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RESUMO




A deficiéncia de ferro é provavelmente o disturbio nutricional mais frequente
no mundo. O ferro € um componente essencial da molécula de hemoglobina, da
mioglobina e de diversas enzimas. Tem papel fundamental no transporte de
oxigénio, na transferéncia de elétrons e atua como cofator em muitos processos
enzimaticos, incluindo a sintese de DNA. Diversos estudos tém mostrado a
contribuicao da infeccao pelo Helicobacter pylori (H. pylori) no desenvolvimento da
anemia ferropriva e a associacao entre o H. pylori e a diminuicdo do estoque de
ferro. O objetivo do presente trabalho foi verificar a possivel associagéo entre a
infeccao pelo H. pylori e a deficiéncia de ferro em um grupo de pacientes adultos.
Desse modo pretendeu—se conhecer melhor as alteragbes hematoldgicas
presentes nos pacientes infectados pelo H. pylori, principalmente as relacionadas
ao metabolismo do ferro. Foram estudados 156 pacientes adultos de ambos os
sexos que foram submetidos a endoscopia digestiva alta para esclarecimento
diagnéstico. Desses 156 pacientes, 125 apresentaram alteragées a endoscopia,
que justificaram a realizagdo da bidpsia gastrica. A avaliacdo da presenca de
anemia foi feita pelos dados hematimétricos e pelo contelido de hemoglobina dos
reticulocitos (Ret-He) e o estado do ferro foi avaliado pelas dosagens de ferro
sérico, capacidade de ligacdo do ferro a transferrina e ferritina sérica. A possivel
participacdo da atividade inflamatéria na eritropoiese foi verificada pela correlagdo
entre os parametros hematimétricos e do estado do ferro com os niveis de
proteina C reativa (PC-R). O diagnéstico do H. pylori foi realizado através da
analise histoldgica, teste da urease e teste sorologico (IgG anti- H. pylori). Os 125
pacientes foram separados em H. pylori positivo (n= 75) e negativo (n= 50). Nao
houve diferenca significativa nos valores dos parametros hematoldgicos e
bioquimicos, tendo sido diferentes somente os valores de IgG anti-H. pylori e de
gastrina sérica, significativamente superiores no grupo H. pylori positivo. Foi
observada uma correlacao inversa fraca, mas significativa entre os niveis de PC-R
e Ret-He e entre gastrina sérica e Ret-He no grupo H. pylori positivo. De acordo
com os critérios laboratoriais, dos 125 pacientes apenas 17 (13,6%) mostraram
niveis de Hb indicativos de anemia, sendo que desses, 7 (5,6%) mostraram ser
positivos para a infec¢ao pelo H. pylori. Nao foi observada diferenca na freqiéncia
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da deficiéncia de ferro entre os grupos de pacientes infectados pelo H. pylori e 0s
nao infectados pelo H. pylori Dentre os pacientes estudados a gastrite foi
confirmada em 110 pacientes, sendo que 74 (67,2%) eram H. pylori positivo. A
gastrite foi classificada de acordo com o sistema de Sidney em: moderada/intensa
(36.63%), leve (63,37%) e inespecifica (8,1%). Quando os pacientes com gastrite
moderada/intensa foram comparados com o0s com gastrite leve, ndao houve
diferenca entre os parametros estudados, exceto os valores da titulacao de IgG,
que foram significativamente superiores no grupo com gastrite moderada/intensa.
Portanto, podemos concluir que no grupo de individuos estudados a infecgéao pelo
H. pylori e a intensidade da gastrite ndo foram fatores determinantes ao

desenvolvimento da deficiéncia de ferro.
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ABSTRACT




Iron deficiency is probably the most common nutritional disorder in the
world. Iron is an essential component of the molecule of hemoglobin, myoglobin
and various enzymes. It has a fundamental role in oxygen transport, in electrons
transference and acts as a cofactor in many enzymatic processes, including
synthesis of DNA. Several studies have shown the contribution of Helicobacter
pylori (H. pylori) infection in the development of anemia and the association
between H. pylori and reduction of iron store. The objective of this study was to
investigate the association between H. pylori infection and iron deficiency in a
group of adult patients. Thus we intend to study the hematological alterations in H.
pylori infected patients, mainly those related to iron metabolism. We studied 156
adult patients of both sex undergoing routine upper endoscopy. Of these 156
patients, 125 had gastric biopsies stained for H. pylori identification. The evaluation
of the presence of anemia was performed by erythrocyte indeces and reticulocyte
hemoglobin content (RET-He) and the iron status was assessed by measurements
of serum iron, iron binding capacity of the transferrin and serum ferritin levels.
Inflammatory activity influence on erythropoiesis was verified by the correlation
among erythrocyte parameters and the state of the iron with C-reactive protein
(CR-P) levels. The diagnosis of H. pylori was performed by histological, urease
and serological (IgG anti-H. pylori) methods. Patients were divided into H. pylori
positive (n = 75) and negative (n = 50). There was no significant difference in
hematological and biochemical parameters, except for IgG anti-H. pylori values
and serum gastrin, significantly higher in H. pylori positive group. There was a
weak but significant inverse correlation between CR-P and Ret-He levels and
between serum gastrin and Ret-He in H. pylori positive group. According to
laboratory criteria, only 17 of 125 patients (13.6%) showed levels of hemoglobin
indicative of anemia, 7 of 17 patients were positive for H. pylori infection. There
was no difference in the frequency of iron deficiency anemia between H. pylori
positive and negative groups. Gastritis was confirmed in 110 patients, of these 74
(67.2%) were H. pylori positive. The gastritis was classified according to the
Sydney system as: moderate / severe (36.63%), mild (63.37%) and nonspecific
(8.1%). There was no difference between groups with moderate/ severe gastritis
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and mild gastritis concerning hematologic and biochemical parameters, except the
values of the titers of IgG, which were significantly higher in the group with
moderate / severe gastritis. Therefore, we conclude that infection by H. pylori and
the intensity of gastritis were not determining factors for the development of iron

deficiency in the studied group.
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1.1. Anemia por deficiéncia de ferro

A deficiéncia de ferro € provavelmente o distarbio nutricional mais freqliente
em todo o mundo. Embora o ferro (Fe) seja facilmente encontrado na superficie da
terra, a sua deficiéncia é a causa mais comum de anemia, afetando cerca de 500
a 600 milhdes de pessoas. Apesar da prevaléncia de anemia por deficiéncia de Fe
ser alta em paises em desenvolvimento, esta forma de anemia é também muito
comum em paises desenvolvidos, particularmente em criangas, meninas
adolescentes e em mulheres em idade de reproducéo [1]. A deficiéncia de Fe é
definida como uma diminuicao total do ferro corpéreo, resultando numa diminuicao

nos niveis de ferritina [2; 3].

1.2. Ferro da dieta

O Fe é um dos micronutrientes mais estudados e melhor descritos na
literatura, € um componente essencial da molécula de hemoglobina (Hb), da
mioglobina e de diversas enzimas. Tem papel fundamental no transporte de
oxigénio, na transferéncia de elétrons e atua como cofator em muitos processos
enzimaticos, incluindo a sintese de DNA [4; 5; 6].

O balanco de Fe corpoéreo é em sua grande maioria mantido pela absorcao
do mesmo através da dieta, sendo um importante processo no controle dos niveis
de Fe corporal, com mecanismos limitados de excrecdo. A eliminagdo do Fe pode
ocorrer pela renovagao de tecidos que ndo sao reutilizados tais como as células
de epiderme e mucosa gastrointestinal, pela menstruacao e também através de
perdas sanguineas [7].

As dietas normais cabem aproximadamente de 10 a 20 mg de Fe, presente
nos alimentos na forma de hidréxido férrico (Fe nao heme), complexos protéicos
férricos e complexos heme-proteinas. O conteudo de Fe e a propor¢cao absorvida
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pelo corpo variam de um alimento para outro; em geral carnes, particularmente
figado, sdo melhores fontes do que vegetais, ovos e lacticinios [1; 4].

O conteldo total de Fe do corpo é normalmente cerca de 2g em mulheres e
acima de 6 g nos homens, divididos entre compartimentos de estocagem e
funcional. Aproximadamente 80% do Fe funcional € encontrado na Hb; a
mioglobina e as enzimas contendo Fe tais como a catalase e os citocromos
contém o restante. O pool de estocagem, representado pela hemossiderina e

ferritina, contém aproximadamente 15% a 20% do Fe total do corpo [1].

1.3. Absorcao do Ferro

O Fe ingerido é, na maior parte, absorvido sob forma ferrosa (Fe heme) na
borda em escova das células epiteliais das vilosidades intestinais (enterdcitos),
principalmente no duodeno e no jejuno proximal. O Fe ndo heme presente em
80% da dieta em paises industrializados é primeiramente reduzido para a forma
ferrosa, reacdo favorecida pela presenca de acidos gastricos, os quais exercem
um papel fundamental na redugao e na solubilizacdo da forma inorgéanica do Fe [3;
8].

Durante a ingestdo de alimentos a secregdo de acido gastrico pode ser
influenciada por fatores nervosos, psiquicos e hormonais. Quando o alimento
chega ao estbmago, inicia-se a fase de secrecao gastrica. Esta fase é responsavel
por pelo menos dois tercos da secrecao gastrica total associada a ingestao de
uma refeicdo [9;10]. A producédo desses acidos € estimulada principalmente pela
gastrina, um horménio produzido normalmente pelas células G da mucosa antral.
Além de regulamentar secrecdo acida, a gastrina regula varios processos
celulares no epitélio gastrico incluindo a proliferagdo, apoptose, migracao, invasao,
remodelacao tecidual e angiogénese. Elevadas concentragdes desse hormdnio é
causada por diversas condi¢des, particularmente a hipocloridria (resultado de uma
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gastrite atrofica autoimune, pela infeccéo pelo H. pylori ou pelo o uso de drogas
supressoras de acidos) e por gastrinomas [11]. A producdo desses acidos é de
suma importancia para a liberacdo e diversas enzimas responsaveis pela
digestédo, além de facilitar e ajudar durante a reducao e absorgédo do ferro pelos
enterdcitos.

Os enterécitos sao células especializadas na absorcao e transporte de Fe
intestinal, sendo capazes de modular sua absorcao através das membranas apical
e basolateral. A membrana apical € especializada em transportar o Fe contido no
grupamento heme e 0s ions inorganicos para o interior dos enterocitos e a
membrana basolateral transfere o Fe absorvido, através da membrana apical, para
a circulagéo sanguinea [12] (Figural).

As células intestinais possuem formas alternativas para transportar o Fe
inorgénico, havendo vias distintas para os ions ferroso e férrico, conhecida como
via IMP (integrina/ mobilferrina/ paraferritina) para o Fe*® e via do DMT-1
(Transportador de metal divalente 1) para o Fe*?, a qual forma um canal
transmembrana para a passagem de metais divalentes, como Fe, cobalto, zinco,
manganés, cobre, niquel e cadmio para o interior das células [13;14].

O Fe ndo-heme atravessa a membrana apical e basolateral das vilosidades
dos enterdcitos através da acao de dois transportadores distintos. Apos a reducao
a fon ferroso (Fe*?) pelo citocromo B (Dcytb) associado a membrana, o
transportador de metal divalente 1 (DMT1) primeiro movimenta o ferro ndo-heme
através da membrana apical. Pelo menos duas proteinas sdo necessarias para a
transferéncia basolateral do Fe para transferrina no plasma: ferroportina, uma
transportadora, e hefaestina, uma ferro-oxidase. Tanto DMT1 quanto a ferroportina
sdo amplamente distribuidos no corpo, sugerindo o seu desenvolvimento no
transporte de Fe em outros tecidos também [1].

No enterdcito, o Fe pode ser armazenado como ferritina ou ser transferido
através da membrana basolateral para a corrente circulatéria. Estas vias ndo séo
opgoes exclusivas, mas sao determinadas pela demanda orgéanica absortivas dos
enterécitos. Em estados de deficiéncia de Fe ou condicbes de producéo

aumentada de enterdcitos, as células da mucosa produzem pouca ferritina e a
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maioria do Fe que entra na célula fica disponivel para o transporte através da
membrana basolateral [15; 16; 17].

O transportador de Fe*? através da membrana basolateral ¢ denominado
ferroportina ou IREG1 ou MTP1 (proteina transportadora de metal 1). Trata-se de
uma glicoproteina transmembrana, localizada na membrana basolateral de células
polarizadas e expressa no duodeno, placenta (transporte do Fe da mée para o
embrido), células de Kupffer no figado (reciclagem do Fe), baco, macréfagos e
rins. O transportador requer uma proteina acesséria ligada a membrana, a
hefaestina. Esta € uma proteina, similar a ceruloplasmina, que atua como uma
ferroxidase intracelular. Um dos seus papéis mais importantes € facilitar a
oxidacao do Fe, o que permite sua rapida ligacdo com a transferrina plasmatica e
entrega para as células que expressam receptores de transferrina, prevenindo
assim danos endoteliais [14; 18].

Recentemente foi descoberto um peptideo circulante cuja agdo explica
como ocorre a liberacao e a regulagcao do ferro a partir da absor¢ao pelas células
do enterdcitos e dos macréfagos. Este peptideo denominado hepcidina, regula a
absorcao do ferro ligando-se a ferroportina, que é entao degradada, fazendo com
0 que o ferro ndo possa ser exportado para o plasma. Em relagcdo aos estoques de
ferro, quando elevados, o figado aumenta a producdo de hepcidina e,
consequentemente, inibe a saida do ferro dos enterdcitos e dos macréfagos para
o plasma. Em contraste, quando se tem menos ferro, a producédo da hepcidina é
inibida, favorecendo a saida do ferro das células e a absorcéo pelos enterdcitos.
Portanto, a ferroportina é o receptor da hepcidina e a interacdo hepcidina-
ferroportina controla os niveis de ferro nos enterdcitos, hepatécitos e macréfagos,

sendo elemento chave para a regulagéo de ferro corpoéreo [19].
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Figura 1. O enterocito e as proteinas envolvidas na absorgio do
ferro. Dieyth: ferroredutase; DMT-1: fransportador de metal diva-
lente-1; HCP-1: proteina transportadora do heme-1; Nu: nicleo;
HFE: proteina da hemocromatose; TfR: receptor da transferrina

[20]

Varios estudos tém demonstrado que o suco gastrico € mais eficiente do
que o simples acido cloridrico no aumento da absor¢do de Fe. Annibale et al. [21]
demonstraram que o acido ascérbico ativamente secretado no suco gastrico atua
como estimulante para a absorcédo de Fe, sendo previamente conhecido como o
fator intrinseco para a absorcao de Fe.

A quantidade diaria de Fe necessaria para compensar as perdas do
organismo varia com a idade e o sexo, sendo maior na gravidez, na adolescéncia
e nas mulheres na fase reprodutiva. Em mulheres e homens mais velhos a
deficiéncia de Fe em geral é decorrente de lesbes de mucosa com sangramento
no trato intestinal [21]. Estes grupos, portanto, sdo particularmente suscetiveis a
desenvolverem anemia ferropriva (AF) quando ha perda adicional ou diminui¢ao
da ingestado de Fe [4].
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A deficiéncia de Fe se desenvolve em 3 estagios: a deficiéncia do estoque
de Fe, a falta de Fe para eritropoiese e a AF [22]. Quando a perda de Fe excede a
sua absorcao, existe um equilibrio negativo de Fe; ele é mobilizado dos estoques,
decrescendo a ferritina do plasma e aumentando a capacidade de ligagéo do Fe a
transferrina. Este estagio € conhecido como deficiéncia de Fe. Apds os estoques
terem sido consumidos, a concentracdo de Fe plasmatico diminui, a saturacédo de
transferrina cai abaixo de 15% e diminui a porcentagem de sideroblastos na
medula éssea. Como resultado da falta de Fe para a sintese do heme aumenta a
concentragdo de protoporfirina no interior das células vermelhas. Neste estagio
conhecido como deficiéncia de Fe para a eritropoiese, a anemia pode ainda nao
existir. O terceiro estagio € AF, onde além das anormalidades acima descritas, é
detectada a anemia. Inicialmente a anemia € normocrémica e normocitica,
gradualmente se torna microcitica e finalmente microcitica e hipocrémica [23].

Os niveis de ferritina sérica refletem a magnitude do estoque de Fe
disponivel. Esta presente nas células do reticuloendotelial do figado, baco e
medula 6ssea. Sangramentos gastrointestinais gradualmente diminuem o estoque
de Fe, causando a diminuicdo da ferritina sérica.

Os sintomas mais comuns decorrentes da AF sdo: fraqueza, fadiga, palidez,
cansago, dispnéia aos esforcos fisicos, dificuldade de concentragédo e
aprendizagem, menor resisténcia a infec¢des e irritabilidade. Ademais, esse tipo
de anemia esta associado a maior mortalidade entre mulheres parturientes e ao
aumento do risco de nascimento de criangas prematuras e de baixo peso.
Também é relatada a queda de produtividade dos trabalhadores e uma maior
mortalidade em criangas, além de atrasos no crescimento das mesmas [24].

Segundo Baggett et al. [25], muitas regides em todo o mundo tém altas
incidéncias de AF e também de Helicobacter pylori (H. pylori), incluindo o sul do
Alaska, onde ultrapassam os 80% dos adultos [26]. Devido a essa coexisténcia,
diversos estudos tém avaliado a provavel correlacdo entre a infecgao pelo H.pylori
e a anemia por deficiéncia de Fe.
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1.4. H. pylori

Em 1983, dois pesquisadores da Australia, Marshall e Warren, conseguiram
o primeiro isolamento de um microrganismo no estébmago, utilizando técnicas
exigidas para cultivo de Campylobacter. O microorganismo isolado foi identificado
como bacilo Gram-negativo espiralado, microaerofilico que apresentava aspecto
curvado, possuindo até cinco flagelos em um dos seus pélos. A sua deteccéao foi
observada em espécimes de bidpsia gastrica endoscopicas, encontrando-se
fortemente associadas a presenca de processo inflamatério crénico ativo da
mucosa gastrica, de forma mais consistente na regiao antral [27; 28].

A seguir, outros estudos demonstraram que esta bactéria apresentava
particularidades microbiolégicas prdprias, que possibilitaram caracteriza-la como
uma nova espécie do género Campylobacter, em pacientes com gastrite do tipo B.
A principio, os microrganismos foram classificados como Campylobacter, e
posteriormente, foram reclassificados como novo género, Helicobacter [28].

O género Helicobacter é composto atualmente de, no minimo, 27 espécies
gue compartilham propriedades comuns, especialmente aquelas relacionadas com
a vida no estbmago, onde podem localizar-se no fundo e no corpo, mas é
principalmente no antro onde as bactérias sdo encontradas em maior densidade
[29].

O H. pylori pode distribuir-se de maneira focal, segmentar ou difusa ao
longo da mucosa gastrica, localizando-se no interior ou sob a camada de muco
que recobre o epitélio da superficie. Possui capacidade excepcional de aderéncia
e esta adaptado para colonizar a mucosa gastrica, sendo observado raramente
em dareas de metaplasia intestinal. No duodeno, a bactéria coloniza areas de
metaplasia géastrica, fator de grande importancia para seu papel na patogénese da
Ulcera péptica duodenal [30; 31].

Alguns fatores de viruléncia bacterianos, tais como as enzimas
responsaveis pela colonizagdo no hospedeiro, urease, flagelinas e adesinas, séo
inerentes a espécie H. pylori, estando conservados em todas as cepas [32].

Introdugdo
39



Desde sua descoberta, estudos tém demonstrado que a espécie H. pylori é
reconhecida como o principal fator que provoca gastrite e Ulceras pépticas e esta
associada ao adenocarcinoma gastrico em adultos e mesmo em criangas, sendo
provavelmente o agente da infecgao crénica mais comum em seres humanos [1;
30; 33].

1.5. Mecanismo de acao do H. pylori na mucosa gastrica

A camada de muco que protege as células epiteliais e recobre a mucosa do
estbmago é produzida por células que secretam granulos contendo grandes
quantidades de proteinas glicosiladas. Estas proteinas junto com uma camada
adicional de fosfolipideos de superficie formam uma camada viscosa que cobre e
protege as células epiteliais da mucosa gastrica [34].

De fato o muco atua como barreira semipermeavel que permite a passagem
dos protons de H* das células da mucosa gastrica que secretam &cido
hidrocloridrico para o lumen do estémago e é muito pouco permeavel a anions
bicarbonato, resultando em um gradiente de pH fortemente acido [34].

Embora a mucosa gastrica seja protegida contra infecgdes bacterianas, o H.
pylori encontra-se muito bem adaptado a este nicho ecoldgico, dispondo de
caracteristicas que o habilitam a vencer o ambiente acido intraluminal, penetrar a
camada de muco aderir-se as células epiteliais, desencadear resposta imune e
garantir uma colonizacao persistente, que permite a sua transmissao para outro
hospedeiro [35].

A propagagéo do H. pylori ocorre especialmente no epitélio gastrico, a nivel
de mucosa e nas areas do duodeno com metaplasia gastrica. Entretanto, nao
ocorre disseminagdo das bactérias em areas de mucosa gastrica sujeitas a
metaplasia intestinal [36].
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Segundo Zhang et al. [37], a bactéria ocupa um unico nicho, em um
ambiente extremamente acido. A sua colonizacéao inicial é facilitada pelo bloqueio
da producao de acidos pela atividade da urease bacteriana [28].

A enzima urease, que € uma proteina de alto peso molecular (500 a 600
Kda), atua promovendo a hidrolise da uréia, presente em condic¢des fisioldgicas no
suco gastrico, levando a producdo de amdnia. Esta atua como receptor de ions
H*, gerando pH neutro no interior da bactéria, o que confere a resisténcia do H.
pylori a acidez gastrica [38]. Desta maneira, a bactéria fica protegida dos efeitos
deletérios do pH é&cido do estdmago. A maior parte da urease sintetizada pela
bactéria situa-se em seu citoplasma. A producdo de aménia depende da entrada
de uréia na bactéria, por um canal de uréia que € codificada no cluster do gene da
urease. Cepas do H. pylori com delecao desse gene nao sobrevivem em pH &cido.
Weeks e Sachs [38], demonstraram que a entrada de uréia na bactéria é
acelerada em pH 5 e diminuida em pH 7. A aménia e a urease promovem a
desestabilizacdo da camada de muco que, por seguinte, pode induzir a formacao
de lesdes sobre as células de revestimento [39].

A bactéria, na fase inicial da colonizacdo, necessita atravessar a camada de
muco que protege o epitélio gastrico. Tal camada é constituida por um gel
viscoelastico o qual atua como uma protecdo quimica e mecanica contra
bactérias. Entretanto, a membrana lipoprotéica das células epiteliais de
revestimento € degradada por enzimas sintetizadas pelo H. pylori como as lipases
e proteases, facilitando a progressao da bactéria. Além disso, 0 H. pylori move-se
facilmente devido aos flagelos e a sua morfologia em espiral; desse modo,
atravessa a camada de muco, estabelecendo contato com as células epiteliais de
revestimento [40]. Outras enzimas produzidas pela bactéria tais como catalase e
peréxido dismutase, ajudam na protecdo contra a atividade de neutrdfilos e
macréfagos, prejudicando a resposta rapida e eficaz do hospedeiro [41].

A ativacao do sistema imunol6gico do hospedeiro em resposta a inflamacao
da mucosa gastrica induzida pelo H. pylori, ocorre através da estimulagdo e
liberagé@o de diversas citocinas as quais ativam as células inflamatérias. Dentre as

respostas imunoldgicas do hospedeiro, que participam do processo inflamatério,
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esta a liberagdo de interleucina 8 (IL-8), citocina que participa da migracado de
neutrofilos e € produzida pelas células epiteliais infectadas [42; 43; 44].

1.6. Epidemiologia e transmissao

A infeccao pelo H. pylori é considerada atualmente, uma das infecgdes
bacterianas mais comuns entre os seres humanos e € encontrada em todos os
continentes do planeta. Estima-se que a sua prevaléncia esteja acima de 50% na
populacdo mundial. Do ponto de vista das manifestacdes clinicas, a infeccéao
caracteriza-se por sintomas dispépticos inespecificos no momento da instalacao
aguda da infeccdo. Posteriormente, pode levar ao desenvolvimento de gastrite
cronica, mas em geral os pacientes permanecem assintomaticos. Em
conseqUéncia destas caracteristicas, torna-se muito dificil estabelecer o inicio da
infeccdo pelo H. pylori. Diversos estudos epidemiolégicos tém avaliado a
prevaléncia da infecgdo em diferentes regides do mundo [45; 46]. Pesquisas tém
demonstrado que o H. pylori esta presente em 90% dos pacientes com gastrite
cronica que afeta o antro e a sua distribuicdo ndo ocorre de maneira uniforme em
todos os grupos populacionais. Os niveis de colonizacdo aumentam com a idade,
chegando a 50% em adultos assintomaticos acima de 50 anos de idade. A
prevaléncia da infec¢do pelo H. pylori em adultos de Porto Rico excede os 80%.
Nesta e em outras areas, onde a infeccao é endémica, o microrganismo parece
ser adquirido na infancia e persiste por décadas [1]. Em um estudo realizado em
Belo Horizonte com individuos entre sete meses e 16 anos, observou-se que o
individuo mais jovem infectado tinha 3 anos e que a positividade de infeccédo pela
bactéria aumentava com a idade, atingindo 82% dos individuos maiores de 12
anos [47]. Estes dados s&o similares aos encontrados por Coelho et al., [48] em
adultos sintomaticos na mesma cidade. Em outros estudos brasileiros em diversas

regides, encontraram as seguintes prevaléncias da infeccéo pelo H. pylori: 59,5%
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no Rio de Janeiro (RJ) [49]; 83% em Santa Maria (RS) [50]; 84,7% em Nossa
Senhora do Livramento (MT) [51]; 89,6% em Campinas (SP) [52] e 96% em Séao
Luis (MA) [53].

O modo de transmissao do H. pylori ainda néo foi totalmente definido, mas
acredita-se como possivel a transmissao via oral-oral ou ambiental. A maioria das
pessoas infectadas também tem gastrite associada, porém sao assintomaticas e
apresentam maior risco de desenvolver Ulcera péptica e, possivelmente cancer

gastrico [1].

1.7. Diagnostico da infeccao pelo H. pylori

Desde décadas passadas diferentes métodos para o diagnéstico da
infeccdo pelo H. pylori tem sido desenvolvidos. O H. pylori foi inicialmente
detectado através de cultura celular de bidpsia gastrica por Marshall e Warren em
1983 e este método representou um grande avango na exploracao da bactéria
associada a outras doencas [54].

Recentemente, apdés um conhecimento mais detalhado do patégeno uma
variedade de métodos tem sido disponibilizados para uma melhor deteccao da
infeccdo pelo H. pylori.

Os métodos diagnésticos da infeccao pelo H. pylori podem ser classificados
em metédos “ndo invasivos”, como teste imunoenzimatico para deteccao de
anticorpos das classes IgG ou IgA, analises respiratérias para *C-uréia ou '“C-
uréia, ou pesquisa de antigenos fecais; métodos invasivos, que necessitam de
endoscopia e bidpsia, e sdo: estudo histoldgico, atividade da urease em amostras
de antro gastrico ou cultura (ndo rotineiramente disponivel). Todos esses testes
tém boas sensibilidades e especificidade, mas ha casos de determinacdes falso-
negativas e falso-positivas. Em testes em que os resultados dependem do numero
de microrganismos (analise e avaliagdo de amostras gastricas obtida por bidpsia
para atividade da urease, histologia e cultura), resultados falso-negativos ocorrem
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especialmente quando o microrganismo foi suprimido por antibiéticos, inibidores
da bomba de prétons, ou bismuto. O tratamento deve ser descontinuado durante

algumas semanas, para que esses testes voltem a ficar positivos [55].

1.7.1. Cultura

O isolamento do H. pylori a partir de fragmentos de mucosa gastrica é o
método mais especifico para o diagnéstico da infeccdo. Permite, também, o
estudo da amostra quanto a presenca de fatores de viruléncia e a susceptibilidade
a antimicrobianos, visando uma terapéutica melhor orientada [32; 56].

Embora o teste seja bastante especifico para a detecgéao da infecgéao pelo
H. pylori, a sua sensibilidade mostra flutuacdes significativas e os resultados
dependem principalmente da qualidade da amostra, das condi¢cbes de transporte,
da interpretacdo dos resultados e alguns cuidados a serem tomados durante o
processo como: condi¢ées microbiolégicas adequadas (85% Nz, 10% CO2, 5%
Oy), umidade relativa maior do que 90%, incubacéo de 35° a 37°C no maximo por
7 a 10 dias. As culturas positivas sao identificadas e geralmente detectadas em 3
a 5 dias de incubacao [32].

Sua deteccdo pode ser influenciada também pelo uso prévio de alguns
medicamentos, usados por pacientes em tratamento de dispepsia, como

omeprazol, alguns antimicrobianos, bismuto ou benzocainas [57].

1.7.2. Histologia

A histologia é considerada o método padrdo para o diagnéstico de H. pylori

e fornece informagdes complementares sobre a morfologia tecidual como a
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presenca de inflamagcdo aguda ou crbnica, agregados linféides, metaplasia
intestinal e atrofia glandular [54].

Segundo Dixon et al.,, [58], os melhores locais para serem coletados
fragmentos géastrico para a detec¢ao de H. pylori séo o corpo e antro.

Embora a técnica histoldgica nao esteja livre de falhas, a especificidade e a
sensibilidade s&o altas [59].

O método histoldgico é realizado apds o exame diagnédstico de endoscopia.
Dois fragmentos da mucosa gastrica sao retirados e geralmente estendidos em
papel de filtro, fixados em formol a 10% e embebecidos em parafina para a
realizacdo de cortes histologicos. O microrganismo pode ser identificado por
diversas colorac6es histolégicas como Giemsa, Hematoxilina e eosina, Warthin-
Starry, Steiner e Carbolfucsina [57; 60].

A acuracia da pesquisa do microrganismo em cortes histolégicos depende
da identificacdo exata da localizagdo do H. pylori na regiao afetada, uma vez que
coletas feitas em locais inadequados podem levar a distribuicdo desigual do
organismo na mucosa gastrica, e da experiéncia do patologista que ira analisar a

amostra [59].

1.7.3. Teste da urease

A observacao que o H. pylori produz grandes quantidades de urease levou
ao desenvolvimento de métodos para a deteccao indireta do organismo em tecido
de biopsia gastrica [32].

O teste de urease é o método mais simples e menos dispendioso e fornece
resultados dentro de horas ou mesmo minutos, dependendo da densidade das
bactérias presentes na mucosa [61].

Durante o exame endoscopico, fragmentos de bidpsia gastrica séo

introduzidos em um substrato contendo uréia e um indicador de pH (fenol
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vermelho). A urease hidrolisa a uréia em aménia e didéxido de carbono, causando
um aumento no pH e uma mudanca de cor no meio, de amarelo para rosa [59; 62].

A sensibilidade do teste baseado na urease para deteccao da infecgao pelo
H. pylori € dependente do local onde a bactéria se encontra e da quantidade de
carga bacteriana, portanto pode gerar alguns resultados falso-negativos pela
razdo da distribuicdo irregular da bactéria na mucosa gastrica ou ao uso de
antimicrobianos ou de inibidores de bombas de prétons (IBP). Esses inibidores
podem alterar o meio onde as bactérias estao presentes, especialmente o antro,
tornando o meio indspito e diminui a carga bacteriana. Além disso, eles também
podem possuir propriedades antiurease. Outro motivo para um teste falso-negativo
€ a presenca de metaplasia intestinal, o que também corresponde a um ambiente

inospito para H. pylori[59].

1.7.4. Sorologia

Este método se baseia na deteccdo de anticorpos especificos
[imunoglobulina G (IgG)] contra o H. pylori, em amostras de soro das pessoas
infectadas. Geralmente é realizada através de técnica de Elisa (Enzime-Linked-
Immunosorbent Assay) ou latex-aglutinagao [63].

Por ser um método nao invasivo, o teste sorolégico tem sido usado em
estudos epidemioldgicos [64], mas por ser uma infec¢ao restrita a mucosa, em
alguns casos a estimulagdo antigénica pode ser lenta; os resultados-falsos
negativos podem ocorrer em poucas semanas ou meses apos nova infeccdo e
resultados falso positivos pode ocorrer em paciente cuja infeccdo tenha sido
erradicada [65].
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1.7.5. Teste respiratério com uréia marcada (UBT)

Em 1987 foi descrito o primeiro uso de UBT no diagndstico da infecgédo de
H. pylori e estabeleceu-se na época como o diagnostico “padrao” entre os
métodos ndo invasivos [66].

Alguns estudos realizados em adultos e em criangas demonstraram que o
teste UBT apresenta uma sensibilidade e especificidade superior a 90% para o
diagnéstico da infecgao pelo H. pylori [67; 68; 69]. A excelente sensibilidade em
particular péds-terapia pode ser explicada pelo fato de que o teste UBT
provavelmente produz mais resultados positivos do que testes baseados em
bidpsia mesmo em casos de moderada coloniza¢ao ou distribuigdo desigual de H.
pylori. Resultados falso-positivos provenientes de infeccao por outros patdgenos
qgue produzem urease sao raros [54].

Os resultados falso-negativos podem ocorrer quando o paciente estd em
tratamento com uso de antimicrobianos e de IBP, os quais podem levar a
diminuicdo da densidade bacteriana. Os IBPs devem ser suspensos pelo menos
15 dias e os antimicrobianos 1 més antes da realizacdo do teste. Por outro lado, o
uso de antiacidos e de antagonista de receptores de histamina 2 (Hz) raramente
interferem no resultado do teste, sendo aconselhado a suspensao de ambos nas
48 horas que precedem o exame [56].

O principio do teste UBT para o diagnostico de H. pylori é similar a outros
testes baseado na urease. O paciente ingere uma solucdo de uréia marcada (*C
ou '®C). Sob a acdo da urease do H. pylori, a uréia é convertida em amdnia e
bicarbonato, o qual é absorvida e convertida em CO, nos pulmdes. O paciente
entdo expira em um baldo ou outro recipiente proprio onde a presenca do carbono

marcado pode ser detectada por cintilacdo ou espectrografia [32; 59].

1.7.6. Teste de antigeno fecal
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A introducéao do teste de antigeno fecal policlonal marcou a década de 1990
como uma verdadeira novidade e com uma vantagem particular a ser usada no
diagnéstico de rotina. Este teste foi seguido por um teste monoclonal, que mostrou
ser superior ao primeiro teste [54].

A deteccao de antigeno de H. pylori em amostras de fezes é feito pelo
método imunoenzimatico utilizando anticorpos mono ou policlonais e ha vérios kits
comerciais disponiveis [59].

Gisbert e Pajares [70] mostraram que a deteccao do H. pylori através do
teste de antigeno fecal apresenta valores de sensibilidade e especificidade
elevados (aproximadamente acima de 88%). Sendo assim, pode ser considerado
um meétodo ndo invasivo preciso para o diagnéstico da infeccdo por H. pylori em
pacientes nao tratados.

Para a obtencdo de 6&timos resultados, o transporte e a manutengao
adequada das amostras sdo essencias. As amostras devem ser estocadas por
24h em temperatura ambiente ou 72h a 4°C; sem refrigeracdo a sensibilidade
reduz em 2 a 3 dias [54].

Sangramentos no trato gastrointestinal e o uso de antimicrobianos e de
inibidores de bomba de préton (IBP) diminuem a sensibilidade do teste, que nao é
alterada, entretanto, por antagonistas do receptor H, e antiacidos [54; 56].

1.7.7. Técnica de biologia molecular — PCR

A utilizagdo de métodos moleculares para a deteccdo H. pylori aumentou
significativamente nos ultimos anos [54].

O teste da reacao em cadeia da polimerase (PCR) é usado para o
diagnéstico da infecgcdo, genotipagem dos marcadores de viruléncia e
determinacdo de susceptibilidade da bactéria aos antimicrobianos tanto em
amostras isoladas quanto em fragmentos de bidpsia [59].
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O PCR uitiliza oligonucleicos sintéticos que agem como “primers” para a
replicacdo enzimatica das sequéncias definidas de DNA [71]. Este método
apresenta altissima sensibilidade e especificidade, podendo ser feito diretamente
das bidpsias gastricas ou duodenais, do suco gastrico, da placa dentaria, da
saliva, da cultura e até mesmo das fezes [59].

Alguns resultados recentes tém demonstrado que o PCR mostra resultado
confidvel na deteccao da infecgcao e pelo H. pylori e na identificacéo a resisténcia a
claritromicina. Considerando o aumento na prevaléncia da resisténcia ao
antibidtico, especialmente a claritromicina, este teste pode ser considerado o mais
sofisticado no diagnostico de H. pylori [72].

1.8. Relacao do H. pylori com gastrite

O conhecimento adquirido a respeito do H. pylori tem estabelecido o seu
papel no desenvolvimento do processo inflamatério crénico na mucosa gastrica, e
a sua associacao com varias doencas gastroduodenais [73]. Esta infeccdo é
aceita hoje como a principal causa de gastrite e pela maioria dos casos de doenca
péptica, duodenal ou gastrica, estando também relacionada ao desenvolvimento
de adenocarcinoma do estbmago e de linfoma primario associado ao tecido
linféide de mucosa gastrica [65; 73].

A colonizacao do estémago pelo H. pylori induz o desenvolvimento de um
processo inflamatério gastrico. Logo apds a contaminagao bacteriana, desenvolve-
se uma inflamacé&o aguda, dita gastrite aguda. Nesta fase existe um infiltrado
neutrofilico ou eosinofilico, que posteriormente pode evoluir para a gastrite
cronica, caracterizada pela infiltragdo da mucosa gastrica por linfécitos e
plasmécito [1; 74].

Do ponto de vista histolégico, a gastrite crénica associada ao H. pylori é
evidenciado de forma bem caracteristica no antro gastrico, embora alteracées
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similares, freqiientemente mais discretas e superficiais, possam estar presentes
em todo o estdmago [75].

Para o diagnéstico da gastrite o exame histolégico é considerado
fundamental (“Gold standart”) e essencial. Em busca de uma uniformidade do
diagnéstico da gastrite foi criado o Sistema de Sydney, cuja classificacdo da
gastrite destaca a importancia da combinacdo entre os achados topogréficos,
morfolégicos e informacdes sobre a etiologia [76].

Em 1994, um grupo de patologistas reunidos em Houston no Texas revisou
o Sistema de Sydney com o objetivo de identificar, definir e resolver alguns
questionamentos daquela classificagédo inicial. Para um diagndstico detalhado e
completo, faz-se necessaria uma comunicacdo entre o endoscopista € o
patologista, através do fornecimento de informacbées sobre os achados
endoscopicos como polipos, ulcera, metaplasia, atrofia, erosbes entre outras
lesbes. As recomendagdes atuais do Sistema de Sydney, consistem em coleta de
amostra provenientes de 5 locais pré determinados (2 do antro, 2 do corpo e 1 da
incisura angular). Essas amostras devem ser identificadas em frascos separados
contendo todas as informacgbes necessarias a serem passadas ao patologista
como os achados endoscépicos, historia clinica e local das biépsias. Além disso,
uma coloracao especial deve ser realizada para a deteccado do H. pylori antes de
declarar a auséncia deste microrganismo em amostras de mucosa com inflamacao
cronica [58].

1.9. Definicoes e classificacao das variaveis

> Densidade do H. pylori — a informacao da presenca deste patégeno
€ de suma importancia. Variagbes na densidade podem orientar
sobre a associagdo com outras patologias e tem importancia
epidemioldgica [77]. Algumas dificuldades na identificacdo do H.
pylori sao particularmente encontradas nas porgbes da mucosa que
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apresentam metaplasia intestinal, areas geralmente ndo colonizadas
pela bactéria. Portanto € recomendado iniciar a abordagem nas

areas em que normalmente a bactéria reside [58].

Infiltrado inflamatério — em geral, o infiltrado inflamatério é
constituido de neutréfilo e células mononucleares. O grau de
inflamacédo varia desde infiltrado minimo da lamina prépria com
arquitetura preservada até gastrite grave com inflamagéao densa [78].
Nos casos mais graves, podem ser vistos neutréfilos dentro do
epitélio superficial e nas foveas gastricas em microabcessos. Os
neutrofilos foram enfatizados nos primeiros estudos da gastrite
causada pelo H. pylori, mas posteriormente, ficou claro que
numerosas células inflamatérias crénicas (plasmadcitos e linfécitos)
também fazem parte do quadro inflamatério [79]. Normalmente, ndo
ha neutréfilos na mucosa gastrica, de modo que qualquer quantidade
é anormal. A presenca da atividade dos neutréfilos é sempre
considerada um fendmeno universal de gastrite associada ao H.
pylori [60]. A densidade de neutréfilos na camada intra-epitelial tem
sido correlacionada com dano a mucosa gastrica e com a
intensidade da infeccao pelo H. pylori [80; 81]. Os neutréfilos sédo
indicadores sensiveis da presenga ou auséncia do H. pylori e
desaparecem apos dias da erradicacao da infecgao.

Atrofia glandular — é definida como a perda do tecido glandular, que
pode levar a erosdo da mucosa ou ulceragdo com destruicado do
tecido glandular, e no prolongamento do processo inflamatério.
Embora a metaplasia intestinal possa surgir de forma independente,
a presenca da mesma pode ser um indicador da presenca da atrofia.
A atrofia da mucosa gastrica esta associada com a diminuigdo da

secrecdo 4cida e o desenvolvimento da metaplasia intestinal, as
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quais estao intensamente associadas ao aumento no risco de cancer
gastrico [82; 83].

1.10. Relacao do H. pylori com a deficiéncia de ferro

Varios estudos tém mostrado a contribuicdo da infeccao pelo H. pylori no
desenvolvimento da AF e a associacdo entre a infecgdo pelo H. pylori e a
diminuicdo do estoque do Fe [84; 85].

Na Austrélia, Peach et al. [86] encontraram niveis de ferritina mais baixos
em mulheres infectadas com H. pylori do que na populagao normal. Milman et al.
[84] mostraram na populagédo dinamarquesa, que individuos com sorologia positiva
para H. pylori apresentavam risco maior do que 40% de terem os niveis de ferritina
reduzidos. Berg et al., [87], relataram que a infeccdo pelo H. pylori estava
associada a um decréscimo de 17% na concentracao de ferritina sérica. A
associacao entre AF e H. pylori foi avaliada em criancas no Alaska e foi observado
que 99% das criancgas infectadas pelo H. pylori apresentavam AF [29]. A presenca
do H. pylori pode também explicar casos de AF refrataria [87]. Seo et al., [88],
estudaram 753 criangas coreanas de 6 a 12 anos e observaram que os niveis
médios de ferritina sérica eram significativamente menores em criangas soro
positivas para H. pylori do que no grupo controle. Nesse mesmo grupo a
prevaléncia de deficiéncia de Fe foi significativamente mais alta (13,9%) em
criangas com sorologia positiva para H. pylori do que nas criancas soro negativas
(2,8%). Em outro estudo realizado com 2080 nativos do Alaska, foi observada a
associagdo entre os niveis baixos de ferritina e a prevaléncia de H. pylori,
particularmente em pessoas com menos que 20 anos de idade [26]. Os autores
concluiram que o H. pylori pode ser um fator que contribui para a AF na populacao
nativa do Alaska. No conjunto, estes estudos epidemiolégicos conduzidos em
diversas areas geogréficas, indicam que a positividade para o H. pylori esta

associada com a diminuicdo significante nos niveis de ferritina, implicando na
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diminuicdo dos estoques de Fe. No entanto ndo ha evidéncias da associacao
entre AF e a positividade para H. pylori [89].

Varias possiveis explicacoes para a associacao entre H. pylori e deficiéncia
de Fe tem sido propostas.

Segundo Barabino et al., [90] o H. pylori pode levar a uma AF devido ao
sequestramento do Fe da mucosa antral inflamada. O Fe é um fator essencial
para o crescimento de muitas bactérias, incluindo o H. pylori. A infecgdo pelo H.
pylori pode levar a um desequilibrio na homeostase do Fe corpéreo através do
aumento da demanda de Fe pela bactéria. Com isso o Fe transportado pela
transferrina seria deprivado dos depdsitos, limitando o aproveitamento do Fe da
dieta ou Fe heme para a eritropoiese [84].

Husson et al., [91], relataram que o H. pylori € capaz de usar o Fe da
lactoferrina humana, uma glicoproteina de ligagdo do Fe que é produzida pelos
neutrofilos. Segundo Barabino et al., [90], na gastrite haveria um aumento dos
niveis de lactoferrina. O H. pylori possue um receptor para a lactoferrina e com a
infecgdo, haveria uma perda de Fe devido a essa ligacao da lactoferrina ao
receptor da bactéria.

Além desses possiveis desvios do aproveitamento do Fe pela bactéria, a
infeccdo pelo H. pylori pode exercer um efeito negativo no balang¢o de Fe corpéreo
pelo aumento de perdas do mesmo no trato gastrointestinal [84] e pela menor
absorcao do Fe. Existem vérias possiveis explicacoes para este efeito: na gastrite
cronica haveria uma reducdo no suco gastrico e dos &cidos, como o acido
ascérbico, o qual ajuda a converter o Fe férrico para Fe ferroso, estabelecendo
assim um pH alcalino no duodeno. Desse modo ocorreria uma diminuicdo na
absorcao do Fe n&o heme [3].

Novamente, o H. pylori estaria envolvido, ja que foi demonstrado por Zhang
et al., [37] que pacientes com dispepsia gastrica, apresentam o acido ascoérbico
em niveis significativamente mais baixos quando infectados pelo H. pylori do que
pessoas nao infectadas.
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1.11. Relacao do H. pylori com anemia perniciosa

A destruicdo da mucosa gastrica pelo H. pylori pode também estar
associada ao desenvolvimento da anemia perniciosa. A lesdo das células parietais
da mucosa gastrica e, conseqlientemente, a falta do fator intrinseco levaria a uma
menor absor¢ado da vitamina B12. Individuos infectados pelo H. pylori apresentam
lgG circulante contra epitopos das células da mucosa gastrica. A proteina H'K™-
ATPase, o antigeno mais comum na anemia perniciosa, € provavelmente o
principal alvo da auto-imunidade desencadeada pelo H. pylori e direcionada contra
as células parietais devido a um mimetismo antigénico [92; 93; 94].

Como a anemia perniciosa € uma doenca que tem maior incidéncia na
populagdo mais idosa, alguns autores sugerem que a AF associada ao H. pylori
pode preceder o desenvolvimento da deficiéncia de vitamina B12 e anemia
megaloblastica [89; 95].

Carmel et al.,, [96] estudaram individuos com niveis reduzidos de
cobalamina sérica e observaram uma alta freqiéncia de IgG contra o H. pylori
entre os pacientes com ma-absor¢cdo grave de cobalamina, o que sugere que a
gastrite induzida pelo H. pylori predispée as formas mais graves de ma-absorcao
de cobalamina.

1.12. Relagdo do H. pylori com anemia refrataria e com a purpura
trombocitopénica idiopatica.

Tem sido proposto que a infeccdo pelo H. pylori também pode estar
relacionada com a anemia refratdria e com a purpura trombocitopénica auto-
imune. Dufour et al., [97] relataram um caso de gastrite crdnica antral causada
pelo H. pylori associado com a anemia sideroblastica, que foi refrataria a ingestao
de ferro oral e respondeu apenas apds a erradicacdo do H. pylori. Resultado
semelhante foi mostrado por Marignani et al., [98], no relato do caso de um
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paciente com um longo histérico de anemia sideropénica que sé foi revertida apos
a erradicacao total do H. pylori. Além disso, no trabalho realizado por Barabino et
al., [99], foram estudados 4 casos de anemia refrataria, onde eles sugerem que
nos casos de anemia refrataria inexplicavel, deve ser analisada a possivel
infeccdo pelo H. pylori. Choe et al., [100] mostraram que o tratamento da infec¢do
pelo H. pylori foi associado com uma resposta mais rapida ao tratamento de ferro
oral do que com o0 uso isolado da terapia de reposicao. Além disso, houve uma
melhora na absorcéo do ferro, mesmo naqueles que nao receberam a terapia com
ferro oral. A partir de resultados de diversos estudos clinicos e de analises de
ferrocinética, foram sugeridas algumas possiveis explicagdes para a associacao
da anemia refrataria com a infec¢ao pelo H. pylori: a infecgdo pela bactéria leva a
inflamagdo da mucosa gastrica, que induz um aumento da lactoferrina gastrica,
que por sua vez retira o ferro ligado a transferrina, o que possibilita que a bactéria
absorva ferro da lactoferrina resultando em um circulo vicioso, no qual a fonte de
ferro corpdreo é incapaz de aumentar os niveis de hemoglobina, mas permite um
maior crescimento do H. pylori. Além dessa explicacdo, os autores também
sugerem que a infecgao pelo H. pylori altera o pH do estémago dificultando assim
a absorcao de ferro pelas células intestinais. Desta forma, a sua erradicacdo da
bactéria junto com a suplementacao de ferro podera corrigir a anemia [97; 98; 99;
100].

Recentemente alguns autores tém sugerido também a relagcdo entre a
infeccdo pelo H. pylori e algumas doengas auto-imunes, especialmente com a
purpura trompocitopénica idiopatica [101; 102]. Alguns estudos mostraram que
apds a erradicacao do H. pylori houve um aumento na contagem das plaquetas
em pacientes trombocitopénicos [103; 104]. Aparentemente, ainda ndo ha
explicagdo conclusiva para o0 mecanismo de surgimento dessa associagao [101;
102; 103; 104], mas o H. pylori tem sido considerado n&o apenas 0 agente
etiolégico de gastrites, Ulceras pépticas e cancer gastrico, mas um importante
coadjuvante no surgimento de algumas doencas auto-imunes como artrite
reumatoide e tireoidites, além da purpura trombocitopenica idiopatica em adultos
[105].
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Justificativa e Objetivos
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2.1. JUSTIFICATIVA

A associagao entre o H. pylori e deficiéncia de Fe tem merecido a atencao
de diversos pesquisadores e os resultados da literatura sao bastante controversos.

Nao existem estudos a esse respeito na nossa populacdo. Embora a
incidéncia da presenca do H. pylori seja consideravel, ndo € feita rotineiramente a
investigacdo do estado do Fe nesses pacientes e de uma possivel deficiéncia de
Fe ainda na fase inicial da deprivacao. Se a relacao entre infec¢ao pelo H. pylori e
a deficiéncia de ferro for confirmada, poderdo ser propostas estratégias que

auxiliem os médicos no diagnéstico e tratamento precoce dos pacientes.

2.2. OBJETIVOS

Comparar trés métodos de diagndstico da infec¢do pelo H. pylori em um
grupo de pacientes atendidos no ambulatério do Gastrocentro da Unicamp/SP.

Avaliar os aspectos relacionados ao metabolismo do ferro em um grupo de
pacientes com infec¢ao pelo H. pylori e estabelecer a frequéncia da deficiéncia de
Fe acompanhada ou ndo de anemia nesses pacientes.

Além disso, tendo em vista a importancia da atividade inflamatéria sobre a
eritropoiese ja estudada em diversas doengas, sera avaliada a possivel correlagdo
entre o processo inflamatorio associado a gastrite e alteragbes na hematopoiese.
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3. CASUISTICA E METODOS
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3.1. Local do estudo e procedéncia dos pacientes

O estudo foi desenvolvido no municipio de Campinas, na Divisdo de
Patologia do Hospital das Clinicas (HC) da Unicamp/SP e os pacientes foram
selecionados no ambulatério do Gastrocentro da Unicamp/SP.

3.1.2. Critérios de inclusao de pacientes no estudo

Foram selecionados para esse estudo pacientes adultos de ambos os
sexos que foram submetidos a endoscopia para esclarecimento diagnéstico.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Unicamp (aprovagao em anexos).

A participacdo no projeto foi voluntaria. Os pacientes deram consentimento
por escrito concordando com sua participacao nesse estudo.

3.1.3 Critérios de exclusao de pacientes no estudo

Foram excluidos pacientes com neoplasias, sorologia positiva para HIV,
pacientes em uso de antibidticos e antiacidos. Foram excluidos os pacientes que
faziam o uso de medicagcbes contendo ferro, vitamina B12 e pacientes
transfundidos menos de 120 dias também foram excluidos do estudo.

3.2. METODOS

Participaram da pesquisa 156 pacientes, sendo 106 do sexo feminino e 50
do sexo masculino, na faixa etaria de 17 a 83 anos. O grupo de estudo foi
constituido de 125 individuos, uma vez que dos 156 pacientes iniciais, 30 deles
nao foram submetidos a bidpsia gastrica e um paciente era gastrectomizado.
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Os pacientes tiveram 20 ml de sangue coletados em jejum, em trés tubos:
um tubo com EDTA (para avaliagdo dos parametros hematimétricos) e dois com
gel ativador de coagulo para avaliagao bioquimica.

3.3. ANALISES REALIZADAS

3.3.1 Perfil hematolégico

Para avaliacdo do perfil hematolégico foram realizadas as seguintes
determinacdes: hemograma completo, contagem de reticulécitos automatizada por
citometria de fluxo com o uso de um marcador fluorescente de RNA (polimetina) e
a determinagédo do conteudo de Hb nos reticuldcitos (Ret-He), utilizando contador
automatizado hematolégico Sysmex XE 2100 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan).

O equipamento detecta diferencas no tamanho e conteudo celular em canal
de laser separado. Apos a coloragdo do RNA e a emissdo de sinais fluorimétricos
sao diferenciados os eritrocitos maduros (sem conteudo de RNA) dos reticulécitos
(com conteudo de RNA). O conteudo do reticulécito obtido pela leitura fluorimétrica
corresponde ao grau de hemoglobinizagcdo das células. O resultado é dado em
picogramas, com intervalo de referéncia entre 28,1 a 38,64 pg.

3.3.2. Avaliacao do estado do ferro

» Ferro sérico (Fe): ensaio colorimétrico (Roche/ Hitachi Modular Analyser,
Germany).

» Capacidade Total de Ligacao do ferro (TIBC): ensaio colorimétrico (Roche/
Hitachi Modular Analyser, Germany).

» Ferritina (Ferr): imunoensaio de eletroquimioluminescéncia, Kit Elecsys

Ferritin e o leitor Roche Elecsys 2010 (Roche, Los Angeles, EUA).
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» Saturacao da transferrina (ST): calculado pela férmula ferro sérico/TIBC X

(100) e expresso em percentagem.

3.3.3. Deficiéncia de Vitamina B12

Vitamina B12 (Vit. B12): imunoensaio de eletroquimioluminescéncia, Kit
Elecsys Vitamin B12 e o leitor Elecsys 2010 (Roche).

3.4. DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO H. PYLORI:

Realizado de acordo com o protocolo utilizado pelo servico de endoscopia
do Gastrocentro/ HC — Unicamp compreendendo: endoscopia com a realizagao de

bidpsia gastrica, histologia e pesquisa de urease.

3.4.1. Exame endoscopico

O exame foi realizado apds jejum aproximado de 6 horas. Para a realizacao
do exame diagnéstico foram utilizados o fibrioendoscopio ou o videoendoscépio da
marca Olympus e Fujinon. Durante a endoscopia digestiva alta (EDA), foram
retirados 4 fragmentos, sendo 2 fragmentos da mucosa antral e 2 fragmentos da
mucosa do corpo. Para a realizagdo das biopsias foram utilizadas pingas de
biépsia marca Olympus, FB-25K-1. Apds a coleta foi realizada uma limpeza
minuciosa, uma desinfeccao e esterilizacdo do equipamento e da pinga utilizada.
Os fragmentos gastricos foram submetidos a avaliagcao de H. pylori por 2 métodos:
exame histologico e teste de urease.
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3.4.2. Exame histoldgico

Dois fragmentos, 1 de antro e 1 de corpo foram estendidos em um papel
filtro e fixados em formol a 10%. Ap6s todo procedimento histolégico, os
fragmentos foram corados com hematoxilina-eosina e analisados pelo mesmo
patologista para a pesquisa de H. pylori A caracterizagdo da gastrite foi
estabelecida de acordo com o Sistema de Sidney [58].

3.4.3. Teste de urease

O teste de urease foi realizado de acordo com o protocolo do laboratério de
hepatologia e bacteriologia do Servigo de Endoscopia do Gastrocentro -UNICAMP,
utilizando uma solugdo modificada de Christensen, que contém uréia a fenol
vermelho como indicador. O teste foi considerado positivo quando ocorreu uma
mudanca de cor na solugdo de amarelo para réseo, nas primeiras 24 horas de

incubacao.

3.4.4. Sorologia para H. pylori

Pesquisa de anticorpos IgG para H. pylori: por ensaio imunométrico

quimioluminescente (IMMULITE/IMMULITE 1000 H.pylori IgG, Siemens - Los

Angeles).

3.5. DOSAGEM DE GASTRINA SERICA

Os niveis de gastrina sérica foram determinados por quimioluminescéncia

no analisador Immulite 1000 (Gastrina Immulite/ Immulite 1000, Siemens — Los
Angeles).
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3.6. AVALIACAO DO PROCESSO INFLAMATORIO:

Determinacdo dos niveis séricos de Proteina C Reativa (PC-R): ensaio
imunoturbidimétrico (Roche/ Hitachi Modular Analyser, Germany).

A tabela 1 mostra os valores de referéncias de acordo com os fabricantes para
0s parametros estudados.

Tabela 1: Valores de referéncias (recomendados pelos fabricantes)

Variaveis Valor de referéncia

H:40a 160

Fe (ug/di) M: 30 a 160
TIBC (pg/dl) 228 a 428

H: 30 a 400

Ferr (ug/l) M: 13 a 150

ST (%) 33a55

Vit. B12 (pg/ml) 145 a 946
Gastrina (pg/ml) 13a115

Fe = ferro sérico; TIBC= capacidade total de ligacdo do ferro a transferrina; Ferr= ferritina sérica;
ST= saturacao da transferrina; Vit. B12= vitamina B12.
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3.7. CRITERIOS LABORATORIAIS PARA O DIAGNOSTICO DE:

3.7.1. Anemia:

- Hemoglobina (Hb) < 14,0g/dl para homens
- Hb < 12,0g/dl para mulheres [106].

3.7.2. Deficiéncia de Fe:

- Ferr < 30ug/l para homens

< 13pg/l para mulheres

3.7.3. Anemia Ferropriva:

- Saturacao da transferrina (Fe sérico/ TIBC x 100) (ST) < 15% [107].
- Ferr <30ug/l para homens
< 13ug/l para mulheres
- Fe <45ug/dl para homens
< 30pg/dl para mulheres
- TIBC > 456pug/dl

3.7.4. Deficiéncia de Vitamina B12:

- Vit. B12 < 145 pg/ml [108]

3.7.5. Hipergastrinemia

— Gastrina: > 115pg/ml
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3.7.6. Diagnostico de processo inflamatorio:

_ PC-R>5mg/l [109].

3.8. ANALISE ESTATISTICA:

- Estatistica descritiva: média, desvio-padrdo, valores de mediana,
minimo e maximo.

- Comparacdo de medidas continuas entre dois grupos e a
comparacao entre variaveis categoricas: utilizou-se o teste de Mann-
Whiteny e o teste Qui-Quadrado.

- Para verificar a relagdo entre as varidveis continuas foi utilizado o
coeficiente de correlagdo linear de Spearman.

- Foi utilizada a analise da curva ROC para obtencdo de ponto de
corte para a IgG anti- H. pylori, através da maximizacdo da
sensibilidade e da especificidade.

- O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%

- O programa computacional utilizado foi: SAS System for Windows
(Statistical Analysis System) versdao 9.1.3 Service Pack 3. SAS
Institute INC. 2002-2003. Cary. NC. USA.

- Todas as analises estatisticas foram realizadas pela camara de
pesquisa - Estatistica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP.
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4. RESULTADOS
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v Sorologia: presenca de IgG anti H. pylori utilizando o kit H. pylori
lgG IMMULITE (IMMULITE 1000 H. pylori 1gG, Siemens - Los
Angeles, USA).

Na tabela 3 constam os resultados dos 3 testes diagnésticos.

Tabela 3: Deteccao da infecgao pelo H. pylori na populagédo estudada (n= 125).

Teste Positivo Negativo Total
Histologia 75 (60,00%) 50 (40,00%) 125
Urease 50 (40,32%) 74 (59,68%) 124*
IgG 73 (58,40%) 52 (41,60%) 125

*Excluido paciente por resultado nao conclusivo

Baseado na analise histologica e, considerando este teste como padrao no
diagnéstico da infecgdo pelo H. pylori, a sensibilidade, a especificidade e a
eficacia dos outros dois testes foram calculados (Tabela 4).

Tabela 4: Avaliagdo dos testes de Urease e sorologia (IgG), na deteccéo do H.
pyloritendo a histologia como referéncia.

Resultado Testes

Urease [e[€
Sensibilidade 66,67% 81,33%
Especificidade 100,00% 76,00%
VPP 100,00% 83,56%
VPN 66,22% 73,08%
Eficacia 89,52% 91,40%
indice de Younden 66,67% 57,33%

VPP= Valor preditivo positivo; VPN= Valor preditivo negativo.
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Tendo a detecgdo do H. pylori pela histologia como teste referéncia, pela
curva ROC foi estabelecido o valor de corte para titulacdo de IgG com as
respectivas sensibilidade e especificidade (Figura 2). Valores acima de 1.950
U/ml apresentaram sensibilidade de 66,7% e especificidade de 92% para o

diagnostico da infecgéo pelo H. pylori.

Curva ROC

0,8

0,6

0,44

Sensibilidade

0,2

0.0 T T T T
0,0 02 04 0.6 08 1,0

1 - Especificidade

Figura 2: Curva ROC para o método diagnéstico IgG para H. pylori
Area sob a curva= 0.821+ 0.038; IC 95%= (0.746— 0.895); valor de p<0.001.
Ponto de corte= =1.950 U/ml, Sensibilidade= 66.70%, Especificidade= 92.00%

4.3. Analise comparativa dos parametros hematoldgicos e

bioquimicos entre os pacientes com e sem a infeccao pelo H. pylori

Analisando os parametros hematol6gicos e bioquimicos nos pacientes com
bidpsia gastrica, separados em positivos e negativos para infecgao pelo H. pylori,
observa-se que nao houve diferenca entre os grupos quanto as variaveis
estudadas, com excecao da sorologia para H. pylori e dos niveis de gastrina
sérica que mostraram valores mais elevados no grupo com infeccao detectada
pela histologia (Tabela 5 e figuras 3 e 4).
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Tabela 5: Parametros hematolégicos e bioquimicos no grupo de pacientes com
bidpsia gastrica, separados em H. pylori positivo e negativo de acordo com o

exame histoldgico. Valores em mediana (minimo-méaximo).

Positivo (n=75) Negativo (n=50) Valor p
45,00 45,50
Idade 21,00 - 77,00 18,00- 83,00 0,2730
14,30 14,25
Hb (g/dI) 10,60 — 17,10 9,00 - 18,05 0,6483
o 2485 0,8011
PLT (x10%ul) 90,50 — 586,00 46,50- 356,50 ,
35,46 34,13
Ret- He (pg) 23,70 — 39,60 20,29 — 41,26 0,0608
83,00 83,00
Fe (ug/dl) 20,00~ 181,00 19,00 — 193,00 0,9057
105,90 105,60
Ferr (ng/l) 4,39 - 771,10 3.34 — 931,40 0,7855
0,28 0,34
PC-R (mg/dl) 0,00 - 2,74 0,00 — 3,52 0,2600
64,20 34,10
Gastrina (pg/ml) 15,10 -4238,00 12,30 — 2864,00 0,0246
502,60 551,35
812 (pg/m) 233,00 - 7840,00 167,10 — 1196,00 0,8541
3,40 0,46
'9G (U/mi) 0,30 - 8,10 0,30 — 5,30 <0,0001

Hb= hemoglobina, PLT= plagueta, Ret-He= Conteudo de hemoglobina nos reticuldcitos, Fe= ferro sérico,
Ferr= ferritina sérica, PC-R= proteina C-reativa, B12= vitamina B12. Os valores significativos estédo
representados em negrito.
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Figura 3. Boxplot referente aos valores de IgG do grupo de pacientes com bidpsia gastrica
separados em H. pylori positivo e negativo.
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Figura 4: Boxplot referente aos valores de gastrina sérica do grupo de pacientes com bidpsia
gastrica separados em H. pylori positivo e negativo.

Resultados

78



4.4. Classificacao das anemias:

De acordo com os critérios laboratoriais estabelecidos, dos 125 pacientes
estudados apenas 17 (13,6%) mostraram niveis de Hb indicativos de anemia
(Quadro 1). Avaliando os prontuarios desses pacientes acrescidos aos resultados
dos exames laboratoriais foi possivel classificar 11 deles como:

= Anemia ferropriva: 3 pacientes com anemia microcitica,
ferropenia e ferritinemia (1D:49; 95; 129 do Quadro 1).

= Deficiéncia de estoque de ferro: 3 pacientes com anemia
normocitica e ferritinemia (ID: 90; 98; 108 do Quadro 1).

» Anemia de doenga crbnica: 1 paciente com anemia
normocitica, ferropenia e ferritina elevada (ID: 133 do Quadro
1): exame endoscépico normal

= Anemia renal: 2 pacientes com nefropatia e sem alteragdes
no metabolismo de ferro ou na dosagem de vit. B12 (ID: 113
do Quadro 1): exame endoscoépico normal

= Alfa talassemia: 1 paciente com homozigose para a delecéo
o’/ _a®’, diagnosticada por biologia molecular (ID: 42 do
Quadro 1).

» Beta talassemia heterozigética: 1 paciente (ID: 123 do
Quadro1).

Os outros 6 pacientes, com excec¢ao de 1 paciente masculino com Hb 12,5
g/dl, macrocitose, plaquetopenia e niveis sérico de vitamina B12 normais, os
demais apresentaram niveis de Hb compativeis com os nossos critérios de
presenca de anemia, mas muito préximo da normalidade (= 11,5 g/dl nas
mulheres e = 13,5 g/dl nos homens).
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Legenda: ID= identidade do individuo no grupo, HB= hemoglobina, VCM= volume corpuscular médio, PLT= plaqueta, Ret-He= conteido de hemoglobina nos
reticulécitos, Fe= ferro sérico, TIBC= capacidade total de ligagao do ferro a transferrina, Ferr= ferritina sérica, ST= saturagdo da transferrina, PC-R= proteina C-
reativa, Gastrina = gastrina sérica, VIT B12 = vitamina B12, Alfa-Tal= Alfa Talassemia, AF= Anemia Ferropriva, Def. estoque = deficiéncia de estoque de ferro,
Beta — Tal= Beta Talassemia. ADC = Anemia de doenca crénica. Valores em nearito = fora dos valores de referéncia.
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4.5. Frequéncia da deficiéncia de ferro nos grupos com H. pylori

positivo e negativo:

Aplicando o teste exato de Fisher ndo foi observada diferenca na freqtiéncia
da deficiéncia de ferro entre os grupos de pacientes infectados pelo H. pylori
(n=75, sendo 5 individuos deficiente de ferro) e os nao infectados pelo H. pylori
(n=50, sendo 1 individuo deficiente de ferro) (valor de p= 0,4004).

A fim de avaliar a possivel participagdo do processo inflamatério na
eritropoiese, foram determinados os coeficientes de correlagdo de Spearman entre
as variaveis. Como pode ser observado na tabela 6, houve uma correlacédo
negativa, embora fraca entre a PC-R e Ret—He. A gastrina parece exercer uma

acao negativa, embora fraca nos niveis de Hb, Ret—He e ferritina.
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Tabela 6: Coeficiente de correlacdo (Spearman) na populacéo estudada.

Grupo de pacientes com bidpsia gastrica (n=125)

Variaveis
r Y

PC-R x Hb -0,1735 0,0529
PC-R x PLT 0,0849 0,3462
PC-R x Ret-He -0,1860 0,0377
PC-R x Ferr 0,0012 0,9897
PC-R x Gastrina 0,1334 0,1380
Hb x PLT -0,2013 0,0243
Hb x Ret- He 0,4266 < 0,0001
Hb x Ferr 0,2168 0,0151
Hb x Gastrina -0,2367 0,0078
PLT x Ret- He -0,1658 0,0645
PLT x Ferr -0,1939 0,0302
PLT x Gastrina 0,1676 0,0616
Ret- He x Ferr 0,2526 0,0044
Ret- He x Gastrina -0,2024 0,0235
Ferr x Gastrina -0,2084 0,0196

r: coeficiente de Spearman. Os valores significativos estao representados em negrito.
Hb= hemoglobina, PLT= plaqueta, Ret-He= Contelido de hemoglobina nos reticuldcitos, Ferr= ferritina sérica,

PC-R= proteina C-reativa. Os valores significativos estao representados em negrito.

Esses resultados também podem ser observados nas figuras 5 a 7.
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Figura 5. Correlagao entre niveis de Ret- He e PC-R no grupo de pacientes do estudo.

r: coeficiente de Spearman, Ret- He= conteddo de hemoglobina nos reticulécitos, PC-R= proteina C reativa.
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Figura 6. Correlagéo entre niveis de log gastrina e hemoglobina no grupo de pacientes de estudo.

r: coeficiente de Spearman, Log= logaritmo, Hb= hemoglobina.
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Figura 7. Correlagao entre niveis de log gastrina e Ret- He no grupo de pacientes do estudo.
r: coeficiente de Spearman, Log= logaritmo, Ret- He = contelido de hemoglobina nos reticulécitos.

Quando os pacientes foram separados de acordo com a presenga ou
auséncia da infeccédo, observamos que a provavel acao da atividade inflamatéria e
da gastrina sobre a eritropoiese s6é foi constatada no grupo de pacientes
infectados pelo H. pylori e os valores de r foram ligeiramente superiores aos
obtidos da analise do grupo total (tabela 7).
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Tabela 7: Coeficiente de correlagdo (Spearman) nos grupos de pacientes com
biépsia gastrica separados em H. pylori positivo e negativo de acordo com o teste

histoldgico.

Grupo de pacientes com bidpsia gastrica (n=125)
Variaveis H. pylori positivo H. pylori negativo

r p r p
PC-R x Hb -0.1607 0.1686 -0.1993 0.1652
PC-R x PLT 0.1430 0.2208 -0.0215 0.8821
PC-R x Ret-He -0.2642 0.0219 -0.0913 0.5281
PC-R x Ferr -0.0454 0.6990 0.0464 0.7487
PC-R x Gastrina 0.1906 0.1013 0.1606 0.2652
Hb x PLT -0.4068 0.0003 0.0506 0.7273
Hb x Ret- He 0.3485 0.0022 0.5642 0.0000
Hb x Ferr 0.2327 0.0444 0.1959 0.1728
Hb x Gastrina -0.2475 0.3220 -0.2471 0.0835
PLT x Ret- He -0.1938 0.0956 -0.0836 0.5640
PLT x Ferr -0.3475 0.0022 0.0307 0.8322
PLT x Gastrina 0.3047 0.0078 0.0727 0.6159
Ret- He x Ferr 0.1925 0.0980 0.3239 0.0217
Ret- He x Gastrina -0.2990 0.0091 -0.2552 0.0735
Ferr x Gastrina -0.3007 0.0087 -0.0846 0.5591

r: coeficiente de Spearman. Os valores significativos estao representados em negrito.

Hb= hemoglobina, PLT= plaqueta, Ret-He= Contelido de hemoglobina nos reticuldcitos, Ferr= ferritina sérica,
PC-R= proteina C-reativa. Os valores significativos estao representados em negrito.
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4.6. Analise dos resultados em relacao a gastrite

De acordo com os resultados da biépsia/histologia, emitidos pelo laboratério
de Anatomia Patoldgica do Servigo de Endoscopia do Gastrocentro, os pacientes
foram divididos de acordo com a presengca ou auséncia de gastrite. Dos 125
pacientes estudados, 110 tiveram diagndstico histolégico de gastrite crénica
(tabela 8). Nenhum paciente mostrou atrofia gastrica.

Tabela 8: Distribuicdo da populagdo estudada de acordo com os resultados da
biopsia/histologia (n=125)

Pacientes com gastrite Pacientes sem gastrite
(n=110) (n=15)

Sexo n % n %
Feminino 73 66,36 12 80,00
Masculino 37 33,64 3 20,00

Total 110 100,00 15 100,00

Foram comparados os dados hematimétricos e bioquimicos nos grupos
com e sem gastrite e ndo foi observada diferenca significativa em nenhum dos
parametros (Tabela 9).
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Tabela 9: Parametros hematoldgicos e bioquimicos nos grupos de pacientes com

e sem gastrite. Valores em mediana (minimo-maximo).

Pacientes com gastrite

Pacientes sem gastrite

(n=110) (n=15) Valor p

Idade 19,00 77,00 18,00 83,00 0,5062

Hb (g/dI) 9,0341’2‘;%,05 10,11)4L415 7,35 0,5234
PLT (x10%/ul) 46,5%3i3 ’57856,00 1 62,25?)?,3524,5 0,9425
Ret- He (pg) 20,2%5i221 26 28,2353l639,5 0.3720
Fe (ug/di) 19,03 3:2%3,00 22,05)3 %2(;8,00 0,2962
Ferr (ug/l) 3,341 2—391351 ,40 24,5658](?98,1 0,2359
PC-R (mg/dl) 0,08 ’—282,74 o,og ’f%,ag 0,3365
Gastrina (pg/ml) 12,306—2 f2538,oo 14,43 %3%914,00 0,2285
B12 (pg/ml) 535,25 445,4 02773

226,60 — 7840,00 167,10 — 796,60

Hb= hemoglobina, PLT= plaqueta, Ret-He= Conteudo de hemoglobina nos reticuldcitos, Fe= ferro sérico,
Ferr= ferritina sérica, PC-R= proteina C-reativa, B12= vitamina B12.
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4.7. Classificacao do grau de gastrite

A partir dos resultados da bidpsia/histologia emitidos pelo laboratério de
Anatomia Patolégica do Servico de Endoscopia do Gastrocentro, foi feita a
classificagcado da intensidade da gastrite de acordo com o sistema de Sidney [58]
(Tabela 10).

Tabela 10: Classificagdo de gastrite de acordo com o Sistema de Sidney em
pacientes com gastrite (n=110).

Gastrite N %
Leve 64 63,37
Intensa/Moderada 37 36,63
Inespecifica 09 8,1
Total 110 100,00

4.8. Analise comparativa entre os graus de gastrite

Quando os pacientes com gastrite intensiva/moderada foram comparados
com os pacientes com gastrite leve, ndo houve diferenca entre os parametros
estudados, exceto os valores obtidos pelo teste sorologico, que foram mais
elevados no grupo com gastrite intensa/moderada do que no grupo com gastrite
leve (p < 0,0001) (tabelatt).
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Tabela 11: Parametros hematol6gicos e bioquimicos do grupo de pacientes com gastrite,

dividido de acordo com o grau de gastrite. Valores em mediana (minimo - maximo).

Intensa/Moderada Leve Valor p
45,00 46,00

Idade 22 00 — 70,00 19,00 — 77,00 0,9270
14,25 14,15

Hb (g/dl) 10,60 — 18,05 9,00—17,10 0,8795
231,50 236,25

PLT (x10%/yl) 164,50 — 586,00 46,50 — 468,50 0,8657
35,39 34.90

Ret- He (pg) 23 70 — 39,60 20,29 — 41,26 0,6672
84.00 84.00

Fe (ug/dl) 20,00 — 181,00 19,00 — 193,00 0,8851
105,90 131,70

Ferr (ug/) 4,39 — 486,00 3,34 — 931,40 0,3503

0,20 0,28

PC-R (mg/dl) 0,00 —2,74 0,00- 2,70 0,3612
. 67,70 58,35

Gastrina (pg/ml) 17.90 — 4182,00 12,30 — 4238,00 0,1971

4,40 0,95
'9G (W/ml) 0,30 - 8,10 0,30 - 8,10 <0,0001
812 (pg/mi) 502,60 543,30 0,7245
P9 258 40 — 1063,00 226,60 — 7840,00

Hb= hemoglobina, PLT= plaqueta, Ret- He= Conteldo de hemoglobina nos reticulécitos, Fe= ferro sérico,
Ferr= ferritina sérica, PC-R= proteina C-reativa, B12= vitamina B12.

4.9. Analise comparativa entre os grupos de pacientes com gastrite
com e sem infeccao pelo H. pylori

Dos 110 pacientes com gastrite 74 eram positivos e 36 negativos para o H.
pylori.
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Analisando os parametros hematol6gicos e bioquimicos foi observado que

nao houve diferenga significativa entre os grupos, com excec¢édo da sorologia para

H. pylori, que mostrou valores mais elevados no grupo com infec¢do detectada

pela histologia (Tabela 12).

Tabela 12: Parametros hematol6gicos e bioquimicos no grupo de pacientes com gastrite,

separados em H. pylori positivo e negativo Valores em mediana (minimo-maximo).

Positivo (n=74) Negativo (n=36) Valor p

ldade 21 ,o%5i0$7,oo 1 9,3(?-’%%,00 0,3442

Hbo (g/dl) 10,61)4i217 7,10 9,03 312%,05 0.5366
PLT (x10%u) <e)o,5203—1 ’gge,oo 46,52(?-05%%,50 0.8285
Ret- He (pg) 23,7365i4§9,6o 20,2%4l4j1 26 0,1201
Fe (ng/di) 20,0(2)3 e 00 19,0(33 %2%3,00 0.9264
Ferr (g/) 43977140 334 601 40 0,4446
PC-R (mg/d) 0,00 2374 0,031 8 0,2663
Gastina (PO/M) 15 10 apag00 12,80 - 586400 0,0652
B12 (pg/mi) 254,5%0:1 ’725(;)40,00 226,6506f T 96,00 0,6580
l9G (U/ml) 0,33’11%,1 . s 056 . <0,0001

Hb= hemoglobina, PLT= plaqueta, Ret- He= Conteludo de hemoglobina nos reticulécitos, Fe= ferro sérico,
Ferr= ferritina sérica, PC-R= proteina C-reativa, B12= vitamina B12.
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4.10. Correlacao entre as variaveis estudadas

A possivel participacdo da atividade inflamatéria na eritropoiese no grupo
de pacientes com gastrite também foi testada através da correlacdo entre os
niveis de PC-R e gastrina com os parametros hematoldgicos e os relativos ao
estado do Fe. No grupo de pacientes com gastrite assim como no grupo geral, foi
observada uma correlagdo negativa, embora fraca entre a PC-R e Ret- He. A
gastrina neste grupo, também parece exercer uma agao negativa, embora fraca
nos niveis de Hb, Ret— He e Ferr (Tabela 13).

Os resultados obtidos foram semelhantes aos observados no grupo total
(Tabela 6), independente da presenca ou auséncia da gastrite.
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Tabela 13: Coeficiente de correlacdo (Spearman) no grupo de pacientes com

gastrite (n=110).

Grupo de pacientes com gastrite (n=110)

Variaveis
r p

PC-R x Hb -0,18335 0,0552
PC-R x PLT 0,08741 0,3639
PC-R x Ret-He -0,20125 0,0348
PC-R x Ferr 0,00771 0,9363
PC-R x Gastrina 0,13648 0,1551
Hb x PLT -0,17355 0,0698
Hb x Ret- He 0,42679 < 0,0001
Hb x Ferr 0,26322 0,0055

Hb x Gastrina -0,28644 0,0024
PLT x Ret- He -0,18538 0,0525
PLT x Ferr -0,22254 0,0195
PLT x Gastrina 0,14221 0,1383
Ret- He x Ferr 0,25496 0,0072
Ret- He x Gastrina -0,25240 0,0078
Ferr x Gastrina -0,24320 0,0105

r: coeficiente de Spearman. Os valores significativos estdo representados em negrito.

Hb= hemoglobina, PLT= plaqueta, Ret- He= Contelido de hemoglobina nos reticuldcitos, Ferr= ferritina sérica,
PC-R= proteina C-reativa.
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4.1. Descricao da populacao estudada:

Foram avaliados 156 pacientes adultos de ambos os sexos submetidos a
endoscopia para esclarecimento diagnostico. Desses 156 pacientes, 126
apresentaram alteragbes a endoscopia que justificaram a realizagdo de bidpsia.
Foi excluido um individuo gastrectomizado e com anemia, portanto, o grupo de
estudo foi constituido de 125 individuos (tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo da populacéo estudada (n=125)

Grupo de pacientes com bidpsia gastrica

Sexo n %
Feminino 85 68,00
Masculino 40 32,00

Total 125 100,00

Os dados individuais de toda a populagéo estudada constam nos quadros
A1 e A2 em anexos.

4.2. Diagnostico da infeccao pelo H. pylori

Para o diagnostico da infecgédo pelo H. pylori foram utilizados trés métodos:

v' Exame histolégico do material de biépsia corado com HE, onde
constatou-se a presencga ou auséncia da infec¢ao pelo H. pylori.

v’ Teste de urease realizado de acordo com o protocolo utilizado pelo
Laboratério de Hepatologia e Bacteriologia do Servico de
Endoscopia do Gastrocentro/UNICAMP.
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5. DISCUSSAO
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Atualmente, sabe-se que existem diversos testes de diagnédstico para a
deteccdo da infeccdo pelo H. pylori Cada teste tem suas vantagens e
desvantagens, sensibilidade, especificidade e custo, e, ainda diferentes protocolos
podem ser utilizados para a deteccdo do H. pylori. A detecgédo da bactéria pode
ser realizada de forma direta através da demonstracdo histologica do
microrganismo, ou indireta através da pesquisa da urease pré-formada, que é uma
das principais caracteristicas do H. pylori [110]. Para um diagnéstico de infeccao
pelo H. pylori ser mais confiavel, tem sido aconselhado o uso de pelo menos dois
testes [56].

Seguindo essa recomendagédo, em nosso trabalho utilizamos trés métodos
para o diagnéstico de infeccao pelo H. pylori, sendo dois métodos invasivos
utilizados em rotina como protocolo do Servico de Endoscopia do Gastrocentro
/Unicamp (histologia e urease) e além desses métodos, também utilizamos o
método n&o invasivo representado pelo teste sorolégico IgG anti H. pylori.

O método histolégico é considerado como o “padrdao ouro” no diagnédstico
da infeccao pelo H. pylori [111], sendo assim, em nosso estudo foi considerado
paciente positivo para a infec¢ao, quando o exame histoldgico revelou a presenca
do H. pylori.

O exame histolégico permite a visualizacado direta do H. pylori e avalia
microscopicamente a mucosa gastrica, fornecendo informagdes essenciais como
a presenca de inflamacgao crbnica ou aguda, presenga de agregados linféides,
metaplasia intestinal e atrofia gastrica [54]. Embora esse exame nao esteja livre
de limitagdes, a especificidade e a sensibilidade deste teste s&o altas. Essas
limitacbes podem ser representadas como a falta de visualizagao e identificacao
da area mais afetada, como por coletas realizadas em locais improprios, devido a
distribuigédo irregular da bactéria na mucosa gastrica ou pelo baixo numero do
microrganismo [59].

O teste de urease é considerado o método mais simples, mais especifico,
menos dispendioso e apresenta resultados dentro de horas ou mesmo minutos,
dependendo da densidade da bactéria presente na mucosa gastrica [61], porém

resultados falso-negativos podem ocorrer em virtude do numero reduzindo da
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densidade bacteriana associado a atrofia ou metaplasia intestinal, da baixa
atividade de urease bacteriana, da distribuicdo irregular da bactéria na mucosa
gastrica ou ao uso de antimicrobianos ou inibidores de bombas de proétons [65;
56]. Algumas medicagbes como o omeprazol, o lansoprazol e o pantoprazol (e
seus metabdlitos ativos) apresentam atividade antimicrobiana in vitro contra o H.
pylori, por inibirem a urease da bactéria. O aumento da concentracao e dos efeitos
dos antibidticos acido-labeis ocorre devido a elevacdo do pH apdés o uso de
inibidores de bomba proténica. O pH menos acido aumenta a defesa do individuo,
além de elevar a concentracdo e a meia vida das imonuglobulinas especificas
para o H. pylori no suco gastrico, levando a uma melhora na fungdo dos
neutrofilos, condicdo importante para se conseguir a erradicacao do
microrganismo [112;113;114;115].

Administrado isoladamente, o omeprazol suprime temporariamente o H.
pylori do antro [116], 0 que converge para taxas de reincidéncia superiores
aquelas dos pacientes tratados com a associacao do inibidor de bomba protdnica
e antimicrobianas [117].

Existem ainda os métodos n&o invasivos para o diagnéstico do H. pylori, os
quais nao requerem a utilizacdo da endoscopia digestiva alta, onde em nosso
estudo foi representado pelo teste sorolégico. Dentre os varios métodos
disponiveis, o método imunoenzimatico (ELISA) € comumente o mais usado para
detectar anticorpos IgG anti H. pylori no soro [63]. Este teste tem sido utilizado em
diversos estudos epidemioldgicos principalmente em criangas [64]. Em alguns
casos, entretanto, a estimulacdo antigénica pode ser lenta e resultados falso-
negativos podem ocorrer em poucas semanas ou meses apds nova infeccao [65].
Resultados falsos positivos podem ocorrer em paciente cuja infeccdo tenha sido
tratada [54]. Apés a erradicacao da bactéria, os titulos de IgG caem lentamente ao
longo de varios meses [118]. Isso foi visto em um estudo com 144 pacientes, onde
os titulos IgG tiveram um decréscimo de 20% a 30% em seis semanas apés a
erradicacao e estes continuaram a diminuir ao longo dos seis a doze meses [119].

Segundo Ferreira et al., [120], um dos problemas na avaliagdo de pacientes
com queixas dispépticas atendidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) é que
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estes sdo submetidos a exame endoscdpico muito tempo apds a primeira
consulta. Na maioria dos casos, antes da realizacdo do exame clinico, 0 médico
receita ao paciente mediacdo anti-secretora a fim de minimizar os sintomas.
Contudo, a administragdo destes medicamentos antes do exame endoscopico
pode acarretar mudangas no diagndstico, como no teste ultra-rapido da urease e
também na pesquisa anatomopatologica do H. pylori, fazendo com que nao seja
possivel confirmar a doenca através da endoscopia.

Isso foi presenciado em nosso trabalho, onde 50 pacientes do total de 125
individuos estudados faziam uso continuo de omeprazol, e essa medicagao pode
ser um dos motivos de estarem inibindo a urease bacteriana e diminuindo a
sensibilidade do teste em nosso estudo. Contudo, esse método mostrou ser
altamente especifico no diagnoéstico do H. pylori, quando comparado com o
método histoldgico. Resultados opostos foram observados no teste soroldgico,
que apresentou uma alta sensibilidade, porém baixa especificidade. Em ambos os
teste, foram observadas elevadas porcentagens de resultados falsos negativos
(33,78% no teste de urease e 18,91% na sorologia). Desta forma, de acordo com
nossos resultados, um unico teste n&o é suficiente para diagnosticar a infecgéao
pelo H. pylori e, principalmente quando o paciente esta tomando antibidtico,
inibidor da bomba de prétons ou bloqueador do receptor de Ha.

A participacdo do H. pylori na fisiopatogénese de outras condigbes
diferentes da gastrite, Ulcera e cancer gastrico tem sido bastante investigada [121;
122; 123;124]. No nosso estudo avaliamos a associacao entre a infecgdo pelo H.
pylori e a deficiéncia de ferro.

Essa possivel ligacao foi proposta primeiramente em 1990 [125] e diversos
outros estudos tem sido conduzidos tanto em criangas [126; 88] como em
individuos adultos [87; 84; 26; 127].

DiGirolamo et al., [126] em um estudo com 86 criangas nativas do Alasca,
sugeriram uma associagao entre a presenga do H. pylori detectada por sorologia
positiva, anemia e a deficiéncia de ferro. Resultados semelhantes correlacionando
a presencga do H. pylori com niveis baixos de ferritina e a relagdo entre a anemia
por deficiéncia de ferro foram observados em criangas coreanas [88].

Discussao
99



Isto também foi demonstrado numa populacdo de 2.080 adolescentes
nativos de 13 regides do Alasca, onde a presenca da bactéria mostrou ser um
fator que contribui para a anemia por deficiéncia de ferro nesta populacao [26].
Resultados similares foram visto em 937 adolescentes coreanos com idades entre
10 a 18 anos, onde as prevaléncias de anemia, deficiéncia de ferro, anemia por
deficiéncia de ferro e infeccéo pelo H. pylori foram de 8,1%, 9,1%, 3,1% e 20,8%
respectivamente. A comparagao entre os grupos de pacientes H. pylori positivo e
negativo mostrou que a porcentagem de H. pylori positivo foi maior do que H.
pylori negativo (p=0,0001). Porém, os niveis de Hb e de ferro n&o tiveram
diferencas significativas entre os grupos soropositivos e soronegativos. Ja os
niveis de ferritina foram significativamente mais baixos no grupo com H. pylori.
Com isso, os autores concluiram que o H. pylori pode ser considerado uma
possivel causa de anemia por deficiéncia de ferro [128].

Da mesma forma, em 1.806 pacientes adultos da Alemanha, foi observado
gue os niveis de ferritina eram mais baixos em pacientes infectados pelo H. pylori,
embora a associacao entre o H. pylori com os niveis de ferritina ndo tenha variado
em funcdo do sexo, idade e da ingestdao de ferro. A associacao foi similar
independente da cepa infectante, se Cag-A positiva ou Cag-A negativa do H. pylori
[87].

Varios mecanismos relacionados a infeccao pelo H. pylori sdo propostos
como participantes do acometimento da deficiéncia de ferro. Na populagéo nativa
do Alaska em que a infeccdo pelo H. pylori apresenta caracteristicas clinicas
atipicas como a ocorréncia de gastrite hemorragica, a perda de sangue pelo trato
gastrointestinal poderia ser a causa da deficiéncia de ferro [129], o que nao se
aplica necessariamente a outras populagdes [106].

Outro mecanismo envolvido seria a presenca de hipocloridria ou acloridria,
freqlientemente associadas com a gastrite atréfica, uma vez que a diminuicao da
acidez gastrica dificultaria a absor¢do do ferro, possivelmente levando a
deficiéncia do mesmo. Em um estudo em que foi avaliada a presenga da atrofia
gastrica em pacientes com anemia microcitica e macrocitica, foi observado que

37,5% dos pacientes com anemia macrocitica e 19,5% com anemia microcitica
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tinham atrofia da mucosa do corpo gastrico e que 61,1% dos individuos com
microcitose eram positivos para a infeccéo pelo H. pylori. Nesse grupo o grau de
atrofia foi menor, assim como os niveis de gastrina sérica. Lesdes gastrointestinais
hemorragicas nao foram identificadas, sugerindo que a deficiéncia de ferro deve
ser decorrente das alteragbes da mucosa, desfavorecendo a absorcdo de ferro
[106].

Outros mecanismos plausiveis que poderiam estar envolvidos com a
diminuicdo da capacidade de absorcao do ferro pela mucosa seriam a competicao
da bactéria com o hospedeiro pelo ferro da dieta [84], reducdo do suco gastrico
em individuos infectados [130], o aumento da hepcidina nos hepatocitos em
resposta a producéo de IL-6 associada com a gastrite causada pelo H. pylori [131]
ou o sequestramento de ferro da lactoferrina na mucosa gastrica [128].

De acordo com EI-Omar et al., [132] a baixa secrecao gastrica poderia ter
um efeito negativo sobre a absor¢do do ferro. No entanto, Sarker et al., [133] nédo
encontraram influéncia significativa sobre a baixa secrecado gastrica na absorcéao
de ferro, a partir de dois compostos de ferro diferentes. Baysoy et al., [134]
mostraram uma diminuicdo nos niveis de &cido ascorbico no suco gastrico em
criangas infectadas pelo H. pylori, porém nao houve diferenga nos niveis de &cido
ascérbico entre as criangcas anémicas e nao anémicas.

Os resultados de estudos relacionado a erradicacdo do H. pylori e a
melhora da anemia sdo conflitantes.

Em um estudo com criancas de Bangladesh em que a absorc¢ao do ferro foi
investigada usando isétopos estaveis, mostrou diferenca na absorcdo entre
criancas anémicas infectadas pelo H. pylori com o grupo controle. No entanto,
embora a producdo de &cido gastrico tenha melhorado apds a erradicagao do H.
pylori nao foi demonstrada uma melhora na absorcao de ferro [133]. Esses dados
sao concordantes com os de Gessner et al., [135], onde ao avaliar 219 criancas
com anemia por deficiéncia de ferro e infectadas pelo H. pylori ndo encontraram
uma melhora na anemia atribuivel a erradicagéo do H. pylori.

Choe et al., [136] estudaram a contribuigdo da infeccdo pelo H. pylori em

um grupo de adolescentes com anemia ferropriva e observaram que o tratamento
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da infecgéo foi associada com uma resposta mais rapida ao tratamento com ferro
oral quando comparado com a suplementacdo de ferro isolada. Tal tratamento
também levou a uma melhora na absor¢ao de ferro, mesmo naqueles individuos
que nao receberam tratamento com ferro oral.

Resultados semelhantes foram observados em um estudo com 169
criangas indianas com idades entre 1 a 10 anos, onde avaliou-se a resposta da
anemia em diferentes formas de suplementacéo de ferro. Foi demonstrado que a
presenga do H. pylori tem um efeito negativo na resposta a suplementacao de
ferro [137]. Da mesma maneira, foi avaliada a influéncia da infec¢ao no tratamento
da anemia por deficiéncia de ferro em uma populacdo de 86 adultos. Nos
pacientes que receberam succinato ferroso combinado com terapia tripla para H.
pylori, a resposta nos niveis de hemoglobina, ferro e ferritina sérica foram mais
rapidas do que no grupo que so recebeu a suplementacéo de ferro [138].

No nosso estudo ao analisarmos os parametros hematoldgicos e
bioquimicos de pacientes separados em positivos e negativos para infeccao pelo
H. pylori, ndo observamos diferenca significativa entre os resultados,
principalmente os relacionados ao metabolismo de ferro. Da mesma maneira, ndo
houve uma associacao entre a presenca da infecgéao pelo H. pylori com anemia ou
deficiéncia de ferro. Esses resultados sdo concordantes com outros relatos
apresentados na literatura.

No estudo realizado por Santos et al., [139] em seis paises da América
Latina, ao investigar uma possivel associacdo entre a infeccdo pelo H. pylori e
anemia em criancas, adolescentes, adultos e em mulheres gravidas, ndo puderam
demonstrar que o H. pylori contribuiu para a deficiéncia de ferro nesses grupos.

Resultados semelhantes foram encontrados em Christchurch na Nova
Zelandia com 1.060 pacientes adultos. No grupo do sexo masculino e positivo
para H. pylori, os niveis de ferro sérico apresentaram-se mais baixos do que no
sexo feminino, entretanto ndo foram observadas diferencas significativas nos
niveis de ferritina entre pacientes positivos e negativos para H. pylori do sexo

feminino ou masculino [140].
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Os mesmos resultados foram observados em outros estudos
epidemiolégicos, realizados com criancas, que nao apresentaram uma associacao
entre a infeccao pelo H. pylori e a anemia por deficiéncia de ferro [141; 142; 143].
Em trabalho realizado com 70 criangas da Turquia ndo houve diferenca
significativa entre os pacientes com e sem a infecgéo pelo H. pylori em relacao
aos niveis de Hb. Em contraste, os niveis médios de ferro e ferritina no grupo de
pacientes infectados apresentaram-se mais baixos do que aqueles sem infeccéao
[144]. Da mesma forma, foi observada na regido noroeste da Turquia em 288
criangas assintomaticas com idade média de 11 anos, onde os resultados nao
mostraram associagao entre a infec¢ao pela bactéria e a anemia por deficiéncia de
ferro, mesmo sendo em uma populacéo considerada de condicdo socioecondmica
baixa e de uma inadequada ingestao de ferro [145].

Sao propostas algumas hipoteses para explicar porque o H. pylori ndo
estaria envolvido com a anemia por deficiéncia de ferro. Uma delas seria a
diversidade genética do H. pylori com diferentes cepas e padrées de viruléncia
distintos atuando no hospedeiro e levando a diferentes graus de inflamacao da
mucosa gastrica. A viruléncia do H. pylori tem sido relacionada a diferentes
fatores, incluindo a producédo de urease, a presenca de flagelos e a citotoxina
vacuolizante [146]. Pacientes com infec¢do por H. pylori apresentaram danos no
DNA das células epiteliais da mucosa géstrica, que se correlacionaram com a
intensidade da resposta inflamatéria na mucosa e com os genétipos patogénicos
cagA e vacAdo H. pylori [147; 148].

Yokota et al., [149] isolaram de bidpsia gastrica de pacientes com e sem
deficiéncia de ferro diferentes cepas de H. pylori, que foram submetidas a
diferentes condi¢des de aporte de ferro e observaram que as cepas provenientes
de pacientes com anemia ferropriva tinham um crescimento significativamente
maior quando expostas ao meio repleto de ferro. Relataram ainda que essas
cepas tinham maior capacidade de captar ferro, principalmente na forma ferrosa.
Os autores propdem que um dos fatores de risco para o desenvolvimento da
deficiéncia de ferro em pacientes infectados pelo H. pylori seria o tipo de cepa da
bactéria que estaria colonizando o paciente.
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Nos estudos sobre a associacdo entre H. pylori e deficiéncia de ferro o
genodtipo da bactéria ndo tem sido determinado o que poderia explicar a
heterogeneidade dos resultados relatados na literatura.

A resposta inflamatoria induzida pelo H. pylori consiste no recrutamento de
neutrofilos, seguidos de linfocitos B e T e macréfago aliado a varios graus de
degeneragcdo e danos nas células epiteliais [42]. Esta resposta inflamatéria na
mucosa gastrica é acompanhada pela estimulacdo e liberagcdo de diversas
citocinas, entre elas IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF-a, dentre outras acodes
decorrentes da cascata inflamatoéria [43; 44].

Alguns autores tém relatado que as citocinas podem correlacionar-se com a
formagcdo e com fatores de crescimento da eritropoiese, como o fator de “stem
cell” e a eritropoetina, além de serem capazes de causar a formacao de radicais
toéxicos de oxigénio que diretamente bloqueiam a eritropoiese, impedindo a
biossintese do heme [150; 151].

Esses dados podem sugerir uma explicacdo aos resultados obtidos nesta
pesquisa, em que foi observada uma possivel participacdo da atividade
inflamatéria interferindo na eritropoiese, testada através da correlagdo entre os
valores de PC-R e os parametros referentes a eritropoiese e estado do ferro. Nos
pacientes H. pylori positivos foi observada uma correlacdo fraca, porém
significativa, entre os niveis de PC-R e Ret-He. A medida do Ret-He & um
indicativo da incorporagao do ferro para a sintese de hemoglobina no eritrécito e
da disponibilidade recente do ferro para a eritropoiese [152]. A sua determinacao
permite diagnosticar a “deficiéncia funcional do ferro”, caracterizada pelo conteudo
normal de ferro no organismo, mas que nao é disponibilizado para a eritropoiese.
Esse estado é relativamente comum em pacientes em tratamento com
eritropoetina recombinante sem suplementacdo de ferro e em pacientes com
doenca crénica [153]. De acordo com os nossos resultados é possivel supor que a
infeccdo causada pelo H. pylori possa estar relacionada a uma menor
disponibilidade de ferro para a sintese de hemoglobina, em um nivel que nao é

suficiente para causar anemia. Essa condi¢c&o seria especialmente importante em
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pacientes que apresentassem outras causas de deficiéncia de ferro, como
sangramentos gastricos.

Resultado semelhante foi observado em relacdo a gastrina sérica, onde
uma correlagdo inversa fraca, mas significativa, foi demonstrada entre niveis de
gastrina e Ret-He, assim como com a ferritina sérica. A gastrina é produzida
principalmente pelas células G do antro gastrico e é o principal estimulante da
secrecao acida durante a digestdo. Quando o pH gastrico esta muito baixo ha uma
inibicdo da secrecdo da gastrina. Contrariamente, uma elevagcao do pH gastrico
leva a hipergastrinemia [154]. Em algumas condicbes a secrecdo acida €
normalmente alta, como na mastocitose sistémica [155], na hipercalcemia crénica
[156] e na sindrome de Zollinger-Ellison (gastrinoma) [157; 158]. Foi demonstrado
que a acidez gastrica e o acido ascérbico sdo adversamente afetados pelo H.
pylori, enquanto a erradicacdo da bactéria leva a normalizagcdo do pH gastrico e
acido ascorbico [159]. Foi observado ainda, que a erradicagao do H. pylorileva a
uma significativa redugao nos niveis de gastrina sérica [160]. O pH acido e o acido
ascérbico sdo importantes na reducao do ferro férrico em ferroso, forma absorvivel
do ferro ndo heme [161; 162]. Uma possivel explicacdo para a correlagdo inversa
entre Ret-He e gastrina observada no nosso estudo seria que a diminuicao da
acidez gastrica e consequente estimulo da producdo de gastrina, levaria a menor
absorcao de ferro intestinal e reducdo, ainda que discreta, na hemoglobinizagédo
dos reticuldcitos.
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6. CONCLUSOES
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Podemos concluir através desse estudo que:

v Dentre os varios métodos disponiveis para a detecgao da infecgao
pelo H. pylori, a definigdo de um teste “padrdo ouro” ainda é muito
dificil, haja vista, um unico teste ndo é suficiente para detectar com
precisao a infeccao pelo H. pylori, principalmente quando o paciente
faz 0 uso de mediagao anti-secretora a fim de minimizar os sintomas.

v" No grupo de pacientes positivos e negativos para H. pylori nao foi
observado diferenca significativa entre os valores dos paréametros
hematoldgicos e bioquimicos.

v' Da mesma maneira, ndo houve uma associag¢ao entre a presenca da
infeccao pelo H. pylori com anemia ou deficiéncia de ferro.

v Uma possivel participacdo da atividade inflamatéria estaria
interferindo na eritropoiese.

v A infeccdo causada pelo H. pylori possa estar relacionada a uma
menor disponibilidade de ferro para a sintese de hemoglobina, em
um nivel que nao é suficiente para causar anemia.

v" Uma possivel diminuicdo da acidez gastrica e conseqliente estimulo
da producao de gastrina, levaria a menor absorcao de ferro intestinal
e reducdo, ainda que discreta, na hemoglobinizacdo dos
reticuldcitos.

v' Sendo assim, no grupo de individuos estudados a infecgéao pelo H.
pylori e a intensidade da gastrite ndo foram fatores determinantes ao
desenvolvimento da deficiéncia de ferro.
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84!
SOXIUY

Hb |VCM| PLT | RetHe | Fe | 5T | Ferr | PC-R |Gastrina|Vit B12 Resultado | H.pylori | H.pylori medicagao
D |IDADE] SEXO oy | () |pxto®iu)| (o) |(wgiat)] 61 | twgn) |imare)| (parmi) |pgimi)]  Histologia Hopylort| \yrease | IgG
139 3 | F |1380|798| 2735 | 2830 | 52 1354/ 7328 | 0,17 | 264,50 | 7034 | O “';:;i;:“““da" (- A (+)  |omeprazol
140 46 | F [1540(388| 3565 | 3210 | 37 |948[12240( 094 | 111,00 | 4583 | Gastrite crénica leve ) ) (+) [omeprazal
141 67 | M |1585|384| 2485 | 3545 | 74 [2025(21760| 0,83 | 4470 | 7766 Exame nomal () () (-} |omeprazol
142 70 | F 1370|1030 1955 | 3655 | 93 [32,83(14580| 0,10 | 4640 | 5203 G*”E‘”E“';:;i;:“’““da-’ (+) (+) (+)
143 28 | F [14,85(93a| 2315 | 3715 | 59 [17.00(26760( 0,30 | 4640 | 2940 Gastite crénica leve (+) ) (-)
144 | 44 | F |16,10|935| 2850 | 3950 | 114 [20.31|4356 | 0,44 | 118,00 | 5262 Exame nomal (-) () (-} |omeprazol
145 a7 | F |1500(89,1| 2265 | 3960 | 137 410203670 | 0,04 | 62,70 | 4583 G*”E‘”E“}ﬁ?ﬁ;ﬁ““’““da-" (+) (+) (+)
146 | 46 | F |1575|912| 2020 | 3875 | 117 |36,11[108,20| 0,00 | 2810 |557.2 G‘“’”E“}ﬁ;;i;:“““da" (+) (+] (+)
147 45 | F 1305|903 2740 | 3960 | 37 |845|1601| 0,55 | 2650 | 4086 G*”E‘”E“';:;i;:“’““da-’ (+) (+) (+)
148 86 | M 1590 |946| 2235 | 3925 | 80 (2524 3129 0,05 | 6240 | 2534 G*”E‘”E“'iﬁ:;i;:“’““da-’ (+) (+) (+) | cimetidina
149 45 | M [1430(927| 2395 | 3750 | 39 10,63 5260 | 061 | 7440 | 8626 G‘“’”E“';:;i;:“““"a’ (+) ) (+) |omeprazol
151 72 | F |1575|393| 1765 | 3390 | 98 [28.4025260| 0,28 | 2440 |12250| Gastrite crénica leve (+) (+) (+)
1520 24 | M [1655(38a| 2415 | 3870 | 77 [2213| 30,80 | 0,56 | 2590 | 2382 | Gastite crénica leve (+) () (-)
153 40 | M |18,55(338| 1425 | 3705 | 104 [34,78[18460| 0,07 | 2500 | 5589 | Gastite crénica leve (+) () (+) |omeprazal
154 23 | M | 1835 |31,1| 3155 | 37,20 | 125 [314926550| 018 | 1760 | 5697 | Gastite crénica leve () () (-} | cimetidina
1550 18 | M [1880(|31,1| 1780 | 38,10 | 178 [58,36[154,60( 0,02 | 1440 | 2930 Exame nomal (-) () (-} |omeprazol
156 | 46 | M |1480(883| 1845 | 3550 | 104 |24,38/382,70| 0,64 | 132,50 | 8351 Gasirte cronica (+) (+) (+)

. moderadalintansa

Legenda: ID= identidade do individuo no grupo, Hb= hemoglobina, VCM= volume corpuscular médio, PLT= plagueta, Ret-HE= conteddo de hemoglobina nos reticulécitos, Fe=
ferro sérico, ST= saturagdo da transferrina, Ferr= ferritina sérica, PC-R= proteina C-reativa, Gastrina = gastrina sérica, VIT B12 = vitamina B12. *Paciente excluido por
gastrectomia. Valores em negrito = fora dos valores de referéncia
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evl
SOXIUY

I0 |DADE|SExO Hb | VCM | PLT |Ret-He| Fe ST Ferr | PC-R |Gastrina| VitB12 | Hpylori |H.pylorilgG RESULTADO DA
(gidl) | () |(x103/mi)| (pg) |(mgid| (%) |(ngimi) | (mgid) | pgimi | (pg/ml) | IgG | (Uimi) ENDOSCOPIA

73 78 | F |1400] 913 [ 2980 | 3815 [4600| 1649 32,38 | 049 | 35600 | 1323 | (4 3,20 Exame noml

106] 62 | M 1465988 | 2435 | 3520 [116,00( 3602 2088 | 023 | 11100 | 545 | (¥ 4,80 | Hémi Hiatl pordeslzamenio

M| 75 | M [ 1340|854 | 1610 | 3315 |5500 (2402 | 6723 | 000 | wf0 | 4052 | (o) | smgu |MEEeccmesem

50| 56 | F 1285 839 | 3020 | 3460 |7400]2872] 2277 | 183 | >1000 | 4534 | () 2,10 Exame noml

Legenda: ID= identidade do individuo no grupo, Hb= hemoglobina, VCM= volume corpuscular médio, PLT= plaqueta, Ret-He= contelido de hemoglobina nos
reticulécitos, Fe= ferro sérico, ST= saturagao da transferrina, Ferr= ferritina sérica, PC-R= proteina C-reativa, Gastrina = gastrina sérica, VIT B12 = vitamina B12.
Valores em negrito = fora dos valores de referéncia
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CEP, 12/02/07.
(Grupo III)

PARECER PROJETQ: N° 769/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAEK: 0622.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DA DEFICIENCIA DE FERRQO EM PACIENTES
INFECTADOS COM HELICOBACTER PYLORI”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eliana da Costa Alvarenga

INSTITUICAQO: HC/UNICAMP

APRESENTACAO AQ CEP: 06/12/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 23/01/08 (O formulario encontra-se no sife acima)

II - OBJETIVOS

Verificar a freqiiéncia de deficiéncia de ferro em pacientes infetados com H. pylori e
avaliar o estado do ferro nestes pacientes através da utilizacio de diversos pardmetros
laboratoriais.

11 - SUMARIO

Serdio estudados 100 pacientes adultos, de ambos os sexos, recrutados entre os pacientes
que fardio endoscopia digestiva alta no Gastrocentro da UNICAMP. No momento da endoscopia
digestiva serd colhida uma amostra de sangue periférico para o estudo do ferro. Os critérios de
inclusdo e exclusdo est3o claros. A metodologia é adequada. Existe um or¢amento adequado.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto foi reapresentado com as corregdes solicitadas pelos assessores, bem como uma
nova versio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estando de acordo com as normas
exigidas pelo CEP/FCM.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das ResolugBes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restrigBes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.
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FACULDADE DE C IENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem . unicamp br/pesquisa/etica/index html

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacfo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apOs analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Ttem II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.) E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificacio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou 1 apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e)

Relatorios parciais € final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAQ

Homologado na T Reunifio Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de janeiro de 2007.

Profa. Dra. armen Vla Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Abstract

Background: Helicobacter pylori (H. pylori) is the main etiologic agent of gastritis, ulcers
and gastric cancers. More recently, it has also been associated with iron deficiency anemia.
Aims: To investigate a possible association between H. pylori infection and iron deficiency
in a group of adult Brazilian patients. Methods: A total of 125 individuals who underwent
endoscopy to clarify their diagnosis were studied. The presence of anemia was determined
using red cell indices and reticulocyte hemoglobin content (CHr), and iron status was
determined based on serum iron levels, transferrin-binding capacity and serum ferritin
levels. Possible involvement of inflammatory activity in erythropoiesis was investigated by
measuring the correlation between C-reactive protein (CRP) levels and both red cell indices
and iron status. Serum gastrin concentration was also measured. Results: The 125 patients
were separated into H. pylori-positive (n= 75) and H. pylori-negative (n= 50) individuals.
There were no significant differences in the hematological or biochemical parameters for
the two groups; however, there was a difference in anti-H. pylori 1gG and serum gastrin
levels, which were significantly higher in the H. pylori-positive group. Iron deficiency was
diagnosed in six individuals, but no difference in prevalence was found between the H.
pylori-positive and H. pylori-negative groups. A weak but significant inverse correlation
was observed between CRP and CHr levels and between serum gastrin and CHr levels in
the H. pylori-positive group. Conclusions: H. pylori infection and the severity of gastritis

were not determining factors for development of iron deficiency in our study population.

Keywords: Helicobacter pylori, iron deficiency anemia, iron metabolism, reticulocyte

hemoglobin, C-reactive protein, erythropoiesis.
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Introduction

Helicobacter pylori (H. pylori) is recognized as the main etiologic agent of gastritis, ulcers
and gastric cancers [1,2]. More recently, it has also been associated with extra-
gastrointestinal diseases such as idiopathic thrombocytopenic purpura [3], allergic diseases
[4], iron deficiency anemia (IDA) [5,6] and pernicious anemia [7]. A number of
mechanisms for the association between H. pylori infection and iron deficiency have been
proposed: competition between H. pylori and the host for iron [8]; increased blood loss
through the gastrointestinal tract [9], leading to a reduction in serum ferritin levels [10]; and
interference with the absorption of iron from the diet due to changes in gastric pH [11].
Husson et al [12] reported that H. pylori may use human lactoferrin, a glycoprotein
produced by neutrophils that has the ability to bind to iron, as an iron source. According to
Barabino et al [13], lactoferrin levels increase in patients with gastritis. As H. pylori has a
lactoferrin receptor, iron may be able to bind to the lactoferrin coupled to the receptor on
the bacteria, reducing the amount of available iron for absorption by the host’s intestine.
The results of studies into the association between IDA and H. pylori infection reported in
the literature are contradictory. Some studies of pediatric patients showed that there was no
such association [14,15,16], while others showed that H. pylori plays a role in iron
deficiency and influences therapeutic response [17,18,19]. An assessment of the precise
role played by H. pylori in the development of IDA is made particularly difficult not only
by the fact that many patients are women in the reproductive phase who lose blood through
menstruation but also by the fact H. pylori is very common among the healthy population
[20,21].

In the present study we investigated a possible association between H. pylori infection and

iron deficiency in a group of Brazilian adult patients.
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Methods

The study population consisted of 125 adults (40 men and 85 women) between 19 and 77

years of age who underwent endoscopy and had been seen at the Gastrocentro Center for

Digestive Diseases, Hospital das Clinicas, UNICAMP, Campinas, Brazil.

Patients were excluded if they had cancer, kidney disease or HIV-positive serology, if they

were using antibiotics, antacids or medicines containing iron or vitamin B12, or if they had

received a transfusion in the previous 120 days.

The project was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Medical Sciences,

UNICAMP. Blood samples were collected from the patients, all of whom were volunteers,

after they had signed consent forms.

Laboratory measurements:

- hematological profile: complete blood count, including reticulocyte count, in an
automated hematology analyzer (Sysmex XE 2100, Sysmex Corporation, Kobe, Japan).

- Assessment of iron status: serum iron (SI), transferrin-iron binding capacity (TIBC) -
Hitachi Modular Analyzer (Roche Diagnostics, Germany) and serum ferritin (SF) -
Elecsys 2010 Analyzer (Roche Diagnostics, Germany).

- Measurement of vitamin B12 levels (B12): electrochemiluminescence
(electrochemiluminescent immunoassay, Elecsys 2010 Analyzer, Roche, Germany).

- Assessment of inflammatory activity: C-reactive protein (CRP): immunoturbidimetry
(Immunoturbidimetric assay, Tina-Quant C-Reactive Protein, Roche/Hitachi Modular
Analyzer, Roche, Germany). Values greater than 0.5mg/dL were considered to indicate
inflammatory activity.

- Measurement of serum gastrin levels: chemiluminescence (chemiluminescent assay,

IMMULITE 2000 Gastrin , Siemens, Los Angeles, USA). Patients with values greater
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than 115pg/mL were considered to have hypergastrinemia.

Diagnosis of gastritis and H. pylori infection: Four fragments were removed during upper
gastrointestinal endoscopy (two from the antral mucosa and two from the body of the
stomach). The fragments were stained with hematoxylin and eosin to classify and grade
gastritis according to the Sidney system [22] and to determine whether H. pylori was
present. The rapid urease test was also used to investigate the presence of H. pylori, and a
chemiluminescent assay was used to detect anti-H. pylori IgG antibodies (IMMULITE
1000 IgG semi-quantitative test, Siemens, Los Angeles, USA). Values > 1.0 U/mL were
considered to indicate the presence of anti-H. pylori IgG antibodies, and values < 1.0 U/mL
to indicate negative results.

Patients with Hb < 14.0 g/dL. (men) or Hb < 12.0 g/dL. (women) were considered to be
anemic, and SF levels of less than 30ug/L (men) or less than 13ug/L. (women) were
considered indicative of an iron deficiency. The criteria used to diagnose IDA were as
follows: Transferrin saturation (TS) (SI/TIBC x 100) < 15%; SF < 30ug/L for men and <

13pg/L for women; SI <45ug/L for men and < 30ug/L for women; TIBC > 456ug/L.

Statistical analysis: The nonparametric Mann-Whitney test was used to compare
continuous measurements for the two groups, and the chi-square test to compare categorical
variables. The exact Fisher test was used to determine whether there was a difference
between the frequency of IDA in the group with H. pylori infection and the corresponding
figure for the uninfected group. The Spearman correlation coefficient was used to

investigate the relationship between the continuous variables. A 5% significance level was
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defined for all the statistical tests. The software used was the SAS System for Windows
(Statistical Analysis System) version 9.1.3, service pack 3, SAS Institute Inc. 2002-2003,

Cary, NC, USA.

Results

Prevalence of H. pylori infection

Histological analysis revealed the presence of H. pylori infection in 75 (60%) of the 125
patients studied. The urease test was positive in 50 patients (40.32%), and H. pylori
serology revealed IgG titers > 1 in 73 patients (58.4%).

When the patients were separated into H. pylori-positive and H. pylori-negative groups no
significant differences in the hematological or biochemical parameters were observed
between the two groups; however, a difference was observed in anti-H. pylori 1gG and

serum gastrin levels, which were significantly higher in the H. pylori-positive group (Table

1).

Anemia

Although H. pylori was detected in the vast majority of the patients with gastritis, anemia
was diagnosed in only 17 (13.6%) of the 125 individuals, 7 of whom were H. pylori
positive and 10 of whom were H. pylori negative. Among the 17 patients with reduced Hb
levels, the cause of the anemia could be determined in 11: of these, 6 had IDA, 1 had
heterozygous beta thalassemia, 1 had alpha thalassemia ( _ o*’/ _a*") and 3 had neither

gastritis nor infection by H. pylori on histological examination. Of the latter three, 2 had
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renal anemia and the third suffered from anemia of chronic disease. With the exception of
one male patient who had an Hb level of 12.5 g/dL, macrocytosis, thrombocytopenia and
normal serum vitamin B12 levels, the remainder had Hb levels that met our criteria for
anemia but were very close to normal (> 11.5 g/dL in the women and > 13.5 g/dL in the
men). There were no laboratory results suggestive of iron or vitamin B12 deficiency in
these five patients.

Incidence of iron deficiency in the H. pylori-positive and H. pylori-negative groups: using
the Fisher exact test, no significant difference was found between the incidence of iron
deficiency in the H. pylori-positive group (n=75, five of whom had an iron deficiency) and
the corresponding figure for the H. pylori-negative group (n= 50, one of whom had an iron

deficiency) (p value= 0.4004).

Assessment of the possible involvement of inflammatory activity in erythropoiesis:

We tested for various associations between parameters related to erythropoiesis,
inflammatory activity (CRP) and serum gastrin levels in the group with H. pylori infection
and the group without.

There was a significant but weak correlation between CRP levels and reticulocyte
hemoglobin content (CHr) in the H. pylori-positive group as well as between CHr and
gastrin levels. A weak inverse correlation was also observed between SF and gastrin levels

in the infected group (Table 2).

Classification of gastritis and diagnosis of H. pylori
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Of the 125 patients who underwent a biopsy, 110 were diagnosed as having gastritis
according to the Sidney system [22]. Of these, 64 had mild gastritis (58.18%) and 37
(33.63%) moderate/severe gastritis, while in the remaining 9 (8.1%) the severity of the
gastritis was not defined. Of the 110 patients with gastritis, 74 (67.2%) were H. pylori
positive. When the patients with moderate/severe gastritis were compared with those with
mild gastritis, no significant differences were observed in the parameters studied with the
exception of the titers of IgG antibodies to H. pylori, which were significantly higher in the

group with moderate/intense gastritis (Table 3).

The results suggest that the severity of the gastritis was not reflected in the hematological
parameters, iron status or inflammatory activity. Again, only the serum levels of IgG
antibodies to H. pylori were higher in the group with moderate/severe gastritis than in the

group with mild gastritis (p<0.0001).

Discussion

In recent years a number of epidemiologic studies have shown that there is a relationship
between H. pylori infection and altered iron metabolism [10,17,23,24]. Many of these
studies investigate the association between H. pylori infection and iron deficiency anemia
in children and adolescents, as well as the response to treatment of the anemia after the
bacteria has been eradicated [17,25,19]. In populations in Alaska where there are
descriptions of hemorrhagic gastritis in adults with H. pylori infection, the role played by
the bacteria in the etiology of anemia appears to be clear [9]. However, gastric bleeding is
not a frequent clinical manifestation in patients infected with H. pylori. Hence, other

mechanisms have been proposed to explain the iron deficiency, such as poor iron
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absorption because of reduced production of gastric acid [26]; involvement of the
inflammatory process, contributing to the reduced absorption of iron in the intestine
induced by the increase in hepcidin [27]; iron sequestration by lactoferrin released by
neutrophils in the gastric mucosa [28]; or even competition between the bacteria and the
host for iron from the diet [29].

In our study we failed to show any association between iron deficiency and H. pylori
infection. Our findings agree with those of a study in which the association between H.
pylori and anemia was investigated in 1007 individuals of different ages in six Latin
American countries, including Brazil. The prevalence of H. pylori infection in Brazilian
individuals was 70.7% , but the percentage of anemic individuals was similar in the H.
pylori-positive and H. pylori-negative groups (20.9% and 20.5%, respectively, p=0.9). In
the other countries where the study was carried out, similar results were obtained [30].

One possible explanation for the variation in the results reported in the literature could be
the lack of data on the distribution of H. pylori genotypes around the world. One factor that
leads to the bacteria being more virulent is the presence of genes such as the cagA gene,
which secretes cytotoxin [31]. More serious damage to DNA in the gastric mucosa is
related to cagA+/vacAslml and iceAl strains, which cause more intense inflammation of
the mucosa [32]. Yokota et al. [33] isolated different H. pylori strains in gastric biopsies
from patients with or without an iron deficiency and subjected these to different iron
supplements. The strains from patients with iron deficiency anemia were found to grow at a
significantly greater rate when they were exposed to an iron-rich medium. According to the
authors, these strains had a greater ability to capture iron, particularly in its ferrous form.
They suggested that one of the risk factors for H. pylori-infected patients developing an

iron deficiency may be the type of bacterial strain colonizing the patient.
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However, the H. pylori genotype has not been determined in studies investigating the
association between this bacteria and iron deficiency.

In a study in which soluble transferrin receptor (sTfR) levels were used as a marker of iron
deficiency, no difference was observed in hemoglobin and serum ferritin levels between
infected and uninfected individuals, although sTfR levels were significantly higher in the
group that was H. pylori-positive and had high IgG titers but no anemia. The authors
suggest that the discrepancy between sTfR and serum ferritin concentrations may be a
result of the fact that ferritin is an acute-phase protein, the levels of which are often
increased out of proportion to iron body stores during inflammation [34]. We investigated
whether the possible involvement of inflammatory activity interferes with erythropoiesis by
measuring the correlation between CRP values and the parameters for erythropoiesis and
iron status. A weak but significant correlation was observed between CRP and CHr levels
in H. pylori-positive patients. CHr is an indicator of the extent to which iron is being
absorbed for use in the synthesis of hemoglobin in red blood cells and the recent
availability of iron for erythropoiesis [35]. Measurement of this parameter allows functional
iron deficiency to be diagnosed, as in this condition the iron content in the organism is
normal but is not available for erythropoiesis. This is relatively common in patients
undergoing treatment with recombinant erythropoietin without iron supplementation and in
patients with chronic disease [36]. Our results suggest that H. pylori infection may be
related to reduced availability of iron, which, although insufficient to cause anemia, results
in reduced availability of iron for the synthesis of hemoglobin. This condition is
particularly important in patients in whom an iron deficiency is the result of other factors,

such as gastric bleeding.
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A similar finding was observed for serum gastrin, as there was found to be a weak but
significant inverse correlation between gastrin levels and both CHr and SF levels. Gastrin
is produced by G cells in the gastric antrum and is the main stimulant of acid secretion
during digestion. When gastric pH is very low, gastrin secretion is inhibited. In contrast, an
increase in gastric pH leads to hypergastrinemia [37]. In some conditions, such as systemic
mastocytosis [38], chronic hypercalcemia [39] and Zollinger-Ellison syndrome
(gastrinoma) [40,41], acid secretion is abnormally high. Gastric acidity and the
concentration of ascorbic acid in the gastric juice have been shown to be adversely affected
by H. pylori and to become normal once the bacteria has been eradicated [11]. Elimination
of H. pylori has also been found to result in a significant reduction in serum gastrin levels
[42]. An acid pH and ascorbic acid are important in reducing ferric iron to ferrous iron, the
absorbable form of non-heme iron [43,44]. One possible explanation for the inverse
correlation between CHr and gastrin observed in our study is that the reduction in gastric
acidity and consequent stimulation of gastrin production may lead to less iron being
absorbed in the intestine and an, albeit small, reduction in reticulocyte hemoglobinization.
Measurement of sTfR levels in these patients could provide better evidence of this and
support the results reported by Choi [34], who found that sTfR levels were higher in the H.
pylori-positive group.

In conclusion, H. pylori infection and the severity of gastritis were not determining factors

for development of iron deficiency in our study population.
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Table 1: Hematological and biochemical parameters of the patients separated into H. pylori-positive and H.

pylori-negative groups. Median (minimum-maximum).

Positive (n=75) Negative (n=50) p value
45.00 45.50
Age 0.2730
21.00 - 77.00 18.00- 83.00
14.30 14.25
Hb (g/dL) 0.6483
10.60 — 17.10 9.00 — 18.05
3 231.50 248.5
PLT (x10°/uL) 0.8011
90.50 — 586.00 46.50- 356.50
35.46 34.13
CHr (pg) 0.0608
23.70 — 39.60 20.29 —41.26
83.00 83.00
SI (ug/dL) 0.9057
20.00 — 181.00 19.00 — 193.00
105.90 105.60
SFug/L) 0.7855
4.39-1771.10 3.34-931.40
0.28 0.34
CRP (mg/dL) 0.2600
0.00 —2.74 0.00 —3.52
34.10
64.20
Gastrin (pg/mL) 12.30 — 2864.00 0.0246
15.10 — 4238.00
551.35
502.60
B12 (pg/mL) 167.10 - 1196.00 0.8541
233.00 — 7840.00
3.40 0.46
IgG (U/mL) <0.0001
0.30-8.10 0.30-5.30

Hb= hemoglobin, PLT= platelet count, CHr= reticulocyte hemoglobin content, SI= serum
iron, SF= serum ferritin, CRP= C-reactive protein, B12= vitamin B12. Significant values

are shown in bold.
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Table 2: Correlation between parameters for erythropoiesis, inflammatory activity and

serum gastrin levels in patients with and without H. pylori infection.

H. pylori positive (n=75) H. pylori negative (n= 50)
Correlation p value Correlation p value
coefficient (1) coefficient (1)

CRP x Hb -0.1607 0.1686 -0.1993 0.1652
CRP x CHr -0.2642 0.0219 -0.0913 0.5281
CRP x Ferr -0.0154 0.6990 0.0464 0.7487
CRP x Gastrin 0.1906 0.1013 0.1606 0.2652
Hb X PLT -0.4068 0.0003 0.0506 0.7273

Hb x CHr 0.3485 0.0022 0.5642 < 0.0001
Hb x SF 0.2327 0.0444 0.1959 0.1728
Hb x Gastrin -0.2475 0.3220 -0.2471 0.0835
PLT x SF -0.3475 0.0022 0.0307 0.8322
PLT x Gastrin 0.3047 0.0078 0.0727 0.6159
CHr x SF 0.1925 0.0980 0.3239 0.0217
CHr x Gastrin -0.2990 0.0091 -0.2552 0.0735
SF x Gastrin -0.3007 0.0087 -0.0846 0.5591

r: Spearman coefficient; CRP: C-reactive protein; Hb: hemoglobin; CHr: reticulocyte

hemoglobin content; PLT: platelets; SF: serum ferritin.
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Table 3: Hematological and biochemical parameters for patients with gastritis divided

according to the severity of the gastritis (n=100). Median (minimum-maximum).

Severe/Moderate Mild p value
45.00 46.00
Age 0.9270
22.00 —70.00 19.00 — 77.00
14.25 14.15
Hb (g/dL) 0.8795
10.60 — 18.05 9.00-17.10
3 231.50 236.25
PLT (x10°/uL) 0.8657
164.50 — 586.00 46.50 — 468.50
35.39 34.90
CHr (pg) 0.6672
23.70 - 39.60 20.29 —41.26
84.00 84.00
SI (ug/dL) 0.8851
20.00 — 181.00 19.00 — 193.00
105.90 131.70
SF(ug/L) 0.3503
4.39 — 486.00 3.34-931.40
0.20 0.28
CRP (mg/dL) 0.3612
0.00 - 2.74 0.00-2.70
67.70 58.35
Gastrin (pg/mL) 0.1971
17.90 — 4182.00 12.30 — 4238.00
4.40 0.95
IgG (U/mL) <0.0001
0.30-8.10 0.30-8.10
502.60 543.30 0.7245
B12 (pg/mL)
258.40 — 1063.00 226.60 — 7840.00

Hb= hemoglobin, PLT= platelet count, CHr= reticulocyte hemoglobin content, Sl= serum iron, SF= serum

ferritin, CRP= C-reactive protein, B12= vitamin B12.
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