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RESUMO




O Helicobacter pylori € uma bactéria gram-negativa que estd relacionada ao
desenvolvimento de doengas gastricas e extragastricas. Dentre as doengas gastricas
incluem-se o céncer gastrico, a gastrite cronica, a ulcera péptica e linfoma tipo MALT.
Com relagdo as doengas extragastricas essa bactéria recentemente foi relacionada com a
anemia por deficiéncia de ferro e com algumas doencas autoimunes, como a artrite
reumatoide e a purpura trombocitopénica idiopatica. A PCR tem sido uma importante
ferramenta para a analise de pequenos fragmentos de DNA, os quais podem, inclusive, ser
armazenados por um tempo maior em amostras emblocadas em parafina ou obtidas a fresco
a temperatura de -80°C. Dessa maneira, foram estudados 33 pacientes com purpura
trombocitopénica idiopatica (PTI) e H.pylori positivo. No que diz respeito a detecgio da
bactéria pela nested PCR, foi obtido um resultado de 100% de concordincia em
comparagdo aos resultados de histologia e teste da urease, usados rotineiramente. Além dos
primers para detecgdo do Helicobacter pylori foram utilizados primers para as regides do
gene urease C e do gene cagA, sendo os fragmentos obtidos analisados em gel de 2%
agarose observados sob luz ultravioleta. Foi obtida também uma concordincia de 100%
para a regido do gene wrease C. Em relagio ao gene cagA, 30,3% desses pacientes
apresentaram esse. Dos 33 pacientes positivos para H. pylori, apds tratamento especifico,
27,7% tiveram remissdo completa do quadro clinico, 33% remissdo parcial e 40% ndo
tiveram remissdo. Para o gene cagA positivo, 9,0% dos pacientes com PTI tiveram
remissdo completa e em 21,2% ndo houve remissio. Em relagdo ao gene cagA negativo,
21,2% tiveram remissdo completa e em 48,4% ndo houve remissdo. Foram aplicados testes
estatisticos para observar a relagiio do gene cagA com a PTI, (teste exato de Fisher,
Box-plot média e desvio padrio da contagem das plaquetas e Mann-Withney). Os
resultados obtidos ndo foram estatisticamente significantes neste grupo estudado. Portanto

o gene cagA nio esta relacionado com o desenvolvimento da PTL

Resume



ABSTRACT




Helicobacter pylori is a gram-negative bacterium that is related to the development of
gastric and extragastric diseases. Gastric diseases include gastric cancer, chronic gastritis,
peptic ulcer and MALT lymphoma. Extragastric diseases include iron deficiency anemia
and some auto-immune conditions such as reumathoid arthritis and idiopathic
thrombocytopenic purpura. PCR has been an important tool for the analysis of small
fragments of DNA that may be stored for a longer time inserted in paraffin blocks or fresh
tissue at -80°C. Here we studied 45 patients with ITP and 33 of these ones had positive
tests, with agreement of 100% of histological and rapid urease test. Besides the primers for
H. pylori detection, primers for urease C region and cagA gene were used and the
fragments obtained were analysed in agarose gel by ultraviolet radiation. We obtained
100% of agreement for urease C region and for detection of H. pylori and 30% of
agreement for cagA gene. In these 33 patients which were H. pylori positive, 27,7% had
complete remission, 33,0% partial remission and 40,0% had no remission. In positive
patients for cagA gene, 9,0% had complete remission and 21,2% had no remission. In
negative patients for cagA gene, 21,2% had complete remission and 48,4% had no
remission. We used statistical analysis (Exact Fishers test, Box-plot and Mann-Withney) to
relation cagA gene and thrombocytopenic idiopathic purpura Our results don’t suggest or
correlate the presence of cagA gene with idiopathic thrombocytopenic purpura

development.

Abstract
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1.1- Helicobacter pylori

Em 1983, Warren e Marshall isolaram bacilos de amostras de tecido gastrico,
recebendo, esses microorganismos, primeiramente, o nome de Campylobacter pyloridis,
Campylobacter pyloricus e Campylobacter pylori (Murray et al., 1998). Com a anélise da
seqiiéncia de acidos nucléicos e com os estudos ultra-estruturais da bactéria foi possivel
constatar que ela ndo pertencia ao género Campylobacter, sendo entdo importante a sua
denominacdo atual Helicobacter pylori; o género refere — se a forma helicoidal da bactéria
e a espécie € referente a sua principal localizagdo no estbmago humano, o antro ou regido

pré- (Goodwin et al., 1989).

O isolamento do H. pylori permitiu que tivessem inicio investiga¢des sobre a
atuacdo desse patdégeno no organismo humano, relacionando-o com o desenvolvimento da
gastrite e das tulceras gastricas e duodenais, além de correlaciona-lo ao desenvolvimento do
adenocarcinoma géstrico (Sullivan et al.,1990; Parsonnet et al., 1991; Dev et al., 1998;

Kodaira et al., 2002).

O genoma bacteriano € circular e composto por 1.667.876 pares de bases
(1,7Mb), sendo considerado pequeno se comparado com os genomas da Escherichia coli

(4,6MDb) e a Pseudomonas aeruginosa (5,8Mb) (Tomb et al., 1997; Lee, 1998).

A presenca de regides hipervaridveis em genes codificantes para estruturas de
superficie permite a bactéria evadir-se da resposta imunoldgica pela alteragdo de seu

antigeno de superficie (Tomb et al., 1997).

O H. pylori persiste, indefinidamente, no hospedeiro, no ambiente do estdmago,
apesar da resposta imunolégica humoral e celular formada contra ele. (Lee, 1998). Embora
a infeccdo por H. pylori ocorra mundialmente, sua incidéncia parece variar de acordo com a

cultura e com os aspectos socioecondmicos de cada pais.

Introducdo
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1.2- Caracteristicas microbiologicas do H. pylori

O género Helicobacter foi definido por estudos de composicdo do RNA
ribossomico (Romaniuk et al., 1987) e de seqiienciamento e hibridacio do DNA
(Goodwin et al., 1989). Este género, juntamente com outros (Campylobacter, Arcobacter e
Wolinella), constitui a superfamilia VI de bactérias gram-negativas definida por

Vandamme et al.,1991).

O Helicobacter pylori passou a ser diferenciado a partir do seu formato
espiralado (Goodwin et al., 1996) e mede cerca de 2,5 a 5,0 um de comprimento e

0,5 a 1,0 um de largura (Goodwin et al., 1990; Géis et al., 1993).

O genoma do H.pylori apresenta uma zona de plasticidade que possui 46% a
48% da seqiiéncia de linhagem especifica, mas ainda é desconhecido seu papel na biologia.
Alguns autores defendem que esta enzima ndo se relacione com a patogenicidade desta
bactéria (Alm et al.,1999) enquanto outros sugerem que estas regioes estariam associadas

com a adaptacdo ao hospedeiro (Ge e Taylor, 1999).

Quando cultivada em meio sé6lido, a bactéria assume o formato de bastdo, sendo
as formas espiraladas pouco freqiientes e até ausentes (Goodwin et al.,1990). Apds cultura
prolongada em meios sélidos ou liquidos, formas cocéides sao tipicamente predominantes;
porém, apesar de essas formas serem metabolicamente ativas, sdo dificilmente cultivaveis

in vitro (Bode et al., 1993; Nilus et al., 1993).

z

O género Helicobacter é composto atualmente de 27 espécies que
compartilham propriedades comuns, especialmente aquelas relacionadas com a vida no
estdbmago, onde podem localizar-se no fundo e no corpo, mas sendo principalmente no

antro encontradas em maior densidade (Blaser e Berg 2001).

A bactéria é adaptada para colonizar somente a mucosa gdstrica, sendo
observada raramente em dreas de metaplasia intestinal (Marshall et al., 1985; Queiroz et al.,
1993; Ladeira et al., 2003). O genoma dessa bactéria contém mais de 20 genes homdlogos

associados com a codificagdo de enzimas envolvidas na restricdo do DNA e sistemas de

Introducio
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modificagdo, incluindo os sistemas do tipo I, tipo II e tipo III, sendo o papel dessas enzimas

nao estabelecido até o momento (Beg et al.,1997).

1.3- Infeccao pelo H. pylori

Na infec¢do pelo H. pylori devem ser considerados, além do polimorfismo
bacteriano, comprovadamente acentuado nessa bactéria, os componentes constitucionais do
hospedeiro (caracteristicas genéticas e imunoldgicas) e a inser¢do ambiental (Blaser e Berg
2001). Atualmente, acredita-se que a contamina¢@o ocorra dentro da familia, sendo mais
prevalente na infancia. (Covacci et al.,1999; Perez- Perez et al.,2004). Além disso, os
fatores de viruléncia bacterianos parecem ditar importantes regras em relacdo ao
desenvolvimento e a gravidade das doencas gastroduodenais (Figueiredo et al., 2005).
Dentre esses fatores, estdo a producdo de urease, da citotoxina vacuolizante VacA e da
proteina CagA, dentre outros (Kist et al.,2005). Além disso, a mobilidade permitida pela
presenca de flagelos também € importante para a patogenicidade (Goodwin e Armstrong

1990)

A urease € uma proteina de alto peso molecular (500 a 600 KDa) que atua
promovendo a hidrdlise da uréia, presente em condi¢des fisioldgicas no suco géastrico,
levando a producdo de amonia e aumentando o pH géstrico, permitindo, assim, a
sobrevivéncia da bactéria no ambiente hostil do estomago (Weeks et al.,2001). Estudos
demonstraram que cepas do H. pylori com delecdo desse gene ndo conseguem sobreviver
(Walsh, 2000; Weeks et al., 2001). Além disso, hd uma alta diversidade gendmica dessa
regido, principalmente no que diz respeito aos genes urease C e urease B, o que pode ser

comprovado por estudos utilizando-se anélise de restri¢ao (Roesler 2006).

Outras enzimas produzidas pela bactéria, como a superéxido dismutase,
catalase e arginase, conferem protecdo contra atividades liticas de macréfagos e neutréfilos,
impedindo uma resposta eficaz do hospedeiro (Hazell et al.,1991) e permitindo,
conseqiientemente, a sobrevivéncia da bactéria na mucosa. Outra enzima produzida pela

bactéria € a mucinase, que tem atividade endopeptiddsica e capacidade para degradar a
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mucina gdastrica, mecanismo pelo qual se favorece a producdo da doenca

(Fernandez, 2004).

A adesdo da bactéria ao epitélio também € de grande importincia para a
colonizagdo do meio, o que € permitido pela sua capacidade de produzir a adesina.
Outras proteinas da membrana externa tém sido reconhecidas com essa fung¢ao, entre elas, a
proteina BabA, codificada pelo gene babA, que parece permitir a adesdao do H. pylori ao

antigeno do grupo sangiiineo Lewis, presente nas células gastricas (Fernandez 2004).

Embora a infec¢do ocorra mundialmente, sua incidéncia parece variar de acordo
com o status socioecondmico de cada pais. Nos paises desenvolvidos, a porcentagem de
individuos infectados oscila entre 25% a 50% e hé indicios de que esteja diminuindo,
enquanto que nos paises subdesenvolvidos essa taxa € maior, podendo chegar a 90%
(Covacci et al., 1999; Perez-Perez et al., 2004). No entanto, somente 10% a 20% das
pessoas infectadas apresentam manifestacdes clinicas que geralmente, aparecem apds anos

da infec¢ao (Blaser e Parsonnet, 1994; Hofman et al., 2004).

1.4- Marcadores de viruléncia da bactéria H. pylori
1.4.1- Gene cagA

O Citotoxin Antigen Associeated (cagA) € um gene cepa — especifico
identificado no H. pylori, sendo fortemente associado ao risco de desenvolvimento de
cancer gastrico (Peek et al., 1999). A cepas cagA positivas tendem a ser mais virulentas e
induzem niveis mais altos de expressdo de citocinas, tais como as interleucinas 1b e 8
(Blaser e Berg 2001). Estudos realizados por (Parsonnet et al.,1997) mostraram que
pacientes infectados por cepas que expressam cagA t€m probabilidade trés vezes maior de
desenvolver cancer gastrico do que aqueles infectados por cepas cagA negativas.

(Censini et al.,1996)
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O gene cagA ¢ considerado marcador da ilha de patogenicidade cag (cag-PAl),
que possui de 35 a 40 kb e comporta 31 genes (Blaser e Berg, 2001), sendo encontrado na
maioria da cepas (60%) das amostras obtidas de pacientes ocidentais, conforme estudos de
(Covacci et al.,1999).Além da relacdo do gene cagA com doengas gdistricas como o
adenocarcinoma, (Michiyo et al., 2007) descreveram uma possivel associacdo do gene

cagA com doencgas auto-imunes, como a purpura trombocitopénica idiopatica.

1.4.2- Gene vacA

O gene vacA € responsdvel pela producdo da chamada citotoxina vacuolizante
(VacA) e é importante fator de viruléncia do H. pylori, por induzir a vacuolizacio

citoplasmatica em células eucariontes.(Dellis et al.,2001).

Este gene estd presente em todas as cepas do H. pylori e compreende duas
partes varidveis, s e m. A regido s codifica o sinal peptidico e estd localizada no final da
cadeia 57, possuindo dois alelos, s/ e s2, sendo que para o alelo s/ existem trés subtipos:
sla, sIb e slc; a regido média (m) possui os alelos mI e m2 (Atherton et al., 1995,
Dunn et al., 1997). A combinacdo em mosaico dos alelos da regido s com os alelos da
regido m determina a producdo de citotoxinas, responsdveis pelo grau de viruléncia da
bactéria. As cepas portadoras do gendtipo vacA sl/ml produzem grande quantidade de
toxina, enquanto as cepas s//m2 produzem quantidade moderada, e as cepas s2/m2, pouca
ou nenhuma toxina. As cepas vacA do tipo s/a parecem ser mais patogénicas que as sib,

slc ou s2, sendo mais relacionadas a tlceras pépticas.

1.4.3- Gene babA

O babA — blood group antigen adhesin , foi descoberto recentemente e parece
exercer um importante papel na patogenicidade da bactéria, ao permitir o contato entre esta
e o epitélio e ao possibilitar a facilitacao da liberagao de fatores de viruléncia como CagA e

VacA (Gehrard et al., 1999).
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O gene babA possui dois alelos distintos: babA1l e baA2 (Gerhard et al., 1999)
demonstraram uma possivel associacio entre o alelo bab2 e a presenca de ulcera péptica e

adenocarcinoma gastrico.

1.4.4- Gene cagE

Assim como o gene cagA, o gene cagE também pertence a ilha de
patogenicidade cag (cag-PAl). Estudos t€ém indicado que ele seja responsavel pelo aumento
da producdo de IL-8 (Queiroz et al., 1998), j4 que o gene cagA parece ndo atuar
diretamente sobre essa producdo, hipdtese comprovada pelo fato de que cepas cagA

negativas também induzem a produc¢ao de IL-8 (Naito e Yoshikawa 2002).

1.4.5- Gene cagT

O gene cagT € um homodlogo do gene virB7 (Covacci e Rappuoli 1998) e
codifica uma proteina de membrana externa (Cascales e Christie 2003). Uma das funcdes
proposta para VirB7 € a formacdo de um dimero com VirB9, que estabilizaria outras

proteinas VirB.

Em um trabalho realizado no Brasil, Mattar et al., 2007) detectaram o gene
cagT em 86% das amostras de H.pylori, sendo que essa porcentagem aumentou para 98%
em casos isolados obtidos de individuos com ulcera péptica. Andlises estatisticas
demonstraram uma relacdo entre a presenca do gene cagT, com um aumento de 27 vezes

para o risco de desenvolvimento de tlcera péptica. (Pacheco 2007).

1.4.6- Gene iceA

O gene iceA — induced by contact with ephitelium — apresenta dois alelos,
iceAl e iceA2. O alelo iceAl apresenta forte homologia com a endonuclease de restricao

do tipo II da Neisseria lactamica. Sua expressao € regular pelo contato do H. pylori com as
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células epiteliais da mucosa gastrica e estd relacionada a ocorréncia de ulcera péptica e

cancer gastrico (Peek et al., 1999).

1.4.7- Gene HP-NAP

Evans et al. (1995) descreveram o gene neutrophils-activating protein
(HP-NAP) do H. pylori e relacionaram sua expressdo ao potencial de indugdo de
inflamacdo, mesmo em cepas cagA negativas. O produto do gene HP-NAP induz aderéncia
dos neutréfilos as células endoteliais e estimula a producao de espécies reativas ao oxigénio

e nitrogénio pelos neutrdfilos (Santin et al.,2000).

1.4.8- Gene dupA

Esses genes encontram-se na regidao de plasticidade do genoma de H.pylori e
formam um locus contiguo, dupA (duodenal ulcer promoting gene), que foi sugerido como
marcador para o desenvolvimento de ulcera duodenal e protetor contra atrofia gastrica,
metaplasia intestinal e cancer gastrico (Lu et al., 2005). Como esse padriao foi similar a
varias bactérias provenientes das digestdes nas regides geograficas examinadas, tal
observacgdo ndo refletia a circulagio regional de um gendtipo particular. A presenga do gene
dupA foi associada também a um aumento na producgdo de IL-8, verificado na regido do
antro da mucosa gastrica in vivo e também a partir de células epiteliais in vitro, devido a
ativacdo de fatores de transcricao de IL -8 (Lu et al.,2005), justificando a intensa infiltragao

neutrofilica.

1.5- Epidemiologia e transmissao do H. pylori

O H. pylori é uma bactéria de distribuicdo universal que acomete mais da
metade da populacdo mundial, sendo considerado um importante problema de satde

publica. A infeccdo pelo H. pylori é adquirida principalmente na infancia e caracteriza — se
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pela cronicidade, fato que predispde ao desenvolvimento de afec¢des em adultos, como o
carcinoma gastrico e a ulcera péptica. Sua prevaléncia € significativamente maior nos

paises em desenvolvimento, em todas as faixas etédrias (Kodaira et al., 2002).

Com relacdo a idade, estudos mostraram que o periodo de maior aquisicdo da
infeccdo pelo H. pylori é na infancia, particularmente nos cinco primeiros anos de vida.
Quanto ao sexo, a infeccdo pela bactéria mostrou ser igual tanto em homens quanto em
mulheres (Kodaira et al., 2002). Entre os fatores adicionais que podem estar associados a
alta prevaléncia do H. pylori encontrada na populacdo mundial estdo o fumo, o consumo de
alcool, a dieta, exposi¢cdes ocupacionais, praticas de higiene, densidade populacional,

fatores sociais e histérico familiar de doencas gastricas (Brown, 2000).

Sabe-se que a bactéria consegue alcancar a mucosa géstrica pela boca, pois se
trata de um microorganismo nao invasivo (Cave, 1997). As altas taxas de prevaléncia em
individuos que vivem em condi¢des de aglomeragdo humana sugerem que a transmissao
pessoa — pessoa seja um mecanismo importante na disseminac¢do do agente (Rotherbacher
et al., 1998). No entanto, ainda ndo € possivel determinar se a principal via de transmissao €

oral-oral ou fecal-oral (Desai et al.,1991).

A contaminagdo por via fecal-oral tem sido investigada (Thomas et al., 1992;
Kelly et al., 1994; Namavar et al.,1995), especialmente com o chamado teste do antigeno
das fezes (Zeitune e Monica 2000). Contudo, o isolamento da bactéria das fezes tem sido
problemaético para as pesquisas em razdo da necessidade de serem utilizadas fezes frescas e
ndo armazenadas, por longos periodos, para a obtencdo de melhores resultados
(Brown, 2000).A Federacdo Brasileira de Gastroenterologia e o Nucleo Brasileiro para
estudos do Helicobacter, em 2004, decidiram promover o 1l Consenso Brasieleiro para
estabelecer condutas relativas a infec¢do por H.pylori a serem divulgadas em todo o Brasil
para alertar e solicitar providéncias aos 6rgdos publicos responsdveis pela sadde da
populacdo, das implicagdes , a curto e longo prazo, das conseqiiéncias dessa

infeccoes.(Coelho e Zaterka 2005).
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1.6- Relacao entre o H. pylori e as doencas humanas

A infeccdo pelo H. pylori provoca grande desconforto em milhares de
individuos e leva a morte pelo menos 1 milhdo de pacientes anualmente, dada sua
abrangéncia, fatos estes que, muitas vezes, sdo subestimados pelas autoridades de saide
publica e por especialistas em doencas infecciosas (Sullivan et al., 1990; Tebbe et al., 1996;

Blaser, 2005).

A Federacao Brasileira de Gastroenterologia e o Nucleo Brasileiro para Estudos
do H. pylori decidiram estabelecer condutas relativas a infeccdo por H. pylori a serem
divulgadas em todo o Brasil e constituir instrumento a ser utilizado pelas entidades
organizadoras do consenso para alertar e solicitar providéncias aos 6rgdos publicos
responsaveis pela saide da populacdo a longo e curto prazo, das conseqiiéncias dessa

infeccao (Coelho e Zaterka 2005).

1.6.1- Gastrite crOnica

A infec¢ao produzida pelo H. pylori é considerada a principal causa de gastrite
cronica (Ashon, 1995; Kawaguchi, 1996; Cover e Blaser 1996), ocorrendo, inicialmente,
um processo inflamatorio local, com intenso infiltrado de neutréfilos na lamina prépria, na
camada de muco e na luz glandular. Esse processo, caracterizado como gastrite aguda,

OCOITE NO COrpo € mais intensamente no antro gastrico.

Nos exames endoscopicos pode-se verificar hiperemia, friabilidade da mucosa e
erosoes. Acredita-se que a maioria dos pacientes permanece assintomdtica durante esta fase
aguda da infec¢do, mas alguns podem apresentar dor epigdstrica e vomitos (Rocha et al.,
1991). A persisténcia do agente agressor leva a um quadro de gastrite crOnica, caracterizado
pela presenca de linfocitos e plasmoécitos na lamina propria. A relacdo causal entre a

infeccdo e a gastrite cronica em atividade € muito consistente.

A bactéria € encontrada na totalidade destes casos, com redugdo do processo
inflamatério em caso de erradicagdo do microorganismo. Além disso, hd um paralelismo
entre maior intensidade do processo e maior densidade de colonizacdo (McNulty et al.,

1986; Johnston et al., 1998; Zeitune e Monici, 2000).
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1.6.2- Ulcera péptica

A descoberta do Helicobacter pylori foi um evento definitivo para o
entendimento da patogénese da ulcera péptica (Rauws e Tytgat 1990; Dev et al.; 1998).
Estimativas recentes dizem que mais de 15% dos individuos com infeccdo pelo H. pylori
irdo desenvolver tlceras géstrica ou duodenal ao longo de suas vidas. Além disso, essa
infeccao € associada com mais de 95% dos casos de tlcera duodenais e, na auséncia do uso
de antiinflamatérios ndo esteroidais (NSAIDs), com mais de 65% das ulceras gastricas

(Walsh et al., 1995; Dev et al., 1998).

Ap6s a erradicacdo do H. pylori, ha a cicatrizacdo da ulcera péptica,
estabelecendo-se, a partir de 1987, que todos os pacientes com essa doenca relacionada ao
microorganismo deveriam receber tratamento especifico para eliminacdo do agente.
Atualmente, esse € o Uinico consenso a que se chegou quanto ao tratamento da infec¢do pelo

H. pylori (Kodaira et al., 2002; Blaser, 2005).

1.6.3- Cancer gastrico

Virias evidéncias apontam para o possivel papel do H. pylori na patogénese do
cancer gastrico, que pode ser considerado como resultado de um complexo processo, que
evolui da mucosa normal, via gastrite crOnica até gastrite atréfica, metaplasia intestinal,
displasia e neoplasia (Correa, 1992; Aska et al.,1995, Ladeira et al., 2003). Em 1994, a
bactéria foi classificada como carcindgeno do tipo I para cancer de estdbmago pela
“International Agency for Research on Cancer*, 6rgao subordinado a Organizacao Mundial

de Saude (Dev e Lambert 1998; Peterson et al., 2001; Kodaira et al., 2002).

O aumento do risco para cancer gastrico pode estar relacionado a diferencas na
expressdo de produtos bacterianos especificos, a respostas desiguais dos hospedeiros ou a

interacdes proprias entre a bactéria e o hospedeiro (Peek et al., 1999).

Dentre os tipos de cancer, o géstrico representa a segunda causa de morte por
essa doenga no mundo, sendo que (Eslick et al.,1999) determinaram que a infec¢do pelo
H. pylori estd associada a um risco duas a seis vezes maior para o desenvolvimento de

adenocarcinoma gastrico. Diversos autores como (Li et al.,1993), (Nomura e Stemmermann
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1993), (Eslick et al., 1999), acreditam que um terco dos adenocarcinomas gastricos seja

atribuido a infec¢do pelo H. pylori.

De acordo com dados estatisticos do Instituto Nacional do Cancer — INCA as
taxas de mortalidade por neoplasias de estdbmago reduziram — se significativamente até o

periodo de 2005 (SP Demografico 2007).

1.6.4- Linfoma géstrico tipo MALT

Resultados de estudos epidemioldgicos sugerem que o linfoma gastrico tipo
MALT (tecido linféide associado a mucosa) esteja relacionado a infec¢do prévia pelo
H. pylori (Parsonnet et al., 1994; Erdmn et al., 1997), j4 que essa infeccdo é encontrada em
mais de 90% dos pacientes com esse tipo de linfoma (Parsonnet et al.,1994;
Cammarota et al., 1995). As lesdes linféides sdo geralmente confinadas na mucosa géstrica,
mas envolvem os linfonodos regionais em aproximadamente 25% dos casos. Esses
linfomas de baixo grau regridem dentro de 12 meses quando a infeccdo pelo H. pylori é

eficazmente tratada. O progndstico €, na maior parte das vezes, muito bom

(Cammarota et al.,1995; Dev e Sambert, 1998).

1.6.5- Doencas extragdstricas

O H. pylori tem sido relacionado, mais recentemente, com doencgas
extragdstricas, incluindo a anemia por deficiéncia de ferro (Capurso et al., 2001), algumas
doencas auto- imunes, como a artrite reumatdide (Zentilin et al., 2002) e a purpura

trombocitopénica idiopdtica (Di Campli et al., 1998; Emilia et al., 2001; Ando et al., 2004).

Para a possivel explicacdo das alteragdes determinadas pela bactéria e o
surgimento destas doencas, tem sido sugerido que o processo inflamatério ocasionado pela
presenca desse patdégeno poderia liberar substancias que atuariam a distdncia, ou pela
mimetiza¢do molecular cruzada que ocorreria entre a bactéria e os antigenos do hospedeiro

(Zeitune e Lorena 2007). Algumas doencas de pele, como a urticdria cronica idiopatica e a
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rosacea, outras doengas auto -imunes, como a Sindrome de Sjogren, a Purpura de
Henoch- Schoelein e a tireoidite auto- imune, e doengas vasculares, relacionadas a
aterosclerose, também t€m sido relacionadas a presenca do H. pylori

(Zeitune e Lorena 2007).

1.7- Métodos utilizados para o diagnéstico do H. pylori

Existem varios métodos que possibilitam o diagndstico do H. pylori, os quais
sdo classificados em indiretos ou ndo-invasivos, quando ndo ha necessidade de se realizar
uma endoscopia digestiva (Mégraud, 1996; Thijs et al., 1996; Czinn, 2005) e diretos ou
invasivos, quando € necessdria a obtencdo de uma amostra de tecido gdstrico para a

deteccdo da bactéria.

Os principais métodos diagndsticos ndo-invasivos sdo o teste respiratorio da
uréia marcada, a sorologia e a pesquisa de antigeno nas fezes. Dentre os métodos invasivos,
que requerem amostra de fragmento gastrico, encontram-se principalmente o teste rapido

da urease, o exame histoldgico, a cultura e a reacdo em cadeia da polimerase.

1.7.1- Métodos Indiretos
1.7.2- Teste respiratério da uréia marcada — Urea Breath Test (UBT)

O teste respiratorio da uréia marcada € realizado com a ingestdo, pelos
pacientes em jejum, de uma solu¢do contendo uréia marcada com B Cou " C. Se a bactéria
estiver presente no estdmago, a urease, enzima produzida pelo H. pylori, ird hidrolizar a
uréia em amodnia e gas carbdnico (CO;). O dtomo de carbono marcado (13 Cou 14C) ¢é entdo

exalado precisamente na respiracao e mensurado (Peterson et al., 2001; Czinn, 2005)

Apesar da especificidade deste teste ser alta, outras bactérias produtoras de
urease podem estar presentes no estdmago, como a H.heilmanii, o que pode levar a

resultados falso-positivos. Testes realizados em seguida a coleta de fragmentos gastricos
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por bidpsia também podem ser afetados devido ao sangramento, ocasionando resultados
também falso-positivos (Mégraud et al., 1996). Além disso, assim como ocorre com o teste
rdpido da urease, existe alta probabilidade de resultados falso-negativos no teste
respiratério da uréia em pacientes que estejam recebendo agentes anti-secretdrios, como
inibidores de bomba de prétons (PPIs) ou doses elevadas de antagonistas do receptor da
histamina 2 (H2RAs), agentes antimicrobianos ou compostos contendo bismuto, os quais
reduzem a densidade do H. pylori (Perri et al.,1995; Laine et al., 1998;
Peterson et al., 2001).

1.7.3- Sorologia

A infeccdo pelo H. pylori estimula uma resposta imune humoral que persiste
em conseqii€éncia da exposicao continua as bactérias (Thijs et al., 1996; Murray et al., 1998;

Versalovic, 2003; Czinn, 2005).

As vantagens da sorologia, quando comparada a outros métodos diagndsticos,
consistem em baixo custo, simplicidade e rapidez, além de ndo ser um método invasivo

(Evans et al., 1989; Kosunen et al.,1992).

Porém, como os titulos de anticorpos persistem durante muitos anos, o teste
ndo pode ser utilizado para distinguir entre infec¢do pregressa e atual (Murray et al., 1998;
Menezes Silva,1999). Além disso, o titulo de anticorpos ndo se correlaciona com a
gravidade da doenca, nem com a resposta ao tratamento. No entanto porém, esses testes
sdo uteis para documentar uma exposi¢ao as bactérias para estudos epidemioldgicos ou para

avaliacdo inicial do paciente sintomético (Perez-Perez et al.,1990; Murray et al., 1998).

1.7.4- Pesquisa de antigeno nas fezes

O exame do antigeno nas fezes surgiu como um método ndo invasivo rapido
para detec¢do do H. pylori. Em estudos realizados por (Vaira et al., 1999), esse exame

mostrou ser altamente sensivel e especifico na deteccao do H. pylori em pacientes com
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dispepsia, além de ser util para o acompanhamento de pacientes que completaram um
esquema de erradicacdo da bactéria. Nesse mesmo estudo, no diagnéstico da infec¢do por
H. pylori, o método de deteccao de antigeno nas fezes foi altamente sensivel (80% a 100%),
quando compardvel ao teste respiratorio da uréia (84% a 100%). A deteccdo do antigeno
nas fezes, feita quatro semanas depois de o paciente completar em esquema de erradicagao
do H. pylori, apresentou uma sensibilidade de 90%, uma especificidade de 95% e um valor
preditivo negativo de 98%, taxas comparaveis as obtidas com o UBT (Vaira et al.,1999).
Apesar disso, diversos outros pesquisadores descobriram uma taxa elevada de resultados
falso-positivos em pacientes que fizeram o exame quatro semanas depois de completarem o
tratamento anti H. pylori (Makristathis et al., 1998; Trevisani et al., 1999; Calvet et al.,
1999). Uma grande vantagem da técnica € a possibilidade de permitir, em grande escala,
estudos epidemioldgicos da contaminacido pelo H. pylori na infancia (Logan e Walker
2001). Como desvantagens podem ser citados o alto custo do kit e a necessidade de serem
usadas fezes ndo armazenadas por periodos prolongados, a fim de que nao ocorra uma

diminui¢do na sensibilidade da técnica.

1.8- Métodos diretos
1.8.1- Teste rapido da urease

A observacao inicial de que o H. pylori produz grande quantidade de urease
levou ao desenvolvimento de um método para identificacdo indireta do microorganismo em
tecido gdastrico obtido por bidpsia no momento da realizacio da endoscopia

(Marshall et al., 1987; Dunn et al., 1997).

Existem varios kits comerciais disponiveis no mercado para o teste da urease,
dentre os quais, os mais utilizados sdo o “Hp Fast’, o “CLO test” (desenvolvido por
Marshall em 1987) e o “Pylori Tek”, este ultimo um teste que utiliza uma fita com

indicador de pH (Arvind et al., 1988; Dunn et al., 1997).
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A principal vantagem dessa técnica é a sua rapidez (Marshall et al., 1987;
Thiijs et al., 1996), e como desvantagens podem ser considerados o fato de ser uma técnica
invasiva e de haver a necessidade de um niimero relativamente alto de microorganismos na

amostra para se obter um resultado positivo (Arvind et al., 1988; Bourguignon et al.,1989).

Além disso, outra limitacdo para o uso desse teste € para pacientes que estejam
fazendo uso de medicamentos inibidores da bomba de prétons (PPIs) ou de doses elevadas
de antagonistas do receptor de histamina (H2Ras), que poderiam diminuir a densidade do
H. pylori e, conseqlientemente, a atividade da urease, produzindo, assim, resultados
falso-negativos (Peterson et al., 2001). A presenca de sangramento ocorrido durante a
endoscopia também pode representar um fator condicionante para o decréscimo da

sensibilidade do teste em questdo (Ferndndez et al.,2004).

Sensibilidade de 89% a 98% e especificidade de 93% a 100% foram
encontradas para os testes da urease por (Thijs et al.,1996), (Peterson et al., 2001) e

Versalovic (2003).

1.8.2- Histologia

Além de confirmar a presenca da bactéria H. pylori nas amostras de tecido
gastrico obtidas por endoscopia, o exame histoldgico tem importincia na avaliacdio do
processo inflamatorio e na sua atividade (Thijs et al.,1996). O Sistema Sydney de
classificacdo propde que a coleta de duas amostras de tecido da mucosa géstrica seja
suficiente para diagnéstico histolégico da infeccdo pelo H. pylori e das alteragdes

histolégicas produzidas (Price,1991; Versalovic, 2003).

A identificacdo histologica da bactéria € facilitada pelo uso de corantes
especiais como os de “Warthin-Starry” e Giemsa modificado, embora estes apresentem um

custo elevado (Thijs et al., 1996; Dunn et al.,1997; Versalovic, 2003).
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1.8.3- Cultura

A cultura para H. pylori apresenta duas vantagens principais. Primeiro, ela
permite testes de suscetibilidade antimicrobiana; segundo, os isolados por culturas podem
ser caracterizados em detalhes (Thijs et al., 1996). Embora a sensibilidade para cultura em
laboratérios experientes seja maior que 95%, outros métodos para o diagndstico da infeccao
pelo H. pylori sao mais simples, propensos a menor variabilidade e mais oportunos

(Dunnn et al., 1997).

A cultura deve ser feita a partir do material obtido da mucosa gastrica por
bidpsia o mais rapidamente possivel, a fim de se evitar a perda da viabilidade que poderia
ocorrer pela dessecagdo ou pelo efeito nocivo do oxigénio sobre o microorganismo
(Oplustil et al., 2000). O crescimento do Helicobacter pylori € dificultado , em especial,
pelo uso de antibidtico, pela ingestdo de anestésico topicos e pela contaminacdo da pinga
de bidpsia por outros microorganismos. Além disso, tem se limitado muito ao laboratério
de pesquisa pela demora dos resultados e alta taxa de resultados falso negativos

(Zeitune et al.,2007).

1.8.4- Reacdo em Cadeia da Polimerase

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica rapida e extremamente
sensivel e especifica para detec¢do de microorganismos. E realizada in vitro e permite a
amplificacdo de uma regido especifica do dcido desoxirribonucléico (DNA) que se localiza

entre duas regides de uma seqiiéncia conhecida do DNA.

A nested PCR é uma reamplificacio do produto da primeira amplificacao,
utilizando-se primers internos a primeira seqii€éncia amplificada (Watanabe et al., 1997,

Costa et al.,1992).

As vantagens da PCR sdo intimeras e, dentre estas, as principais sdo a
simplicidade de execug¢do, o tempo utilizado para realizacdao da reacdo e a possibilidade de

genotipagem dos produtos obtidos, a fim de se identificar cepas diferentes de uma
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determinada espécie. Além disso, a PCR possibilita a utilizacdo de materiais retrospectivos

em pesquisas (Newton e Grahan, 1997).

Com relacdo as desvantagens, estas se resumem no alto custo dos reagentes e
na possibilidade de contamina¢do das amostras, o que pode ser facilmente evitado,

utilizando-se normas de biosseguranc¢a durante todas as fases do processo.

Outra vantagem da PCR € que ela permite a realizacdo da andlise dos produtos
obtidos por restricdo, com o uso de enzimas, o que € de extrema relevancia para se
determinar cepas prevalentes de bactérias, como o H. pylori, em um determinado grupo de
pacientes. Além disso, permite o0 acompanhamento de infec¢des e estudos epidemioldgicos

(Colding et al., 2003).

1.9- Piarpura Trombocitopénica Idiopatica (PTI)

A purpura trombocitopénica idiopética (PTI) é uma doenga auto-imune causada
pela sensibilizacdo das plaquetas por auto-anticorpos antiplaquetdrios, o que leva a sua
destruicao, sendo verificado que um complexo glicoprotéico é o principal alvo desses

anticorpos em um determinado subgrupo de pacientes (Thude et al.,1999).

E uma doenca hematolégica freqiiente, que se caracteriza pela producio de
auto-anticorpos dirigidos contra a proteina da membrana plaquetdria, ndo raros contra o
complexo glicoprotéico IIb/Illa, que leva a sensibilizacdo das plaquetas que sdo

fagocitadas por macréfagos (McMillan, 2000).

Esse tipo de purpura, quando ocorre na infancia, aparece quase sempre algumas
semanas apos uma infeccdo viral, fato este que sugere uma possivel imuniza¢ido cruzada
entre o antigeno viral e o plaquetario. Em adultos, a PTI estd geralmente associada a outras
doencas imunoldgicas, a leucemia linfocitica cronica, aos linfomas, a alguns tipos de cancer

ndo linféides, & mononucleose infecciosa e a outras infeccdes virais e bacterianas

(Stites et al., 2000).
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O diagnéstico da PTI é baseado, no quadro clinico que, na maioria das vezes,
consiste, principalmente, em sangramento cutineo com petéquias € equimoses, podendo
estar acompanhado de sangramento mucoso, com epistaxe, gengivorragia, menorragia,
hematuria, sangramento do trato gastrintestinal e até do sistema nervoso central

(Mc Millan, 2000).

1.9.1- PTI e sua relacao com o Helicobacter pylori

Pesquisas recentes, como as realizadas por Francesch (2007) e
(Shiotana et al., 2001) demonstraram que pode haver uma associacdo entre a PTI e a
presenca do H. pylori no trato gastrintestinal humano, podendo ser considerada como uma
op¢do terapéutica, para esta alteracdo hematoldgica, a erradicacao dessa bactéria. Além da
possivel relacdo entre a infeccdo produzida por esse patégeno e a PTI, tem sido também
observado que as cepas de H. pylori cagA-positivas parecem estar mais relacionadas ao
desenvolvimento desse tipo de pudrpura do que as cepas cagA-negativas

(Shiotana et al.,.2001).

Dessa maneira, diversos estudos em pacientes com PTI demonstram que a
erradicacdo da infec¢do produzida pelo H. pylori pode resultar no aumento do nimero de
plaquetas, levando o paciente a uma melhora significativa de seu quadro clinico
(Gasbarrini et al., 1998; Kohda et al., 2002; Hino et al., 2003; Veneri et al., 2002). Assim
sendo pode incluir, portanto, essa bactéria como um dos fatos etioldgicos da doenca

(Huber et al., 2003).

Embora o mecanismo exato dessa relagdo nio seja conhecido, alguns estudos
sugerem que a semelhanga existente entre a estrutura bacteriana e os antigenos plaquetarios
possa ser importante. Um estudo recente, realizado por (Franceschi et al., 2005),
demonstrou que os anticorpos anti-cagA reconhecem dois antigenos plaquetdrios em

pacientes com PTI, mas ndo em individuos que ndo apresentam a doenga.

Tem sido proposto, conseqiientemente, que o H. pylori pode induzir uma
resposta imunoldgica aos antigenos que tém uma reacido cruzada com diversos antigenos

glicoprotéicos das plaquetas.
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A producdo de auto-anticorpos dirigidos contra células e tecidos do hospedeiro
em pessoas com a infec¢do pelo H. pylori realmente ocorre. Anticorpos monoclonais contra
os antigenos dessa bactéria tém capacidade de reagir com as células humanas géstricas,
com as glandulas salivares, com o epitélio tubular renal e com o epitélio duodenal
(Ko et al., 1997). Presumidamente, a eliminacdo do H. pylori do epitélio gastrico podera
aliviar a inflamacdo, eliminando a exposi¢do aos antigenos e diminuindo, em conseqiiéncia,

a produgdo de anticorpos (Jackson et al., 2005).

Com relagdo a teoria da semelhanga molecular entre os antigenos da bactéria e
os antigenos plaquetdrios, (Michel et al., 2004) realizaram um estudo em pacientes
H. pylori-positivos, correlacionando os anticorpos anti-plaquetas com a presenga da

bactéria.(Pamuk et al., 2002)

Como conseqiiéncia, o III Consenso de Maastricht (Malfertheiner et al., 2007)
sugere o tratamento de erradicacdio do H. pylori em pacientes com purpura
trombocitopénica idiopdtica como terapia para essa doenga. Sendo assim, fica claro que sdo
necessarios mais estudos sobre a citada relacao, inclusive possibilitando a determinagdo de
quais cepas bacterianas seriam as mais prevalentes nos pacientes com PTI, o que, até o

momento, ndo se encontra estabelecido.

1.9.2- Agregacdo plaquetéria e a relacdo entre diferentes cepas do H.pylori.

Algumas cepas do H. pylori ttm demonstrado induzir a ativacio e a agregacao
plaquetdrias. Essas cepas apresentam tanto anticorpos IgG quanto uma possivel ligacdo
com o fator de Von Willebrand nas membranas celulares (Jackson et al., 2005). Apesar
disso, alguns estudos, como os realizados por (Byrne et al., 2003), ndo encontraram uma
associacdo entre cepas positivas gene cagA e vacA e o desenvolvimento dessa doenca.
Porém, (Jackson et al., 2005) lembram que pode haver uma relagdo entre as cepas cagA
positivas e o desenvolvimento da PTI, o que requer, conseqiientemente, maiores estudos

sobre essa interacao.
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1.9.3- Diagnéstico da PTI

O diagnéstico da PTI é baseado, na maioria das vezes, no quadro clinico, que
consiste principalmente em sangramento cutineo com o surgimento de petéquias e
equimoses, podendo estar acompanhadas de sangramento mucoso, epistaxe e alteracdes do

trato gastrintestinal (McMillan 2000).

Na verdade, o diagnéstico da PTI é de exclusdo das demais causas de
trombocitopenia por consumo periférico das plaquetas, tais como hiperesplenismo,
hepatopatia ou coagulacdo intravascular disseminada. Na presenca de esplenomegalia €
necessdrio realizar exames laboratoriais para ldpus eritematoso, artrite reumatdide ou
investigar uma doenca linfoproliferativa. A pesquisa de infec¢ao viral, especialmente HIV e
hepatite C, e de outros anticorpos, como o anticardiolipina, complementa o diagnodstico da

doenca (The) American Society of Hematology ITP Practice Guideline,1997).

1.9.4- Tratamento da PTI

Em linhas gerais, o tratamento da PTI inclui o uso de corticosterdides e a
esplenectomia, bem como o emprego de imunoglobulina intravenosa em altas doses
(George, 2000).0s casos resistentes a esses tratamentos recebem terapias alternativas, as
quais incluem agentes imunossupressores, tais como azatioprina, ciclofosfamida, alcal6ides

da vinca ou outros medicamentos, como o danazol (George, 2000).

O critério de resposta a terapéutica é importante para se definir a estratégia de
manejo desses pacientes. O objetivo do tratamento deve ser a resolu¢do do quadro
hemorrdgico e a elevacdo da contagem das plaquetas, ndo necessariamente para niveis
normais. Pacientes com sangramento e plaquetas abaixo de 20.000/uL devem ser
hospitalizados. Uma contagem de plaquetas acima de 25.000/uL geralmente nio se associa
a sangramento e o paciente pode apresentar tempo de sangramento normal. Nao se visa a
normalizacdo da contagem de plaquetas, mas sim tratar pacientes sintomaticos, com
sangramento cutaneo-mucoso que, em geral, apresentam contagem de plaquetas abaixo de

30.000/uL (The) American Society of Hematology I'TP Practice Guideline, 1997).
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2- OBJETIVOS
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Assim, os objetivos do presente trabalho foram:

e Detectar o DNA do Helicobacter pylori para a regidao do gene urease C, em
amostras de tecido gdstrico obtidas de pacientes com purpura
trombocitopénica idiopdtica submetidos a endoscopia digestiva alta no

Gastrocentro da Unicamp;

e Verificar se os pacientes com purpura trombocitopénica idiopdtica e
H. pylori positivo apresentam melhora da plaquetopenia apds a erradicagdo

da bactéria;

e Detectar se o gene cagA nas amostras positivas para H.pylori confere
resposta diferente a plaquetopenia causada pela PTI, em relacio a

erradicacdo da bactéria.
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3- CASUISTICA E METODOS
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Os pacientes incluidos na pesquisa foram de ambos os géneros, todos com
resultados positivos para Helicobacter pylori e que pertenciam ao protocolo da linha de
pesquisa do Centro de Hematologia e Hemoterapia (Hemocentro) da Unicamp. Um total de
33 pacientes foi submetido aos exames endoscOpicos para retirada de fragmentos da
mucosa gastrica por bidpsia, havendo sido realizado, para pesquisa da bactéria, exame
histolégico, utilizando a coloragcdo de hematoxilina — eosina e Giemsa modificado, e o teste
da urease. Foram considerados, para inclusio no estudo, somente pacientes com
plaquetopenia que apresentavam nimero de plaquetas acima de 50.000/uL; os casos de
pacientes com plaquetopenia grave e sangramento, com plaquetas abaixo de 50.000/uL
foram excluidos do estudo. Dos 33 pacientes positivos para H. pylori e que tinham PTI,
todos receberam a terapia tripla (inibidor de bomba protednica em dose dupla, 1g de

amoxicilina e 500mg de claritromicina), duas vezes ao dia no periodo de 7 dias.

Ap6s a terapia para erradicacdo do Helicobacter pylori, como provavel causa da
manifestacdo da doenca, foi acompanhada a resposta de acordo com o aumento das
plaquetas, classificando-se como RC (resposta completa, com contagem de plaquetas acima
de 150.000/uL), RP (resposta parcial, com contagem de plaquetas entre 50.000/uL e
150.000/uL) e SR (sem resposta ao tratamento).

Para melhor investigagcao da relacdo da bactéria com a PTI, foi estudado o gene
cagA, que esta relacionado com as doencas mais graves induzidas pela bactéria, como um

de seus principais marcadores de viruléncia.

O presente estudo foi aprovado e acompanhado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, Sao Paulo, Brasil. Todos esses pacientes concordaram em participar do estudo,
por meio de assinatura do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”, conforme

disposicdo do Comité de Etica.

Das 33 amostras, 18 foram obtidas de pacientes acompanhados durante os anos
de 2000 a 2004 (andlise retrospectiva) e 15 foram avaliados durante os anos de 2005 a 2007

(anédlise prospectiva.
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Quadro 1- Idade dos pacientes com PTI e H. pylori positivo incluidos no estudo, sendo P
amostras fixadas em parafina (pacientes retrospectivos) e F amostras obtidas a

fresco (pacientes prospectivos).

AMOSTRA PACIENTE HC IDADE
P01 CR 776858-6 45
P02 CMF 679387-9 42
P03 DAS 795172-9 56
P 04 GCA 628389-0 59
P05 LDP 6666014 37
P06 MAPP 761906-6 43
P07 MHCO 632877-3 56
P 08 MIAF 412151-3 50
P09 MCF 540493-8 33
P10 MIP 765514-7 42
P11 MAB 651277-7 36
P12 NVS 268707-2 55
P13 O0SG 330095-6 49
P14 TMSR 567691-7 60
P15 JCSR 795183-8 43
P16 FNS 872056-1 40
P17 AZV 879659-8 37
P18 JBS 911786-2 45
FO01 GS 711099-9 26
F 02 TPA 772973-4 27
FO03 SSF 504608-1 56
F 04 RGSG 293990-7 39
FO05 TAS 5676917 61
F 06 GFS 953228-6 56
F 07 MABR 955630-7 56
F 08 ACS 735257-7 45
F 09 RCFM 943587-2 27
F 10 MSS 477422-3 38
F11 ACV 6776568 49
F12 LHS 874451-0 51
F13 ACR 736114-9 28
F 14 RF 8989731 32
F 15 ADD 8868688 27
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Os métodos utilizados para andlise molecular do DNA do H. pylori nas

amostras obtidas dos pacientes com PTI incluidos na pesquisa.
e extracdo do DNA das amostras de tecido géstrico obtidas por bidpsia;
e Reacido de betaglobina para confirmacgao da extragdo do DNA;

e Amplificacdo génica pela reacdo em cadeia da polimerase tipo nested para

deteccao do DNA da bactéria;

e amplificacdo gé€nica especifica para regido do gene da urease C pela reacdo

em cadeia da polimerase;

e amplificacdo génica especifica do gene do cagA da bactéria pela reacdo em

cadeia da polimerase simples.

3.1- Critérios de diagnéstico

Foram considerados como pacientes positivos para Helicobacter pylori e,
portanto, incluidos no estudo, todos aqueles que apresentaram resultados positivos para o
teste rdpido da urease e histologia e que apresentavam Purpura Trombocitopénica

Idiopética, do protocolo de pesquisa do Hemocentro da FCM, Unicamp.

Pacientes que apresentaram resultados negativos para os dois exames,
histolégia e teste rdpido da urease, e pacientes que tiveram apenas um dos testes
realizados, foram excluidos do estudo.Os resultados de exames e as pastas de
acompanhamentos de todos os pacientes incluidos nesta pesquisa foram avaliados no

Servico de Arquivo Médico (SAM) do Hospital das Clinicas da Unicamp.

Um total de 33 pacientes , com amostras de fragmentos de tecido retirados da
mucosa gdstrica que foram obtidos por biopsia, utilizados no presente estudo. Destas
amostras, 18 haviam sido coletadas nos anos 2000 a 2004, e estavam emblocadas em

parafina e armazenadas em temperatura ambiente no Departamento de Patologia, localizado
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no Gastrocentro da Unicamp e 15 amostras foram coletadas a fresco nos anos de
2005 a 2007, sendo o DNA extraido e armazenado a temperatura de -80°C em refrigerador
proprio, no Laboratério de Diagndstico de Doencas infecciosas por Técnicas de Biologia
Molecular e Antigenemia, do Departamento de Clinica Médica, localizado no Hospital das

Clinicas da Unicamp.

3.2- Extracao de DNA de tecidos nao fixados

O método utilizado para a extracdo do DNA, com algumas modificacdes, foi
descrito por (Latchman et al.,1995) uma sec¢do de 3 a 7 mm de tecido ndo fixado foi
mantida em tubo eppendorf de 1,5 mL e conservada em solucdo fisioldgica a temperatura

de - 80°C.

Vinte e quatro horas antes da extragao, foi retirado o volume maximo possivel
da solucao fisiologica do eppendorf, mantendo — se apenas o tecido, sendo o tubo colocado
a temperatura de - 80° C. Apds isso, o tecido foi macerado em vidro de relégio com o
auxilio de um bastdo de vidro e entdo transferido para outro eppendorf de 1,5 mL, sendo

centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos.

O excesso de solucdo fisioldgica foi retirado e, ao tecido, foram acrescentados
190 uL de uma solucdo contendo 0,1 M de Tris HCL ( pH 7,5) e 1% de SDS. A essa
mistura foram acrescentados 10 uL de uma solu¢do de proteinase K (10mg/mL de uma
solucdo estoque). O tubo foi, apds isso, passado no vortex e as amostras incubadas

“overnight “a temperatura de 55° C.

Em seguida, a amostra foram adicionadas 200 uL de fenol e 200 uL de uma
solucdo contendo cloroférmio e dlcool isoamilico na proporcdo 24:1. A amostra foi

passada no vortex e centrifugada por 10 minutos a 1500rpm.

O sobrenadante foi removido e colocado em outro tubo eppendorf de 1,5 mL,
sendo adicionados a ele 200 uL de uma solugdo contendo cloroférmio e dlcool isoamilico
na propor¢do 1:1. A amostra foi passada no vortex e centrifugada durante 10 minutos a

1500 rpm.
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Novamente o sobrenadante foi removido e colocado em outro tubo eppendorf
de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 25 pLL de uma solucdo de acetato de sédio 3 M, e
1,0 mL com 4lcool etilico absoluto mantido a temperatura de - 20° C, invertendo —se o

eppendorf, gentilmente, por repetidas vezes.

Finalmente, a amostra foi incubada a temperatura de - 70°C durante 30 minutos
e, ap0ds esse periodo, centrifugada durante 15 minutos a 1500 rpm. Decantou-se a mistura,
acrescentando-se solucao tampao (Tris — EDTA) em um volume de 30 puL e colocando-se
as amostras em banho-maria a 37°C, durante uma hora. A amostra foi, entdo, armazenada a

temperatura de - 20° C.

3.3- Extracao de DNA das amostras de tecido gastrico obtidas por bidpsia a partir de

tecido fixado em parafina.

O método de extracdo de DNA a partir de tecido fixado em parafina com

algumas modificagdes foi descrito por (Pinto et al.,1998).

Foram utilizados cortes de uma a duas fitas de parafinas de 5 a 10mm,
colocados em tubo eppendorf de 1,5 mL. As amostras foi adicionado 1 mL de xileno,
agitando-as e deixando-as descansar de 3 a 5 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por mais 5 minutos e o xileno foi descartado. Esse passo foi repetido 2 a 3
vezes, ressuspendendo-se, posteriormente, as amostras em 500 uL. de etanol a 100% e
centrifugando-se por 5 minutos a 14.000 rpm. O etanol foi descartado e as amostras foram
adicionados 500 pL de etanol a 95%, centrifugando a mistura por mais 5 minutos,

descartando-se o sobrenadante .

Ap0s isso, foram acrescentados 500 uL de etanol a 70%, sendo as amostras
centrifugadas por mais 5 minutos. Apds essa etapa, o sobrenadante foi descartado e a

amostra deixada a temperatura ambiente para secagem.

Finalmente, apds a secagem, a amostra foi ressuspendida em solucdo de
proteinase K (20 mg/mL) e solugdo tampao contendo 50 mM Tris, 0,5% de SDS, 1mM de
EDTA e dgua destilada.
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Depois da ressuspensdo foram adicionados a amostra 430 pL de fenol,
homogeneizando-as e centrifugando-as por 30 minutos a 14.000 rpm . O sobrenadante, que
contém o DNA, foi transferido para um novo tubo, no qual foi adicionada uma solugdo de
cloroférmio/édlcool isoamilico (24:1), seguido de homogeneizacdo e centrifugacdo por 30

minutos.

Apo6s a adicdo de 75 pL de acetato de amonia e 750 uL de etanol a 100%, a
amostra foi invertida varias vezes e incubada por 24 horas a -20° C, sendo, depois,
centrifugada por 30 minutos a 12.000 rpm, colocada a - 4° C, decantando-se o sobrenadante
e lavando-se o precipitado cuidadosamente com 500 pL de etanol 70% gelado,
descartando-o imediatamente. O material foi entdo deixado para secagem em temperatura
ambiente e foi ressuspendido em solucdo contendo 50 pL de agua estéril, 10 M de Tris

(pH 8,0) e 1 uL. de EDTA, mantendo-se o material estocado a -20 ° C até a utilizacdo.

3.4- Reacdo em cadeia da polimerase, utilizando primers para deteccao do gene da

betaglobina humana para controle interno da reacao.

A reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo do gene da betaglobina

humana seguiu o método descrito por (Saiki et al.,1988).

Essa amplificag¢do teve como objetivo principal analisar a presenca e quantidade
do DNA extraido das amostras de tecido géstrico, garantindo-se a seguranca dos resultados

obtidos.

Foram realizados 40 ciclos de amplificagdo para cada amostra em termociclador
(“DNA Thermal Cycler* Perkin Elmer/ Cetus, Norwalk, Conn, EUA), obedecendo- se as
seguintes temperaturas € a seus respectivos tempos: 94° C por 5 minutos, desnaturacdo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 55° C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos e,

extensao final a 72° C por 8 minutos.

Foram utilizados os primers PCO3 e PCO4, obtendo-se um produto final de

amplificacao de 110 pares de bases.
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Demonstra-se, em seguida, a seqiiéncia de primers utilizados, que flanqueiam

uma regido conservada do gene da betaglobina humana. (Quadro 2).

Quadro 2- Primers para gene da betaglobina humana

Primer Seqiiéncia (5* - 3’) Sentido
PCO3 ACA CAA TCG TGT TCA CTA GC sense
PCO4 CAA CTT CAT CCA CGT TTC ACC antisense

3.5- Deteccao da bactéria Helicobacter pylori pela reaciao em cadeia da polimerase tipo

nested

A reacdo em cadeia da polimerase tipo nested para deteccdo do DNA do
Helicobacter pylori seguiu o método descrito por (Victoria et al., 2003), com algumas

modificagdes.

Para a primeira reacdo de amplifica¢do foram utilizados 2 uLL do DNA extraido
em um volume total de 25 pL para cada reacdo, contendo 2,4 ulL. de PCR buffer
(50 mM de Kcl, 10mM de Tris- Hel, pH 8,5), 0,8 uL(1,5 mM) de MgCl,, 4,0 uLL de Dntp,
0,4uL (20 pmol) de cada primer e 0,25 uL de Taq polimerase, completando —se o volume

com agua destilada.

Trinta ciclos de amplificagdo foram realizados automaticamente em
termociclador (“DNA Thermal Cycler” Perkin Elmer / Cetur, Norwalk, Conn, EUA). As
amostras foram submetidas primeiramente a 94° C por 3 minutos. Em seguida, foram
utilizados as seguintes temperaturas e os respectivos tempos: 94° C por um minuto para
ligacdo complementar entre os primers e a regido especifica do DNA, ou seja, para o
anelamento e realizada a temperatura de 72°C por 7 minutos. Os primers utilizados para a

primeira reacdo de amplificacdo foram os seguintes: (Quadro 3).
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Quadro 3- Primer da primeira reacdao (PCR) de deteccao do DNA do H.pylori

Primer Seqiiéncia (5°-3’) Sentido
1 CAG TTA TTT GGT GGC TAC AAC CG sense
2 CCC ATC AAT AGA CGCTTA ATCC antisense

Para a nested PCR (segunda reacdo de amplifica¢do), uma aliquota de 4 uL. do
produto amplificacdo foi submetida ao mesmo procedimento descrito acima, com utilizagao

de primers internos aos anteriormente usados (Quadro 4).

Quadro 4- Primer da nested PCR para detec¢do do DNA do H. pylori

Primer Seqiiéncia (5°-3’) Sentido
3 GCT GTA ATT TAA GGG TGG GGG TTG sense
4 TCG CGT AAT TCA AACTGC AAC CG antisense

A primeira reacdo resultou na amplificacdo de um produto final de 956 pares de

bases e a nested PCR em um produto de 345 pares de bases.

3.6- Amplificacao génica pela reacdo em cadeia da polimerase para a regiao do gene

da urease C do H. pylori.

A amplificacdo génica da regido do gene urease C seguiu o método descrito por

(Lage et al., 1995), com algumas modifica¢des.

O volume total para cada reacdo foi de 25 uL, contendo 1pLL do DNA extraido ,
2,7 uL de PCR buffer, 0,8 pL de MgCl,, 4,0 uL de Dntp, 0,4 uL de cada primer
(ureC1 e ureC2) e 0,25 uL de Tag polimerase, completando- se o volume com &dgua

destilada. Os primers foram diluidos na propor¢ao de 1:5 com 4gua destilada.
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Foram realizados 35 ciclos em termociclador (“DNA Thermal Cycler” Perkin
Elmer/ Cetus, Norwalk, Conn, EUA), submetendo-se as amostras a 94° C por 2 minutos,
94°C por 2 minutos (desnaturagdo), 55° C por 2 minutos (anelamento), 72° C por 1 minuto e

30 segundos (extensdo) e 72° C por 2 minutos (extensdo final).
Os primers utilizados na reacao de amplificagcdo estdo descritos na (Quadro 5).

Quadro 5- Primer da reacdo para urease C

Primer Seqiiéncia (5°- 3°) sentido
UreC 1 AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG GTT Sense
Ure C2 AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC Antisense

A reagdo resultou em um fragmento final de 294 pares de bases.

3.7- Deteccao do DNA do Helicobacter pylori pela reacao em cadeia da polimerase

para a regiao do gene cagA.

A reagdo génica para amplificagdo do gene cagA seguiu o método descrito por
(Santanu at al.,2004). O volume total para cada reacdo foi de 25 pL, contendo 1,5 pL. do
DNA extraido, 2,7 uL. de tampao, 0,8 uL de MgCl,, 4,0 uL de dntp, 0,4 uL. de cada primer
(cagA 5c e cagA 3c) e 0,25 uL de Tag polimerase, completando-se o volume com &4gua

destilada. Os primers foram diluidos 1:5 com dgua destilada.

Foram realizados 35 ciclos em termociclador (“DNA Thermal Cycler” Perkin
Elmer/Cetus, Norwalk, Conn, EUA), sendo 94° C por 3 minutos, 94° C por 1 minuto, 55° C

por 1 minuto, 72° C por 1 minuto e 72° C por 10 minutos.

Os primers utilizados na reacdo de amplificacdo encontram-se descritos na

(Quadro 6).
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Quadro 6- Primer da reacdo (PCR) para o gene cagA

Primer seqiiéncia (5° —3’) Sentido
cag5c GTT GAT AAC GCT GTC CGC TTC Sense
cag3c GGG TTG TAT GAT ATT TTC CAT AA Antisense

A reacdo resultou em um fragmento final de 350 pares de bases.

3.8- Visualizacao do DNA nos fragmentos amplificados

Para avaliagcdo da positividade do DNA do Helicobacter pylori nos fragmentos,
apos as trés reacoes de amplificacdo realizadas para cada amostra (deteccao, gene urease C
e gene cagA), os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese em cuba horizontal,
contendo gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, sendo, cada gel, observado

sob luz ultravioleta.

Nas amostras positivas foram observados, comparando-se ao ladder (marcador
molecular), fragmentos de 345 pares de bases na detecc¢io, 294 pares de bases na regido do

gene urease C e 350 pares de bases na regido do cagA.

3.9- Estatistica

Para a avaliacdo dos resultados obtidos, no presente estudo foi utilizado o teste
de Box -plot a média e desvio padrdo das plaquetas e Wilcoxon (signed-rank test) que
avalia a contagem das plaquetas considerando o p>0,05 como estatisticamente significativo
para os grupos cagA negativo (grupo A) e cagA positivo (grupo B). E Fisher para grupo

cagA negativo e cagA negativo, considerando remissdo completa e parcial.
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3.10- Normas de biosseguranca utilizadas para evitar a contaminacio nas amostras.

Durante todos os procedimento e técnicas utilizados para desenvolvimento da
pesquisa foram tomados diversos cuidados a fim de evitar qualquer tipo de contaminagdo
das amostras e mesmo dos pesquisadores e alunos do laboratério. Abaixo, encontram-se

relacionados os principais cuidados que foram tomados.

a) manipulacdo em locais diferentes para extracio do DNA, e preparo das

amostras para amplificagdo.

b) reagentes e materiais preparados e utilizados em ambientes diferentes

daquele destinado a amplificacdo da seqiiéncia alvo;

¢) uso de bancadas com fluxo laminar para manipulagdo das amostras a serem

amplificadas;

d) antes da abertura dos tubos “eppendorf” contendo as amostras, estes foram
passados no voértex e centrifugados a fim de se evitar a dispersdo de

aerossois;

e) todos os materiais pldsticos utilizados no preparo das amostras para
amplificacdo, incluindo as ponteiras e os tubos “eppendorf” eram novos e

estéreis;
f) trocas constantes de luvas durante todo o processo de manipulacao;

g) uso de hipoclorito a 10% e etanol a 70% nos periodos anteriores e

posteriores ao uso das bancadas;
h) uso de ponteiras com filtro;
i) uso de jogos de pipetas diferentes para cada local;
J) uso de luvas, mdscara, avental, 6culos e capacete de protecao.

k) prética laboratorial meticulosa.

Casuistica e Métodos

56



4- RESULTADOS

57



4.1- Nested PCR para deteccao do DNA da bactéria H.pylori

A amplificacdo ocorreu em 33 amostras de DNA extraidas dos fragmentos de
mucosa gastrica obtidos por bidpsia do total de pacientes estudados. Destas amostras

positivas para H. pylori 18 eram amostras parafinadas e 15 amostras a fresco.

Quadro 7- Resultado da detec¢do da bactéria Helicobacter pylori pela nested PCR
(amplificagdo do produto final 345 pb)

Amostras de tecido géstrico

Parafinadas 18

A fresco 15

Total de amostras 33
M C+ 01 02 03 C-

345 pb

Figura 1- Andlise direta dos fragmentos obtidos ap0s eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etidio . Detec¢ao do H. pylori (345pb) M- marcador de

peso molecular ladder 100 pb. C+ controle positivo.

1 a 3 — pacientes positivos para H.pylori. C- controle negativo.
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4.2- PCR para amplificacao da regiao do gene urease C do H.pylori.

Amplificagdo da regido do gene urease C do H. pylori foi realizada em 33
amostras de DNA, porém com algumas dificuldades para amplificacdo para amostras
parafinadas, havendo a necessidade de serem feitas repetidas reacdes para a otimizagdo da

PCR.

294 pb

Figura 2- Andlise direta dos fragmentos obtidos ap6s eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etidio. Amplificacdo da regido do gene urease C do
H.pylori (294 pb). M — marcador de peso molecular ladder 100 pb. C+ controle

positivo. 1 a 5 — amostras positivas. C- controle negativo.

4.3- PCR para a amplificaciao do gene cagA do H. pylori (marcador de viruléncia).

A amplificacdo do gene cagA do H. pylori ocorreu em 33 amostras de DNA,
sendo a padronizacdo da reagdo realizada de acordo com o item “Métodos”. Os melhores

resultados foram obtidos com a diluicao 1:5 dos primes (cag5Sc —cag3c).
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M C+ 1 2 C-

350pb

Figura 3- Andlise direta dos fragmentos obtidos apds eletroforese em gel de agarose 2%

corado com brometo de etidio. Amplificacio do gene cagA do H.pylori
(350 pb). M — marcador de peso molecular ladder 100pb. C+ controle positivo.

01 a 02 — amostras positivas. C- controle negativo.

N= 33 H. pylori
ositivo) e PTI

AMOSTRAS DE TECIDO

A FRESCO

AMOSTRAS DE TECIDO
FIXADO

N= 15 (positivo) N= 18 (fixado)
H. pylori H. pylori (positivo)

Figura 4- Esquema dos resultados da detec¢dao do H. pylori (gene ureC) nos pacientes com

PTI
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Tabela 1- Resultados da detec¢ao do gene cagA do H. pylori nos pacientes com PTI

n=33

Positivo 10 (30%)

Negativo 23 (70%)

Tabela 2- Resultados da deteccdo do H. pylori para o gene ureC e gene cagA nos pacientes

com PTI
n= 33
Deteccéo Positividade %
Helicobacter pylori 33/33 73,3
UreC 33/33 73,3
Gene cagA 10/33 30,3

Tabela 3- Resultados dos pacientes positivos para o H. pylori e cagA com remissao

completa (RC), remissao parcial (RP) e sem remissao (SR)

PTI e H.pylori positivo
n=33
RC RP SR
Helicobacter pylori 9 (27,7%) 11(33,3%) 13(40%)
Gene cagA 3(9,0%) - 7(21,21%)
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Tabela 4- Resultados dos pacientes com PTI e cagA

PTI e cagA
RC SR Total
Gene cagA negativo 7(21,2%) 16 (48,4%) 23
Gene cagA positivo 3(9,0%) 7 (21,2%) 10
160
140
A p=0,009
120 T
100
= B
an
&0

Box-plot — Média e Desvio padrdo da contagem de plaquetas (x10° /mm’) nos grupos CagA

negativos (A) e CagA positivo (B); * Mann-Withney.

Figura 5- Gréfico demonstrativo da contagem das plaquetas nos grupos A e B do gene

cagA obtidos pela PCR
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130 - P=NS*
120 - —
Contagem de
plaquetas 110
(x10°/mm’)
100 -
P=NS*
90 - P >
A. . < e L A
80 | <A
. ~‘ - LYV
70 4 *
60 -
50
0 30 60 90 120
—s—CagA() Tempo de monitorizacdo (dias)
---A--- CagA(+)

Cinética da contagem de plaquetas nos grupos CagA positivo e CagA negativo. * Wilcoxon

(signed-rank test).

Figura 6- Resultados obtidos através do estudo referido de monitoriza¢io das plaquetas do

grupo A e B

Tabela 5- Estatistica descritiva da idade dos pacientes com PTI

Estatistica Descritiva

n=33

Meédia £ D.P.
42,7+10,4

Idade (anos)

Minimo — Mdximo

26-61

Mediana
42
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Tabela 6- Resultados dos pacientes com PTI e gene cagA considerando somente remissao

completa
Remissao completa
cagA presente ausente Total
positivo 3 7 10
negativo 7 16 23
Total 10 23 33

* teste exato de Fisher P*=0,65.

Tabela 7- Resultados dos pacientes com PTI e gene cagA, considerando remissdo completa

e parcial ( juntas).

Remissdo completa e parcial

cagA presente ausente Total
positivo 7 3 10
negativo 13 10 23
Total 20 13 33

* teste exato de Fisher P* = 0,73
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Tabela 8- Resultados obtidos para deteccio do DNA da bactéria pela nested PCR, para a

regido do gene ureC,cagA PCR simples nos pacientes com diagnostico de PTI.

AMOSTRA PACIENTE HC DETECCAO cagA UREASE C
P01 CR 776858-6 positivo negativo positivo
P02 CMF 679387-9 positivo negativo positivo
P03 DAS 795172-9 positivo negativo positivo
P 04 GCA 628389-0 positivo positivo positivo
P05 LDP 6666014 positivo negativo positivo
P 06 MAPP 761906-6 positivo negativo positivo
P07 MHCO 632877-3 positivo negativo positivo
P08 MIAF 412151-3 positivo positivo positivo
P09 MCF 540493-8 positivo negativo positivo
P10 MIP 765514-7 positivo negativo positivo
P11 MAB 651277-7 positivo positivo positivo
P12 NVS 268707-2 positivo negativo positivo
P13 OSG 330095-6 positivo negativo positivo
P14 TMSR 567691-7 positivo negativo positivo
P15 JCSR 795183-8 positivo positivo positivo
P16 FNS 872056-1 positivo negativo positivo
P17 AZV 879659-8 positivo positivo positivo
P18 JBS 911786-2 positivo positivo positivo
FO1 DG 9791528 positivo negativo positivo
F02 SSF 5046081 positivo negativo positivo
FO03 TAS 5676917 positivo negativo positivo
F04 GFS 9532286 positivo negativo positivo
F 05 MABR 9556307 positivo negativo positivo
F 06 MSS 4774223 positivo negativo positivo
FO07 LHHC 58745010 positivo negativo positivo
F 08 DMA 9581358 positivo positivo positivo
F 09 VCS 9581217 positivo negativo positivo
F 10 DDR 9433266 positivo positivo positivo
F11 PRS 7029497 positivo positivo positivo
F12 MAP 9559214 positivo positivo positivo
F13 cal 9662512 positivo negativo positivo
F14 MCC 8639514 positivo negativo positivo
F 15 RDSG 6597077 positivo negativo positivo
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Tabela 9- Resultados obtidos para teste rdpido da urease e histologia dos pacientes com

diagnéstico de PTI
AMOSTRA PACIENTE HC HISTOLOGIA TES.UREASE
P01 CR 776858-6 positivo positivo
P02 CMF 679387-9 positivo positivo
P03 DAS 795172-9 positivo positivo
P04 GCA 628389-0 positivo positivo
P 05 LDP 6666014 positivo positivo
P 06 MAPP 761906-6 positivo positivo
P07 MHCO 632877-3 positivo positivo
P08 MIAF 412151-3 positivo positivo
P09 MCF 540493-8 positivo positivo
P10 MIP 765514-7 positivo positivo
P11 MAB 651277-7 positivo positivo
P12 NVS 268707-2 positivo positivo
P13 O0SG 330095-6 positivo positivo
P14 TMSR 567691-7 positivo positivo
P15 JCSR 795183-8 positivo positivo
P16 FNS 872056-1 positivo positivo
P17 AZV 879659-8 positivo positivo
P18 JBS 911786-2 positivo positivo
FO1 DG 9791528 positivo positivo
F02 SSF 5046081 positivo positivo
F 03 TAS 5676917 positivo positivo
F04 GFS 9532286 positivo positivo
F 05 MABR 9556307 positivo positivo
F 06 MSS 4774223 positivo positivo
FO07 LHHC 58745010 positivo positivo
F 08 DMA 9581358 positivo positivo
F 09 VCS 9581217 positivo positivo
F 10 DDR 9433266 positivo positivo
F11 PRS 7029497 positivo positivo
F12 MAP 9559214 positivo positivo
F13 a 9662512 positivo positivo
F14 MCC 8639514 positivo positivo
F 15 RDSG 6597077 positivo positivo
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5- DISCUSSAO
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O Helicobacter pylori tem sido associado a patogénese de doencas
extragéstricas, como as doencas corondrias, a urticdria idiopdtica crOnica e algumas
doencas auto-imunes como a artrite reumatdide, a tiroidite auto-imune, a sindrome de
Sjoegren e a purpura de Schoenlein-Henoch. Além disso, nos udltimos anos, diversos
estudos, principalmente da Itdlia e do Japao, encontraram que a erradicacao do H. pylori em
pacientes com purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) levou a um substancial e
persistente aumento da contagem das plaquetas em mais da metade dos individuos tratados,

conforme (Gasbarrini et al.,1998) e (Emilia et al.,2001).

Assim, pesquisas recentes de (Franceschi et al., 2007) e (Shiotana et al., 2001)
demonstraram que pode haver uma associacdo entre a PTI e a presenca do H. pylori. Dessa
maneira, ¢ de extrema importancia que sejam realizadas novas pesquisas a respeito dos
fatores de viruléncia dessa bactéria e de sua possivel influéncia no desenvolvimento da

PTI.(Francischi et al., 2007)

A producao de auto-anticorpos em resposta a infec¢do pelo H. pylori realmente
ocorre, sendo observado que anticorpos monoclonais contra os antigenos dessa bactéria tém
demonstrado reagir com as células humanas géastricas. Embora o mecanismo exato dessa
relacdo ndo seja conhecido, estudos sugerem que a semelhanca existente entre a estrutura

bacteriana e os antigenos plaquetarios possa ser importante.

Neste trabalho, investigou-se a presenca do H. pylori em pacientes com purpura
trompobocitopénica idiopdtica. Além disso, investigou-se uma possivel associacdo entre o
gene cagA, decorrente da infeccdo por H. pylori, com a doenca hematoldgica. Estes
pacientes receberam como terapia para o H.pylori o tratamento triplo recomendado para
erradicacdo da bactéria, com eficdcia maior que 80%. ApOs, esses pacientes receberem a
terapéutica especifica para erradicacdo da bactéria, foram analisados no periodo de quatro

meses a contagem das plaquetas.

A incidéncia da infeccio por H. pylori no Brasil é alta, Maya (2007) e
(Estrada et al.,2007).0s dados a respeito da associacdo entre os genotipos de H. pylori € os
quadros clinicos sdo contraditérios, quando se comparam resultados de paises diferentes e

até mesmo de regides dentro de um mesmo pais (Mattar et al., 2007). Estudos realizados no
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Japao (Sato et al.,2004) demonstram que em pacientes com purpura trombocitopénica

idiopdtica e H.pylori quando tratados, tem uma melhora significativa da plaquetopenia.

Em relacdo ao gene cagA do H. pylori em pacientes com PTI, este tipo de
investigacdo ainda ndo havia sido realizado no Brasil. Um dos principais fatores de
viruléncia do H. pylori € o gene cagA, que se relaciona principalmente com doengas
gastricas, sendo relatadas também possiveis associacdoes desse gene com doencgas

extragastricas (Kodama et al.,2007).

Estudos como os realizados por (Emilia et al., 2001) demonstram que, apds a
erradicacdo da bactéria, os pacientes com PTI apresentaram um aumento significativo das
plaquetas, sendo que esses pacientes tiveram acompanhamento de quatro a seis meses
(Emilia et al., 2007) demonstraram que, dentre os vérios genes estudados,o vacA teria uma
relacdo mais constante com PTI. Sendo o gene cagA também importante e presente nesses

pacientes.

Pesquisas realizadas no Japao (Ando et al.,2004), envolvendo pacientes com
PTI e H. pylori positivo estudaram outros genes a fim de investigar a possivel relacdo da
doenca com o patégeno (Takahashi et al.,2004), tendo sido encontrado o gene cagA como o
mais freqiiente nos pacientes com PTI, com remissdo completa. Além disso, outros estudos
demonstraram que o gene cagA ¢é encontrado nos orientais com grande freqiiéncia. As
evidéncias apontam o H. pylori como uma das causas da PTI, embora seu gendtipo seja

bastante diversificado nos diferentes continentes .

Segundo (Kodama et al.,2007), a melhor resposta dos pacientes com PTI
pertence aqueles que t€m o gene cagA positivo (remissdo completa), indicando, essas

evidéncias, que o H. pylori desempenha um papel importante no desenvolvimento da PTI.

No Brasil, a prevaléncia do H. pylori € alta e, embora existam individuos que
nio manifestam a doencga (Muller et al.,2007), considera-se o gene cagA como marcador de
viruléncias nas doencas géstricas, sendo, atualmente, este gene investigado por nés,Em
resposta a: nosso grupo de estudo com relacdo a PTI. O presente trabalho traz resultados

diferentes do gene cagA, quando comparados com os de (Kodama et al., 2007) e
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(Emilia et al.,2007). Ha diferencas na resposta de cada paciente, com relagdo a remissao
total dos pacientes com PTI e H. pylori positivo. O gene cagA foi detectado em 30% das
amostras positivas para H. pylori, em nosso grupo de estudo, sendo que a andlise estatistica

ndo demonstrou uma relagcdo entre esse gene e a PTI.

Trabalhos realizados na América do Sul, Maya(2007) e Estrada et al., 2007)
quando comparados aos resultados obtidos no Japao, na Itdlia e na Espanha, demonstram
que cada continente tem associacdo diferente( Emilia et al., 2007). Em relacdo ao gene
cagA e PTI ainda ndo existe relacdo do H. pylori com PTI. Em 33 pacientes estudados,
encontramos 27,7% com remissdo completa e 33,3% remissdo parcial com um total de
61,1%. Esses valores encontrados sugerem que nos pacientes com PTI seja investigada a

presenca do H.pylori e seu mecanismo de agdo.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a PCR é uma técnica
sensivel e especifica para deteccdo do H. pylori e para a determinacdo de suas diferentes
cepas, conforme estudos anteriores realizados em nosso laboratério (Roesler, 2006). Porém,
os resultados obtidos levam a sugerir que o gene cagA ndo seria um bom marcador para

verificar quais pacientes poderiam se beneficiar com a erradicagc@o da bactéria.

Estudos adicionais necessitam serem feitos para melhor a compreensdo da

relacdo do H.pylori e o gene cagA nos pacientes com purpura trombocitopénica idiopética.
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H.pylori positivo e PTI, 27,7% dos pacientes com remissdo completa,

33,3% remissao parcial e 40% sem remissao;

O gene cagA positivo foi observado em 30,3% dos pacientes com PTI e

H.pylori positivo:
Nove por cento com remissao e 21,21% sem remissao;

Entre os pacientes negativos para o gene cagA, 21,2% remissdo completa e

48,8% sem remissao;

Neste estudo, ndo foram encontrados resultados significativos que possam
correlacionar a presenca do gene cagA com o desenvolvimento da pdrpura

trombocitopénica idiopética.
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

OU RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME DO PACIENTE
REGISTRO HOSPITALAR — HC DATA NASCIMENTO _ /_/__
DOCUMENTO DE IDENTIDADE SEXO___ IDADE
ENDERECO No. APTO.
BAIRRO CIDADE CEP
TELEFONE (DDD) RECADO

2. RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE SEXO
DATA DE NASCIMENTO _ /_/____

ENDERECO No. APTO.
BAIRRO CIDADE CEP

TELEFONE (DDD)
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APENDICE 2

Titulo do protocolo de pesquisa: Erradicacio do H. pylori em pacientes com Purpura
Trombocitopénica Idiopatica (PTI)

Pesquisador: Telma Barbosa de Oliveira — RA: 049148

Telefone: (19) 3828-8436 ou (19) 96422262 — E-mail: telma_barbosa@bol.com.br

1. Justificativa e os objetivos de pesquisa: acompanhar pacientes seguidos no
Hemocentro da Unicamp, com pudrpura trombocitopénica idiopética associada a bactéria
Helicobacter pylori que, possivelmente, seria uma das causas dessa doenga. Para isso, serd
realizada uma pesquisa chamada  Helicobacter pylori em pacientes com Purpura
Trombocitopénica Idiopatica. O objetivo deste estudo serd avaliar entre os pacientes com
essa doenca a sua provdvel causa. Estudaremos a infec¢do pelo H. pylori e poderemos
entender melhor a relagdo da bactéria com as plaquetas, ja que esse € o suposto motivo da

doenca.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo a identificacao dos
procedimentos que siao experimentais: se vocé / seu filho (a) concorda em participar
desse estudo, apds a assinatura desse documento, o Termo de Consentimento, serdao
coletados 2 fragmentos de tecido gastrico por bidpsia, os quais serdo utilizados para: obter
o DNA para PCR (reacdo em cadeia da polimerase), que serd usado na determinagdo do H.
pylori e identificacdo de sua cepa. Nenhuma alteracdo ou interferéncia em seu tratamento
serd feita em decorréncia de sua participagdo nesse estudo. Um questionario, com perguntas
sobre vocé, o diagndstico e a evolugdo de sua doenca, serd feito pelo seu médico, para que
possa entender melhor os resultados que esperamos encontrar. Vocé terd assegurado o

direito de livre acesso aos resultados dos exames realizados nesse estudo.

3. Desconforto e riscos esperados: durante a coleta da bidpsia, vocé poderd sentir um
desconforto leve e, apds a coleta, permanecerd sob o efeito do medicamento usado no

procedimento médico, deixando vocé€ um pouco sedado.
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Esclarecimento dado pelo pesquisador sobre garantias do sujeito da pesquisa,

consignando:

Acesso, a qualquer tempo, das informacdes sobre riscos e beneficios relacionados a
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas. Se vocé tiver qualquer ddvida ou
pergunta sobre este estudo, vocé poderd entrar em contato com o Laboratério de

Diagnostico de Doencas Infecciosas por Técnicas de Biologia Molecular e Antigenemia.

Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a assisténcia. Se voc€ concordar em participar do estudo
“Erradicacdo do Helicobacter pylori em pacientes com Purpura Trombocitopénica
Idiopética”, vocé poderd mudar de idéia e se retirar do estudo a qualquer momento. Se ndo
quiser participar, voc€ continuard a ser tratado normalmente aqui no Hemocentro da
Unicamp. Todas as informacgdes serdo mantidas em sigilo dentro dos limites da lei e os
arquivos da pesquisa serdo identificados por nomes e cAdigos, com acesso restrito ao
pesquisador € ao médico do Hemocentro da Unicamp. Caso acontega algum problema
durante a coleta, esta serd interrompida e vocé€ terd atendimento gratuito da equipe do

médico responsavel no momento.
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APENDICE 3
CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador, e ter entendido o que me

foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa, intitulado

“Erradicacdo do Helicobacter pylori em Pacientes com Purpura Trombocitopénica

Idiopética™.
assinatura do sujeito da pesquisa ou responsdvel legal data
assinatura do pesquisador data
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