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NOTA EXPLICATIVA

FORMATO DA TESE

De acordo com o regimento do Curso de Pds-graduacdo em Saude da Crianga e do
Adolescente, esta tese estd apresentada sob a forma de dois artigos: um de revisdo da
literatura sobre o tema “Ulcera péptica gastroduodenal e infecc¢io pelo Helicobarter pylori
em criancas e adolescentes”, e o segundo, o trabalho prospectivo “Polimorfismo dos genes
que codificam interleucina 1 e infecc@o por amostras de Helicobarter pylori cagA-positivas

no risco de tdlcera duodenal em criancas”.
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HISTORICO E PERSPECTIVAS

A convite, do Professor Celso Afonso de Oliveira, participei de uma reunido dos
Professores do Laboratdrio de Pesquisa em Bacteriologia e do Grupo de Gastroenterologia
Pediétrica do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais em 1999 cujo objetivo era a reorganizagao do grupo de estudo da
relacdo entre Helicobarter pylori e doengas gastroduodenais em criangas. A minha
integracdo ao grupo tinha como objetivo inicial ampliagdo do universo de pacientes
atendido em outros hospitais de Belo Horizonte, com perfis semelhantes e distintos dos que
eram habitualmente assistidos no Hospital das Clinicas. Os servicos de endoscopia
digestiva integrados ao grupo foram o do Hospital Felicio Rocho, um hospital geral, da
rede privada de Belo Horizonte e o Centro Geral de Pediatria da Fundacdo Hospitalar do
Estado de Minas Gerais, destinado ao atendimento de criangas do Sistema Unico de Sadde
(SUS) de todo o estado. Depois de amplas discussdes e elaboracdo de protocolos que
foram aprovados pelos comités de ética dos hospitais envolvidos, iniciamos a selecdo e
inclusdo dos pacientes. Vérios trabalhos foram concluidos e os resultados apresentados, em
eventos cientificos nacionais e internacionais e publicados sob a forma de artigos, na
integra, em periddicos internacionais e muitos deles premiados. Ainda, vale ressaltar que,
geraram dissertagdes de mestrado e teses de doutorado. Segue-se a lista dos trabalhos nos
quais participei como co-autor.

Em 2001 o trabalho “Immune celular response of children to Helicobacter pylori
infection” foi selecionado para apresentacdo oral na Sessdo de Pediatria do “XIVth
International Workshop on Gastroduodenal Pathology and Helicobacter pylori, European
Helicobacter pylori Study Group” realizado em Straburgo, Franca. (Soares TF, Rocha GA,
Rocha AMC, Cinque SMS, Cavalho AST, Bittencourt PFS, Nogueira AMMF, Oliveira
RC, Filho OAM, Moreira EF. Gut 2001; 49:A75)

Em 2002 os trabalhos: “Associacdo entre o babA2 e cagA de Helicobacter pylori, e tlcera
duodenal em criancas” e “Imunofenotipagem de células moduladores do sangue periférico
de criancas e adultos infectados pelo Helicobacter pylori” (selecionados como melhores
trabalhos apresentados na drea da Ciéncias da Satde) foram apresentados na “XI Semana

de Iniciag¢do Cientifica da UFMG”.



Naquele mesmo ano o trabalho “Validagdo de um teste respiratério com uréia
marcada com carbono 13 para o diagndstico da infec¢do pelo Helicobacter pylori em
criangas da regido metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais” foi apresentado e,
também, selecionado como um dos melhores trabalhos apresentados na “III Semana de
Pés-graduagcdao da UFMG™.

Em 2003 o trabalho “ILIRN polymorphism and infection by Helicobacter pylori
cagA strains are risk factors for developing duodenal ulcer in children” foi selecionado
para apresentacdo oral no “XVIth International Workshop on Gastroduodenal Pathology

2

and Helicobacter pylori” realizado em Estocolmo, Suécia (Queiroz DMM., Guerra JB,
Oliveira AG., Rocha AM.C, Carvalho AST, Bittencourt PFS, Oliveira CA. ILIRN
polymorphism and infection by Helicobacter pylori cagA strains are risk factors for
developing duodenal ulcer in children. Helicobacter 2003;8:339-493 abstract 15-01). O
artigo “Evaluation of "°C urea breath test and Helicobacter pylori stool antigen test for the
diagnosis of Helicobacter pylori infection in Children from a Developing Country” foi
publicado na integra no “Journal of Clinical Microbiology” (Cardinali LCA, Rocha G A,
Rocha AMC, Moura SB, Soares TF, Esteves AMB, Nogueira AMMEF Cabral MMDA,
Carvalho AST, Bittencourt, PFS, Ferreira A, Queiroz DMM.Evaluation of 13C urea breath
test and Helicobacter pylori stool antigen test for the diagnosis of Helicobacter pylori
infection in Children from a Developing Country. Journal of Clinical Microbiology
2003;7,3334-3335).

Em 2004 o resumo ‘“Association of IL/RN polymorphisms and infection by
Helicobacter pylori cagA strains and duodenal ulcer in children” foi selecionado para
apresentacdo oral no Digestive Disease Week, realizado em New Orleans, EUA e
publicado sob a forma de resumo no suplemento de abril do Gastroenterology (Queiroz
DMM, Bittencourt PFS, Guerra JB, Rocha AMC, Rocha GA, Carvalho AST, Soares TF,
Oliveira CA. Association of ILIRN polymorphisms and infection by Helicobacter pylori
cagA strains and duodenal ulcer in children 2004;126:A-98 abstract 739).

Também em 2004, o trabalho “babA2 as a risk factor for duodenal ulcer in
children” foi selecionado para apresentacdo oral na sessdo de Pediatria do “XVIIth
International Workshop on Gastroduodenal Pathology and Helicobacter pylori’ realizado
em Viena, Austria e publicado como abstract no periédico “Helicobacter” (Silva JP,

Guerra JB, Rocha GA, Rocha AMC, Bittencourt PFS, Cabral MMDA, Nogueira AMMEF,



Queiroz DMM. babA2 as a risk factor for duodenal ulcer in children Helicobacter
2004;9:49 abstract 08/16).

Em 2005 o resumo “Polymorphisms of TLR-4/TLR-2 and risk of Helicobacter
pylori infection and duodenal ulcer disease in children” recebeu o prémio de melhor
trabalho na drea “Epidemiology and Pediatrics” do “XVIIIth International Workshop on
Gastroduodenal Pathology and Helicobacter pylori” realizado em Copenhague. O resumo
foi publicado no periddico “Helicobacter” (Moura SB, Rocha GA, Rocha MC, J.B. Guerra
Soares TF, Bittencourt PFS, Godoi LMG, Almeida LR, Queiroz DMM. Polymorphisms of
TLR-4/TLR-2 and risk of Helicobacter pylori infection and duodenal ulcer disease in
children Helicobacter 2005;10:458 abstract 09/01)

Naquele ano o artigo ‘“Phenotypic Study of Peripheral Blood Lymphocytes and
Humoral Immune Response in Helicobacter pylori Infection According to Age” foi
publicado na integra no “Scandinavian Journal of Immunology” (Soares TF, Rocha GA,
Oliveira RC, Fillho OAM, Carvalho AST, Bittencourt PFSB, Oliveira CA, Faria AMC,
Queiroz DMM. Phenotypic Study of Peripheral Blood Lymphocytes and Humoral Immune
Response in Helicobacter pylori Infection According to Age. Scandinavian Journal of
Immunology 2005;62:63-70).

Em 2006 o estudo “Polymorphisms of TLR-4/TLR-2 and risk of Helicobacter
pylori infection and duodenal ulcer disease in children” foi selecionado para apresentacao
oral nos “Digestive Disease Week” realizado em Los Angeles, EUA e publicado sob a
forma de resumo no suplemento de abril do “Gastroenterology” (Queiroz DMM, Rocha
GA, Rocha AMC, Moura SB, Guerra JB, Bittencourt PFS, Soares TF, Godoi LM, Almeida
LR. Polymorphisms of TLR-4/TLR-2 and risk of Helicobacter pylori infection and
duodenal ulcer disease in children. Gastroenterology 2006;130:A-70 abstract 469 ).

O trabalho “IL2-330 T/G polymorphsms and risk of Helicobacter pylori infection
and associated diseases in children” também foi selecionado para apresentacdo oral no
“XIXth International Workshop on Gastroduodenal Pathology and Helicobacter pylori’
(Queiroz DMM, Rocha GA, Gomes LI, Bittencourt P. Guerra JB, Soares TF, Rocha AMC,
Carvalho AST, Moura SB. IL2-330 T/G polymorphisms and risk of Helicobacter pylori
infection and associated diseases in Children. Helicobacter, 11(suppl 1):372 abstract 09.01.

Para dar continuidade aos trabalhos, novo grupo de estudo foi formado por
pesquisadores dos Departamentos de Propedéutica Complementar, Anatomia Patoldgica e

Pediatria da Faculdade de Medicina, UFMG, Instituto Alfa de Gastroenterologia, do
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Centro Geral de Pediatria da Fundag¢ao Hospitalar do Estado de Minas Gerais e do Hospital
Felicio Rocho. Essas parcerias permitirdo o acompanhando de praticamente todos os casos
de infeccao sintomdtica por Helicobacter pylori na infancia e adolescéncia em nosso meio
e, possivelmente encontrar respostas para questdes relevantes, mas ainda nao respondidas
como a participagdo da bactéria na dor abdominal cronica recorrente e na dispepsia nao
ulcerosa, assim como co-fator de risco para anemia ferropriva refratdria ao tratamento
ferruginoso. Existem também inimeras lacunas quanto a escolha do melhor esquema de
tratamento na faixa etdria pedidtrica. Questdes como tratar, acompanhar a erradicacdo do
microrganismo e conduzir insucessos terapéuticos na infancia permanecem também sem
respostas. Assim, nossos principais objetivos futuros sdo: a) determinar a prevaléncia da
infeccdo pelo Helicobacter pylori entre criangcas e adolescentes com queixas dispépticas
submetidas a endoscopia digestiva alta, associando os resultados com as diversas afec¢des
(esofagite, gastrite, ulcera duodenal, dispepsia ndo ulcerosa, anemia ferropriva), b) avaliar
fatores genéticos ligados aos pacientes e as cepas bacterianas; c) propor esquemas
terapéuticos com base na determinacdo da susceptibilidade das amostras aos
antimicrobianos, d) avaliar causas de falha terapéutica, taxas de re-infec¢@o e ou recidivas
entre outras, e) determinar as caracteristicas dos pacientes e das cepas bacterianas.
Salientamos ainda a possibilidade de proposi¢do de esquemas terapéuticos baseados na
determinagdo da susceptibilidade, in vitro, do Helicobacter pylori aos antimicrobianos e

determinar as taxas de re-infec¢@o e/ou recidivas entre outras.
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ARrTIGO DE REVISAO

Gastroduodenal peptic ulcer and
Helicobacter pylori infection in children and adolescents

Ulcera péptica gastroduodenal e infeccdo pelo Helicobacter pylori
na crianca e adolescente

Paulo F. S. Bittencourt!, Gifone A. RochaZ2, Francisco J. Penna3, Dulciene M. M. Queiroz4

Resumo

Objetivo: Apresentar aspectos relevantes relativos 2 dlcera pép-
tica gastroducdenal e & infeccdo pele Helicobacter pylor na crianga e
adolescente.

Fontes dos dados: Livros técnicos e bases de dados MEDLINE e
LILACS de 1966 a 2006.

Sintese dos dados: A llcera péptica na crianga e adolescente pode
ser priméria, associada a infeccdo pelo H. pylor, ou secundaria, na qual
o5 mecanismos etiopatogénicos dependem da doenca de base. A
infeccdo € adguirida predominantemente na infancia, com taxas de
prevaléncia gue variam de 56,8 2 83,1% nas criancas gue vivem nas
regides mais pobres do Brasile de aproximadamente 10%: nas criancas
abaixo de 10 anos de idade nos paises desenvolvidos. A infeccio pode
ser diagnosticada por métodos invasivos, gue investigam a presenca da
bactéria, ou de DNA, RMA ou produtos bacterianos em fragmentos de
bigpsia da mucosa gastrica obtida 2 endoscopia; também pode ser
diagnosticada através de métodos ndo-invasivos, gue compreendem &
pesquisa de anticorpos anti-H. pylori em amostras de soro, urina ou
salive, a2 pesquisa de antigenos da bactéria nas fezes e o teste
respiratorio com uréia marcada com carbono-13. O método de escolha
para o diagnéstico da dlcera péptica € a endoscopia digestiva alta, com
a vantagem adicional de, durante o procedimento, permitira cbtencio
de fragmentos de mucosa gastrica para o diagnéstico da infeccdo e
estudo histopatologico.

Conclusbes: A infecgdo por H. pylori é a principal causa de Olcera
péptica na infincia. A erradicacio da bactéria com antimicrobiano é
acompanhada de cura da doenca, sendo, portanto, indicada em todas
as criancas H. pylori-positivas com dlcera péptica em atividade,
recorrente, cicatrizada ou complicada.

J Pediatr (Rio 1). 2006;82(5): Ulcera péptica, etiologia,
fisiopatologia, diagnostice, Helicobacter pylor, crianga, adolescente.

Introducdo

Foi atribuido a Hipécrates, em 460 a.C., o relato de um
caso cujo diagnostico foi posteriormente confirmado como
sendo Ulcera péptica (UP). No seculo XVIII, os clinicos,

—

. Doutorando, Programa de Pos-Graduagao da Sadde da Crianga e Ado-
lescante, Faculdade de Medicina, UFMG, Belo Horizonts, MG,

. Doutor, professor adjunto, Departamenta de Propedéutica Complemen-
tar, Faculdade de Medicina, UFMG, Belo Horizonte, MG,

. Doutor, professor titular, Departamento de Pediatria, UFMG, Belo Hori-
zonte, MG,

. Doutor, professartitular, De partamento de Proped éutica Complementar,
Faculdade de Medicina, UFMG, Belo Horizonte, MG.

Artigo submetido em 19.07.05, acsito em 15.08.06.

L M

.

Como citar este artige: Bittencourt PF, Rocha GA, Penna FJ, Queiroz
DM, Gastroduodenal peptic ulcer and Helicobacfer pyled infection in
children and adolescents. J Pediatr (Rio J). 200682,

Abstract

Objective: To show important aspects of gastroducdenal peptic
ulcer and of Helicobacter pylori infection in children and adolescents.

Sources: Technical textbooks and MEDLIME and LILACS databases
including publications between 1966 and 2006.

Summary of the findings: The eticlogy of peptic ulcer in children
and adelescents may be primary, associated with H. pyloriinfection, or
secondary, inwhichetiopathogenicmechanisms rely uponthe underlying
disease. The infection is acquired predeminantly in childhood, with
prevalence rates between 56.8 and 83.1%: in children who live in the
poorest Brazilian regions, amounting to nearly 10% in children aged
less than 10 years in industrialized countries. The infection can be
diagnosed by invasive methods, which investigate the presence of the
bacterium, or of DNA, RMA or bacterial products in biopsy fragments of
the gastric mucosa obtained at endoscopic examination; it can also be
diagnosed through neninvasive metheds, which include the detection of
anti-H. pylon antibodies inserum, urine or saliva samples, detection of
bacterial antigens in stool samples, and the carbon 13-labeled urea
breath test. Howewver, upper gastrointestinal endoscopy is the method
of choice for the diagnosis of peptic ulcer, as it allows collecting
fragments from the gastric mucosa during the procedure for the
diagnosis of infection and for histopathological analysis.

Conclusions: H. pylor infection is the major cause of peptic ulcer
amongchildren. Eradication of the bacteriumwith antimicrobial therapy
results in the cure of the disease, and is therefore indicated for all
children with H. pylori infection with an active, recurrent, healed, or
complicated peptic ulcer.

J Pediatr (Rie J). 2006;82(5): Peptic ulcer, eticlogy,
pathophysiclogy, diagnosis, Helicobacter pylon, children, adolescents.

reconhecidos pelo apuro semioldgico, dificilmente deixa-
vam de descrever o quadro clinico da UP perfurada, quase
invariavelmente fatal naguela época. Compéndios de medi-
cina legal, comoe o de Albertus, em 1725, menciona a Ulcera
perfurada como causa rara de morte, devendo ser diferen -
ciada de envenenamentos.

Deve-se salientar também que, na segunda metade do
século XIX, as Glceras eram predominantemente gastricas.
Somente depois de algumas décadas ocorreu o predominio
da Ulcera ducdenall. Em 1962, especialistas analisando o
fenémeno sugeriram gue, no Ocidente, um fator ambiental
presente no final do século XIX e inicio do século XX causava
um efeito coorte sobre as pessoas nascidas naquele perio-
do. Fatores ambientais associades a urbanizacdo precoce,
estresse social e crise econdmica pés-Primeira Guerra
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Mundial foram entdo erroneamente postulados comeo fato-
res envolvidos na génese da doengaZ.

O estudo radioldgico contrastado foi o primeiro método
complementar usado no diagndstico da UP. Posteriormente,
com o surgimento e aprimoramento da endoscopia digesti-
va, foi visto que os métodos radioldgicos apresentavam
taxas elevadas de resultados falso-positivos (21%) e falso-
negativos (32%)2. Schindler foi o primeiro a descrever as
caracteristicas da UP a endoscopia, que atualmente é o
método de escolha para o diagndstico da deenga®.

Até pouco mais de 2 décadas, a patogenia da UP era
atribuida a um desequilibrio entre a secregdo acida e os
mecanismos de defesa da mucosa, cuja causa ou causas
ndo eram conhecidas. Entretanto, em 1982, na Australia,
Warren & Marshall isolaramn uma bactéria, posteriormente
denominada Helicobacter pylori, a partir de fragmentos de
mucosa gastrica de pacientes com gastrite e Ulcera duode-
nal®. Estudos subseqiientes em varias partes do mundo
confirmaram a hipdtese inicial de que essa bactéria estaria
associada a génese da doenga péptica ulcerosa em adul-
tos®7 e criangas®%. Em 1994, o papel da infeccio pelo
microorganismo na patogénese do carcinoma gastrico foi
admitido pela Organizagac Mundial da Saude (OMS) com
base em evidéncias epidemiocldgicas e plausibilidade biolo-
gica““z; mais recentemente, a doenca foi reproduzida
experimentalmente em modelo animall3.

A descrigdo do microrganismo e de sua associagdo com
a doenga peptica ulcerosa foi tdo relevante para a medicina
gue os pesquisadores australianos receberam, no ano de
2005, o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina.

Epidemioclogia

A prevaléncia da UP é dificil de ser estimada, tendo em
vista a subjetividade dos sintomas e a freglente confusdo
com outros quadros dispépticos. Além das evidéncias atuais
de declinio de incidéncia da doenca, tambem a proporcio
entre homens e mulheres vem se alterando nas dltimas
décadas. Os dados disponiveis baseiam-se em estatisticas
obtidas a partir dos quadros de (Olcera perfurada, os quais,
embora sujeitos a criticas por ndo representarem todo
espectro da doenca ulcerosa, constituem o material mais
uniforme para tais avaliacgies'®.

MN&o se conhece a real incidéncia da UP em criangas.
Sabe-se, entretanto, que a deoenga € rara abaixo dos 10
anos de idade. Grandes centros meédicos de pediatria na
América do Norte diagnosticam uma meédia de quatro a seis
casos novos por anol5:16, No Servico de Gastroenterologia
Pediatrica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais, a media anual & de 7,6 novos casos por
anol?, muito semelhante a observada na Universidade
Federal de Sdoc Paulo/Escola Paulista de Medicina (7,2
pacientes por ano)!®, Quanto ac sexo, alguns estudos
mostram gue a doenca acomete mais freglentemente os
meninosi6/18,

Como ja mencionado, o H. pylori e considerado um fator

essencial na génese da UP. Ma maioria das criangas com UP
ducdenal, a pesquisa da bactéria & positiva. Como no

Ulcera péptica & H. pylori em criancas e adolescentes — Bittencourt PFS et al.

adulto, Ulcera ducdenal H. pylori-negativa € incomum na
crianca. Pode, entretanto, ocorrer em outras afeccBes,
como doenga de Crohn, ou secundariamente ao uso de
medicamentos, como antiinflamatdrios ndo-hormonais!®,

Depois do reconhecimente do papel do H. pylori na
génese da UP, varios estudos demonstraram associagdo
entre a doenca ulcerosa e a infecgdo por cepas mais
virulentas da bactéria. A urbanizagdo rapida e descontrola-
da, seguida de condigbes precarias de vida nas cidades em
expansdo no inicio da Revolugdo Industrial, no comeco do
século XX, provavelmente acarretou uma queda nos pa-
drdes de higiene em boa parte da populagdo, o que pode ter
contribuido para um aumento da exposicio a cepas mais
virulentas de H. pylori. Subseqgilentemente, os avangos no
conhecimento da importdncia de medidas higiénicas para
prevenir a disseminagao de doengas desencadearam esfor-
gos governamentais com objetive de melhorar as condigdes
sanitarias e o suprimento de agua nas residéncias urbanas.
Tais medidas, provavelmente, resultaram na redugdo das
taxas de infeccdo pelo H. pylori. Assim, a elevacéo e declinio
da prevaléncia da UP representariam marcas histdricas da
elevacdo e queda das taxas de infecgdo pelo H. pylori. O
baixo nivel socioeconémico e suas consegiiéncias naturais,
comeo condigdes de higiene precarias, aglomeragdc nas
moradias e auséncia ou deficiéncia de saneamento basico,
sao fatores gue favorecem a aquisicae da bactéria, sendo
considerados atualmente os principais marcadores da pre-
senca de infeccdo pelo H. pylori2C.

O homem é o principal reservatorio desse agente. A
transmissdo ocorre de pessoa para pessoa, sendo aceitas as
vias fecal-oral?! e oral-oral?2, A infecgdo € adquirida predo-
minantemente na infancia?3-25%, Estudos tanto no nosso
meic?3 14 como em paises desenvolvidos?? demonstram a
importdncia da mae??24 g irmaos24 2% em sua transmissdo.
As taxas de infeccdo aumentam significativamente com a
idade, o que é atribuido ao efeito coorte, ou seja, a maior
prevaléncia observada em individuos mais velhos reflete o
maior risco de aquisigdo da infecgdo gue essas pessoas
tiveram guando criangas.

Mo Brasil, ha poucos estudos avaliando a prevaléncia da
infeccdo em criangas saudaveis. Vale salientar, ainda, que
os metedos diagnosticos adequados para estudos epide-
miolégicos em criangas compreendem o teste respiratério
com uréia marcada com carbono-13 e a pesquisa de antige-
nos nas fezes, em decorréncia da baixa acuracia dos testes
sorolégicos em criancas com menos de 10 anos de idade2?,
Respeitando essas premissas, ha estudos apenas em regi-
fes mais pobres do pais. Na periferia de Fortaleza e na area
rural de Melgquiades (MG), as taxas de prevaléncia da
infeccdo entre as criangas sdc superiores a 56,8%24.25 g
deve-se salientar gue atingem 75,4 % nas criangas entre 12
e 14 anos de idade25. A prevaléncia & ainda mais elevadaem
populacées ribeirinhas e indigenas de Ronddnia, onde atin-
ge o percentual de 83,1%28, Calculos de incidéncia mos-
tram gue a infecgdo & adquirida muito precocemente nas
regides menos favorecidas do pais, variando entre 5,7% ao
ano em criangas de até 5 anos de idade em Melguiades e
25,0% ao anc em criangas de até 2 anos de idade nas
regides ribeirinhas de Ronddnia24.28,
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Por outro lado, em paises desenvolvidos, a infecgdo
ocorre em apenas 10% das criancas abaixo de 10 anos de
idade, e um declinic acentuado da prevaléncia vem sendo
verificado?9.

Etiopatogenia

As UP podem ser primarias, associadas a infeccdo pelo
H. pylori, com curso clinico crinico, acometendo principal-
mente o duodeno, sem doenca sistémica associada e mais
prevalente em criangas acima de 10 anos de idade; ou
secundaria, de curso clinico agudo, mais fregiientemente
localizada no est6mago de criangas com menos de 6 anos de
idade, principalmente neonatos e lactentes, na gual os
mecanismos etiopatogénicos dependem da doenca de
basel73U, Embora predominem os fatores de agressdo a
mucosa na doenca primaria e alteragdes dos mecanismos de
defesa da mucosa na UP secundaria®®, de maneira geral a
doenga decorre de um desequilibrio entre os mecanismos de
defesa e os fatores de agressdo da mucosa gastroduodenal.
No estdmago, a principal barreira de protecdo é constituida
pela confluéncia entre as células epiteliais e a secregio
continua de muco-ion bicarbonato (HCO3"). Essa camada,
cuja espessura € de aproximadamente 200-300 pm, confe-
re protecdo eficiente?!. Foi demonstrado que o muco gue
reveste as células da superficie do epitélio contém fosfoli-
pides bipolares que, devido a elevada polaridade, previnem
a retrodifusdo de acidos minerais, como acido cloridrico
(HCI), da luz do estémago para o interior da mucosa.
Entretanto, compostos organicos ndo-ionizados, como sais
biliares ou acido acetilsalicilico, que t8m pKa relativamente
baixo, podem alcancar rapidamente, por difusiio ndo-i6ni-
ca, as células da superficie da mucosa e se acumularem no
interior dessas células, onde sdo dissociados e provocam
lesdo celular?2. O conceito de barreira foi desenvolvido por
Code & Scholer*? e Davenport??, que propuseram a ruptura
da barreira representando a etapa inicial do processo de
lesdio da mucosa com subseqlente liberagdo, em cascata,
de substédncias semelhantes a histamina, sangramento da
mucosa e instalagdo de um quadro de gastrite aguda. Esses
achados podem ser observados em seres humanos depois
da ingestdo de aspirina ou etanol concentrade, bem como
em animais experimentalmente expostos a varios irritantes
de mucosa?® 36,

Por outrolado, diferentemente do que ocorre na mucosa
gastrica, onde a protegdo se deve a barreira mucosa, os ions
hidrogénio (H*) penetram facilmente nas células da mucosa
ducdenal, levando a diminuicdo transitdria do pH. Essa
alteracdo ativa os co-transportadores basolaterais de ion
sddio (Na*)-HCO5", com conseqiiente migracio exagerada
de HCOD4™ do espago extra para o intracelular, ativando a
troca HCD3'fl’on cloreto (Cl7) na porcdc apical da membrana
celular. Esses eventos culminam com o aumento da secre-
gdo de HCO3", que, juntamente com a camada de muco, &
capaz de neutralizar os ions H* que chegam a luz do
duodeno, assegurando a neutralidade e a integridade da
mucosa?’ 38,

Embora a patogénese da doenca ulcerosa ndo esteja
completamente esclarecida, a infecgdo pelo H. pylori no
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adulto leva a alteragBes importantes da fisiologia gastrica,
em especial dos mecanismos de secregdo acida que estdo
intimamente ligados a génese da doenga. Na infecgao,
especialmente por amostras citotoxigénicas cytotoxin-as-
sociated gene A (cagA)-positivas, ha aumento da expressao
de citocinas pro-inflamatdrias, incluinde interleucina-8
(IL-8), IL-1B e fator de necrose tumoral alfa (TNF-r)3%.40,
que afetam enormemente o muco e a concentragdo de
HCO5™ da superficie celular, bem como a secregdo acida.
Isso & uma decorréncia de atuarem nas células D, inibindo
a produgae de somatostatina com conseglente hipergastri-
nemia e aumento da secrecdc acida?l42, Entre outras
conseqgiéncias da infecgdo, vale mencionar que a bactéria
induz a liberagdo de varios compostos, entre eles a enzima
ciclo-oxigenase 2 (COX-2), que pode comprometer a prote-
¢do da mucosa pela formacgde de outras substancias pro-
inflamatdrias, como espécimes reativas do oxigénio (ROS)31.

Quando a infecgdo € limitada @ mucosa antral e acom-
panhada por aumento significativo de gastrina plasmatica,
a secregdo de acido torna-se excessivamente elevada.
Comeo a infecgdo também reduz a secrecico duodenal de
HCO5 e de muco, a mucosa duodenal torna-se permeavel
e & agredida pelos ions H* e outros irritantes, sendo
substituida por mucosa gastrica metaplasica. A bactéria
presente na mucosa do estémago migra e coloniza as areas
de metaplasia gastrica no duodeno, onde estimula a respos-
ta inflamatdria local predispondo a formacgdo do nicho
ulceroso.

A diminuicdo das células D e a inibigdo de produgdo de
somatostatina acompanhada de hipergastrinemia sae ob-
servadas em criancas H. pylori-positivas*?, Como criancas
com Ulcera duodenal também sdo colonizadas mais fre-
glentemente por amostras mais virulentas de microrganis-
mo, pelo menos em parte, os mecanismos de ulcerogénese
na infancia assemelham-se aos do adulto.

Fatores de viruléncia do H. pylori

Diversos marcadores de viruléncia do H. pylori séo
reconhecidos como fatores associados ao surgimento das
doencgas graves ligadas a infecgéo.

0 gene cagA € um marcador da presenca da ilha de
patogenicidade (cag-PAI*C. Os genes da ilha codificam
proteinas com varias fungies, entre elas a translocagdo da
proteina cagA, de 120 kDa, para dentro do citoplasma das
células epiteliais gastricas, onde depois de ser fosforilada
pelas quinases c-srce Lyn, liga-se e ativa a fosfatase celular
SHP-2, provecandoe rearranjo no citoesgueleto e formacao
de pedestais que permitem maior aderéncia bacteriana®4.
\arios genes da ilha estdo, ainda, envolvides na estimula-
cao da producaoe de IL-8 pelas celulas epiteliais gastricas. A
IL-8 & um potente fator quimiotatico e ativador de leucécitos
polimorfonucleares e macrofagos, contribuindo para uma
resposta inflamatdria mais acentuada nos pacientes coloni-
zados por amostras cag-PAI-positivas. Assim, pacientes
infectados por amostras cagA-positivas apresentam maior
densidade bacteriana na mucosa gastrica, lesbes mais
graves do epitélio, infiltrado de leucdcitos polimorfonucle-
ares mais intenso e niveis mais elevados de citocinas pra-
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inflamatorias, o que torna plausivel a associagdo que tem
sido fregientemente relatada entre a infecgdo por amostras
cagA-positivas e doenga ulcerosa péptica em criangas?546
e adultos® 747, ou carcinoma gastrico em adultos*¥-3%, No
Brasil, 95,0 e 62,3% das amostras isoladas de criangas com
e sem Ulcera ducdenal, respectivamente, sdo caghA-positi-
vasis,

O gene vacuolating cytotoxin A (vacA), presente em
todas as amostras de H. pylori, codifica a proteina Vach,
uma exotoxina capaz de induzir diretamente a formacdo de
vacuolos intracitoplasmaticos e apoptose das celulas epite-
liais®l. A toxina aumenta também a permeabilidade epite-
lial, o gue pode facilitar tanto a passagem de substancias
toxicas para dentro do epitélio como a difusao de nutrientes
para a camada mucosa, favorecendo a sobrevivéncia do H.
pylori. O vacA tem funcdo imunomoduladora, ora estimu-
lande a resposta inflamatéria da mucosa gastrica por
diferentes mecanismos, como, por exemplo, pelo aumento
da expressio de COX-2 em células T, em neutrdfilos e em
macrofagos, ora inibinde a resposta de células T mediada
por IL-252. No vacA, ha duas familias de segiiéncias sinali-
zadoras, denominadas s1 & s2, com as variagdes sla, s1b
e slc, bem como dois alelos localizados na regido media do
gene, m1 e m253, As amostras de H. pylori vacA tipo sl séo
consideradas mais virulentas que as s2, sendo mais fre-
gientemente observadas nos pacientes com UP e carcino-
ma gastrico do que nagueles com gastrite33:54, Na nossa
populacdo, 85,0 e 58,3% das criangas com e sem Ulcera
duodenal, respectivamente, sdo colonizadas por amostras
do tipo s1%%,

Aadesina blood-group antigen-binding adhesin A (BabA)
do H. pyloriliga-se aos antigenos Lewis b e H-1, expressos
na mucosa gastrica. A aderéncia da bactéria mediada por
BabA parece desempenhar um papel critico na transferéncia
de fatores de viruléncia bacterianos, que lesam a mucosa
gastrica, seja diretamente ou em decorréncia da resposta
inflamatdria e/ou auto-imunidade5®. Além disso, bactérias
que se mantém firmemente aderidas ficam menos expostas
a acidez gastrica e ndo sdo eliminadas pelos movimentos
peristalticos®’. A presenca do gene babA2, que codifica
BabA, tem sido associada a Ulcera duodenal em adul-
tos?7*8_ Em um estude do nosse grupo, foi demenstrada a
presenca do gene em todas as amostras do H. pylori
avaliadas, independentemente de ter sido isolada de crian-
gas com ou sem Ulcera duodenal®®,

A aderéncia da bactéria & mucosa gastrica & também
mediada pela proteina sialic acid-binding adhesin A (SabA),
que se liga a residuos glicoconjugados de acido sialico
expressos na superficie das células epiteliais em vigéncia de
processo inflamatério ou neopldsico. A expressdo de acido
sialico, rara na mucosa gastrica normal, € induzida pela
infecgdo pelo H. pyfori, o que contribui para a sua cronici-
dade. A adesina SabA participa da ativacdo de neutrdfilos
por mecanismos gue nde envelvem a opsonizagde da bac-
téria®l.

Genes que codificam proteinas de membrana externa do
microrganismo, como outer inflammatory protein A (QipA)
e adhering lipoprotein AB (AlpAB), tém sido associados a
maior viruléncia das amostras, embora ndo sejam conheci-
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das as funcgdes dos seus produtos®l,

Recentemente, foi descrito um provavel fator de viru-
léncia de H. pylori denominado duodenal ulcer promoting
gene A (duph). O duphA, também localizado na regido do
genoma bacteriano que codifica proteinas de superficie,
corresponde a fusdo dos genes jhp0917 e jhp0918 com a
insercdo de uma base citosina (C) ou timina (T). Na
descricdo do gene, os autores mostraram associacdo com
Glcera duodenal em adultos®2. Esses achados, entretanto,
ndo foram confirmados em criancgas e adultos da populacdo
brasileira, indicando possiveis diferencas geograficas®?.

Fatores genéticos

Fatores genéticos estdo envolvidos na génese da UP. A
doenga acomete mais freqientemente criangas com histé-
ria familiar da mesma, e a concomitadncia entre gémeos
monozigdticos & trés wvezes superior a observada entre
gémeos dizigdticos®.

Além disso, a doenca € mais freglente nos individuos do
grupo sangiineo O, que equivale ao antigeno de Lewis b.
Tem-se atribuido essa maior freqléncia ao fato de a carga
bacteriana ser maior nesses individuos, visto gue, como ja
relatado, a proteina BabA do H. pylori apresenta uma
adesina, denominada BabA, gue se liga aos antigenos de
Lewis b3&,

Deve ser ressaltado, tambeém, que fatores genéticos do
hospedeiro podem determinar as respostas imunoldgica e
inflamatdria a infeccdo, passiveis de contribuir para o
desfecho de uma doenca grave. Trabalhos recentes de-
monstram que polimorfismos em regiGes promotoras de
genes que codificam citocinas pré-inflamatérias podem
alterar a transcrigdo génica, com conseglente aumento da
expressdo da citocina®%66, Assim, alelos polimdrficos nas
posicles -31 e -511 do gene IL1B representam fendtipos
que secretam quantidades elevadas de IL -1f. Similarmen-
te, o alelo 2 polimérfico do gene IL1RN, que codifica o
antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra}, também eleva a
produgdo da IL-1885.86.67 identificados. Esses polimorfis-
mos tém sido associados a risco aumentado de carcinoma
gastrico®8-70, Por putro lado, existem pouces estudos ava-
liando a participagdo desses pelimorfismos no risco de UP.
Recentemente, nosso grupo demonstrou gue a presenca do
alelo 2 polimérfico do gene IL1RN confere aumento de risco
(2,5 vezes) para a Ulcera duodenal em criangas? L, E prova-
vel que o aumento leve a inflamacdo mais exuberante no
antro, com diminuigdo dos niveis de somatostatina e au-
mento de gastrina, acompanhado de aumento da secrecao
acida pela mucosa oxintica, predispondo, assim, ac desen-
volvimento da UP. Em adultos, entretanto, essa associacdo
ndo foi observada’?:’3, inclusive na nossa populacio’.
Essas diferengas podem apontar mecanismos etiopatogéni-
cos distintos da UP em criancas e adultos.

Aspectos clinicos

Os sintomas clinicos da UP primaria nas criangas podem
variar consideravelmente de acordo com aidade da crianga.
A doenga apresenta curso clinico insidioso, alternando
periodos sintomaticos e de acalmia.
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Os recem-nascidos e lactentes podem ter, como primei-
ra manifestagdo da doenga, hemorragia, perfuracdo visce-
ral ou ambas, mesmo na auséncia de qualguer fator desen-
cadeante, como o estresse, que € considerado a principal
causa nessa faixa etaria. Na infincia, as lesdes localizam-
se mais freqiientemente no estimago, podendo ser Unicas,
porém com fregiléncia ocorrem como erostes mualtiplas,
pequenas e com Sangramentoﬁ, MNos lactentes ate os 6
anos de idade, a UP pode se manifestar inicialmente com
nausea e vomitos, mas a hematémese € o sinal mais
comum, embora, em geral, os sintomas sejam de dificil
caracterizagdo. Mas criancas em idade escolar, acima de 7
anos, embora atipica e mal localizada, a dor abdominal esta
presente em quase todos os casos. Nesse grupo etario, os
modos de apresentagdo mais comuns sdo os vomitos e a
hemorragia, esta manifestada por hematémese ou mele-
na’s. As criancas maiores e adolescentes apresentam
sintomas mais semelhantes aos dos adultos. A dor abdomi-
nal & mais lecalizada no epigastrio, podendo ser referida
ainda no quadrante inferior direito. Pode ser intermitente
ou, mais raramente, continua; também pode ser ciclica,
com periodos de remissdo que duram semanas ou meses.
Mdo ha correlagdo com a ingestdo de alimentos, e muitas
vezes se manifesta nas primeiras horas da manha. Alguns
autores relatam gue o aspecto mais consistente da dor na
UP da crianca é sua variahilidade”>. Em um estudo realizado
no Brasil, avaliando 43 criancas e adolescentes de 4 a 17
anos, 0sautores demonstraram que a dor abdominal estava
presente em 90,7% dos casos'®: localizava-se com mais
freqiiéncia no epigastrio (79,5%); em 56,4% das criangas,
sob a forma de gueimacdo; em 51,3%, melhorava com a
ingestéo de alimentos; hiporexia (74,4%) e vomitos (69, 8%)
foram os sintomas mais comumente associados a dorl8,
QOutros sintomas, como pirose, sialorréia, sensacgdo de
plenitude, anorexia, perda de peso, distensado abdominal,
eructagdo, meteorismo e anemia ferropriva ocorrem mais
raramentel 778,

O diagnéstico diferencial de UP primaria deve ser feito
com entidades clinicas que cursam com vomitos, dor abdo-
minal efou sangramento digestivo alto, como parasitoses,
esofagite péptica, varizes esofagianas e/ou gastricas, sin-
drome de Zollinger-Ellison, intolerancia alimentar, gastro-
enteropatia alérgica, doenga de Crohn, pancreatite, doen-
gas de vias biliares e gastrites (linfocitica, hipertrifica ou
auto-imune), entre outras3C.

A UP secundaria cursa com quadro clinico mais agudo e,
na grande maicria dos cases, a hemorragia digestiva alta
a principal manifestacdo, acompanhada ou ndc de dor
abdominal. A doenga dlinica subjacente e a profundidade e
extensdo das lesdes ulcerosas determinam a gravidade e
progndstico do evento hemorragicot’.

Aspectos endoscopicos

O estudo radiclégico contrastade do estémago e duode-
no ja foi muito usado para o diagndstico das lestes ulcera-
das antes do advento da esofagogastroducdencscopia.
Entretanto, mesmo com a técnica de duplo contraste, que
apresenta sensibilidade mais elevada, os resultados néo
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sdo satisfatdrios. Soma-se a isso o fato de serem de dificil
realizacdo em criangas menores, além da exposigdo a
radiaciol®. Aendoscopia digestiva alta (EDA) é o método de
investigagdo de escolha para o diagnostico da doenca
ulcerosa péptica, mesmo em criangas muito pequenas’’.
Embora seja um exame invasivo e de custo elevado,
principalmente em criangas, porgue na maioria das vezes &
realizado no hospital e sob anestesia geral, o métedo &
seguro e confidvel. Além de estabelecer o diagnostico e
localizacdo da Glcera, a EDA permite a obtengdo de frag-
mentos de bidpsia para estudo histopatoldgico e pesquisa
de H. pylori’®. Ainda com os videoendoscopios modernos,
as imagens podem ser armazenadas para reavaliagfes
posteriores.

0 achado endoscopico mais fregiientemente observado
em criancas infectadas pelo H. pyfori € uma lesdo de aspecto
nodular, localizada predominantemente na mucosa do an-
tro gastrico e caracterizada por irregularidade (cobblesto-
ne) gque se torna mais evidente gquando recoberta com
sangue oriundo do local da bigpsia“”.

As UP sdo solugbes de continuidade da mucosa gastro-
intestinal que se estendem atraves da muscularis mucosae,
atingindo a submucosa e mesmo a muscularis propria. Na
maioria das vezes, a lesdo & Unica; entretanto, eventual-
mente podem ocorrer varias lesties. Nos adultos, as Glceras
gastricas devem ser diferenciadas das lesbes neoplasicas.
Nas criangas, as les@es malignas sdo muite raras, mas as
caracteristicas das bordas, base e mucosa que circunda a
lesdo devemn ser conhecidas por todos os endoscopistas.
Nas lesdes pépticas, geralmente arredondadas ou ovala-
das, a base & composta por tecidos de granulacdo, € plana,
lisa, regular e, na maicria das vezes, coberta por exsudato
fibrindide branco ou branco-acinzentado. Nas fases iniciais
de atividade da dlcera, a fibrina @ espessa e com restos
necréticos ou depdsito de hematina, e as bordas séo lisas,
regulares, bem definidas, a pigque e um pouco mais elevadas
com relacgdo a base. Ma mucosa que circunda a lesdo, as
terminagdes das pregas atingem as bordas de maneira
regular. Amaioria das Glceras pépticas gastricas localiza-se
na pegquena curvatura, ma incisura angularis, no terco
inferior de corpo, antro proximal e regidio pré-pilérica. Na
metade dos casos, as Olceras duodenais localizam-se na
parede anterior do bulbo™®. O aspecto endoscopico da
Ulcera depende do momento em que e observada, isto &, da
fase em que se encontra de acordo com o ciclo vital descrito
por Sakita®l. Esse ciclo & dividido em trés fases: uma fase
inicial, denominada ativa (A-active), seguida de uma fase
intermediaria, em que a Ulcera se encontra em processo de
cicatrizagdo (H-healing) e, finalmente, a ultima fase, em
que a GOlcera se apresenta cicatrizada (5-scar). Todos esses
estagios, de acordo com suas caracteristicas, sdo subdivi-
didos em outras duas fases. Ao completar o processo de
cicatrizagdo da Glcera ducdenal, o bulbo pode ter sua
arquitetura deformada e, em casos extremos, acarretar
estenose do segmento.

Diagndstico da infecgdo por H. pylori

Ha diversos metedos para o diagnostico da infecgdo. Os
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microbiolégicos e histopatolégicos, bem como as técnicas
de biclogia molecular para a pesquisa direta do microrganis-
mo na mucosa gastrica, sdo considerados métodos invasi-
vos, pois os fragmentos de mucosa sdo obtidos por esofa-
gogastroduodenoscopia. Os metedos nde-invasivos, ou in-
diretos, compreendem a pesquisa de anticorpos anti-H.
pylori em amostras de soro, urina e saliva, a pesquisa de
antigenos de H. pylori nas fezes e o teste respiratdrio com
uréia marcada com carbono-13, isotopo ndo-radiocativo.

Para o diagndstico mais acurado da infecgéo, tem sido
recomendado o uso de, pelo menos, dois testes. E necessa-
rio, também, gue os testes ndo-invasivos sejam validados
para a populacdo a ser avaliada.

Teste da urease pré-formada e pesquisa de H. pylori
em cortes histolégicos e em esfregagos corados

Como a carga bacteriana & menor em criangas, a
sensibilidade dos testes aumenta quando sédo avaliados pelo
menos dois fragmentos de mucosa, um do antro e um do
corpo gastrico. Resultados falso-negativos podem ocorrer
em razdo da distribuigdo irregular da bactéria na mucosa
gastrica ou ao uso de antimicrobianos ou de inibidor de
bomba de préton no caso do teste da urease.

A acuracia da pesquisa do microrganismo em cortes
histologicos depende principalmente da experiéncia do
patologistal 781, Vale ressaltar que a coloracdo com carbol-
fucsina tem se mostrado sensivel, especifica, simples e de
baixo custo para a pesquisa de H. pylori em esfregacos ou
cortes histoldgicosB2:83,

Cultura

O isolamento do H. pylori a partir de fragmentos de
mucosa gastrica & o método mais especifico para o diagn ds-
tico da infecgdo. Permite, também, o estudo da amostra
quanto a presenga de fatores de viruléncia e a susceptibi-
lidade a antimicrobianos, visando uma terapéutica melhor
orientada.

0 usc de pelo menos deois fragmentos de mucosa
gastrica, um do antro e um do corpo, o transporte adequado
dos especimes, o uso de um meio seletivo e indicador, bem
como a experiéncia do grupo sdo condigbes fundamentais
para se obter sucesso no isclamento da bactéria.

Apesar da especificidade elevada do metodo, os valores
relatados de sensibilidade variam de 77,0 a 100%84-86,
Queiroz et al., no Brasil, t&m observado sensibilidade de
94,6%857,

Técnicas de biologia molecuiar

Sdousadas para o diagndstico da infecgéo, genotipagem
dos marcadores de viruléncia do H. pylori e determinagéo de
susceptibilidade da bactéria aos antimicrobianos, tanto em
amostras isoladas quanto em fragmentos de bidpsia. A
reacdo da polimerase em cadeia (PCR) apresenta sensibili-
dadesuperior a 95,0% para o diagndstico dainfeccio 758889,
A pesquisa de DMNA da bactéria em tecido pode ser feita
também por reagéo de hibridagdo in situ com fluorescéncia
(FISH), que apresenta sensibilidade semelhante & da PCRSC.
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A identificacdo de fatores de viruléncia da bactéria,
como cagh e vacA, pode ser feita por diversos métodos de
biclogia molecular, como PCR45:5551,52 pCR seguida de
hibridacéo (LiPA - fine probe assay)®?, PCR em tempo real
e rtPCR*™, Como ha variagBes regionais na seqiiéncia dos
genes gque codificam esses fatores, os iniciadores das
reagdes devem ser testados para as diferentes populagbes.
A amplificacdo seguida de segienciamento & necessaria
para identificar outros genes de viruléncia do H. pylori,
como BabA®®, dupa®2:53, Sapp e ojpads,

Teste respiratdrio com uréia marcada com carbono-13

Estudos realizados em adultes®® e em criancas com
idade superior a 6 anos®’°® demonstram que o teste
respiratdrio apresenta sensibilidade e especificidade supe-
riores a 95,0% para o diagnostico da infecgdo.

Apesar de existirem relatos na literatura de menor
especificidade do teste respiratorio com ureia marcada com
carbono-13 em criancas com menos de & anos idade®5:100,
outros trabalhos demonstram especificidade semelhante a
observada em adultos, independentemente da idade da
criangal?l, Resultados excelentes foram vistos na nossa
populagdo, tanto para criangas com menos de 6 anos de
idade (sensibilidade de 88,0% e especificidade de 95,0%)
como para as mais velhas (sensibilidade de 100% e espe-
cificidade de 98,0%)102,

O teste respiratdrio com uréia marcada carbono-13 &
considerado atualmente o método de escolha para avalia-
cao da reposta ao tratamento, tanto em adultos quanto em
criangas.

Resultados falso-negativos sdo observados quando o
paciente esta em uso de inibidor de bomba de pritons (IBP)
e antimicrobianos que podem levar a diminuigdo da densi-
dade bacteriana. Os primeiros devem ser suspensos 15 dias
e osantimicrobianos 1 més antes da realizacéo do teste. Por
outro lado, o uso de antagonistas de receptores de histami-
na-2 (H,) e de antiacidos interfere pouco no resultado do
teste, sendo recomendada suspensdoc de ambos nas 48
horas gue precedem o exame.

Deteccdo de antigenos de H. pylori nas fezes

A deteccdo de antigenos de H. pylori em amaostras de
fezes € feita por metodo imunoenzimatico empregando
anticorpos mono ou policlonais, e ha varios kits comerciais
disponiveis, Como & um teste ndo-invasivo, pode ser usado
também em estudos epidemioldgicos. Ha relatos de menor
sensibilidade do teste para o diagndstico da infecgdo em
criangas com idade inferior a 6 anos103, Entretanto, o teste
apresenta valores de sensibilidade e especificidade eleva-
dos (aproximadamente 95,0%) na nossa populacdo, mes-
mo para as criangas com idade inferior a 6 anos!?2, Deve-
se salientar que o transporte e a manutencac adequados
das amostras sdo etapas essenciais na obtencdo de bons
resultados.

Sangramentos no trato gastrointestinal e uso de antimi-
crobianos e de IBP diminuem a sensibilidade do teste, que
ndo ¢ alterada, entretanto, por antagonistas dos receptores
H, e antiacidos.
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Testes imunocromatograficos para deteccdo de antige-
nos nas fezes, langados no comercio recentemente, sdo de
execucdo facil e permitem a obtengdo de resultados em
poucos minutos. Apresentam sensibilidade e especificidade

semelhantes as observadas com os testes imunoenzimati-
cogl04, 105,

Pesquisa de anticorpos anti-H. pylori

A infeccdo pelo M. pylori induz, no hospedeiro, uma
resposta imunologica celular e humoral, que resulta na
producdo de anticorpos anti-H. pyfori das classes IgM, IgA
e IgG. Os primeiros podem ser detectados precocemente.
Os anticorpos especificos da classe IgA e 1gG atingem niveis
detectaveis, aproximadamente, 3 semanas a 3 meses
depois do inicio da infecgdo aguda e podem ser observados
ate cerca de 2 anos depois da erradicagdo da bacteria.

Dentre os varios métodos disponiveis, o ensaio imu-
noenzimatico (ELISA) encontra-se entre os mais usados,
pela rapidez, simplicidade, reprodutibilidade, baixo custo e
precisdo elevada, existindo inimeros kits disponiveis co-
mercialmente. Entretanto, ndo deve ser usado para o
diagnéstico da infeccdo nas criangas com menos de 12 anos
de idade, visto que a sensibilidade do teste & muito baixa
nessa faixa etaria (44,4% para as criangas entre 2 e 6 anos
de idade e 76,7% para aquelas entre 7 e 11 anos)2?. Os
testes imunoenzimaticos para a pesquisa de anticorpos na
urinal®® e salival%, por serem ainda menos sensiveis e
especificos, também ndo sdo indicados para o diagnodstico
da infecgdo na infancia. Por outro lado, a sensibilidade e a
especificidade da pesquisa de anticorpos anti-H. pylori por
immunoblotting sdo aceitaveis para o diagndstico em crian-
gas. Na nossa populagdo, valores de sensibilidade de 95,0%
e de especificidade de 86,0% foram observados para crian-
cas de 2 a 16 anos de idadel?8,

Tratamento
Uicera péptica associada a infecgdo por H. pylori

O H. pylori € a principal causa de UP, e sua erradicagao
resulta na cura dos pacientes, sendo indicada em todas as
criancas com a doenga em atividade, recorrente, cicatrizada
ou complicada.

Embora niio exista um esquema terapéutico ideal, vari-
os tém sido usados com sucesso em adultos, atingindo taxas
de erradicacéo entre 80 e 90%. Os esquemas mais eficazes
consistemn de um IBP e dois antimicrobianos. E recomenda-
vel que pelo menos um dos antimicrobianos tenha agéo
sistémica, ou seja, depois de absorvido seja excretade na
mucosa gastrica em forma ativa. S&o raros os compostos
com essa qualidade, que incluem os macrolideos e deriva-
dos imidazdlicos (tinidazol ou metronidazol). No Brasil,
taxas de erradicagdo elevadas foram obtidas com o use de
IBP, claritromicina e furazolidonal %112, Qutros antimicro-
bianos compreendem amoxicilina, metronidazol, tetracicli-
na, bismuto e guinolonas, sendo que estes mais freglente-
mente integram esguemas de segunda linha. Entretanto, ha
poucos estudos na literatura relativos ao tratamento da
infeccdo em criangas. Alem de os estudos avaliarem um
pequeno namero de pacientes, ha uma grande variacéo nos
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trabalhos guantc a composicdo, posclogia e tempe de
tratamento, o que dificulta a definicde do melhor esquema
terapéutico para a erradicacio da bactéria em criangas11l.

Tindberg et al.112, na Suécia, demonstraram taxas de
erradicagdo inferiores a 67,0% com esquemas terapéuticos
contendo azitromicina, tinidazol e lanzoprazol. Resultados
mais satisfatérios foram obtidos por Kato et al.ll3, no
Japdo, com esguemas compostos por IBP, amoxicilina e
claritromicina ou metronidazol, que erradicaram a bacteria
em 77,4 e 87,5% das criangas, respectivamente. De acordo
com Oderda et al.lll, esquemas triplices compostos por
bismuto, metronidazol e claritromicina ou IBP, amoxicilina
etinidazol ou, ainda, por IBP, metronidazol e claritromicina,
usados por 1 a 2 semanas, apresentam taxas de erradicagao
acima de 85,0% no tratamento de criangas na Itdlia.
Recentemente, Francavilla et al.l14, na Italia, observaram
taxas de erradicagdoc de 97,5% empregandc esguema
terapéutico seqiiencial composto por omeprazol e amoxici-
lina por 5 dias, seguidos de omeprazol, claritromicina e
tinidazel por mais 5 dias. No Brasil, taxa de erradicagao
acima de 85% foi observada em criancas tratadas com
furazolidona, amoxicilina e metronidazol, administrados em
trés doses diarias durante 7 dias?3115, Diferentemente do
relatado para adultos de paises desenvolvidos, esquemas
terapéuticos compostos por IBP claritromicina e amoxicilina
nac se mostraram eficazes no tratamento de criangas no
Brasil!l®, Esquemas alternativos, contendo outros antimi-
crobianos, devem ser adotados com cautela. Quinclonas
sdo contra-indicadas para uso pediatrico, e tetraciclinas nao
podem ser usadas em criangas com menos de 8 anos de
idade.

Resisténcia, especialmente a claritromicina e ao metro-
nidazol, tem sido descrita, com taxas que variam de acordo
com a regido. Em nosse meio, foram observadas taxas de
resisténcia de 29,0% a claritromicina e de 45,5% ao
metronidazolll”, Os métodos microbicldgicos indicados
para avaliar resisté&ncia incluem o E-test e diluigdo em agar.
Mutagbes que conferem resisténcia a claritromicina (tran-
sicdo de adenina?guanina na posicao 2142 ou 2143, e de
adenina?citosina na posiciio 2142) no gene gue codifica o
RMA 235 podem ser pesquisadas diretamente no DNA de
bactérias isoladas ou no DNA extraido de fragmento de
tecido recentemente colhido, podendo ainda ser mantido
congelado por PCR seguida de corte com enzima de restri-
cdo (PCR-RFLP)!1B, PCR em tempo realll®, LiPal20 pu
FISHL21-123

Ulcera péptica H. pylori negativa

Os antagonistas dos receptores H; sdo drogas seguras
e eficazes na cicatrizagdo da UP. Inibem a secrecédo acida
competindo com receptores Hy das células parietais e
reduzem a secregde de pepsinogénio. Cimetidina, via oral,
na dose de 20 a 30 mg/kg/dia em duas tomadas e ranitidina,
via oral, 5 a 10 mg/kg/dia, também em duas tomadas,
cicatrizam a lesdo em 80 a 90 e 80 a 100% dos casos,
respectivamente, com 8 semanas de tratamentol?124,

Os IBP sdo os mais potentes blogueadores de secregdo
acida disponiveis até o momento, sendo o omeprazol a
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droga com a qual os pediatras tém mais experiéncia. Os IBP
cuja acao e dose-dependente blogueiam especificamente a
enzima H*-K*-ATPase da membrana apical da célula pari-
etal, com consegiiente supressdo da secrecio acida. Para
criangas menores, incapazes de fazer uso da capsula intac-
ta, os granulos devem ser removidos e ingeridos em meio
acido, evitando a dissolugdo de suas peliculas protetoras no
transito através do estfago. Formulagdo do omeprazol
solivel em agua e suco de frutas ja se encontra disponivel
no mercado, facilitando o uso na infincia®?. A droga deve
ser administrada pela manha, 30 minutos antes do desje-
juml25, A dose varia de 0,7 a 3,3 mg/kg/dia, ndo estando,
entretanto, ainda bem definida para pacientes pediatri-
cos!268, Acicatrizagdo completadas lesfes, com tratamento
por 6 semanas, & atingida em até 100% dos casos. A
resposta individual ao omeprazol administrado por via
endovenosa & muito variavel, e a elevagdo persistente do
pH, acima de quatro, sd & observada em poucos pacien-
tesl2s,

Os antidcidos podem oferecer algum beneficio no trata-
mento da UP, mas sdo necessarias doses elevadas para
neutralizar a acidez gastrica, dificultando sua administra-
cdo, especialmente em criangas pequenas!®. O sulcralfato
ndo apresenta efeito na secrecdo acida do estémago;
entretanto, pode contribuir para a cicatrizacdo das Glceras
por aumento do fluxo sanglineo na mucosa, bem como da
secrecdo de bicarbonato e muco gastricol®,

Uicera péptica H. pylori negativa em sangramento

Ulceras profundas na peguena curvatura do estdmago
ou na parede postero-inferior do bulbo ducdenal apresen-
tam risco aumentado de sangramento grave devido a
proximidade de grandes vasos. Os estigmas endoscopicos
de sangramento, descritos por Forrest et al., aléem de
fornecerem orientagBes para o tratamento endoscopico,
sdoindicadores (teis para o progndstico do sangramento. O
tratamento endoscopice de pacientes com UP em atividade
esta indicado em situages especiais, como nas UP com
sangramento ativo, em jato, (Forrest Ia) ou em lencol
(Forrest 1Ib) e naquelas com presenca de wvaso visivel
(Forrest I1a). O método de hemostasia endoscopica mais
seguro e comumente usado para a populagio pediatrica em
nosso meio € a injecdo local de solugdo de adrenalina
1:10.000%27, Dutros métodos incluem a termocoagulagao
com a terapia com laser de argfnio ou Nd:¥ag e o método
mecénico com colocagdo de clipes metalicos!2?, O trata-
mento cirirgico de pacientes com UP hemorragica esta
indicado nos casos de sangramentos incontrolaveis, com
repercussdo hemodindmica grave e auséncia de resposta ao
tratamento clinico e endoscépicol28,
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ILIRN Polymorphism and cagA-Positive
Helicobacter pylori Strains Increase the Risk of
Ducedenal Ulcer in Children

DULCIENE MARLA MAGALHAES QUEIROZ, PAULO BITTENCOURT,
JULIANA BECATTINI GUERRA, ANDRELA MARIA CAMARGOS ROCHA,
GIFONE AGUIAR ROCHA, AND AMFRISINA SALES TELES CARVALHO

Laboratory of Research in Bacreriology, Faculdade de Medicing {D.MAM.Q., JB.G AM.C.R, GAR.,
AST.CJ, and Hospital das Clinicas (PR, ], UFMG, Belo Horizente 300 30-100, Brazil,

Duadenal ulcers in children are associated with Helicobacter
pylori gastric infection with cagA-positive strains, but factors
linked to the host are poorly known. The authors evaluated the
role of proimflammatory interleukin-! gene cluster polymor-
phisms in the pathogenesis of duocdenal ulcer. They studied
prospectively 437 children | to years old, 209 of whom were /.
pylori positive and 228 of whom were H. pylori negative.
{LIB-511-CIT, -3VT/C, and JLIRN Variable number of tandem
repeats were genotyped by polymerase chain reaction (PCR)
restriction fragment length polymorphism, PCR with confronting
two-pair primers, and PCR, respectively. cagd status was cval-
vated by PCR. The role of the proinflammatory cytokine geno-
types in the genesis of duodenal ulcer was evaluated before and
after stratification of H. pylori status on logistic regression
madels, [n the groap of children without duodenal wleer, no
ussociation was observed between H. pylori status and proin-
Nammatory polymorphisms. Furthermore, no association be-
tween [L] cluster genotypes and cagA status was seen in the A,
pylori-positive children, However, increasing age, male sex, and
TLIRNTT were independently associated with dusdenal uleer,

Helicobacter pylori infection is predominantly acquired in
childhood and usually persists for life unless treated. In most
persons, the natoral history of infection is without complica-
tions, but peptic uleer disease, distal gastric carcinoma, or
mucosa-associated lymphoid tissue gastric lymphoma will oc-
cur in a small parcentage of infected individuals {1-3).

In children, DU, a severe complication of the infection is
much less common than in adults. The pathobiology of the
uncommon childhood-onset DU is uncharacterized, but this
adverse outcome may be linked to a more marked gastric
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After stratification, in the A, pylori-positive children, increasing
age, male sex, the presence of [LRV#*2 allele, and cagd -positive
status were independently associated with duodenal ulcer, The
risk for the development of dundenal uleer increased when a
combined association of the presence of /LIRN*2 allele and
infection by a cogA-positive M. pylord sirain was Lthe variable,
This study provides evidence supporting independent roles of
[LIRN®Z allele and cagA-positive status in the genesis of duo-
denal ulcer in children. (Pediatr Res 58; 892-896, 2003)

Abbreviations
cagA, cylotoxin-associated gene
CI, confidence interval
DU, duodenal uleer
IL, interleukin
ILIRN, interleukin-1 receplor antagonisl gene
OR, odds ratio
PAIL pathogenicity island
PCR, polymerase chain reaction
VacA, vacunlating eylotoxin

imflammatory response seen in children with DU than in in-
fected children without DU (4—&). Contributing lactors include
host genetics and bacterial virolence markers. In fact, the
cagA-PAT and VacA, two of the major bacterial virulence
factors involved in host cell modulation, are nssociated with
the disease in childhood (6-8). Several genes of the cag-PAI
code proteins with similarities to components of type TV
secretion systems induce an incrensed inflammation in the
gasiric mucosa through release of cytokines such as [L-8 and
IL-13 (9,100, In addition to the VacA properties linked to
the gastric mucosa damage, the toxin may increase the
inflammatory response of the gastric mucosa by dillerent
pathways, such as a recently demonstrated action in increasing
the expression of the proinflammatory cnzyme cyclooxygen-
ase-2, not oaly in T cells but also in newtrophils and macro-
phages (11).
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Although infection with virulent /. pylori strains may con-
tribute to the difference in the inflammatory response observed
in children with DU, it also may depend on the genetic
background of the host.

Among the genetic factors, polymorphisms in gene promoter
regions encoding for cytokines are attractive candidates as
host-related risk factors. They may affect cytokine transcription
and then the host immune response. Indeed, [L1B (-31C,
-51ITY and [LIRN*2 alleles were recently associaled with an
increased risk for severe gastric lesions, such as atrophy and
intestinal metaplasia, and the development of gastiic carci-
noma (12-16). Individuals harboring these genotypes are
thought to overexpress gastric [L-15 in response to . pyvlori
infection that amplifies the inflammation and increases the
gastric lesion.

Our hypothesis is that f/LS polymorphisms in children may
contribute 1o a more marked gastritis (both antral and oxyntic)
than is seen in those with DU, without, however, leading to
atrophic changes that need a more prolonged period of infec-
tion to be established (4-6).

Therefore, our aim was to investigate whether /L] gene
cluster polymorphisms are associated with DU in children,
controlling for confounding factors. Because VacA high pro-
ducer . pylori strains are also cagA-positive and VacAfcagA-
positive strain is associated with DU in children in certain
populations, cagA was included in the logistic model as the
virulence H. pylori marker (6).

METHODS

This study was approved by the Ethics Commiuee of the Universidade
Federal de Minas Gerzis, Brazil, Tnformed consent to participate was cbtained
from children (whenever pussible) and their parents,

We studied 437 children {241 girls, mean age 4,37 * 3.82 years, range 118
years) who underwent endoscopy for investigation of upper abdominal pain,
Seventy-two (16.5%) M. pylori-posilive children bad DU, Among them, 32
were included in other studies (6,7),

All the included patients were from the same socioeconomic level with
similar cubtural habits, and all were natives of Minas Gerais state with the same
ethnic background: approximately 33% of Portuguese ancestry, 33% of Am-
crindian ancestry, and 33% of African ancestry (17).

The patients were considered to be I pylori positive if the culure was
positive or if they were positive by two of the following tesis: the preformed
urense test, curbolfuchsin stained smear examination, or Curea breath test.
The children were considered H, pylori negative if the results of all tests were
negative.

Atendoscopy, biopsy specimens were obtained from the anteal and oxyatic
gustric mucosa of all patients for microbiologic analyses.

Tissue samples for cuiture were maintained in sodium thinglycolate broth
{Difeo, Detroit, MI, USA) ar 4°C for & maximum of | b, ground separately in
a tissue homogenizer (Kontes, Vineland, NJ, USA), and plated onto Petr
dishes containing freshly Belo Horizonte medium (18), £ pvdori was identified
as previously deseribed (62). One antral fragment was ploced in a lube
containing Christensen's 2% urea agar and exaomined within 24 h of incubation
at 37°C for uren hydrolysis,

One antral biopsy specimen was immediaely rubbed en o glass slile and
subsequently heat-fixed and staned with 40% carbol fuchsin for the presence of
spiral-shaped bacteriu.

AL, pylori straing, as well as gastrie fragments from #. Pylori-positive
patients from whom the microorganism was not isolated, were evalusted for
the prasence of cagh and wreA.

The ""C-Urea breath test was performed according to our previous study
{19,

Tissue and bacterial culture DNA was extracted with the QlAamp DNA
mini kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) (20).

Genomic DNA from bacterial and tissue samples were PCR amplified for
cargA by the use of two s2is of synthetic oligonucleotides primers us deseribed

893

elsewhere by Kelly er ef, (21) and Peek er al. (22 The strains were considered
to be cagh posmive when at leest one of the reactions was positive. The
presence of f. pylor? DNA wis confinned by the detection of wred (23)

To analyze gene host polymorphisms, the DNA was cxtracied from one
antral gastric fragment.

The [LIB-31 TIC biallelic polymorphism was genotyped by PCR with
confronting two-pair primers {3d),

The PCR-RFLP (restriction [ragment tength polymorphism) method was
used for the JLIE-S1ICT bi-allelic polymorphism geaotyping (23),

ILIRN penta-allelic variuble number windem repenls was genoty ped accond-
ing 1o Mansfield er al. (25). The polymorphism was bosed on the pumber of
repets of an 88 bp, and the allzles were coded conventionally as follows: allele
I, 4 repeats (410 bp); allele 2, 2 repeats {210 hpy; allele 3, 5 repeats {300 bp);
allele 4, 3 repeats (325 bp), and allele 5, 6 repeats (395 bp). For the statistical
analysis, and because of the rarity of alleles 3, 4 and 5, this polymorphism way
treated ps bi-allelic by classifying the alleles in short {allele 2) and long (aileles
L. 3. 4 and 5} categories (13),

Statistical analysis, The data were analyzed with SPSS (SPSS hne., Chi-
cago, IL, USA) statistical software package version 1000,

Linkage disequilibrium between the loci was estimaled by using the pro-
gram GENEPOP (available from wbiomed.curtin. edu.aufcgi-binfgenepop.cai)
in the control group without DU.

Associntions belween H. pylori and cagA staus and gene polymorphisms
as well as cagA status and DU were evaluated by the two-tailed x* test with
Yate's correction or Fisher's exuct test, The level of significance was set al p
= 0.05.

Wariables such as sex, mean age, cagA status (negative or positive), and the
cytokine genotypes (JLIB-3IT/C, -57JCIT, and [LIRN WNTR) were evalualed
in the risk of DU in a logistic model. For this analysis, the presence of
proinflammatory polymorphic alleles was scored as [ {absence of allele 2). |
(presence of | allele 2) and 2 (presence of 2 alleles 2). The association of each
variable with peptic ulcer (dependent variable) was tesied in univariate anal-
yaig All the variables with a p value of .23 or less were included in the full
mode] of logistic regression. The OR and 93% CI were used as an estimate of
the risk. The Hosmer-Lemeshow goodness-ol-hit test was used to evaluate the
Mt of the mode] (26}

RESULTS

The characteristics of the children are shown in Table 1.
Two hundred and twenty-eight children were H. pylori nega-
tive and 208 were fL. pylovi positive. In the last group, e
cagh o status was positive in 61 (84.7%) children and 75
(54.7%) children with and without DU, respectively (p =<
0.001, OR = 4,58, 95% CI = 2.11-10.13),

To evaluate whether H. pylori status was associated with
cytokine polymorphisms, H. pylori-positive and -negative chil-
dren carrying or not carrying polymorphic alleles were com-
pared. No association was observed belween the groups (p =
0.87, OR = (.93, 95% CI = 0.55-1.57 for /LiB-3| and p =
0.12; OR = 072, 95% CI = 048-1.08 for [LIRN). No
association between cag A status and the presence or absence of
polymorphic genes was ohserved (p = 0.49, OR = .84, 95%
CI = 0.54-1.32 for /LIB-31 and p = 0.80; OR = 1.10, 95%
CI = 0.65-1.88 for ILIRN).

When we analyzed the linkage disequilibrium among differ-
ent loci, only the results of /L73-3]1 were included in the
logistic model because there was a strong association hetween

‘Table L. Characteristics of the children (n - 437)

Sge ly)
Patients n Girds/hoys M un Range
Fi. pylori-positive 00 L G2 9.4 1-1%
Duodenal uleer 72 18754 123 d-18
Gastritis 137 Bo/s 10,0 -7
F. pvlori-negative 238 134404 81 [=17

n, mumher.
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JLIB-51IT and ILIB-3IC in all groups (p < 107%. All the
alleles al the other loci were segregaled independently
(IL1B-31 and JLIRN, p = 0.46: JLIB-511 and fLIEN, p = O.11).

When the eymokine genotypes were analyzed as a dichoto-
mous variable, a trend toward higher frequency of ILIRN2/2 (p
= 0.09) was seen in patients with DU, but no difference was
ghserved in the frequency of JLIRN1/2, IL{B-31T/C and [LI5-
31C/C genotypes between patients with and without DU (Table
2).

Analysis according o haplotype frequencies showed a sta-
tistically significant association between FLIRN allele 2 and
DU (p = 0.04), but no other association was seen (Table 2).

When we analyzed the group of H. pylori-positive children
in dichotomous analysis, a trend toward higher frequency of
the JILIRN2/2 allele (p = (.08) and a statistically significant
higher frequency of the ILIRN1/2 allele {(p = 0.01) were seen
in patients with DU, but no difference was observed in the
frequency of [LIB-31 genotypes between patients with and
without the disease (Table 3).

Again, when the cytokine haplotype [requency was ana-
lyzed, the [LIRN allele 2 was significantly more frequent in
children with DU (p = 0.002) (Table 3).

After, we treated every cytokine genotype as variable having
three values cach, according to the amount ol inllammatory
alleles in logistic models. In the univariate analysis, DU was
also associated with increasing age. male sex, cagA-positive
status, and JLRN#2 allele, but not with JL/£-31 polymorphisms
(Table 4), All the included variables remained positively asso-
ciated with DU in the multivariate analysis (Table 4). The
Hosmer-Lemeshow test showed good it of the model (x? =
8§22, 8dl, p = 042, with 10 steps).

To assess the combined effect of inlection with cagh-
positive strain and the presence of the JLIRN*2 allele on the
development of DU, we compared the frequencies of these risk
factors in children with peptic ulcer disease and in those
without the disease. The patients were classilied as Tollows: U,
without the factors; 1, with one of the risk factors; and 2, with

Table 2. {LIB-31, ILIB-511 and ILIRN genotypic frequencies in children with (n = 72) and without (n = 365) ducdenal wicer

QUEIROZ ET AL

the two risk factors. Individuals carrying the /LRN*2 allele or
infeeted by @ cagA-positive strain had an increased risk for DU
with an OR of 542 (95% CI = 1.45-23.84), and individuals
who had the two high-risk factors had an OR of 19.20 {95% CI
= 4.48-95.03).

DISCUSSION

H. pvlosi infection is mainly acquired in chifdhood. very
early in certain developing countrigs. Although most infected
children remain asymptomatic without complications, DU will
develop in a few (0,27,28). Possible explanations for these
facts include the characteristics of the colonizing H. pvlori
strains, the genotype of the host, exposure o environmental
cofactors, or interactions among lwo or more of these factors.

Among the putative bacterial factors, cagd, which is part of
the cag-PAIL is now accepted as a risk factor for the develop-
ment of DU in both adults and children (6,27,29), Products of
the genes of the cag-PAI are associated with increased pro-
duction of cytokines such as IL-13, tumor necrosis factor-c,
and IL-8 that cause more marked gastric inllammation (9), The
results of this study demonstrated that infection with cagh-
pesitive H. pylori strains is independently associated with
duodenal peptic ulcer in children, with an OR of 4.1, The
cagA-positive strains are frequently cylotoxin producers (16).
We have previously demonstrated the presence of anlibodies to
cytotoxin more often in children with DU (90.5%) than in
those without DU {44.4%), showing that VacA is expressed in
vive in the majority of children with DU (8). In addition to the
properties of WacA linked to damage of the gastric mucosa by
multiple mechanisms, the toxin emerges as a polent hnmuno-
madulatory protéin with proinflammatory activities and immu-
nosuppressive effects that would be very useful to promote
persistent bacterial mucosal colonization (11).

Together with the virulent bacterial strains, the adwverse
outcome of H. pylori infection also depends strongly on the
host response. Because 11-18 induces the transcription of other
proinflammatory cytokines initiating and amplifying the im-

Control Duodenal uleer

Genotype n (%) n (%) OR 5% CI P
TLiB-31

T 117 (32.0) 26 (36.1) 1.0 - -

CT 185 (30.7) 33 (438} 0.80 0.t —1.46 .53

cic 63 (17.3) 13 (18,1} 0.93 0.42-2.04 .98

Allele T 419 (57.4) 85 (50.0) 1o

Allele C 311 142.0) 59 (d10y (1,94 0.60=17237 .79
fLig-511

CiC 126 (34.5) 27 (37.5) 1.0 - -

CiT 184 (50.4} 33 (45.8) 084 046152 nal

T 55(15.1 12¢16.7) 1.02 0.45-228 OBE

Allele C 436 (59.7} 87 (60.4) 1.0 - -

Allele T 294 (40.3) 57 (39.6) 0.8y 0.66-1.92 0.95
ILIRN

171 229 (627} 37514y 1.0 - -

172 111 (304} 26 (36.1) 145 G.a1-2.60 023

kil 15 (6.8) 04 {12.5) 271 [1.89-5.50 0o

Allele 10 569 (77.9} 100 (69.4) Io - -

Allele 2+ 161 (22.1) 44 (30.6) 1.56 [.03-2.35 ()

n. number; OR, odds-ratio: Cl confidence interval: *, all the long alleles: **, the short allele.
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Table 3. (LIB-31, ILIB-5311 and ILIRN genotvpic frequencies in H. pylori-positive chilldren sith (n = 72) and withow {n = J37)
cielenad wleer (DU
Withow DU With DU
Genatype n (%) n (5u) . R o G5t Ol n
LIR30
T 41 {306) 16 (36.1) 1.0 - -
T 69 {50.4) 13 (43.8) 0.77 0.39-1,54 .53
CiIC 26(19.) 1301813 0.81 037199 0.76
Allele T 153 {55.8) 85 (590} 1.0 — —
Allele C 121 (44.2) 39¢(41.00 0.88 0.57-1.35 060
ILfg-511
e 47 (34.3) 27(3.5) 1.0 = =
o 6B {49.6) 33 (45.8) .84 0.43-1.66 071
T 22(14.1) 12(16.7) 0.05 0.37-2.40 0.92
Allele C 162 (59,13 47 (60.4) 095 0.61-1.46 .48
Allele T 112 (404 571(39.6) 1.0 - -
ILIRN
Wi 994(72.3) 37(51.4) 10 - -
/2 29(21.2) 26 (36.1) 240 1.19-4 84 [tX}}]
2 09 (6.6) 09(12.5) 268 0.89-8.07 0.08
Allele 1* 227 (82.8) 100 (69.4) 1o
Allele 24 47172} 44 (30.6) 2,13 1.20-3.51 0002

. numher; OR. odds-ratio: Cl, conlidence intervals; *, all the long alleles; **, the short aflele.

Table 4. Variables axsociated with duodenal wlcer in H.
pylovi-positive children®

Univariate
analysis Multivariate analysis

Covarile p value OR 955 C1 p value
Male gender <0001 517 2461088 =0.001
Incrensing age =20.001 1.17 1.0d—~1.31 0.009
FLRN*2 allele 0.0 251 1.43-4.41 0.001
CagA+ status <<(0,001 4,12 1.72-9.87 0.002
TLIB-31*C (.45 - - -

#72 with and 137 without ducdenal uleer: OR, odds-ratio; CI confidence
Inervals.

mune rtesponse, polymorphisms on the /L1 cluster that may
affect cytokine transcription are natural host risk candidates.
The genes encoding lor IL-1 cytokines are clustered on chro-
mosomes 2q12-22 and are polymorphic at several loci (30}, A
bi-aflelic polymorphism at positions -31 and -511 of /LB has
been described with the allele C and T, respectively, represent-
ing IL-1f high secretory phenotypes (31). Similarly, it has
been shown that the polymorphic JLEN allele 2 enhances IL-15
production, although the mechanism of this association is
unknown (15,31,32).

In the present study, we demonstrated that /LI EN heterozy-
pote and polymorphic homozygote were associated with an
increased and independent risk of the development of DU in
children, whereas fL/B polymorphic genes were not associated
with the disease. This result may be explained by the fact that
[LIRN allele 2 enhances the production of IL-18 to a much
greater extent than do the [L/B promoter region polymor-
phisms, as demonstrated by different authors in mononuclear
cell culture and in the gastric mucosa of . pylor-infected
patients (15,31,32). Thus, high IL- 12 production may contrib-
ute to an increased antral inflammation that may lead to a
decreased somalostatin antral concentration and an increased
gastrin releasing that may elicit, in a healthy corpus mucosa,

the high gastric acid oulput necessary lo the development of
DU (33-35).

The results of this study are dilferent from those in the adull
population. Furuta et al. {36) observed thal carriage ol [LIRN
allele 2 significantly protected Japanese individuals against
DU, and Garcia-Gonzales et al. (37) and Zambom ef al. (38)
did not show associations between single /L-!/ polymorphic
genes and DU in Caucasian adults. These resulls allow impor-
tant conclusions (o be made. First, there is o significant differ-
ence in the distribution of varicus cylokine genotypes in
different regions and cthnic groups, which may partially cx-
plain the discrepancies observed when our results were com-
pared with those from other populations. We have already
demonstrated that in our population the distribution of the
inflarnmatory alleles at the JLf loci was intermediate belween
the Asians and Caucasians (39). The second point that deserves
emphasis is that dilferences exist between adults and childien
with DU.

In the contexl of H. pylori infecton, the gastric inflammatien
seems (o be downmodulated in infected children in comparison
with adults (40). This may explain, at least in part, why the
infection is mainly acquired in childhood. However, more
marked inflammation seems to be essential to the development
of DU in children, there being necessary additional proinfiam-
matory factors to overcome the natural low inflammatory
response to H. pylori in children. Thus, an interplay between
infection with & pylori virulent strains that elicit a high host
inflammation and 2 host who i able to have o more marked
inflammalory response seems Lo be necessary for development
of the disease. In other words, children who harbor fLIRN
polymarphic genes associated with high IL-173 production,
when they are colonized by VacAlcagA-positive virulent
strains that are high eytotoxin producers and have inllamma-
tory properties, are under increased risk for the development of
DU, In fact, the risk for the development of DU was enhanced
substantially (OR = 19.20) when carviers of the allele 2 of
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(L] RN were infected with a cagA-positive strain, showing that
hoth host genetic constitution and . pylorf virulence markers
should be taken into account in defining disease risk.

Otherwise, increased risk to DU depends on an imbalance
among factors that were not evaluated in this study, such as
those associated with high acid output, among them an in-
creased parietal cell mass (35). Thus, factors associated with
increased inflammation, as is the case with virulence bacterial
markers and host /LEN polymorphisms, in conjunction with
host factors associated with the capacity to secrete large
amounts of acid that may neutralize the gastric acid inhibitory
activity of IL-1f, may work together, predisposing to the
genesis of ulcers.

In conclusion, this study provides evidence supporting an
independent role of virulence marker of A. pylori strains and
JLIRN polymorphisms in the genesis of DU in children. The
combined association of these Tactors significantly increases
the risk of the disease in this age group. Further studies are
necessary to identify additional host and bacterial factors as
well as environmental influences on the bacteria-host interac-
tions that predispose to DU in childhood.
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