respostas auto-imunes da mucosa, por apresentar mimetismo molecular com os
antigenos de Lewis expressos na mucosa gastrica (APPELMELK et al, 1996;
SHIMOYAMA & CRABTREE, 1998). Todavia, MUOTIALA et al. (1992) relatam que o
LPS do H. pylori apresenta fraca atividade imunolégica.

O H. pylori também possui uma proteina ativadora de neutréfilos, que induz a
produgdo de radicais de oxigénio por estas células (DUNDON, BERNARD,
MONTECUCCO, 2001) e outra proteina, denominada proteina 1, relacionada a indugéo da
carcinogénese in virro (SUGANUMA et al., 2001).

E sabido que os individuos infectados pelo H. pylori geralmente apresentam
resposta imune local e sistémica contra os antigenos bacterianos. Entretanto, o padrdo do
reconhecimento antigénico ¢ varidvel, pois a bactéria apresenta diferentes antigenos de
superficie, o que reflete sua variabilidade genomica (NEWELL, 1987, PEREZ-PEREZ &
BLASER, 1987).
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Cabe, portanto, ressaltar que o polimorfismo das cepas de H. pylori ¢é
responsavel pela variedade de padrdes fenotipicos da bactéria, destacando-se entre eles a
presenga da proteina de alto peso molecular CagA e a citotoxina VacA. Autores relatam
que as cepas de H. pylori portadoras de CagA e VacA estio relacionadas com a severidade
do quadro patolégico e a transducdo de sinais nas células do hospedeiro (FIGURA et al.,
1998; AUDIBERT et al., 2001; DUNDON et al., 2001; MEGRAUD, 2001).

A proteina CagA faz parte da ilha de patogenicidade cag, constituida por varios
genes que codificam fatores envolvidos na indugdo de citocinas/quimiocinas pré-
inflamatérias, destacando-se a IL-8 (AUDIBERT et al., 2001; DUNDON et al., 2001); a
ilha ¢ composta por aproximadamente 40 Estruturas de Leitura Aberta provavelmente
originadas de outras espécies, que codificam um sistema de secre¢do do tipo IV utilizado
para injetar CagA em varios tipos de fagocitos e nas células epiteliais (MEGRAUD, 2001;
ODENBREIT et al., 2001).

A importancia dos produtos dos genes da ilha de patogenicidade na producdo
de citocinas pelo epitélio gastrico tem sido verificada com a utilizagdo de cepas isogénicas
mutantes. Estudos revelam que a delegdo do gene cagA nio tem efeito sobre a secrecdo de
IL-8; todavia, a delegdo de outros genes da ilha inibe a secre¢do de citocinas. Sendo assim,
CagA ¢ considerada o marcador fenotipico das cepas virulentas, enquanto a produgdo de
citocinas depende de multiplos genes da ilha de patogenicidade (SHIMOYAMA &
CRABTREE, 1998).

Segundo PEEK et al. (1995), cerca de 60 a 70% das cepas de H. pylori possuem
e expressam o cagA, cujo produto ¢ detectado por anticorpos séricos. A expressdo deste
gene in vivo e a presen¢a de anticorpos contra a proteina por ele codificada, tanto nas
secregdes mucosas quanto no soro, ¢ mais frequente nos pacientes que apresentam tlcera
péptica do que nos individuos portadores de gastrite (PEEK et al, 1995;
MEGRAUD, 1 997).

Aproximadamente 60% das cepas de H. pylori isoladas de pacientes com ulcera
péptica produzem VacA, relacionada com a vacuolizagdo das células do epitélio gastrico e
com a inducdo de apoptose nestas células. Autores sugerem que VacA altera o caminho
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endocitico, culminando com a liberagdio de hidrolases é4cidas e a redugdo da degradacdo de
ligantes extracelulares e processamento antigénico (DUNDON et al., 2001; MEGRAUD
2001).

Atherton et al. (1995) descrevem que vacA apresenta duas regides distintas.
Uma delas localiza-se na segunda metade da sequéncia sinal (sla/slb e s2) e a outra esta na
regidio mediana do gene (ml e m2). Estudos recentes descrevem a associagdo entre a
diversidade neste gene e a inflamagdo gastrica. Verificou-se que as cepas portadoras do
gendtipo s1/ml desenvolvem maior atividade de VacA in vitro; cepas ml sdo relacionadas
ao aumento do dano epitelial; cepas sla estdo relacionadas a4 maior infiltragdo de
neutrofilos e linfocitos in vivo. Esses dados sugerem que cepas com gendtipo sla/ml s3o os
tipos alélicos mais virulentos (SHIMOYAMA & CRABTREE, 1998).

Os genes iceA, picA e picB também fazem parte da ilha de patogenicidade e
sdo considerados importantes fatores de viruléncia do H. pylori. Pesquisas demonstraram
que cepas portadoras destes genes sdo comumente encontradas em pacientes com ulcera
péptica e estdo associados ao aumento da produgdo de IL-8 (TUMMURU, SHARMA,
BLASER, 1995; van DOORN et al. 1998; PEEK et al., 1998).

Além do papel da IL-8 na ulcerogénese, ANDO et al. (1996) descrevem que
durante a infecgdo pela bactéria, ocorre um aumento na secreg¢do de outras citocinas como
TNF-a, IL-1B e IL-6, promovendo assim a migragdo celular e a consolidagdo do processo
inflamatério. As citocinas ndo s ativam neutréfilos e macréfagos, como também exercem
fungdes regulatérias nas respostas antigeno-especificas que ocorrem no trato
gastrointestinal (CRABTREE, 1998).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO CAUSADA PELO H. pylori

A infecgdo causada pelo H pylori é atualmente considerada endémica
(NABWERA & LOGAN, 1999). Admite-se que o organismo infecta cronicamente mais
que a metade da populagio humana mundial (COVACCI et al, 1999). Estudos
epidemiolégicos sugerem que a contaminagdo pela bactéria ocorre normalmente no periodo
da infincia, dentro da propria familia, com uma baixa taxa de aquisi¢do durante a idade
adulta (CAVE, 1997; LUZZA et al., 2000).
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O H. pylori acomete todas as populagées e, de modo geral, naquelas estudadas,
sua prevaléncia aumenta na idade mais avangada (ZEITUNE, In press). Nos paises em
desenvolvimento, a bactéria afeta mais que 80% da populagdo com idade superior a 20
anos; acredita-se que a maioria dos individuos adquire a infecgdo antes dos 10 anos de
idade (OLIVEIRA et al, 1994; DUNN, COHEN, BLASER, 1997; NABWERA &
LOGAN, 1999). Em algumas comunidades, aproximadamente metade das criangas com
cinco anos ja se encontram infectadas; essa taxa aumenta para 90% quando as criangas
atingem a idade adulta (BARDHAN, 1997). De fato, um estudo comparativo entre
populagbes pedidtricas da Etiopia e Suécia demonstrou que a infecgdo pelo H. pylori é
adquirida na primeira infincia na Etiépia, ocorrendo mais tardiamente nas criangas suigas
(LINDKVIST et al., 1996).

No Brasil, os dados confirmam que a infec¢do é adquirida na infincia e a
prevaléncia aumenta com a idade, havendo um baixo e continuo risco de contamina¢3o na
popula¢do adulta. De modo geral, os estudos revelam que a prevaléncia da infecgdo é
inversamente associada ao nivel educacional e a renda familiar das populagdes estudadas
(OLIVEIRA et al, 1994; SOUTO et al, 1998; OLIVEIRA et al., 1999). Além disso,
pesquisadores verificaram que ndo ha diferenca na prevaléncia da infecgiio entre os sexos
(ROCHA et al.,, 1992).

Nos paises desenvolvidos, a infecgdo esta presente em 20% da populacdo na
faixa etaria de 30 anos, aumentando para 50% nos individuos com 60 anos, sendo
raramente observada nas criancas. Adultos com mais de 50 anos de idade ainda apresentam
uma alta prevaléncia da infecgdo, mas individuos jovens apresentam baixa incidéncia
(TAYLOR & BLASER, 1991; TELFORD et al., 1994; CAVE 1997). No Japdo, assim,
como nos outros paises desenvolvidos, estima-se que cerca de 5 a 6% das criangas sdo
infectadas pelo H. pylori (KITAGAWA et al., 2001). Na Finlandia, nota-se uma relacdo
inversa e exponencial entre a taxa de aquisi¢éo e a idade (SIPPONEN et al., 1996).

A taxa de infecgdo pelo H. pylori tem sido associada a varios fatores como:
regido geografica, condigdes sécio-econdmicas da populagdo, saneamento basico, raga,
idade, sexo e estilo de vida dos individuos. Préticas sanitarias inadequadas, baixa condigdo

social e convivéncia em locais com aglomeragdo ou alta densidade populacional, parecem
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estar relacionadas ao aumento da prevaléncia da infecgdo (MURRAY et al, 1997;
BROWN, 2000). Estudando a prevaléncia da infec¢do em criangas coreanas, MALATY et
al. (1997) demonstraram que a taxa da infecg¢do € inversamente proporcional as condi¢des

socio-econdmicas das familias avaliadas.

1.2.1. Vias de transmissio

Embora o H. pylori tenha sido isolado do esgoto, fezes e saliva, o modo e a via
de sua transmissdo ainda ndo se encontram totalmente esclarecidos. Estudos
epidemiologicos sugerem que o organismo pode ser transmitido pela via fecal-oral, oral-
oral, gastrica-oral, iatrogénica, pelo uso de equipamentos endoscopicos contaminados ou
ainda por vetores (CAVE 1997; LUZZA et al., 1998; COVACCI et al,, 1999).

Deste modo, o estabelecimento do modo ¢ via de transmissdo ¢ de grande
importancia para a implementagdo de medidas profildticas adequadas ao controle da
infecgdo, bem como para a identificacdo de populagdes de alto risco, especialmente nas
areas que apresentam altas taxas de adenocarcinoma e linfoma gastricos e tlcera péptica
gastroduodenal (SASAKI et al., 1999; BROWN 2000).

1.2.1.1. Via oral-oral

O H. pylori é uma bactéria ndo invasiva que habita o estdmago humano.
Entretanto, a cavidade oral € considerada o seu principal reservatdrio extragastrico.
(NABWERA & LOGAN, 1999). Inicialmente, foi relatado um caso em que uma mulher
africana contaminou seus filhos com o organismo, ao oferecé-los alimentos pré-mastigados
(MEGRAUD, 1995).

Pesquisadores sugerem que a colonizagdo da boca pelo H. pylori pode ocorrer
em individuos com refluxo gastro-esofagico ou pacientes que foram submetidos a
endoscopia (CAVE 1997). Outros estudos detectaram o H. pylori na saliva e placa dentaria
(BANATVALA et al, 1993; FERGUSON et al. 1993; LAMBERT, CLYNE, DRUMM,
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1993; NYGUEN et al., 1993; LI et al., 1996). Estudando a prevaléncia da infecgdo em
individuos com ulceragdo oral, autores isolaram a bactéria da cavidade bucal de pacientes
com ulceragdo causada pelo herpes virus (SHIMOYAMA et al., 2000).

Verificando a prevaléncia do H. pylori na cavidade oral de 20 pacientes adultos,
SONG et al. (2000) observaram que 100% dos individuos estudados apresentavam a
bactéria, identificada através do nested PCR. O estudo demonstrou ainda que, dentre as
cepas pesquisadas, seqiiéncias do DNA divergiam em amostras orais de diferentes

pacientes, bem como em diferentes locais da cavidade oral de um mesmo paciente.

Reforcando a importancia da transmissdo oral-oral na infec¢do pelo H. pylori,
outros autores observaram uma alta prevaléncia da infec¢do em criancas quenianas de 3 a

15 anos de idade, sobretudo naquelas que compartilhavam pratos com outros membros da
familia durante as refeicGes (NABWERA et al., 2000).

1.2.1.2. Via fecal-oral

A possibilidade de transmissdo do H. pylori pela via fecal-oral tem sido
amplamente discutida. Pesquisadores relatam que esta provavelmente seja a via de
transmissdo mais importante (DUNN et al. 1997). De fato, THOMAS et al. (1992) isolaram
a bactéria das fezes de nove entre vinte e sete criangas de 3 a 27 meses de idade no Gambia.
Estudos mais recentes isolaram o organismo a partir de fezes de adultos e criangas (FOX,
1995). Entretanto, a detecg@o e o isolamento do H. pylori a partir das fezes sio dificultados
por vaérios fatores, tais como acloridria, presenga de sais da bile nas fezes e no caso do PCR,
presenca de polissacarideos acidos nas amostras fecais (MONTEIRO et al., 1996; CAVE
1997).

O isolamento do H. pylori a partir de amostras fecais ndo s6 reforga a teoria da
transmissdo fecal-oral, como também salienta a importancia da contamina¢io de alimentos
e 4gua com material fecal (FOX, 1995). Em 1996, um estudo realizado no Peru confirmou a
contaminagdo de amostras de dgua pela bactéria através da PCR (HULTEN et al., 1996).

Sendo assim, estudiosos ressaltam uma importante associa¢do entre o consumo de vegetais
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crus € o aumento do risco da infecgdo, principalmente quando se observa o uso de agua
provavelmente contaminada pelo esgoto no cultivo vegetal (HOPKINS et al., 1993; CAVE
et al., 1997). Todavia € importante salientar que a PCR apenas indica a possibilidade de
contaminacdo da 4agua e alimentos pela bactéria, mas ndo assegura que o H. pylori

detectado esteja na sua forma viavel, apresentando potencial para transmitir a infecgéo.

Adicionalmente, pesquisadores confirmaram a transmissdo da bactéria pela via
fecal-oral empregando um modelo experimental murino para a infecgdo. Os autores
verificaram que o H. pylori foi transmitido de animais inoculados para ndo inoculados

mantidos em um mesmo ambiente durante o ensaio experimental (CELLINI et al., 1999).

1.2.1.3. Via iatrogénica

Dados epidemiologicos sugerem que a transmissdo da infec¢do € possivel
quando os aparelhos de endoscopia e eletrodos de medida de pH intragastrico sdo
esterilizados inadequadamente. Entretanto admite-se que os riscos de contaminagdo sao
minimos quando os equipamentos sdo esterilizados mecanicamente (FANTRY, ZHENG,
JAMES, 1995). Todavia, o contato dos endoscopistas com secre¢des de pacientes
infectados pelo H. pylori é considerado um risco para a aquisi¢do da infecgdo (TAYLOR &
BLASER, 1991). De fato, MITCHELL, LEE, CARRICK, (1989) descrevem a alta
prevaléncia da bactéria nos endoscopistas que ndo utilizavam luvas durante os

procedimentos médicos.

Outros estudos realizados em paises industrializados revelam o aumento do
risco da infecgdo entre endoscopistas. Na Polonia, os profissionais da area de saide
apresentam baixa prevaléncia da infecgdo; entretanto, esta prevaléncia ¢ aumentada na
populagio de endoscopistas (MATYSIAK-BUDNIK & MEGRAUD, 1997). Pesquisadores
japoneses demonstraram ainda uma alta taxa de infecgdo entre os dentistas (HONDA et al.,
2001).
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1.2.1.4. Via gastrica-oral

Virios estudos consideram a hipétese de que o H. pylori pode ser transmitido
ainda durante a infincia pela via gastrica-oral, através do vomito. Pesquisadores italianos
demonstraram que os episddios de vOmito entre irmfos na infincia sdo considerados
importante fator de risco para a aquisi¢do da infec¢do. Os autores sugerem ainda que, na
populacdo avaliada, a transmissdo do H. pylori entre criangas urbanas ocorre
predominantemente através da via gastrica-oral (LUZZA et al., 2000). Outros estudiosos
também demonstraram que o H. pylori pode ser cultivado a partir de amostras de vomitos e,
ocasionalmente, da saliva e fezes catarticas de adultos sadios infectados (PARSONNET,
SHMUELY, HAGGERTY, 1999). Adicionalmente, um caso de infecgdo aguda foi relatado
em um pesquisador que processava rotineiramente suco gastrico (SOBALA et al., 1991). A
possivel transmissdo gastrica oral do H. pylori também foi descrita apos a ressucitagido boca
a boca de uma pessoa infectada que havia vomitado (FIGURA, 1996).

1.2.1.5. Transmissido através de vetores

Estudos recentes demonstraram o isolamento do H. pylori a partir de gatos
domesticos, sugerindo que estes animais podem ser possiveis reservatorios da bactéria
(HANDT et al., 1994; HANDT et al., 1995; ESTEVES et al., 2001; SIMPSOM et al.,
2001). Entretanto, os dados epidemiologicos disponiveis reforgam a hipotese de que a
transmissao € realizada através do contato pessoal restrito, considerando o homem como o
principal reservatorio da infeccdo (VAIRA et al., 1998).

Moscas domésticas também tém sido relatadas como possiveis vetores para a
transmissdo do H. pylori (CAVE 1997; SASAKI et al., 1999). GRUBEL et al. (1997)
acreditam que as moscas devem ser contaminadas pela bactéria pousando em fezes
humanas, transporta-la ¢ entdo depositar suas excretas contaminadas em alimentos ou até
mesmo diretamente na mucosa oral de criangas, completando assim, o ciclo da infec¢do. Os
autores ressaltam que essa hipétese € mais aplicada em areas onde as condi¢Ges de

saneamento S30 precarias.
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1.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECCAO PELO H. pylori

O diagnéstico laboratorial da infecgdo causada pelo H. pylori € realizado
através de métodos invasivos e ndo-invasivos. Estes dltimos incluem o teste respiratorio,
varios testes soroldgicos para mensuragao dos niveis séricos dos anticorpos IgG e IgA
contra antigenos celulares da bactéria, a detecgdo de antigeno de H pylori em fezes e
outros métodos menos utilizados. Dentre os métodos invasivos, que necessitam da
endoscopia digestiva alta para obten¢do de biopsias géstricas, destacam-se a histologia, o
teste da urease, o0 PCR e a cultura (ANDERSEN et al., 1997, ROCHA et al., 1998;
ZEITUNE et al., 1999; VAIRA et al, 2000). A escolha do método a ser utilizado no
diagnéstico da infecgdo dependerd, na maioria dos casos, da informagdo clinica, da
disponibilidade dos laboratérios € do custo dos testes (DUNN et al., 1997). Entretanto,
muitos profissionais tém empregado pelo menos dois métodos paralelos para assegurar o
diagnéstico (WYATT & GRAY, 1992; MEGRAUD et al., 2000; VAIRA et al., 2000).

1.3.1. Métodos Invasivos
1.3.1.1. Cultura

A cultura e a histologia sdo consideradas “padrdo-ouro” para o diagndstico da
infec¢do pelo H. pylori (van der HULST et al., 1996). Embora o exame histologico de
amostras da mucosa gastrica seja importante nfo s6 para confirmar a presenga da bactéria,
como para avaliar o processo inflamatério e sua atividade, a cultura € mais especifica para o
diagnéstico, pois avalia tanto a morfologia quanto as caracteristicas bioquimicas do
organismo (ZEITUNE, In press).

Deste modo, o cultivo do H. pylori permite caracterizar detalhadamente as
cepas isoladas, verificar sua susceptibilidade antimicrobiana e indicar o melhor tratamento
para as cepas resistentes aos antibioticos convencionais, especialmente nos paises onde ha
grande resisténcia 4 terapia de erradicacado (MARSHALL, 1994; DUNN et al., 1997). Além
disso, a cultura permite investigar os fatores requeridos para o crescimento e metabolismo
do H. pylori, estudar as interacdes entre as células do hospedeiro e a bactéria e identificar
seus fatores de viruléncia (PEREZ-PEREZ, 2000). Por esse motivo, a cultura ¢ amplamente

utilizada nos protocolos de pesquisa sobre o organismo.
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O H. pylori € uma bactéria microaerofilica, cujas tensdes de gases ideais para o
seu crescimento sdo: 02 a 5%, CO2 a 10% e N2 a 85%. A temperatura de seu cultivo ¢
37°C e o organismo necessita de um periodo de incubagdo de trés a sete dias. (McNULTY
& DENT, 1987, TOMINAGA et al, 1999). As culturas positivas sdo geralmente
identificadas com base na morfologia das colonias, na presen¢a de bactérias espiraladas
Gram-negativas ¢ na positividade dos testes de catalase, urease e oxidase. A adi¢do do
cloreto de trifeniltetrazolio facilita a visualizagdo das colonias em meio de cultura solido
(QUEIROZ, MENDES, ROCHA, 1987).

Em geral, o H. pylori ¢ isolado do estdbmago humano empregando-se meios de
crescimento contendo poucos agentes seletivos (STEVENSON, LUCIA, ACUFF, 2000).
Existe uma grande variedade de meios seletivos € ndo-seletivos disponiveis comercialmente
para o isolamento da bactéria (HACHEM et al., 1995). Além disso, seu cultivo requer a
suplementagdo do meio com fatores sanguineos (ALBERTSON, WENNGREN,
SJOSTROM, 1998).

Admite-se que a cultura apresenta alta especificidade (proxima a 100%);
entretanto, a sensibilidade do método varia de 77 a 97% (CHODOS et al., 1988; van ZWET
et al., 1993). Por se tratar de um organismo fastidioso, o isolamento do H. pylori depende
de varios fatores como: condig¢bes de transporte das bidpsias gastricas, seletividade do meio
de cultura e manuteng@o da atmosfera microaerofilica. O sucesso da cultura também resulta
da precisdo da coleta € da quantidade de bactérias viaveis nos fragmentos de bidpsia
gastrica (ANDERSEN et al., 1997; SIU, LEUNG, CHENG, 1998).

Além disso, deve-se considerar ainda que alguns medicamentos como: sais de
bismuto, agentes antibacterianos ou inibidores de bomba protdnica interferem no
crescimento do H. pylori. Deste modo, recomenda-se que a endoscopia seja realizada cerca
de uma a duas semanas ap6és o término do tratamento com esses farmacos (DAW et al,,
19913
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1.3.1.2. Histologia

O H. pylori pode ser visualizado muito proximo a superficie epitelial € na
camada de muco que recobre o epitélio gastrico. O organismo em geral exibe-se na forma
espiralada e coloniza tanto a superficie como a regido foveolar da mucosa do antro e corpo,
apresentando-se em maior nimero no antro (WYATT & GRAY, 1992). Entretanto, o H.
pylori é geralmente identificado nos fragmentos de bidpsia corados por hematoxilina-eosina
(H&E), quando existe um numero consideravel de bactérias; a identificagéo do organismo ¢
facilitada com o emprego de coloragdes especiais como Warthin-Starry e Giemsa
modificado (GENTA & GRAHAM, 1994; el-ZIMAITY et al., 1996).

A coloragdo Warthin-Starry demonstra claramente o H. pylori nos tecidos
através da deposigdo de prata na superficie bacteriana. Todavia, € considerada uma técnica
dispendiosa, com custo elevado, podendo apresentar artefatos que mimetizam as bactérias
na mucosa gastrica (WYATT & GRAY, 1992).

GENTA, ROBASON, GRAHAM (1994) desenvolveram uma coloragéo
bastante sensivel para a identificagdo do H. pylori, baseada na combinagdo das técnicas de
H&E, coloragdo pela prata e alcian blue. Embora a coloragdo permite avaliar
simultaneamente a presen¢a da bactéria e do infiltrado inflamatério, sua utilizagdo pelos
patologistas ndo ¢ amplamente difundida (LAINE et al., 1997).

Coloragdes imunohistoquimicas também sfo empregadas na detecgdo do 1
pylori quando a interpretagdo das coloragdes tintoriais € dificultada (ASHTON-KEY, DISS,
ISAACSON, 1996; DUNN et al., 1997). Estudiosos produziram um anticorpo monoclonal
murino para a detecgdo de formas cocéides e espirais da bactéria em bidpsias gastricas

destinadas a histologia (CAO et al., 1997).

O método da imunofluorescéncia indireta também é utilizado na detecgdo do
H. pylori em bi6psias embebidas em parafina, apresentando 93% de sensibilidade e 95% de
especificidade (RIVERA et al., 1991). Adicionalmente, pesquisadores empregaram a
técnica de hibridizagdo do DNA in situ para detectar o organismo nos fragmentos de
biopsia (van der BERG et al., 1989). RUSSMANN et al. (2001) utilizaram a hibridizag&o in

Introdugido
51



situ fluorescente para o diagnéstico da infecgdo. Quando comparada a cultura, a técnica €
mais sensivel € rapida para o diagndstico, podendo ser realizada para verificar a resisténcia

antimicrobiana do H. pylori.

A sensibilidade e a especificidade do diagnostico histologico do H. pylori sdo
dependentes da habilidade e experiéncia do patologista. Entretanto, a histologia oferece
algumas vantagens para o diagndstico da infecg¢do, como: facilidade de obtengdo das
bidpsias (em geral, a endoscopia € realizada rotineiramente), baixo custo, manuten¢ao
permanente do material coletado, informag¢des especificas sobre a relacdo entre a presenca
do H. pylori ¢ a natureza da inflamagdo gastrica e realizagdio de um diagndstico
retrospectivo (WYATT & GRAY, 1992).

1.3.1.3. Teste da Urease Pré-Formada

O H. pylori produz in vivo e in vitro grandes quantidades de urease, que
converte a uréia em amonio, permitindo a neutraliza¢do do acido géstrico (BAUERFEIND
et al., 1997). Baseados na produgdo dessa enzima, pesquisadores desenvolveram métodos

para a identificacdo indireta do organismo em fragmentos de biépsia gastrica.

Estudos comparando a sensibilidade e a especificidade dos testes da urease
disponiveis comercialmente revelaram que todos possuem sensibilidade de 88 a 93% e
especificidade de 99 a 100% (LAINE et al., 1996). Sendo assim, a escolha do teste a ser
utilizado dependera do custo, da preferéncia do médico responsavel, da disponibilidade dos
testes, entre outros fatores. (DUNN et al., 1997). Em alguns centros diagnésticos, o teste da
urease ¢ produzido através da modificagdo de sua formula inicial, descrita por MCNULTY
& WISE (1985), obtendo-se assim, maior sensibilidade no diagnéstico da infecgdo
(McNULTY, 1992).

As principais vantagens da utilizagdo do teste da urease no diagnéstico da
infecgdo pelo H. pylori sdo a facilidade de sua execugdo e a rapidez na obtengdo do
resultado. Além disso, o custo do teste é considerado muito baixo quando comparado a
cultura e a histologia (McNULTY, 1992).
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Entretanto, a sensibilidade do teste da urease no diagndstico da infecg¢do pelo
H. pylori depende da quantidade de organismos vidveis nos fragmentos de biopsia
coletados. Sendo assim, a principal desvantagem do uso do teste € a sua indicagdo nos
casos em que os pacientes utilizam antimicrobianos, sais de bismuto ou inibidores de
bomba protdnica. De fato, autores observaram que a sensibilidade do teste € menor apos o
tratamento dos pacientes (LIN et al,, 1997; NISHIKAWA et al., 2000). Além disso, o
resultado do teste rambém depende da precisdo da coleta das bipsias, uma vez que a

distribui¢do do H. pylori no estdmago ndo € uniforme.

Alguns pesquisadores utilizaram o teste da urease liquido para a deteccdo da
bactéria. Quando o resultado do teste era positivo, as biopsias eram submetidas a cultura
para identificagdo do organismo e verificagdo da sua susceptibilidade antimicrobiana
(JAUP, STENQUIST, BRANDBERG, 2000).

Existe ainda o teste da urease baseado na detec¢do da enzima por anticorpos
monoclonais anti-urease em amostras de muco gastrico. Autores salientam que o teste pode
ser empregado no diagnéstico da infecgdo em situagdes onde as cepas bacterianas possuem
fraca atividade da enzima (SATO et al., 2000).

1.3.1.4. PCR

O PCR ¢ um método diagnostico para a infec¢do pelo H. pylori altamente
sensivel e especifico. Através do PCR, diferentes genes da bactéria podem ser pesquisados,
em especial aqueles pertencentes a ilha de patogenicidade cag. Sendo assim, o método
permite ndo s6 indentificar a presenga da bactéria, como realizar a genotipagem das cepas
estudadas, o que pode determinar relagdo com sua patogenicidade (GZYL et al, 1999;
MONICI et al., 1999).

Virios autores desenvolveram protocolos de PCR com excelente sensibilidade e
especificidade para a detec¢do do organismo a partir de fragmentos de biopsia frescos,
congelados ou embebidos em parafina (HO et al., 1991; LAGE et al.,, 1995; LI et al., 1996;
CHISHOLM et al., 2001). Entretanto, alguns fatores podem afetar a acuricia do método,
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tais como: escolha dos primers, escolha do fragmento de DNA a ser amplificado,
isolamento do DNA bacteriano, quantidade de organismos nos fragmentos e outros
procedimentos relacionados ao método (DUNN et al., 1997).

E importante ressaltar que o método de PCR ¢ utilizado principamente em
protocolos de pesquisas sobre o H. pylori, sendo uma importante ferramenta para o estudo
das diferengas genéticas entre as cepas existentes nas diversas populagdes e dentro de uma

mesma populagdo.

1.3.1.5. Teste respiratorio endoscépico

Alguns autores desenvolveram o teste respiratério endoscopico com [*C] para
o diagnéstico da infecgdo pelo H. pylori. Inicialmente, uma amostra de ar expirado foi
coletada antes da realizagdo da endoscopia. Durante o procedimento endoscépico, adiciona-
se em toda extensdo da mucosa géstrica uma solu¢do contendo uréia marcada com ["°C].
Em seguida, outra amostra de ar expirado € coletada, verificando-se assim, o contetudo de
CO2 exalado. Os autores descreveram que a sensibilidade € a especificidade do teste
foram 98.2% e indicaram a sua utilizagdo tanto para o diagnostico inicial da infeccdo
quanto para verificar a sua erradicagdo (SUTO et al., 1999). Os autores descrevem ainda
que a adigdo de vermelho de fenol na solugdo contendo uréia marcada apresenta correlagdo
positiva com a quantidade de bactérias vidveis na mucosa gastrica € negativa em situagdes
de atrofia gastrica e metaplasia intestinal (SUTO et al., 2000).

1.3.2. Métodos Nao-Invasivos
1.3.2.1. Sorologia

Considerando que a infecgdo pelo H. pylori induz resposta imunolégica local e
sistémica contra diferentes antigenos bacterianos, o desenvolvimento de testes soroldgicos
para o diagnéstico da infecgdo se fez necessario, especialmente para serem utilizados nos
estudos epidemiologicos (PEREZ-PEREZ et al., 1988).
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Os testes sorologicos sdo geralmente utilizados em areas onde a prevaléncia da
infec¢do € alta; sendo assim, a sorologia ¢ importante para excluir a presenga da bactéria,
podendo ser utilizada em conjunto com outros métodos na confirmacgdo do diagnostico (HO
& MARSHALL, 2000).

Os anticorpos séricos anti-H. pylori podem ser detectados por varios ensaios
sorologicos, tais como: teste de fixagdo de complemento, hemaglutinagdo, aglutinagdo
bacteriana, imunofluorescéncia, ELISA, western blotting (immunoblotting) € RIPA
(MARSHALL et al., 1984; KALDOR et al., 1986, NEWELL & STACEY, 1992; ROCHA
et al., 1993; KALDOR et al., 1995). Dentre os ensaios decritos, a ELISA € a técnica mais
utilizada no diagnostico da infeccdo, pois € relativamente rapida, ficil de ser realizada e
reproduzida, além de apresentar baixo custo. Todavia, o western blotting € a RIPA
compreendem métodos diagnosticos mais sensiveis. NEWELL & STACEY, 1992).

Estudos comparativos demonstraram que a sensibilidade e a especificidade da
ELISA e immunoblotting sdo semelhantes quando comparadas a cultura e & histologia.
(NEWELL & STACEY, 1992). Entretanto, o immunobloting apresenta vantagens
adicionais em relagiio a ELISA, pois é uma técnica mais sensivel, detectando os anticorpos
mesmo quando seus niveis séricos sdo baixos. Adicionalmente, 0 método permite avaliar a
resposta soroldgica a diferentes antigenos, incluindo CagA e VacA, além de demonstrar a
presenca de reagdo cruzada com outros anticorpos (MAEDA et al., 1997; NILSSON et al.,
1997; AUCHER et al., 1998; YAMAOKA et al., 1998b); todavia, pesquisadores também
verificaram a resposta sorolégica a proteina CagA e a urease utilizando a ELISA
(CAMORLINGA-PONCE et al, 1998). Contudo, o imunoblotting € um método
dispendioso e caro, favorecendo o emprego da ELISA no diagndstico sorologico da
infecgdo (NEWELL & STACEY, 1992).

Existem varios kits disponiveis comercialmente para a detecgdo de anticorpos
anti-H. pylori no soro dos pacientes infectados. Em 1996, foi realizada uma meta-analise de
11 kits baseados nas técnicas de ELISA ou aglutinagdo pelo latex e verificou-se que a
média da sensibilidade e especificidade foi, respectivamente, 85% e 79% (LOY et al,
1996). Pesquisadores brasileiros empregaram o método de ELISA Cobas Core com sucesso
no diagnéstico da infecgdio, obtendo especificidade de 100% e sensibilidade de 95,4%
(ROCHA et al., 1998).
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Utilizando o teste rapido de aglutinagdo em latex no diagnéstico da infeccio
pelo H. pylori, WESTBLOM et al. (1992) verificaram que o método pode ser empregado
como uma alternativa quando se quer rapidez na obtengdo do diagndstico ndo invasivo na
populagdo adulta; entretanto, o teste demonstrou-se inadequado ao diagnéstico da infecgdo

€m criangas.

Outros testes sorologicos utilizam amostras de sangue coletadas pela perfuracio
da ponta do dedo dos pacientes. Compreendem métodos diagnéstico mais rapidos, baratos e
faceis de usar, com a vantagem adicional de evitar a pun¢io venosa para obtengdo do
sangue. Entretanto, além de apresentarem menor acurdcia que os testes sorolégicos
tradicionais, pode haver a coleta de volume insuficiente de sangue, inviabilizando a sua
utilizagdo (COHEN et al., 1996; SADOWSKI et al., 1996).

Existem ainda métodos sorologicos que detectam anticorpo IgA no soro
(CUTLER et al., 1995) e anticorpo IgG na saliva (PATEL et al., 1994; FALLONE et al..
1996; SIMOR et al., 1996) e urina (ALEMOHAMMAD, FOLEY, COHEN, 1993; MIWA
et al., 1999; KATO et al., 2000; FUJISAWA et al., 2001; WU et al., 2001). KATO et al.
(2000) sugerem que a utilizagdo de amostras de urina facilita o diagnéstico da infecgdo pois
a urina € obtida de maneira ndo-invasiva, sendo mais facil de transportar ¢ manusear do que
o sangue. Entretanto, todos esses métodos ainda se encontram em estudo (DUNN et al.,
1997).

Em geral, os testes sorolégicos utilizados no diagnéstico da infec¢do pelo H.
pylori constituem métodos relativamente rapidos e simples de serem realizados,
apresentando menor custo quando comparados aos métodos que requerem endoscopia para
sua realizacdo. Além disso, ao contrario do teste da urease e da cultura, cujos resultados
dependem do nimero de bactérias vidveis nos fragmentos de bidpsia, a sorologia pode ser
realizada em amostras de sangue de pacientes que utilizaram sais de bismuto, inibidores de
bomba protdnica ou antibiéticos (DUNN et al., 1997).

Outra vantagem € que os testes sorologicos podem ser positivos nos individuos
com atrofia géstrica, onde a quantidade de organismos é muito pequena, chegando a ser
indetectdvel através das biopsias ou do teste respiratorio (KARNES et al., 1991). Todavia, a

Introducdo
56



principal desvantagem da utilizacdo da sorologia no diagnéstico da infec¢do reside no fato
de que os niveis sorologicos de IgG tendem a persistir por varios meses apos a erradicagdo
do H. pylori, podendo fornecer resultados falso-positivos (DUNN et al., 1997).

Entretanto, a confiabilidade dos resultados obtidos na sorologia € discutivel.
Em geral, os testes sorologicos apresentam variagdo nos valores de sensibilidade e
especificidade, o que tem limitado seu uso. Cabe considerar ainda que existem varios kits
sorologicos disponiveis comercialmente e os testes realizados com um mesmo kit em
diferentes populagdes apresentam, com freqiiéncia, resultados discordantes (MONICI et al.,
1999).

1.3.2.2. Teste respiratorio

O diagndstico da infeccdo pelo H. pylori empregando o teste respiratorio
baseia-se na propriedade que a bactéria apresenta em produzir urease. Durante o teste, o
paciente ingere uréia marcada com [°C] ou ["*C]. Se houver colonizagdo géstrica pelo
organismo, a uréia serd metabolizada pela urease bacteriana, resultando na eliminag¢do de
certa quantidade de carbono marcado no CO2 expirado. O isétopo [“C] ¢ detectado através
de um contador de cintilagdo, enquanto o isétopo [*C] é detectado pelo espectrofotometro
de massa ou outros métodos analiticos (KOLETZKO et al., 1995; SCHUMAN et al., 1995).

Em geral, a escolha pelo teste respiratério a ser utilizado (*°C ou 'C) dependeré
da disponibilidade dos testes, do custo e dos procedimentos utilizados, considerando que a
sensibilidade e a especificidade de ambos os testes ¢ semelhante (BROOKES et al., 1990).
Contudo, o teste respiratério com ['*C] tem a vantagem de empregar um isétopo de carbono
ndio radioativo. Sendo assim, recomenda-se que o teste respiratério com ['*C] ndo seja
utilizado por criangas ou gestantes (BELL & WEIL, 1992; DUNN et al., 1997). Por outro
lado, 0 "*CO2 expirado pelos pacientes requer o uso de um espectrometro de massa para
sua mensuragdo, aparelho com maior custo quando comparado ao contador de cintilagdo
beta (BELL &WEIL, 1992).
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O teste respiratério € utilizado no diagnéstico da infecgdo pelo H pylori quando
ndo ha indicagdo para o exame endoscopico. Sendo assim, o teste é particularmente
empregado na verificacdo da eficacia do tratamento e nos estudos de follow-up apés a
erradicacdo da infecgdo (BELL & WEIL, 1992; LOGAN, 1992). De fato, YOSHIMURA et
al. (2001) empregaram o teste respiratorio com [ C], obtendo resultados satisfatérios na
deteccdo da infecgdo, na verificagdo da eficacia do tratamento e na avaliagdo follow-up dos

pacientes pds-tratamento, em uma populagio pedistrica.

Comparando a acuricia do teste respiratério com [°C] e da sorologia no
diagnéstico da infecgdo em criangas, estudiosos verificaram que o teste mostrou-se mais
sensivel na detec¢do da bactéria nos pacientes com menos de dez anos de idade; sendo
assim, a sorologia apresentou maior quantidade de resultados falso-negativos, sobretudo

nas criangas com menos de cinco anos de idade (CORVAGLIA et al., 1999).

1.3.2.3. PCR

Alguns pesquisadores utilizaram o PCR no diagnéstico da infecgdo pelo H.
pylori em amostras de fluidos ndo gastricos, como a saliva (LI et al., 1996; PARSONNET
et al,, 1999). Esse método apresenta vantagens adicionais por ser altamente especifico e ao
mesmo tempo, nio-invasivo. LI et al. (1996) demonstraram que a sensibilidade da detecgdo
do organismo na saliva foi 84%. Por observarem que a saliva de alguns individuos era
positiva, mesmo na auséncia de bactérias detectaveis no estdmago, os autores sugerem que

a cavidade oral provavelmente seja o sitio inicial da infecgéo.

Em outros estudos, a detecgdo do H. pylori em material fecal também foi
realizada pelo PCR. As substdncias que inibiam a realiza¢do do método presentes nas fezes
foram removidas empregando-se diferentes técnicas como: filtracio em membrana de
polipropileno, separagdo bioquimica por cromatografia e isolamento do H. pylori através de
esferas imunomagnéticas, obtendo-se assim, resultados com alta sensibilidade e
especificidade (KABIR, 2001).
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1.3.2.4. Pesquisa de antigenos de H. pylori em fezes

Mais recentemente, um estudo multicéntrico europeu realizou o diagnéstico da
infec¢do através da pesquisa de antigeno de H. pylori em fezes (HpSA) (VAIRA et al.,
1999). Os dados obtidos revelaram que o método apresentou sensibilidade e especificidade
satisfatorias (94,1% e 91,8%, respectivamente), além de demonstrar bons resultados nas
amostras de pacientes submetidos a um curto periodo de tratamento (4 semanas).
Contrariando esses achados, outros autores demonstraram que, apesar do HpSA constituir
um método ndo-invasivo adequado para o diagnéstico primario do H. pylori, o método
necessita de um longo periodo de follow-up para alcancar a confiabilidade do diagnostico
oferecido pelo teste respiratorio (FORNE et al., 2000; COSTA et al., 2001; MANES et al,,
2001).

Posteriormente, outros estudos empregaram a pesquisa de antigeno de H. pylori
nas fezes com sucesso no diagnostico da infec¢do, tanto na populagdo adulta quanto
pediatrica (FANTY et al.,, 1999; PUSPOK, BAKOS, OBERHUBER, 1999; METZ, 2000;
NI et al., 2000; ZEITUNE et al., 2000; van DOORN et al., 2001; KONSTANTOPOULOS
et al., 2001).

Por constituir um método de fécil realizacdo e custo reduzido quando
comparado ao teste respiratério, o0 HpSA € considerado uma técnica promissora para 0s
estudos epidemiolégicos, o diagndstico da infecg@o apds o tratamento € em especial, para a
identificagdo do H. pylori na populagdo pediatrica.

1.3.2.5. Outros métodos

Estudiosos desenvolveram um método diagnodstico para a infec¢do pelo H.
pylori baseado na mensuragdo de bicarbonato marcado no sorc de pacientes apés a ingestao
de ['*C] (MOULTHON-BARRET et al., 1993). De maneira semelhante, a mensuragdo do
['4C] na urina também foi utilizada no diagnéstico da infecgdo (PATHAK et al., 1994). Os
niveis de [*NJaménia na urina de individuos infectados e ndo infectados pelo organismo

também foram mensurados e utilizados na detecgdo da infecgdo (WU et al, 1992).
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Entretanto, nenhum desses métodos encontra-se totalmente padronizado e ndo fornecem
vantagens significantes em relacdo aos procedimentos rotineiramente empregados no
diagnoéstico da infecgdo (DUNN et al., 1997).

1.4. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA A INFECCAO PELO H. pylori

O H. pylori ja foi isolado do trato gastrointestinal de diferentes espécies de
macacos, gatos, porcos € furbes, sugerindo que estes animais sdo naturalmente suscetiveis a
infecgdo experimental com a bactéria (KRAKOWKA et al., 1987, LAMBERT et al., 1987;
DUBOIS et al., 1994). Adicionalmente, outras espécies de Helicobacter foram isoladas do
estdmago de varios mamiferos, incluindo cdo, gato, furdo, porco, macaco e leopardo; todos
esses animais apresentavam gastrite (FOX, 1997). Duas dessas espécies (H. cinaedi e
H. fennelliae) estdo relacionadas ao desenvolvimento de proctite e colite em individuos

imunocomprometidos (FOX & LEE, 1997).

Durante a ultima década, outras espécies de Helicobacter foram cultivadas de
fragmentos de mucosa gastrica humana, além de amostras fecais, bidpsias hepaticas e
conteudo da vesicula biliar. Espécies intestinais de Helicobacter como: H. cinaed;,
H. fennelliae, H. cinaedi, H. westmeadii e H. rappini foram isoladas de individuos com
septicemia. As espécies de Helicobacter diferentes do H. pylori sio geralmente dificeis de
cultivar e podem estar frequentemente associadas com o desenvolvimento das doengas
humanas (ANDERSEN, 2001).

Os primeiros estudos envolvendo a infeccdo experimental pelo H. pylori nio
forneceram resultados satisfatérios, sendo que os postulados de Koch foram concretizados
em dois voluntirios humanos. Estes individuos haviam ingerido a bactéria ¢ dentro de
poucos dias apresentaram sintomas de gastrite aguda; em um deles, a infec¢do cronica foi
estabelecida (MARSHALL et al., 1984; MORRIS & NICHOLSON, 1987).

Estudos posteriores empregaram modelos animais nio convencionais como
porcos gnotobidticos, furdes e primatas ndo humanos infectados por via oral. Apesar destes

modelos terem possibilitado o desenvolvimento de gastrite histologicamente semelhante as
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lesdes humanas, a manutengdo desses animais em cativeiro € dispendiosa, pois exige alto
custo técnico e dificulta a avaliagdo macroscopica das lesdes induzidas (KRAKOWKA et
al., 1987; BASKERVILLE & NEWEL, 1988; BRONDSON & SCHOENKNECHT, 1988;
FOX et al., 1990; DUBOIS et al., 1991).

Tendo em vista essas dificuldades, pesquisadores tém se empenhado em
estabelecer modelos para a infecgdo pelo H. pylori utilizando pequenos roedores,
particularmente o camundongo, considerando o baixo custo desses animais e a facilidade de
sua manutengdo e manipulagdo (RABELO-GONCALVES, NISHIMURA, ZEITUNE,
2000). O desenvolvimento de modelos adequados ao estudo da infec¢do induzida pelo H.
pylori ¢ importante ndo apenas para esclarecer os mecanismos patogénicos da infecgdo
humana, como para a produgdo de vacinas e farmacos utilizados respectivamente na

profilaxia e tratamento das doencas humanas.

1.4.1. Porco

O H. pylori é incapaz de colonizar a mucosa gistrica de porcos convencionais,
devido a inibigdo ou competicdo exercida pela flora bacteriana normal do trato
gastrointestinal suino. Deste modo, os estudos da infecgdo experimental com H. pylori em
porcos utilizam animais gnotobi6ticos (CANTORNA & BALISH, 1989).

Em geral, os animais infectados exibem gastrite progressiva caracterizada pela
presenga de foliculos linfoides e bactérias na camada de muco. O padréo histologico das
lesdes induzidas em leitdes gnotobidticos € semelhante ao padrdo observado nas lesdes
humanas (LAMBERT et al., 1987; KODAMA et al., 1996). Alguns animais inoculados
desenvolvem ulcera gastrica (KRAKOWKA et al., 1996).

Segundo EATON et al. (1991), a inoculagdo de cepas de H. pylori deficientes
na producdo de urease induz o desenvolvimento de gastrite linfofolicular na maioria dos
leitdes infectados, embora seja imﬁossivel recuperar as bactérias dos fragmentos de mucosa
gastrica (EATON et al., 1991). A colonizagdo por cepas deficientes na produgdo de urease
é confirmada quando da sua inoculag@o em explantes do epitélio géstrico de leitdes ex vivo
(EATON & KRAKOWKA, 1995). Contudo, animais inoculados com a forma cocéide do
H. pylori ndo desenvolvem gastrite (EATON, CATRENICH, MAKIN, 1995).
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Os leitdes gnotobidticos também sdo utilizados em outros estudos sobre a
colonizagdo do H. pylori na mucosa gastrica (ENGSTRAND et al, 1992, RUDMANN,
EATON, KRAKOWKA, 2000), na verificagdo do papel da citotoxina e outros fatores de
viruléncia na ontogénese das lesdes (EATON et al, 1991; EATON, MORGAN,
KRAKOWKA, 1992; EATON et al, 1996b; EATON et al., 1997; EATON, MEFFORD,
THEVENOT, 2001a), na avaliagio de terapias para a cura da infeccdo (KRAKOWKA,
EATON, LEUNK, 1998), na produgdo de vacinas (EATON, RINGLER, KRAKOWKA,
1998) e no estudo da imunidade a infecgdo pela bactéria (KRAKOWKA et al.,1996).

E sugerido que os porcos sdo reservatorios naturais de outras espécies de
Helicobacter, particularmente o H. heilmanni (SVEC et al., 2000). Recentemente,
pesquisadores isolaram o microrganismo de animais com lesdes esofagicas, ressaltando a

importancia desta espécie na patogénese das lesdes (QUEIROZ et al., 1996).

1.4.2. Macaco

O H. pylori ja foi isolado da mucosa gastrica de varias espécies de macacos
(GHIARA et al., 1995; HANDT et al., 1997). Em geral, os animais colonizados apresentam
gastrite crdnica, caracterizada por intensa infiltracdo da mucosa e lamina prépria por
linfocitos, plasmécitos e macrofagos; alguns animais desenvolvem até mesmo foliculos
linféides.

Posteriormente, estudos utilizaram diferentes espécies de macaco como modelo
de primata ndo-humano para o estudo da infecgdo pelo H. pylori, obtendo resultados
semelhantes & patologia humana (EULER et al., 1990; DUBOIS, FIALA, WEICHBROD,
1995; DUBOIS et al., 1996; HANDT et al., 1997; STADTLANDER et al., 1998; DUBOIS
et al, 1999; REINDEL et al, 1999; SOLNICK et al, 1999; HARRIS et al, 2000;
MATTAPALLIL et al., 2000; MATZ-RENSING et al., 2001). Em dois desses estudos, os
autores verificaram que os animais sio infectados com sucesso quando sio utilizadas cepas
de H. pylori obtidas de outros macacos (DUBOIS et al., 1991; DUBOIS et al., 1996).
Outros autores observaram ainda que, durante a fase aguda da infecgdo, a resposta
imunolégica do macaco rhesus (Macaca mulatta) é predominantemente do tipo Thl
(MATTAPALLIL et al., 2000).
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Outros trabalhos empregaram testes sorologicos para o diagndstico da infecgéo
pelo H. pylori nos macacos (DUBOIS et al., 1995; HANDT et al., 1997). Pesquisadores
japoneses utilizaram o macaco rhesus para avaliar o papel da bactéria no retardo da
cicatrizagdo de ulceras pré-induzidas (KODAMA et al., 1996; OKUI et al., 1998). Além
disso, os macacos s3o empregados na verificagdo de terapias para a cura da infecgdo
(DUBOIS et al., 1998a; MYSORE et al., 1999) € nos estudos para a produgéo de vacinas
contra o H. pylori (STADTLANDER et al.,, 1996; DUBOIS et al.,, 1998a; LEE et al.,
1999a; LEE et al., 1999b; LEE, 2001).

Cabe ainda salientar que outras espécies de Helicobacter foram isoladas dos
macacos (FOX et al., 2001a; FOX et al., 2001b). Dentre elas, H. cinaedi foi identificado em
amostras do cdlon, figado e linfonodos mesentéricos de macacos rhesus com diarréia
cronica (FOX et al., 1995b). Estudiosos também verificaram que outras bactérias como
Ochrobactrum anthropi, Aeromonas salmonicida ¢ Pseudomonas vesiculares foram
isoladas de macacos-esquilo (Saimiri spp) portadores de gastrite (KHANOLKAR-
GAINTONDE et al., 2000).

1.4.3. Cao

O H. pylori nao foi isolado da mucosa gastrica de c@es. Entretanto, outras
espécies de Helicobacter, entre elas H. canis, H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis e H.
bilis podem colonizar o estdmago desses animais (EATON et al., 1996a; HAPPONEN et
al., 1998; CATOLLI et al., 1999; STRAUSS-AYALI, SIMPSOM, SCHEIN, 1999). Além
disso, organismos pertencentes ao género Campylobacter foram cultivados de amostras
fecais de cdes saudaveis e com diarréia (BURNENS et al., 1993).

Os modelos de infec¢do experimental com H. pylori em cées foram realizados
em animais gnotobidticos da raga Beagle, inoculados com suspensio concentrada da
bactéria. Os achados histopatologicos demonstraram que as lesdes obtidas foram
semelhantes as lesdes humanas, sendo inclusive visualizadas macroscopicamente. Os
animais permaneceram colonizados por pelo menos um mes € 0s autores constataram que o
H. pylori foi transmitido de animais infectados para néo-infectados (RADIN et al., 1990).
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Outros pesquisadores empregaram uma cepa de H. pylori adaptada ao
camundongo, observando que os cdes apresentaram sintomas agudos da infec¢io humana.
Na fase crénica da infecgdo, os animais exibiram gastrite, alteragdes epiteliais e linforna
MALT (ROSSI et al., 1999). Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que os cdes

Beagle sdo animais suscetiveis a infecgdo induzida pelo H. pylori.

Os c@es também foram utilizados como modelo para estudo da populagdo de
linfécitos durante a infecgdo. Os autores demonstraram que, nos estagios iniciais da
infeccdo, os neutrdfilos foram as células predominantes no infiltrado inflamatério.
Posteriormente, na fase cronica, as células mononucleares predominaram e tenderam a se
organizar em foliculos linféides. Além disso, a expressdo de IL-8 durante a infecgdo foi
concomitante ao afluxo neutrofilico, enquanto a expressdo de IL-6 tendeu a persistir
cronicamente (ROSSI et al., 2000).

Modelos experimentais utilizando c€lulas G isoladas do estdmago canino foram
realizados para verificar o efeito dos produtos do H. pylori e citocinas na liberacdo de
gastrina (BEALES et al., 1996; BEALES et al., 1997; LEHMANN et al., 1999).

Os cées também foram empregados para avaliar esquemas terapéuticos usados
na erradicagdo de espécies de Helicobacter caninas (HAPPONEN, LINDEN,
WESTMARCK, 2000) ¢ na verificagdo da eficacia do teste respiratério para a detecgdo de
espécies gastricas de Helicobacter (CORNETTA et al., 1998).

1.4.4. Gato

Recentemente, vérios estudos demonstraram a presenca do H. pylori no
estomago de gatos naturalmente infectados pela bactéria (HANDT et al., 1994; HANDT et
al., 1995; ESTEVES et al., 2001; SIMPSON et al., 2001). Estes estudos apresentam grande
implicagdo na saude publica, sugerindo que os gatos podem ser possiveis reservatorios do
H. pylori. Além disso, demonstram que o gato € uma espécie suscetivel a colonizagdo pelo

organismo.
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Baseando-se nesses achados, pesquisadores realizaram a infecgdo experimental
de gatos com isolados clinicos de H. pylori, obtendo resultados que reproduzem varias
caracteristicas da infec¢do humana (FOX, 1995a; FOX et al., 1996; PERKINS et al., 1998).

Cabe ressaltar ainda que outras espécies de Helicobacter, tais como H. felis e
H. heilmanii, sio isoladas com maior frequéncia da mucosa gastrica desses animais (el-
ZAATARI et al., 1997; NEIGER et al.,, 1998; STRAUSS-AYALI et al., 2001). Animais
sadios e com diarréia podem ainda ser colonizados com H. canis (FOLEY et al., 1999);
pesquisadores também relataram a coinfecgdo de gatos com espécies de Helicobacter e
Campylobacter (SHEN et al., 2001).

1.4.5.Roedores
1.4.5.1. Rato

Os modelos de infecgdo experimental com H. pylori em rato foram inicialmente
estabelecidos em animais previamente ulcerados pela inoculagdo de 4cido acético no
estomago. Nestes animais, a inoculagéo oral de H. pylori resultou no retardo da cicatrizagdo
das lesdes pré-formadas. Todavia, a infecgdo de animais ndo-ulcerados foi incapaz de
induzir a formacdo de lesdes gastricas (ROSS et al., 1992; LI et al., 1998). Posteriormente,
novos estudos foram realizados utilizando extratos aquosos das culturas de H. pylori; os
resultados revelaram que, nos animais previamente ulcerados, a administra¢do dos extratos
ocasionou o retardo da cicatriza¢do das lesdes (BRZOZWSKI et al., 1999; WATANABE et
al., 1999; MINE et al., 2000); em um desses estudos, os autores constataram o aumento na
proliferagdo e apoptose das células epiteliais (MINE et al., 2000).

Os extratos contendo produtos do H. pylori também foram utilizados para
verificar o papel da infecgdo na microcirculagdo da mucosa gastrica (ATUMA,
ENGSTRAND, HOLM, 1999; KALIA et al., 2000), na redug¢do da producdo de histamina
em ratos (KONTUREK et al., 2000a) e na avaliagdo da secregdo duodenal alcalina em
animais anestesiados (FANDRIKS et al., 1997).
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Culturas de células epitelais do trato gastrintestinal de ratos foram realizadas
para avaliar o papel do H. pylori na secregdo de pepsinogénio (JIANG et al., 2001) e o
papel citotoxico do LPS as células epiteliais (LAMARQUE et al., 2000).

Os ratos também foram empregados na verificagdo do papel da NO-sintase na
ontogénese das lesdes induzidas pelo H. pylori no epitélio duodenal (LAMARQUE et al.,
1998), no estudo do retardo do esvaziamento gastrico induzido pela inoculagio de LPS
(OKUMURA et al., 1998), no estudo do papel do LPS na microcirculagéo gastrointestinal
(KISS et al., 2000), em outros estudos sobre a microcirculagdo in vivo (KHALIA et al.,
2000) e nas pesquisas sobre o desenvolvimento de esquemas terapéuticos e drogas para a
cura da infecgdo (ISHIKAWA et al., 1999; SLOMIANY, PIOTROWSKI, SLOMIANY,
2000).

1.4.5.2. Cobaio

Os cobaios foram utilizados com sucesso no estudo da carcinogénese induzida
pela inoculagdo experimental de H. pylori. Por ndo produzirem a enzima gulonolactona
oxidase, esses animais sdo0 incapazes de sintetizar vitamina C, um importante antioxidante
(SHOMER et al., 1998b).

Animais infectados com H. pylori desenvolvem gastrite no antro; as lesdes
caracterizam-se por infiltrado inflamatério contendo polimorfonucleares e linfocitos, que
promovem a erosdo do epitélio gastrico (STUREGARD et al, 1998). Alguns animais
inoculados exibem o tecido linfoide associado & mucosa (MALT), sendo as estruturas
foliculares semelhantes a gastrite cronica humana. Por esse motivo, os autores sugerem que
a perda da gulonolactona oxidase nos cobaios pode estar relacionada & formagéo do tecido
linfoide nesses animais, favorecendo assim, sua utilizagio no estudo da carcinogénese
experimental induzida pelo H. pylori (SHOMER et al., 1998b).

Estudos realizados in vitro com células gasiricas isoladas do cobaio
demonstram que o LPS do H. pylori induz apoptose nestas células e estimula a sintese de
pepsinogénio (YOUNG et al, 1992; KAWAHARA et al., 2001). Além disso, as células
gastricas isoladas sdo utilizadas na verificagdo do papel das citocinas na infecgdo (TANI et
al., 1999) e da citotoxina do H. pylori na secregio acida (KOBAYASHI et al., 1996).
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Um estudo comparativo utilizando cobaios e camundongos inoculados com
H. pylori demonstrou que tanto a resposta soroldgica quanto a indugdo de gastrite foram
significantemente mais pronunciadas nos cobaios. Além disso, os niveis séricos da proteina
C3 exibiram-se elevados nestes animais, indicando a presenga de uma resposta inflamatéria
sistémica (SJUNNESSON et al., 2001).

1.4.5.3. Gerbil

A inoculagdo experimental do gerbil Mongoliano com cepas humanas de H.
pylori tem demonstrado resultados promissores para o estudo da infecgdo induzida pela
bactéria. Em geral, todos os animais inoculados exibem gastrite severa na mucosa antral;
alguns desenvolvem tlcera gastrica (MATSUMOTO et al., 1997; SAWADA et al., 1998;
WATANABE et al., 1998; KETO et al., 1999; MIYATA et al, 1999; TAKAHASHI,
OKABE, 1999). Além disso, estudiosos obtiveram resultados satisfatérios quanto a
carcinogénese experimental induzida pela inoculagdo do H. pylori nestes animais
(WATANABE et al., 1998; IKENO et al., 1999; SHIMIZU et al., 1999a; SHIMIZU et al.,
1999b). Estudos verificando a influéncia da infec¢do em lesdes cancerigenas previamente
induzidas também foram realizados (SUGIYAMA et al; 1998; TATEMATSU et al; 1998;
SHIMIZU et al., 1999a; TOKIEDA et al., 1999; MARUTA et al., 2000; SHIMIZU et al.,
2000; KATAOKA et al., 2001; MARUTA et al., 2001).

Considerando o sucesso no estabelecimento da infecg¢do experimental pelo H.
pylori no gerbil, pesquisadores tém empregado este modelo animal no estudo de esquemas
terapéuticos e drogas desenvolvidas para a cura da infecgdo (KUSUHARA et al., 1998;
STUREGARD et al., 1998; SUZUKI et al., 1998; IKENO et al., 1999; KETO et al., 1999;
MABE et al, 1999; KATAOKA et al, 2001; TAKAHASHI et al., 2001). Os modelos
induzidos no gerbil permitiram verificar ainda as alteragdes epiteliais e da secregdo de
gastrina nos animais infectados pela bactéria (PEEK et al., 2000; TAKASHIMA et al.,
2001). Além disso, o gerbil ¢ amplamente utilizado em estudos que visam compreender os
mecanismos patogénicos da infecgdo, salientando os eventos imunolégicos e inflamatérios
que modulam o seu desenvolvimento (IGUCHI, SHIOTANI, NISHIOKA, 2000; MATSUI
et al, 2000; OGURA et al, 2000; TAKAHASHI, FUJITA, YAMAMOTO, 2000;
KUMAGAI et al., 2001; OSAWA et al; 2001).
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Acredita-se que o gerbil mongoliano é uma espécie suscetivel a colonizagao
pelo H. pylori, devido a presenca de células CTMC no jejuno desses animais. Estas células
sdo responsaveis pela regulagdo da resposta imune contra parasitas no trato gastrointestinal.
Os ratos e os camundongos apresentam células MMC no intestino, que realizam papel
semelhante. Entretanto, é sugerido que as CTMC sdo menos efetivas que as MMC na
eliminagdo dos parasitas, favorecendo assim, a multiplicacdo bacteriana e o
estabelecimento das lesdes no gerbil. Adicionalmente, estudiosos sugerem que outros
fatores, como produgdo de citocinas ou moléculas de adesdio também podem estar
envolvidos na ontogénse das lesdes gastricas induzidas pelo H. pylori nestes animais
(MATSUMOTO et al., 1997; WATANABE et al., 1999).

Na tentativa de verificar a importancia de fatores do hospedeiro na colonizagéo
pelo H. pylori, OSAWA et al. (2001) infectaram gerbils e camundongos com a bactéria. Os
resultados revelaram que o estdmago do gerbil apresenta maior quantidade de receptores de
adesdo para a bactéria, quando comparado ao estdmago do camundongo, explicando assim,

0 maior numero de organismos isolados no gerbil.

Apesar de ser considerado um modelo experimental adequado ao estudo da
infecgdo induzida pelo H. pylori, o gerbil ainda é pouco utilizado pelos pesquisadores
(RABELO-GONCALVES et al., 2000). Entretanto, por apresentar maior sobrevida que os
camundongos e possuir maior quantidade de tecido gastrico disponivel para os estudos
histopatologicos, compreende um modelo animal com vantagens adicionais ao estudo da
infec¢do induzida pelo H. pylori (WIRTH et al., 1998).

Cabe ainda ressaltar que pesquisadores isolaram colonias de H. hepaticus de
gerbil mantidos em laboratério (GOTO et al., 2000).

1.4.5.4. Camundongo

O camundongo ¢ a espécie de animal de laboratério mais utilizada nos estudos
sobre a infecgdo experimental induzida pelo H. pylori. Trata-se de um animal de facil
manutencdo, manipulagdo e baixo custo, que quando inoculado, reproduz muitas
caracteristicas da infec¢ao humana (RABELO-GONCALVES et al., 2000).
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O primeiro estudo sobre a infeccdo experimental pelo H. pylori em
camundongos foi estabelecido com sucesso em 1991. Os autores infectaram animais da
linhagem BALB/c atimicos (nude) e eutimicos com cepas de H. pylori isoladas de
pacientes. Os resultados revelaram que, embora a colonizagdo foi mais persistente nos
animais atimicos, todos os animais inoculados com cepas frescas desenvolveram gastrite e
duodenite (KARITA et al., 1991).

Posteriormente, pesquisadores empregaram outras linhagens de camundongo no
estudo da infecgdo. Dentre elas, a linhagem C57Bl/6 demonstrou-se bastante suscetivel a
inoculagdo oral tanto de H. pylori quanto de H. felis; nestes animais, a colonizagdo € mais
persistente e alguns camundongos desenvolvem gastrite atréfica (KIM et al., 2001; FOX et
al., 2000; SAKAGAMI et al., 1998).

O camundongo tem sido amplamente utilizado nos estudos sobre a imunidade
da infecgdo pelo H. pylori (AEBISCHER et al., 2001; BURICH et al., 2001; CHEN, SHU,
CHADWICK, 2001; EATON & MEFFORD, 2001; EATON et al., 2001b; EATON et al.,
2001c; SOMMER et al., 2001; SURESH et al., 2001; CHEN, SHU, CHADWICK, 1999;
MOHAMMADI et al., 1996).

Outros pesquisadores utilizaram o camundongo para verificar o papel da
citotoxina e do cagA do H. pylori na ontogénese das lesdes gastricas (SALAMA et al.,
2001; STUREGARD et al., 2001; KAMRADT et al., 2000; SHEU et al., 1999; GHIARA et
al., 1995; TELFORD et al., 1994) Além disso, os camundongos foram empregados na
produgdo de vacinas anti-H. pylori (CORTHESY-THEULAZ et al., 1995; MARCHETTI et
al., 1995; GUY et al., 1999; RUIZ-BUSTOS et al., 2000; SUTTON, WILSON, LEE, 2000;
TODOROKI et al., 2000; WELTZIN et al, 2000; LEE et al, 2001; RADCLIFF &
FERRERO, 2001; SANCHEZ et al., 2001), na avaliagdo de terapias ¢ drogas para a sua
erradicagio (KARITA, LI, OKITA, 1993; MAKINO et al., 1998; YOSHIDA et al., 1999;
DIAL et al, 2000; JENKS et al., 2000; WANG et al., 2000b; WANG et al., 2001), na
verificagdo da patogenicidade das formas cocdides da bactéria (CELLINI et al, 1994;
WANG et al., 1997) ¢ em estudos sobre o papel protetor dos lactobacilos na infecgéo
induzida pelo H. pylori (KARITA et al., 1994; KABIR et al., 1997).
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Dentre outras espécies, o Helicobacter bilis é um patégeno que esta associado 2
hepatite e distirbios intestinais em algumas linhagens de camundongo (FOX et al., 1995;
RILEY et al., 1996; HAINES et al., 1998; SHOMER et al., 1998a; WHARY et al., 2000;
GE, DOIG, FOX, 2001a). Animais portadores de H. bilis podem estar coinfectados com
H. rodentium e apresentar diarréia (SHOMER et al., 1998b). Os camundongos podem ser
colonizados ainda com H. hepaticus, H. rodentium, H. typlhonicus e H. trogontum (SHEN
et al., 1997, MOURA et al, 1998; FRANKLIN et al, 1999; WHARY et al., 2000;
GE et al., 2001b).
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Foram objetivos do presente estudo:

e Estabelecer a infec¢do experimental de camundongos BALB/c com uma

cepa patogénica (cagA” e vacA") de H. pylori;

e Realizar a inoculagdo da cepa em dois grupos de animais, sendo um deles
infectado com a cepa fresca e o outro, inoculado com a mesma cepa estocada
a -80°C por 30 dias;

e Avaliar histologicamente a intensidade e a natureza do infiltrado
inflamatério induzido pela inoculagdo da cepa nos dois grupos, considerando

o periodo de evolugdo da infecgdo.
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3.1. OBTENCAO DA CEPA BACTERIANA

3.1.1. Coleta dos fragmentos de mucosa gistrica para a cultura: durante a
endoscopia digestiva alta realizada no Centro de Diagnéstico de Doengas do
Aparelho Digestivo da Universidade Estadual de Campinas (Gastrocentro-
UNICAMP), foram coletados trés fragmentos antrais de um paciente do sexo
masculino, portador de multiplas ulceras gastricas. Os fragmentos foram
adicionados em solugdo de BHI acrescido de glicerol a 15% (KITSOS &
STADTLANDER, 1998) e mantidos em banho de gelo, até serem processados
para a cultura. Outras biopsias adicionais, sendo duas do antro e duas do corpo,
também foram coletadas do mesmo paciente e submetidas aos processos
rotineiros para inclusdo em parafina e coloragdo hematoxilina-eosina, visando

analise histopatologica posterior.

3.1.2. Anilise dos fragmentos de mucosa gastrica destinados a histopatologia:
o exame histopatolégico dos fragmentos de biépsia coletados demonstrou gastrite
cronica moderada (borda de ulcera péptica cronica) associada a infec¢do pelo
H. pylori.

3.1.3. Teste da urease pré-formada: outro fragmento antral do mesmo paciente foi
coletado e introduzido em um frasco contendo meio de Christensen modificado.
Em seguida, foi incubado a 37°C por 24 horas, quando foi realizada a leitura da
reacdo. A mudanga de cor do meio de &mbar para rosa confirmou a presenca de

uma cepa de H. pylori urease positiva.

3.1.4. Cultura: os fragmentos antrais em meio BHI e mantidos em banho de gelo
foram homogeneizados e inoculados em meio Belo Horizonte modificado
(BHMm) (QUEIROZ, MENDES, ROCHA, 1987 - com modificagGes). Este
meio é composto por 4gar-infusdo de cérebro-coragdo (Difco Laboratories,

Detroit, MI, EUA), suplementado com heméceas desfibrinadas de carneiro a
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10%, 10mg/l de vancomicina, Smg/l de lactato de trimetroprima, 2500U1/1 de
polimixina B (Skirrow’s supplement, Oxoid, Basingstoke, France), 2mg/l de
anfotericina B e 40mg/ml de cloreto trifeniltetrazolio. As placas foram
incubadas em atmosfera de microaerofilia, obtida com o emprego de
Microaerobac (Probac, Sdo Paulo, SP, Brasil) e mantidas a 37°C, durante cinco
dias. As placas geradoras de microaerofilia foram trocadas a cada 2 dias.

3.2. PREPARO DA SUSPENSAO DE INOCULO

3.2.1. Extracdo do DNA gendmico do H. pylori: o DNA gendmico da cepa de H.
pylori empregada neste estudo foi extraido a partir de amostras das coldnias
obtidas em meio BHMm. As amostras foram coletadas com alca estéril e
homogeneizadas em tampdo TE. A extragdo foi realizada segundo a
metodologia descrita por ZHU, QU, ZHU (1993), que utiliza o cloreto de
benzila para obten¢@o do material genémico.

3.2.2. PCR para a amplificacdo dos genes cagA, vacA e ureA: a amplificacdo dos
genes cagA, vacA e ureA da cepa de H. pylori isolada neste estudo foi realizada
segundo a metodologia descrita por ATHERTON et al. (1995). O PCR foi
realizado com 2l da amostra contendo o0 DNA gendmico da cepa em estudo e
2pl de cada par de primer. Para amplificacdo do gene cagA foram empregados
os primers: CAG-1(S): 5°-gataacaggcaagctittgagg-3’(22) ¢ CAG-2(A): 5°-
ctgcaaaagattgtttggcaga-3° (22). Para amplificagdo do gene vacA foram
utilizados os primers: VAC-1(S): 5’-atggaaatacaacaaacaca-3’(20) ¢ VAC-2(A):
5’-ctccagaacccacacgatt-3°(19). Para amplificagio do gene ureA foram
utilizados os primers: URA-1(S): 5’-gccaatggtaaattagtt-3°(18) e URA-2(A): 5°-
ctecttaattgtttttac-3’ (18). A amostra e os primers foram adicionados em tubos
especiais para PCR contendo esfera constituida por enzima taq polimerase e
deoxinucleotideos (Ready to go, PCR Beads, Pharmacia Biotech), sendo o
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volume final obtido 24pl. A amplificagdo foi realizada em um termociclador
com desnaturagdo inicial de 95°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 1minuto, anelamento a 52°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 1 minuto. Em seguida, o produto da amplificagdo permaneceu a 72°C
por mais 5 minutos e foi estocado a 4°C; a analise do produto de PCR foi
realizada pela eletroforese em gel de agarose a 2%. As bandas foram
visualizadas usando luz ultravioleta.

3.2.3. Multiplicagio da biomassa bacteriana: no 5° dia de incubacdo da placa
semeada, verificou-se o crescimento de colonias morfologicamente semelhantes
ao H. pylori. Os testes de catalase, urease e oxidase foram positivos para as
amostras das colonias. Esfregacos das colonias corados por Gram revelaram a

presenga de bacilos gram-negativos com aspecto morfolégico semelhante ao H.
pylori.

Visando multiplicar a biomassa bacteriana, uma parte das colonias foi
transferida para um frasco contendo cerca de 150ml de caldo Brucella suplementado com
soro fetal bovino a 2% (KARITA et al., 1991). O frasco foi mantido em microaerofilia, a
37°C, sob agitagio constante (36 r.p.m.) por 24 horas, quando 100ml de caldo fresco e
suplementado foram adicionados a suspensdo inicial. O frasco foi mantido sob as mesmas
condices por mais 24 horas. Outra amostra das colonias isoladas foi armazenada em meio
BHI com glicerol a 15% (KISTOS & STADTLANDER, 1998) e mantida a -80°C por 30
dias.

3.2.4 Preparo da suspensdo de inéculo: no 2° dia de incubagéo das colonias em caldo
brucella, foram centrifugadas aliquotas de 40ml da suspensdo, a 3600r.p.m.,
durante 20 minutos. O precipitado foi ressuspendido em Sml de caldo fresco e
suplementado. Uma aliquota de 500p1 foi misturada com 1000yl de caldo fresco
e a concentragio final de bactérias foi ajustada segundo a metodologia descrita
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por SHOMER et al. (1998). Assim, na absorbancia de 600nm, o valor da
suspensdo igual a 1.0, corresponde & concentragéo de 10° UFC/ml. Uma parte da
suspensdo foi utilizada imediatamente para a infecgio de um grupo de animais. A
quantidade restante foi mantida, sob agitacdo frequente, em atmosfera
microaerofilica, a 37°C, por mais 24 horas, quando o calculo da concentragio
bacteriana foi novamente realizado. Ap6s 30 dias mantida a -80°C, a amostra das

col6mnias foi semeada em BHMm para o preparo de nova suspensio de inéculo.

3.3. INFECCAO EXPERIMENTAL

Foram empregados neste estudo 126 camundongos BALB/c machos, com 6 a 8

semanas de idade, provenientes do Centro Multi-Institucional de Bioterismo (CEMIB) da

UNICAMP. Os animais foram mantidos sob condi¢Oes de temperatura e luminosidade
controladas (estante Alesco, Monte Mor, SP, Brasil), recebendo 4gua e alimento

esterilizados. No momento da infecgdo experimental, estes foram divididos em trés grupos:

3.3.1,

33.2.

Grupo A (GA) - Animais inoculados com suspensio preparada com
bactérias frescas: 42 camundongos foram mantidos em jejum por 24 horas.
Em seguida, foram inoculados intragastricamente com 1ml da suspensao
bacteriana preparada segundo item 3.2.2. Para todas as inoculacdes foi utilizada
sonda uretral pediatrica n° 4 (Embramed, Sao Paulo, SP, Brasil). Logo apds a
inoculagdo, morreram trés animais deste grupo, permanecendo assim, 39
camundongos inoculados. Cerca de 24 horas apds a primo-infec¢do, todos os

animais foram reinoculados com a mesma quantidade da suspensdo bacteriana.

Grupo B (GB) - Animais inoculados com suspensio preparada com
bactérias congeladas: 42 camundongos foram mantidos em jejum por 24
horas. Em seguida, foram inoculados intragastricamente com 1ml de suspensao
preparada com a amostra das colonias congelada por 30 dias. Todos os animais
foram reinoculados com a mesma quantidade da suspensdo, 24 horas apds a

primo-infeccao.
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3.3.3. Grupo C (GC) - Animais inoculados com caldo brucella: 42 camundongos
foram mantidos em jejum por 24 horas. Em seguida, foram inoculados
intragastricamente com Iml de caldo Brucella suplementado com soro fetal
bovino a 2%. Cerca de 24 horas apés a primeira inoculagio, os animais foram

reinoculados com a mesma quantidade de caldo, constituindo o grupo controle.

3.4. SACRIFICIO DOS ANIMAIS E COLETA DO MATERIAL

Lotes de 6 a 7 animais de cada grupo foram sacrificados por deslocamento
cervical aos 7, 14, 21, 28, 35 e 60 dias ap6s a reinoculagdo. Apos o sacrificio, o estomago e
o duodeno foram coletados e lavados em solugio salina estéril. O estomago foi dividido ao
meio, no sentido da grande curvatura; o intestino, ndo foi separado do estdomago e sofreu
corte longitudinal, sendo também dividido em duas metades. Uma parte dos orgdos foi
aberta em papel de filtro e presa nas extremidades com alfinetes para a fixagdo em formol
12%. A metade restante foi fragmentada em corpo, jungdo piloro+antro e duodeno, sendo
destinada aos procedimentos para a pesquisa de H. pylori na mucosa gastrica e duodenal.
Todos os fragmentos submetidos a cultura foram adicionados em solucdo de BHI e

estocados em banho de gelo até o momento da semeadura em BHMm.

3.5. PESQUISA DE H. pylori NA MUCOSA GASTRICA E DUODENAL

3.5.1. Cultura: os fragmentos do corpo, da jungdo antro+piloro e duodeno foram
homogeneizados em solugdo de BHI e inoculados em BHMm. As placas foram
incubadas em atmosfera de microaerofilia, obtida com o emprego de
Microaerobac ¢ mantidas a 37°C, por 3 a 7 dias. A identificacdo do
microrganismo foi baseada na presenga de coldnias tipicas, na morfologia da
bactéria a coloragdo Gram e na positividade dos testes de urease, catalase €
oxidase.
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3.5.2. Colora¢io Giemsa: a metade restante dos fragmentos de estdmago e duodeno
foi fixada em formaldeido a 12%, por pelo menos 24 horas, quando sofreram os
processos rotineiros para inclusio em parafina. Cortes histol6gicos de Sum de
espessura foram corados pelo método de Giemsa modificado, para pesquisa do
H. pylori. As laminas foram visualizadas em objetiva de imersdo (1000X). O
resultado foi considerado positivo ou negativo, independente da regifo do trato

gastrintestinal murino observada.

3.6. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Todos os fragmentos de estdmago e duodeno corados por hematoxilina-eosina
foram analisados histologicamente para verificagdo da presen¢a de infiltrado inflamatério.
Quando presente, o infiltrado foi classificado de acordo com a escala descrita por Cellini
et al. (1994), com algumas modificagdes, quanto a: A) intensidade (normal; discreta;
moderada e intensa); B) natureza (linfomonocitaria; linfoplasmocitaria); C) camadas
atingidas, sendo esta varidvel dividida em: mucosa+lamina propria (auséncia do infiltrado:
presenga do infiltrado), submucosa (auséncia do infiltrado; presenc¢a do infiltrado) € serosa
(auséncia do infiltrado; presenca do infiltrado); D) Presenca de erosdes ou ulceragdes
(ausente, presente); E) Presenca de gastrite (ausente, presente) e F) Presenca de duodenite
(ausente; presente). Os resultados foram expressos em tabelas contendo o percentual de
animais relativo a cada varidvel estudada. Os niimeros entre paréntesis correspondem a

relagao do mimero de animais em cada variavel sobre o n total de animais estudados.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Para verificar se houve diferenca entre os grupos com relacdo as variaveis
descritas, foi utilizado o teste exato de Fisher, sendo considerada significativa a diferenca
quando o p-valor < 0.05 (AGRESTI & FINLAY, 1986).
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3.8. COMITE DE ETICA

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité
de FEtica em Experimentagio Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP
(CEEA/IB/UNICAMP-protocolo n° 80-2), sendo realizados segundo as normas
estabelecidas pelo Comité.
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4.1. RESULTADOS MACROSCOPICOS

N&o foram observadas alteracdes macroscopicas no trato gastrintestinal dos
animais utilizados no estudo, considerando os perfodos de evolugdo da infec¢do. Entretanto,
aos 28 dias pi, um dos animais do grupo GB exibiu material amorfo e acumulo atipico de
urina na bexiga. Amostras de tecido do 6rgdo foram coletadas e coradas por hematoxilina-
eosina e Giemsa, apresentando-se histologicamente normais e negativas quanto a pesquisa

da bactéria.

4.2. PCR

Marcador rag/ vacA Marcador

FIGURA 1. Gel de Eletroforese da amplificagdo dos genes cagA, vacA e ureA

4.3. PESQUISA DE H. pylori NA MUCOSA GASTRICA E DUODENAL
4.3.1. Cultura:

N#o foi observado crescimento de microrganismos em nenhum dos grupos

realizados no estudo.
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4.3.2. Colorag¢ao Giemsa:
O H. pylori foi observado na camada de muco do corpo géstrico em todos os
periodos de evolugdo da infec¢fo na maioria dos animais inoculados. A quantidade de
bactérias diminuiu significantemente durante a evolugdo da infeccdo (observagles

pessoais).

4.4. RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS

A andlise histologica do estdmago dos animais inoculados revelou que o
H. pylori foi capaz de induzir uma resposta inflamatoria discreta no antro aos 21 dias pi
(p-valor = 0.0261/tabela 1). O infiltrado era predominantemente linfomonocitario e
permeava a ldmina prépria, submucosa e serosa dos animais do GA. No GB, os animais
exibiram infiltrado composto pelos mesmos tipos celulares, porém visualizado na
submucosa e serosa antral. Além disso, notou-se um maior percentual de animais
acometidos pelo infiltrado no GA.

No corpo gastrico, o infiltrado inflamatério foi significantemente observado aos
14 e 21 dias da infecg¢dio (p-valor = 0.0166 e 0.0332, respectivamente), apresentando-se
tipicamente linfomonocitdrio nos dois grupos de animais inoculados. Além disso, o0s
animais do grupo GA foram mais acometidos pelo infiltrado aos 14 dias; no 21° dia, 17%
dos animais nesse grupo exibiram infiltrado moderado em todas as regides do corpo
gastrico (tabela 2).

A andlise dos dados histopatologicos do piloro demonstrou que, embora alguns
animais inoculados com o H. pylori tenham apresentado discreto infiltrado
linfomonocitario, ndo foram observadas diferengas significantes entre os grupos estudados
(tabela 3).

No duodeno, o infiltrado inflamatério esteve presente nos dois grupos
infectados desde o 7° dia da inoculagdo experimental, ocasionando duodenite discreta a
moderada na maioria dos animais. Embora as células inflamatérias foram visualizadas nas
vilosidades e mucosa duodenal nos dois grupos, nos animais inoculados com a cepa fresca
(GA), o infiltrado exibiu-se tipicamente linfoplasmocitario até o 35° dia. Além _disso, tanto
no grupo GA como no grupo GB, notou-se edema nas vilosidades preen;:hjdas pelo

infiltrado, bem como congestdo vascular (tabela 4).
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Tabela 1. Percentual de animais com infiltrado inflamatério no antro

& Intensidade Natureza Regides
I
Evolugio  Grupo N D M IM LP SB SE p-valor
100%
GA: e ° : n s > - s
100%
7dias GB (77 = N - - & . -
100%
6C o - : . ) ) _ .
ca  B% 1% 100% _ 100% )
(/6)  (1/6) /1) (/1)
100%
14 dias GB (7 m" , - . ; - _ ) P=0.3
100%
¢ an - i = & ? .
ca 2% 7% 100% _ 100% 67%  100%
(1/4)  (3/4) (/3) GB3) 23) GB3)
—— g 1% 2% 100% 100% 100%  peg.026]
I v E))] (272) (272) (272
100%
°« om - -
ca ST 8% 100% C100%
@n G (13) )
- 43%  57% 100% 75%  50%
28 d i . i P=0.1151
1as GB 377 @) (4/4) Gl4)  (24)
100%
N - T - -
ca % 29%  100% ) 100%
G/7 @ (2/2) (2/2)
. 71%  29% 100% 50%  50%
35 dias GB 2 on @2) Ay Qmy  Pe04ss
100%
€ om °© : S g :
ca 1% 9% 100% _ 50% 50%
G @) eR) (172) a17)
o 00%
60 dias am P=0.3
100%
am

GA: cepa fresca; GB: cepa congelada; GC: animais controle; Intensidade: N-normal; D-discreta;

M-moderada

Natureza:LM-linfomonocitaria;LP-linfoplasmocitria; Regides:M/L-mucosa + lamina proépria;

SB-submucosa;SE-serosa
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Tabela 2. Percentual de animais com infiltrado inflamatério no corpo

= Intensidade Natureza Regides
Evinclo  Grype—g D ™M LM LP ML SB Sg  Pvalor
100%
A ey - - - - - -
. 100%
7dias GB /7) - - - - - - -
100%
Ge (77) ) ) ) i ) i )
ca 3% 6%  100% 7% 5%
2/6)  (4/6) (4/4) (3/4) (1/4)
. 86%  14% 100% 100%
14 dins GB  wn amn any - . iy Treeee
100%
GC  am - R - -
ca  B%  S0%  17% 100%  S0% 75%  S0%
Q/6) (3/6) (1/6) (4/4) Qi4)  (Gl4) (/4)
. 43%  57% 100% 100% 100%
21.dias GB 3y @wmn T @4 T @4 T (4 P00332
100%
GC (7/7) ) ) ) ) ) ) )
ca  ST% 29% 14% 100% _ 33% 100%
@n @mn W @B 13) ()
. 50%  50% 100% 67% 100% 33%
28 dias GB Gy @) - @G3) T @3 @B aaz oM
100%
A 7 : - : -
ca 8% 1% 100% ) 100%
&7 /1) (/1)
. 86%  14% 100% 100%
35 dias € on am °  am - - - any P07
100%
6C “am ) . . -
ca % 4% 100% ) _100%
©7 (/1) (/1)
: 100%
60 dias GB 17 - - - - - - - P=1.0
100%
GC 9y - - ; ; - - -

GA: cepa fresca; GB: cepa congelada; GC: animais controle; Intemsidade: N-normal; D-discreta;
M-moderada
Natureza:LM-linfomonocitaria;LP-linfoplasmocitaria; = Regides:M/L-mucosa + lamina  prépria;

SB-submucosa;SE-serosa
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Tabela 3. Percentual de animais com infiltrado inflamatdrio no piloro

Intensidade Natureza Regides

Evolugio  Grupo N D M IM 1P ML  SB SE p-valor
100%
GA 66 - - - - - -
. 100%
Tdias GB a7 - = - = = " =
100%
¢ amn - ¢ S - -
ca 8% 1% 100% _ 100% _ 100%
(/6)  (1/6) (1/1) /1) (/1)
. 100%
14 dias 6B  on - - ~ & B 5 ; P=0.3
100%
€ o - - - i ” §
ca 0% 0% 100% _ 50%  S0%
Q/4)  (2/4) 127)) 12) (172)
. 86%  14% 100% 100%
21 dias GB ©7 (7 - an - - am - P=0.2270
100%
“« o - - - - -
ca % %% 100% _ 100% _ 100%
G @) @) 2/2) @/2)
. 2%  28% 100% 100% 50%
284 5 " ; P=0.4842
s GB sy @) @) @) (12)
100%
S ‘om - - - - -
100%
. Yol 14-0/ - IO;J‘V - 10;30/ - 10;10/
. 0 (1] (] 0 (]
35dias  GB o oy - amy - oamy - oam O3
100%
€ am - ) T ) ;
100%
GA gy ] - - -
. 100%
60 dias GB ) - - - - - - -
100%
GC  om ) i ) ) ) ) )

GA: cepa fresca; GB: cepa congelada; GC: animais controle; Intemsidade: N-normal; D-discreta;
M-moderada
Natureza:LM-linfomonocitaria;LP-linfoplasmocitiria; — Regides:M/L-mucosa + ldmina  prépria;

SB-submucosa;SE-serosa
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Tabela 4. Percentual de animais com infiltrado inflamatério no duodeno

- Intensidade Natureza Regioes
Evol
volugdo  Grupo ———0 1M LP VM SB Sg_ Palor
oA 8% 20% —100% 100% ]
@5 (/5 any (/1)
. 29% 57% 14%  60% 100% 100%
7d - '
i CB am @n am G5 (65 65 P=0.021
100%
GC (77 ) i . ) ) . )
ca 1% 33%  S0% 20% 80% 100% ]
(16) (2/6) (6) (/5 (4/5) (5/5)
. 43%  14% 43% T5% 25%  100%
Midin GB Gm am G Gy (k) @4y - P=.014
ce  100%
amn ¢ . ” - ; -
- o 60% 40% 40%  60% 100% )
G/5) @5 (5 (/5) (565
. 43%  57%  100% 100%
21 dias GB - S - P=0.0001
100%
G am - ? : - g g -
- ) O 100%  14%  86% 100% )
am QI e
. 14%  29% 57% 83% 17%  100%
Mdias  GB iy @my @y o) e ) - - P=0.0004
100%
SC a7 - - - - - -
o O ST%  43%  14%  86% 100% )
@n Gm wn ©e1n @)
A 57%  43%  57%  43%  100%
35 dias GB T @mn Gm @&mn 3m I - P=0.0000
100%
6 o - - - - - - -
A D% T% _ 80% 20% 100% )
@7 (57) @s) /5  (5/5)
. 43%  29%  29%  100% 100%
60 dias GB G/7) Q7 Q1) (@A) (4/4) - P=0.0102
100%
6C G - - . - . - -

GA: cepa fresca; GB: cepa congelada; GC: animais controle; Intensidade: N-normal; D-discreta;

M-moderada

Natureza:LM-linfomonocitaria;LP-linfoplasmocitaria;

SB-submucosa;SE-serosa

Regides:M/L-mucosa

+

lamina  propria;
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FIGURA 2. Vilosidades intestinais e mucosa duodenal preenchidas por discreto infiltrado
linfomonocitario em um animal do grupo GB, aos 7 dias apos a infecgdo.

Nota-se discreto edema na vilosidade. Coloragdo Hematoxilina-Eosina,

(400X).
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FIGURA 3. Aspecto geral do estdmago de um animal controle exibindo todas as camadas
teciduais sem alteragdes histopatologicas. Coloragdo Hematoxilina-Eosina,

(100X).
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FIGURA 4. Presenca de moderado infiltrado linfomonocitario na porgdo inferior da
mucosa, ldmina propria e submucosa do corpo gastrico de um animal do
grupo GA no 28° dia da inoculagdo. Coloragdo Hematoxilina-Eosina,
(400X).
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FIGURA 5. Presen¢a de moderado infiltrado linfoplasmocitdrio nas vilosidades e mucosa
intestinal de um animal do GA sacrificado aos 35 dias pi. Coloragio
Hematoxilina-Eosina, (400X).
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FIGURA 6. Visualizagdo do H. pylori na camada de muco do corpo géstrico de um animal
do grupo GA no 7° dia apés a infecgdo. Coloragfio Giemsa modificado,

(1000X-imersdo).
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A infecgfio pelo H. pylori é a principal doenga infecciosa que acomete o homem
(FOX et al., 2000). Entretanto, existe grande limitagdo do uso de voluntérios humanos para
o estudo da infecgdo. Por esse motivo, vérios pesquisadores tém se empenhado no
estabelecimento de modelos experimentais que reproduzam as caracteristicas da infecgio
humana. Além disso, o desenvolvimento dos modelos experimentais permite avaliar
detalhadamente os mecanismos patogénicos da infec¢do, bem como a produgdo de novos
farmacos e vacinas contra a bactéria.

Deste modo, varios modelos animais de uso convencional € ndo-convencional
nos laboratorios ja foram utilizados no estabelecimento da infec¢io experimental pelo
H. pylori. Dentre as espécies convencionalmente empregadas, destacam-se os pequenos
roedores, particularmente o camundongo (RABELO-GONCALVES et al, 2000).
Baseando-se nesses achados, o presente estudo teve como principal objetivo estabelecer um
modelo experimental murino para a infec¢do pelo H. pylori, utilizando o camundongo
BALB/c ¢ uma cepa patogénica da bactéria.

A escolha do camundongo BALB/c para o estudo da infecgdo foi realizada
considerando que, dentre as diferentes linhagens de camundongo disponiveis, a BALB/c ¢
geralmente a mais utilizada pelos pesquisadores sendo, portanto, de facil obtengdo,
manipulagdo e baixo custo (RABELO-GONCALVES et al, 2000). Entretanto, os
resultados aqui obtidos demonstraram que esta linhagem € pouco suscetivel a inoculagéo
oral do H. pylori, embora os animais infectados tenham apresentado duodenite ¢ infiltrado
inflamatério no estdmago.

Em 1991, KARITA et al. empregaram o camundongo BALB/c com sucesso no
estudo da infecgdo pelo H pylori. Os animais inoculados desenvolveram gastrite e
duodenite; alguns exibiram erosdes e/ou ulceragdes no epitélio gastrico e o organismo foi
isolado dos fragmentos de mucosa gastrica (KARITA et al., 1991). Posteriormente, outros
pesquisadores utilizaram o camundongo BALB/c e obtiveram resultados semelhantes aos
achados histopatolégicos no homem. Entretanto, estudos comparando a infecgdo de
diferentes linhagens de camundongos com H. pylori e H. felis demonstraram que o
camundongo BALB/c é mais resistente a infecgéo, enquanto a linhagem C57Bl/6 ¢ bastante
suscetivel a inocula¢do oral dessas espécies (SAKAGAMI et al., 1996; LEE et al., 1997;
FOX et al., 2000; KIM et al., 2001).

Discussdo
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Comparando a imunidade das linhagens C57Bl/6 ¢ BALB/c inoculadas com
H. pylori, FOX et al. (2000) relataram que o camundongo C57Bl/6 apresentou resposta
imunolégica do tipo Thl durante a infecgdo, sendo considerado mais suscetivel a bactéria.
Nos camundongos BALB/c a resposta observada foi do tipo Th2. MOHAMMADI et al.
(1997) verificaram que, durante a infecgdo pelo H. felis em camundongos BALB/c, as
células do tipo Th2 podem reduzir a quantidade de bactérias no estdmago. Adicionalmente,
KIM et al. (2001) descreveram que a resposta sorologica da linhagem BALB/c € mais
intensa quando comparada a resposta dos animais C57Bl/6, evidenciando a importancia dos

fatores do hospedeiro no estabelecimento e manutengdo da infecgéo.

Resultados semelhantes foram visualizados por DEY et al. (1998) quando
compararam a producdo de citocinas em diferentes linhagens de camundongos infectados
pelo H. pylori. Os autores também observaram discreta resposta inflamatéria no estdmago
do camundongo BALB/c. Todavia, nas linhagens C57BL/6 e C3H/He, a infiltra¢do exibiu-
se mais intensa e a produgdo das citocinas Il-4, IL-10, IL-2, TNF-a. e INF-y estava
aumentada. Contrariando esses resultados, a linhagem BALB/c exibiu-se inativa na

produgdo destas citocinas, exceto para a IL-2.

Os resultados da cultura aqui descritos ressaltaram que a cepa utilizada foi
incapaz de colonizar o trato gastrintestinal dos animais inoculados. Sabe-se que a
positividade tanto da cultura quanto do teste da urease do H. pylori sdo dependentes do
numero ¢ da distribuicdo das bactérias na mucosa gastrica (ANDERSEN et al.,, 1997;
MENDES et al., 1998; SIU et al., 1998; van DOORN et al., 2000). Autores relataram que o
isolamento do H. pylori é garantido quando duas bidpsias sdo inoculadas em meios de
cultura (ELIZALDE et al, 1998; HUA et al, 1998); GENTA & GRAHAM (1994)
descreveram que o processamento de trés ou mais fragmentos de bidpsia coletados de

qualquer regido do estdmago humano assegura o isolamento do organismo.

No presente estudo, foram coletados fragmentos do corpo, jun¢do antro+piloro
e duodeno dos animais; metade dos fragmentos foi destinada a histopatologia e a metade
restante foi utilizada na cultura. Deste modo, acredita-se que um nimero pequeno de

bactérias vidveis deveria estar presente nos fragmentos coletados, dificultando assim a
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detecgdo e o isolamento do H. pylori. Considerando que a intensidade da inflamagio
provocada pelo organismo € correlacionada com a densidade bacteriana na mucosa gastrica
(CRAIG et al., 1992), os dados referentes a cultura reforgaram as achados histopatologicos
aqui descritos. Entretanto, apesar da quantidade de organismos vidveis ndo ser suficente
para o cultivo do H. pylori no presente estudo, a andlise dos fragmentos corados pelo

Giemsa confirma a presenga da bactéria na maioria dos animais infectados (figura 6).

Nesse contexto, cabe ainda salientar que varias espécies de Lactobacillus foram
isoladas do estomago de camundongos BALB/c (ROACH, SAVAGE, TANOCH, 1977,
BROWN & BALISH, 1978). Tendo em vista que alguns estudiosos citaram o papel
protetor dos lactobacilos na infecgdo causada pelo H. pylori, os resultados negativos
obtidos na cultura podem ser decorrentes ainda da competicido do A pylori com estas
bactérias da flora murina (BATHIA et al., 1989; CANTORNA & BALISH, 1989; KARITA
et al., 1994; BERNET-CAMARD et al., 1997; KABIR et al., 1997; ISOGAI et al., 1997;
ARIBA et al., 1998 e COCONNIER et al., 1998).

O papel dos lactobacilos na protegdo da infecgdo pelo H. pylori tem sido
estudado por muitos autores. Na tentativa de estabelecer um modelo experimental murino
para a infecgdio, KABIR et al. (1997) observaram que apenas os animais germ-free foram
colonizados com sucesso pela bactéria. OQutros autores demonstraram que o sobrenadante
da cultura de L. acidophilus LB foi capaz de induzir a conversdo do H. pylori para a forma
cocoide in vitro; adicionalmente, constatou-se a redugdo na atividade da urease do H. pylori
nas colonias tratadas com o sobrenadante da cultura de L. acidophilus LB e écido latico,
bem como a redugdo na atividade da urease do H. felis em camundongos infectados
(COCCONIER et al., 1998). Resultados semelhantes foram descritos por ARIBA et al.
(1998) quando da supressdo da atividade da urease pela administragéo oral de L. salivarus
em camundongos inoculados com H. pylori. Do mesmo modo, ensaios realizados in vitro
demonstraram que a solug@o contendo écido latico a 1% foi capaz de anular a atividade da
urease, culminando com a morte bacteriana. MIDOLO et al. (1995) demonstraram ainda
que, além do 4cido latico, outros acidos organicos sdo capazes de inibir o crescimento do

H. pylori in vitro.
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Acredita-se que os lactobacilos apresentam papel protetor na infecgdo pelo
H. pylori ndo sé por produzirem &cido latico ou outros produtos extracelulares, como
também pela capacidade de adesdo ao epitélio géstrico, inibindo assim, a ligagdo de varios
agentes patogénicos e facilitando a penetragdo do 4cido latico pela camada de muco.
Adicionalmente, um estudo verificou ainda que o tratamento de camundongos com cepas
de L. acidophilus e/ou L. casei resultou no aumento da resposta imune local e sistémica
contra S. fyphimurum, salientando a importancia dos lactobacilos como adjuvantes na
estimulagdo do sistema imunolégico do hospedeiro (PERDIGON, ALVAREZ, MEDICI,
1992). Diante desses achados, pesquisadores tém proposto o emprego dos lactobacilos
como probi6tico no tratamento da infecgdo (ARIBA et al. 1998; COCONNIER et al., 1998;
MUKAI et al., 2002). Sendo assim, alguns estudos clinicos demonstraram que pacientes
infectados pelo H. pylori e tratados concomitantemente com a tripla terapia e determinadas
espécies de Lactobacillus, tiveram redugdo da ocorréncia dos efeitos colaterais observados
durante o tratamento, bem como da inflamagdo gastrica; além disso, notou-se diminuigio
da reincidéncia da infec¢@o nesses pacientes (MICHETTI et al., 1995; SAKAMOTO et al.,
2001; ARMUZZI et al., 2001a; ARMUZZI et al., 2001b).

A andlise dos dados histopatolégicos demonstrou que a cepa de H. pylori
utilizada no presente estudo induziu duodenite nos animais infectados, independente de ser
primo-isolada ou congelada (tabela 4/grafico 4). Os animais exibiram infiltrado
inflamatério nas vilosidades e mucosa duodenal durante toda a evolugio da infecgdo.
Todavia, na majoria dos animais inoculados com a cepa fresca (GA), o infiltrado
apresentou-se linfoplasmocitério até o 35° dia (figura 3), enquanto nos animais infectados
com a cepa congelada (GB), exibiu-se linfomonocitirio nos 60 dias do estudo (figura 1).
Esses resultados sugerem que a cepa de H. pylori administrada logo apés seu isolamento
parece induzir resposta humoral contra determinados antigenos bacterianos, caracterizada
pelo acumulo de plasmoécitos no infiltrado inflamatério. De fato, FERRERO et al., (1997)
verificaram o aumento no alfuxo de plasmécitos e na secregfo de IgA em camundongos
inoculados com H. felis. Outros autores descreveram ainda o aumento na infiltracio de

plasmocitos IgE-positivos no antro de pacientes infectados pelo H. pylori.
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Aos 60 dias da infecgdo, o infiltrado tornou-se linfomonocitario nos animais do
grupo GA indicando a supressio da resposta sorologica aos antigenos do H. pylori.
Concomitantemente, a partir do 35° dia pi, notou-se a diminuigdo do numero de organismos
nos fragmentos gastricos corados pelo Giemsa (observagdes pessoais), sugerindo que o
clareamento bacilar culminou com a diminuigdo da resposta plasmocitaria. Além disso,
estudiosos descreveram que a perda do reconhecimento antigénico pelas células T pode ser
um mecanismo adaptativo induzido pelo H. pylori, através do qual sua sobreviéncia no
estdbmago € assegurada por longos periodos (SHARMA et al., 1994). Nesse contexto,
RAMARAO & MEYER (2001) ressaltaram ainda que a persisténcia da infec¢do pelo
H. pylori pode ser decorrente da capacidade do organismo em inibir a atividade fagocitica
de macréfagos e neutrdfilos in vitro, constituindo um mecanismo central na evasdo da

bactéria ao sistema imunoldogico do hospedeiro.

A capacidade de evasdo do H. pylori ao sistema imune do hospedeiro €
indispensavel 2 manutengfo e a severidade da infecgdo, promovendo o desenvolvimento de
gastrite cronica na maioria dos individuos infectados. Embora grande parte desses
individuos permaneca assintomatica, uma pequena porcentagem de pacientes desenvolve
ulceragdo péptica e em certos casos, cancer gastrico. Além da resposta inflamatéria ndo-
especifica, a imunidade local e sistémica em resposta ao H. pylori parece ser inadequada
para eliminar o organismo da mucosa gastrica (CONLAM et al., 1999). Deste modo, a
permanéncia do organismo no estdmago por longos periodos € crucial para a evolugdo
clinica do quadro infeccioso.

Os resultados histolégicos observados no estomago demonstraram que O
H. pylori foi incapaz de provocar gastrite nos animais inoculados; entretanto, promoveu o
desenvolvimento de infiltrado linfomonocitario no antro (figura 4) e corpo (figura 3) dos
animais, tanto no GA quanto no GB (tabelas 1 e 3; graficos 1 € 3). Comparando os
resultados obtidos nesses grupos, constatou-se que, embora ndo existam diferencas
significantes quanto a intensidade e & natureza do infiltrado, a cepa fresca foi capaz de
induzir a inflamacio géstrica em periodos mais iniciais da infeccdo. Além disso, o
infiltrado inflamatério induzido pela inoculagdo da cepa fresca foi mais persistente,
permeando o antro e o corpo durante os 60 dias pi (graficos 1 e 3). Sendo assim, verificou-
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se que a cepa congelada necessitou de um maior periodo de adaptagéo ao estdémago murino

para o estabelecimento e a manutengdo da infec¢io.

A avaliagdo dos resultados histologicos no estomago (tabelas 1 a 3) permitiu
visualizar ainda que, independente da condigdo da cepa utilizada, o pico da infecgdo
induzida pelo H. pylori foi alcangado aos 21 dias pi. Além disso, observou-se que a regido
mais acometida pelo infiltrado inflamatério foi a ldmina prépria e a porgdo inferior da
mucosa, seguidas pela submucosa e em alguns casos, a serosa. FIOCCA et al. (1994)
relataram a existéncia de intensa resposta imunoldgica na lamina prépria de pacientes
infectados, decorrente da apresentagfo de epitopos luminais do H. pylori para os linfocitos
que circundam o epitélio. Segundo NOACH et al. (1994), a lamina propria € permeada por
varios plasmocitos secretores de IgA e IgG, incrementando a resposta imune humoral ao
H. pylori. Outros autores discorreram que a resposta inflamatéria observada nas camadas
mais internas do estdmago, incluindo a ldmina propria, pode também ser decorrente da
producdo da urease pela bactéria, que esta presente nessas camadas (GHIARA et al., 1995).

O estabelecimento da infecgdo experimental utilizando isolados clinicos frescos
de H. pylori depende de alguns fatores tais como: disponibilidade de um servigo
especializado em Endoscopia Digestiva Alta, triagem de pacientes adequados ao
isolamento da bactéria, sucesso no isolamento primario do H. pylori e obtengdo de animais
com idade adequada a inoculag@o. Baseando-se nessas dificuldades, o emprego de cepas
previamente estabelecidas seria vantajoso para os pesquisadores, facilitando os

procedimentos técnicos necessarios ao isolamento e inoculag@o do H. pylori.

Todavia, o presente estudo demonstrou que o processo de congelamento
interferiu no potencial patogénico da cepa utilizada, e consequentemente, no
estabelecimento ¢ manutencdo da infeccdo gastrica. Resultados semelhantes foram
descritos por autores que infectaram camundongos com cepas estabelecidas de H. pylori
(KARITA et al., 1991; WANG et al., 1997). Acredita-se ainda que o congelamento pode
inibir a expressdio de antigenos bacterianos, culminando com a menor quantidade de

plasmocitos no infiltrato duodenal dos animais no GB.
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Em 1994, pesquisadores demonstraram que a inoculagdo de H. pylori no trato
urinario de camundongos ocasionou intensa infiltragdo neutrofilica na mucosa da bexiga €
rim. Além disso, os animais apresentaram elevagdio no pH urindrio durante a infecgdo ¢ a
bactéria foi isolada da bexiga, do rim e da urina (ISOGAI et al., 1994). No presente estudo,
foram descritas alteragdes macroscopicas na bexiga urindria de um animal do grupo GB,
aos 28 dias pi. Contudo, a andlise histolégica dos fragmentos da bexiga ndo demonstrou
alteragdes inflamatorias no 6rgdo, assim como amostras de urina semeadas em BHMm
foram negativas. Adicionalmente, fragmentos de bexiga corados pelo Giemsa ndo
evidenciaram a presenga da bactéria. Sendo assim, admitiu-se que as alteragoes
visualizadas na bexiga desse camundongo nio devem ser atribuidas a infecgdo pelo
H. pylori.

Admite-se que durante a infecgdo, tanto os fatores de viruléncia do H. pylori
quanto a resposta inflamatéria do hospedeiro contribuem para 0 processo inflamatorio € 0
dano da mucosa gastrica (CRABTREE, 1998). Com relagdo aos fatores de viruléncia,
estudiosos descreveram que cepas portadoras da ilha de patogenicidade cag e produtoras de
VacA sio mais patogénicas e estdo relacionadas com a severidade do quadro patologico no
homem (FIGURA et al, 1998; TELFORD et al, 1999; AUDIBERT et al., 2001;
DUNDON et al., 2001) e no camundongo (SMYTHIES et al., 2000).

Contrariando esses estudos, outros trabalhos demonstraram que as
manifestacdes clinicas da infecgdo pelo H. pylori independem da expressao do cagA e
vacA (YAMAOKA et al, 1999; AUDIBERT et al, 2001) e embora a ilha de
patogenicidade esteja implicada na indugdo da secrecdio de interleucina-8 (IL-8), cepas
cagA-negativas retém sua capacidade inflamatoria (HANSEN et al., 1999). Entretanto,
autores demonstraram que as cepas portadoras da ilha podem inibir a capacidade fagocitica
de macrofagos e neutr6filos, através de um mecanismo de secrecdo tipo IV, assegurando a
sobrevivéncia do H. pylori por longos periodos no estomago (RAMARAO et al. 2000).
Além disso, considera-se que a proteina CagA ¢ apenas o marcador fenotipico da ilha de
patogenicidade, sendo necessdria a cOEXpressao de outros genes da ilha para induzr a
secregdo de citocinas (SHIMOYAMA & CRABTREE, 1998; YAMAOKA et al., 1998a).
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O papel da IL-8 na ontogénese da infec¢do induzida pelo H. pylori tem sido
demonstrado por varios estudiosos. Além do seu potencial quimiotatico, a IL-8 ativa a
degranulagdo dos leucécitos polimorfonucleares (PMN), incrementando o dano tissular da
mucosa gastrica (FAN et al.,, 1995). Admite-se que, em situa¢des fisologicas, existe um
gradiente de concentragdo de IL-8 entre a mucosa do trato digestivo e o soro, sendo a
citocina secretada por vérios tipos celulares, incluindo macréfagos/monécitos, células
endoteliais, fibroblastos, hepatécitos e PMN (CRABTREE & FARMEY, 1995; FAN et al.,
1995). Entretanto, ensaios in vifro demonstraram que proteinas soliveis produzidas pela
bactéria estimulam a produgdo de IL-8, culminando com o afluxo neutrofilico e a erosdo
epitelial (KIM et al., 1998).

Além da IL-8, outras citocinas como IL-6, TNF-o, INF-y e IL-1p participam da
modula¢do da infec¢do (CRABTREE et al., 1993;GIONCHETTI et al, 1994; NOACH
et al, 1994; CRABTREE & FARMEY, 1995; YAMAOKA et al, 1995; ISHIHARI,
FUKUDA, FUKUMOTO, 1996). Dentre estas citocinas, o TNF-a e a IL-1p ativam fatores
de transcrigdo para a IL-8 in vivo e in vitro (SHERON & WILLIAMS, 1992; FAN et al.,
1995; KIM et al., 1998). Adicionalmente, o INF-y apresenta papel crucial na manutengdo e
severidade da inflamagdio gastrica, ativando as células mononucleares e induzindo a
expressdo de moléculas de histocompatibilidade tipo II nas células apresentadoras de
antigeno, nos macrofagos ativados e nas células “natural killer” (SAWAI et al., 1999).

Considerando que existe importante correlagdo entre a densidade do H. pylori
no estémago, a produgé@o de IL-8 na mucosa géstrica e a severidade da gastrite nas bidpsias
antrais humanas (ANDO et al., 1996), os resultados descritos neste estudo sugerem que a
cepa utilizada apresentou fraca capacidade de induzir a secre¢do de citocinas
pro-inflamatorias, apesar de ser caracterizada como cagA e vacA positiva. Sabendo que as
manifestagdes clinicas da infec¢do sdo diretamente influenciadas pela carga genética da
cepa infectante, estudos mais detalhados sobre o gendtipo da cepa aqui utilizada deverdo

ser realizados, visando melhor compreenséo da etiopatogenia da infecgdo.
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A colonizagdo pelo H. pylori pode ocasionar infecgio com diferentes aspectos
clinicos. Embora a bactéria sobreviva na camada de muco, sem sinais de adeso as células
epiteliais, uma grande variedade de receptores epiteliais para as adesinas do H. pylori j foi
descrita (COVER & BLASER, 1996). Todavia, cabe considerar que a habilidade do
H. pylori em se ligar as células epiteliais altera significantemente o curso da infecgdo,
influenciando a mucosa gastrica e a popula¢do de células do sistema imune. Acredita-se
que a adesdo do H. pylori as células do epitélio gastrico exerce papel crucial na indugéo da
secregdo de IL-8 (COLE et al., 1997). Estudiosos tém sugerido que as cepas que expressam
adesinas para as quais existem receptores no epitélio gastrico do hospedeiro, e expressam
ainda antigenos de superficie que mimetizam estruturas das células parietais humanas, sdo
capazes de induzir autoimunidade no hospedeiro, caracterizada pela presenca de gastrite

atofica com perda de células parietais e até mesmo neoplasia (GURUGE et al., 1998).

Varias hipéteses tém sido propostas visando esclarecer os diferentes aspectos
clinicos da infecgdo pelo H. pylori. Inicialmente, as diferengas genéticas entre as cepas da
bactéria devem ser consideradas, pois embora suas caracteristicas fenotipicas sejam bem
conservadas, sabe-se que o organismo apresenta grande diversidade genotipica (PEEK
et al., 1995). Todavia, os fatores do hospedeiro também apresentam importante papel na
determinag@o do curso da infecg@o, especialmente os mecanismos de imunidade celular da

mucosa gastrica.

Estudos realizados com bidpsias gastricas humanas (KARTTUNEM,
NIEMELA, KEROLA, 1995; D’ELIOS et al., 1997a; D’ELIOS et al., 1997b;) e murinas
(FOX et al., 2000; KIM et al., 2001) evidenciaram que a resposta imune durante a infecgao
é, em geral, do tipo Thl, caracterizada pela secrecdo de INF-y e TNF-a. Verificando a
populacdo de células T no epitélio gastrico humano durante a infeccdo, KARTTUNEM
et al. (1995) observaram ainda que a produgdo de citocinas difere nos pacientes com
ulceracdo péptica, quando comparados aos pacientes que apresentam apenas gastrite
cronica. Nos pacientes com ulcera péptica, as células T demonstraram-se mais polarizadas
ao perfil Thl. Todavia, nos pacientes com gastrite cronica, a maioria dos clones exibiu
perfil ThO, produzindo IL-5 e IL-4 em adi¢do ao INF-y e TNF-a.
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Outro estudo realizado em camundongos deficientes na expressdo dos genes
para secre¢do de IL-4 e INF-y demonstrou que a inflamagdo gastrica é exacerbada nos
animais que ndo secretam IL-4, salientando a importincia da resposta Th2 na regulagdo da

inflamagéo gastrica mediada pelo INF-y (SMYTHIES et al., 2000).

Deste modo, além das caracteristicas genéticas da cepa infectante, ndo se deve
descartar a importancia do modelo animal escolhido no estabelecimento da infec¢do pelo
H. pylori no presente estudo. Sabendo que a resposta imunolégica do camundongo BALB/c
a inoculagdo do organismo € do tipo Th2 e considerando que nio foram observadas
condigbes patologicas severas em nenhum dos animais infectados, acredita-se que a
linhagem BALB/c constitui um modelo experimental adequado ao estudo da resisténcia
natural a indugdo de gastrite e lcera péptica pelo H. pylori.
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6. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

e Apesar do camundongo BALB/c ter desenvolvido duodenite e infiltrado
inflamatério no estdmago, esta linhagem pode ser considerada pouco
suscetivel a4 inducdo de gastrite e ulcerogénese durante a inoculagio

experimental pelo H. pylori;

e A cepa de H pylori utilizada no presente estudo foi incapaz de induzir
resultados histopatolégicos severos nos animais inoculados, apesar de ser

caracterizada como cagA e vacA positiva;

e O congelamento da cepa provavelmente interferiu no seu potencial

patogénico, dificultando o estabelecimento e a manuten¢do da infeccio no

estdomago;

e O processo de congelamento possivelmente inibiu a expressdo de antigenos
do H. pylori, culminando com a supressio da resposta plasmocitaria
desencadeada pela cepa fresca no duodeno.
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7. SUMMARY
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Helicobacter pylori is a gram-negative, spiral shaped and microaerophilic
bacterium that colonizes human gastric mucosa. Chronic infection caused by H. pylori is
associated with gastritis, peptic ulcer and gastric cancer. Considering that pathogenic
mechanisms of infection has not been fully clarified and studies employing experimental
H. pylori infection are scarce in Brazil, the aim of present study was to establish an
experimental murine model for H. pylori infection. One hundred twenty-six male BALB/c
mice, 6-8 weeks old, were divided in three groups: GA: 42 animals were challenged with
Iml of suspension prepared with fresh clinical isolate adjusted to 10® CFU/ml; GB: 42
animals were challenged with 1 ml of suspension prepared with frozen bacteria adjusted to
10 CFU/ml and GC: 42 animals were inoculated with 1ml of brucella broth; they
composed the control group. Mice were challenged by the oral route for two consecutive
days. Six to seven animals from each group were killed at 7, 14, 21, 28, 35 and 60 days pi
and fragments of stomach and duodenum were collected. One half of fragments was
destinated to culture. The other half was paraffin imbibed and stained by Hematoxylin-
Eosin (HE) and Giemsa. The results showed that, although H. pylori has not been isolated
from gastrointestinal murine tract, challenged mice exhibited duodenitis and inflammatory
infiltration in the stomach. The presence of bacteria was confirmed by Giemsa in the
majority of infected animals and the number of organisms decreased during infection. At
duodenum, the infiltration was mild to moderate in the villi and mucosa in the groups GA
and GB. In group GA, the infiltration was lymphoplasmacytic until 35" day; however, in
the group GB, the infiltration was lymphomonocytic during 60 days pi. In the stomach,
H. pylori induced lymphomonocytic infiltration in the antrum and corpus of infected
animals. Although there were not differences in relation to intensity and nature of
infiltration in the groups GA and GB, the fresh clinical isolate was able to induce gastric
inflammation since initials periods of infection. In the group GA, the inflammatory
infiltrate was persistent, permeating stomach during 60 days. In the stomach and
duodenum, the peak of infection was visualized at 21 e day. Data observed in the group
GB suggest that freezing probably inhibited expression of bacterial antigens, suppressing
the plasmacytic response observed at duodenum of mice in group GA. Although freezing
did not interfere in the nature of gastric infiltration, it had altered pathogenic properties of
H. pylori strain, and consequently, the establishment and maintenance of infection. In
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conclusion, data described here demonstrated that, in spite of mice had developed
duodenitis and gastric inflammatory infiltration, BALB/c mouse is not susceptible to
development of gastritis and peptic ulcer during H. pylori experimental infection.
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