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RESUMO

DNA de Helicobacter tem sido observado no figado de pacientes com cirrose e
hepatocarcinoma e uma possivel participagcdo como fator de risco tem sido aventada. Na
maioria dos trabalhos foram avaliados pacientes com hepatite viral € ndo ha estudos incluindo
pacientes com hepatopatias de outras etiologias como alcool e hepatite auto-imune. No periodo
entre margo de 2000 e dezembro de 2004, foram estudados, prospectivamente, 125 pacientes
(65 do sexo masculino; média de idade de 52,4 + 15,7 anos; faixa etaria de 18 a 93 anos) com
doencas hepaticas primarias ou metastaticas submetidos a bidpsia hepatica para
esclarecimento diagnéstico. Fragmentos hepaticos foram obtidos por via transparietal ou
laparoscopica. A pesquisa de Helicobacter no fragmento hepatico foi feita por cultura e PCR-
aninhada, empregando iniciadores especificos para o gene que codifica 0 RNAr 16S e para o
gene ureA. A investigacdo da infecgdo gastrica pelo Helicobacter pylori foi feita por teste
respiratério com uréia marcada com °C e pela pesquisa de anticorpos anti-H. pylori pelo
método de ELISA. Com base em estudos sorolégicos, associando a infecgédo cronica pelo virus
da hepatite B com taxas mais elevadas de infecgdo gastrica pelo H. pylori, marcadores da
infeccao pelo VHB, também, foram investigados nas amostras de soro de todos os pacientes
incluidos no estudo. Amostras de Helicobacter foram isoladas, pela primeira vez, do figado
humano em trés pacientes e, foram identificadas em espécie por microscopia eletronica,
imunohistoquimica, testes bioquimicos e sequenciamento do gene que codifica 0 RNAr 16S.
DNA de Helicobacter foi detectado em 51 (40,8%) fragmentos hepaticos. O sequenciamento de
todos os amplicons mostrou homologia com H. pylori igual ou superior a 99%. Em analise
multivariada, a presenga da bactéria no figado associou-se, de maneira inédita, positivamente
a pancreatopatias (especialmente neoplasia), bem como a infec¢do passada ou atual pelo
VHB, mas ndo com hepatopatia alcodlica. Ainda, a presenga de DNA de Helicobacter no figado
associou-se a infec¢ao gastrica pelo H. pylori, achado que fortalece a hipétese de colonizagéo

hepatica por bactérias oriundas do estébmago. Por outro lado, ndo foi verificada associagéo



entre presenga do microrganismo no figado e alteragdes histopatolégicas hepaticas, mas foi
demonstrada, pela primeira vez, associagéo entre lesdo necroinflamatéria do figado e infecgéo
gastrica pela bactéria. Em conjunto, esses achados sugerem que o figado pode ser colonizado
pelo H. pylori, confirmam resultados anteriores (retrospectivos) e demonstram associagdes com
outras doencgas. Entretanto, se a presenga do microrganismo no figado €& primaria ou
secundaria ou se contribui para um desfecho desfavoravel das doengas hepaticas, séo fatos

que necessitam ainda ser esclarecidos.



ABSTRACT

Helicobacter DNA has been detected in the liver of patients with cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. These findings indicate a possible causal role of these bacteria in the development
of chronic liver diseases. However, in the majority of these studies, only patients infected with
hepatitis B or C virus have been evaluated. We investigated prospectively the presence of
Helicobacter species in the liver of patients with hepatic diseases of different etiologies as
alcohol and auto-immune hepatitis. From March, 2000 to December, 2004, we enrolled 125
consecutive patients (65 males; mean age of 52.4 + 15.7 years; range 18 to 93 years) with
primary or secondary hepatic diseases. Liver tissue specimens were obtained by laparoscopical
or percutaneous biopsy. Helicobacter was investigated in the liver tissue samples by culture and
nested-PCR, using specific primers for ureA and gene that codes for the 16S rRNA. H. pylori
status was determined by 3C urea breath test and serology. On the basis of the sorological
studies associating chronic B virus hepatitis (HBV) and high prevalence of H. pylori gastric
infection, HBV markers had also been investigated in the serum samples of all patients. For the
first time, Helicobacter strains were isolated from the human liver of three patients and were
identified in species by ultra microscopy, immunohistochemistry, biochemical tests and
sequencing analysis of amplified PCR products of the gene that codes for the 16S rRNA.
Helicobacter DNA was detected in 51 (40.8%) liver tissue specimens. All 16S rDNA amplicons
were sequenced and the sequences were more than 99.0% similar to that of H pylori. In
multivariate analysis, the presence of the bacterium in the liver was associated with pancreatic
diseases (especially pancreatic tumors) and with last or current HBV infection, but was not with
alcoholic hepatopathy. The presence of Helicobacter DNA in the liver was associated with H.
pylori gastric infection, which strongly suggests that the liver is colonized by bacteria arising
from the stomach. The presence of the microorganism in the liver was not associated with the
presence of hepatic lesions at histology. However, the gastric infection with the bacterium

associated with hepatic necroinflammatory lesions. Therefore, these findings suggest that the



liver may be colonized by the H. pylori, confirm previous retrospective results and demonstrate
associations with other diseases. However, if the presence of the microorganism in the liver is

primary or secondary or contributes to the hepatic damage, it will deserve further studies.



1.0. INTRODUCAO

Ha mais de cem anos, pelas descri¢cdes feitas por RAPPIN em 1881 e
BIZZOZZERO em 1892, tem-se conhecimento da presenca de bactérias com
forma espiralada na mucosa gastrica de animais. A primeira mengao da
presenga desses microrganismos em seres humanos foi feita no ano de 1906
por KRIENITZ, ao estudar o estbmago de pacientes com céncer gastrico
(KRIENITZ, 1906). Em 1915, ROSENOW & SANFORD relataram o mesmo tipo
de achado em estbmagos de pacientes com ulcera duodenal e gastrica
(ROSENOW & SANFORD, 1915). Entretanto, os microrganismos eram
considerados meros oportunistas oriundos da cavidade oral, ndo sendo
responsabilizados pelas lesbes observadas no estdbmago dos pacientes
(BUCKLEY & O’'MORAIN, 1998).

No final do século passado, mais precisamente em 1982, dois
pesquisadores australianos ao empregarem técnicas de cultivo apropriadas
para o isolamento de bactérias do género Campylobacter, conseguiram isolar
um microrganismo espiralado da mucosa gastrica de pacientes com gastrite
cronica e ulcera péptica (WARREN, 1983; MARSHALL, 1983). A bactéria,
inicialmente classificada como pertencente ao género Campylobacter foi
incluida em 1989 no recém criado género Helicobacter, com base em

caracteristicas ultra-estruturais, bioquimicas e genotipicas, especialmente no



que se refere ao conteudo do gene que codifica 0 RNA ribossémico 16S (RNAr
16S), tendo sido denominada H. pylori (GOODWIN et al., 1989).

Nos ultimos 20 anos, o género Helicobacter expandiu rapidamente e
engloba atualmente 26 espécies descritas segundo as normas internacionais
de nomenclatura além de outras espécies que aguardam validagao formal
(FOX et al., 2002a). As bactérias do género sado curvas, fusiformes ou
espiraladas, medindo em torno de 0,5 a 8,0um de comprimento e 0,2 a 0,5um
de largura, Gram-negativas, microaerdfilas, ndo esporuladas e méveis devido a
presenga de um numero variavel de flagelos uni ou bipolares, em geral

embainhados (TAYLOR, 1992).

O género Helicobacter € dividido em dois grandes grupos. Um formado
por bactérias que colonizam o estdbmago e o outro por espécies que colonizam
o intestino. Dentre as espécies que colonizam a mucosa gastrica, o H.pylori é
reconhecido como o principal agente etioldgico da gastrite em seres humanos e
um fator essencial na patogénese da ulcera péptica desempenhando, também,
papel fundamental na cadeia de eventos que culminam com o desenvolvimento
do carcinoma gastrico e do linfoma gastrico do tipo MALT (tecido linfoide
associado a mucosa) (GRAHAM et al., 1989; WOTHERSPOON et al., 1991;
COVER & BLASER, 1995). Aproximadamente 50,0% da populagdo mundial
encontram-se infectados pelo H. pylori, 0 que torna o microrganismo um dos
patbgenos humanos mais comuns; entretanto, somente uma pequena
proporgdo dos individuos infectados desenvolve as doengas mais graves

citadas acima (TAYLOR & BLASER, 1992).

Apenas o homem e, provavelmente, alguns primatas s&o naturalmente



colonizados pelo H. pylori (DUBOIS et al., 1991; MEGRAUD et al., 1993). No
homem, o microrganismo é encontrado na mucosa do estbmago e em areas de
metaplasia gastrica no duodeno, na vigéncia de ulcera péptica duodenal. No
estdbmago, o H. pylori pode ser isolado do corpo, fundo e antro gastricos e
nessa ultima localizacdo observa-se maior densidade bacteriana (TAYLOR et
al., 1987; QUEIROZ et al., 1988). Ha também relatos da presenca do
microrganismo na placa dentaria, saliva e fezes de seres humanos

(WESTBLON et al., 1993; NGUYEN et al., 1993).

O isolamento do H. pylori e o reconhecimento da morbidade associada a
infeccdo pela bactéria em seres humanos estimularam estudos que
propiciaram a descoberta de outras bactérias espiraladas, nao apenas
gastricas como também espécies que colonizam o intestino de diversos
animais. Na ultima década, a grande maioria das novas espécies descritas foi
isolada do intestino; algumas delas foram também encontradas no figado e vias
biliares (SOLNICK & SCHAUER, 2001). Varios pesquisadores acreditam que
muitas espécies novas de Helicobacter deverao ser isoladas desses sitios nos
proximos anos gragas aos conhecimentos acumulados sobre o género e ao

aprimoramento das técnicas de cultivo.

Algumas espécies, como H. cinaedi e H. fennelliae, identificadas no trato
gastrintestinal baixo de animais e seres humanos, foram vistas estar
associadas a diarréia e bacteremia. Outras espécies identificadas no intestino
de seres humanos com diarréia foram também isoladas de animais sadios ou

doentes, como céaes (H. rappini, H. canis) e frangos (H. pullorum), o que reforga



o potencial zoondtico desse grupo de microrganismos (ROMERO et al., 1988;

STANLEY et al., 1993; STANLEY et al., 1994).

1.1. Helicobacter spp. no figado e nas vias biliares de animais

Em 1992, o H. hepaticus, que habitualmente coloniza o ceco e o cdélon
de camundongos, foi isolado do figado de determinadas linhagens com
hepatite necrotizante multifocal (FOX et al., 1994). A presengca do
microrganismo, em camundongos da ragca A/JCr, foi associada a hepatite
cronica em atividade e hepatocarcinoma (WARD et al., 1994a; WARD et al.,
1994b). As lesbes hepaticas associadas a infecgdo pela bactéria sao
caracterizadas por hepatomegalia, inflamagéo crénica, aumento do numero de
células ovais, células de Kupffer e células de Ito, além de proliferacdo de
ductos biliares. Recentemente, foi observado que animais imunodeficientes
(SCID/NCr), natural e experimentalmente infectados pelo H. hepaticus,

desenvolviam hepatite e pancolite (LI et al., 1998).

Varios pesquisadores identificaram outras espécies de Helicobacter no
intestino, figado e vias biliares de animais. H. rappini, isolado de fetos ovinos
abortados, possui a capacidade de atravessar a barreira placentaria de ovelhas
prenhas e induzir aborto, além de causar hepatite necrotizante aguda nos fetos
abortados (KIRKBRIDE et al., 1985; BRYNER et al., 1987). H. pullorum foi
encontrado no intestino e figado de galinhas com hepatite (STANLEY et al.,

1994). O H. bilis, a semelhanga do H. hepaticus, tem sido identificado no



intestino, no figado e na bile de camundongos com hepatite cronica (FOX et al.,
1995). Outras espécies como H. canis e o H. cholecystus foram isoladas do
figado de um cao com hepatite necrotizante e da vesicula biliar de hamsters

com colangiofibrose e pancreatite (FRANKLIN et al., 1996), respectivamente.

H. cinaedi, associado com diarréia e proctite em seres humanos, foi
isolado por FOX et al. (2001) do colon, do figado e de linfonodos mesentéricos
de primatas com diarréia crénica. Ao exame histopatolégico dos fragmentos
hepaticos foram verificadas hiperplasia e hipertrofia de ductos biliares, além de
inflamacéao e fibrose periportal. Em 2002, o mesmo grupo de pesquisadores
identificou o H. marmotae em amostra de figado de Marmota monax com

hepatocarcinoma e em fezes de gatos (FOX et al., 2002b).

Com base nos achados acima descritos tem sido sugerido que bactérias
do género Helicobacter poderiam estar envolvidas na patogénese de doencgas

do intestino, figado e vias biliares tanto de animais quanto de seres humanos.

1.2. Associacgéo entre infeccao pelo H. pylori e doencas hepatobiliares em

seres humanos, avaliada por métodos soroldgicos

Como a doencga ulcerosa péptica é relativamente mais frequente nos
pacientes com cirrose hepatica e a principal causa de ulcera gastroduodenal &
a infeccao pelo H. pylori, a possibilidade de associagao entre infeccdo pela
bactéria e doengas do figado tem sido considerada (VERGARA et al., 2002).

Varios estudos tém avaliado essa associagao.



Prevaléncia elevada da infeccdo pelo H. pylori em pacientes com
doencas crénicas do figado tem sido descrita, por varios autores. SIRINGO et
al. (1997), na ltalia, observaram a presenga de anticorpos anti-H. pylori mais
frequentemente em pacientes com cirrose hepatica (76,0%) que em doadores
de sangue (42,0%). Em estudos subsequentes, os autores observaram que o
aumento da prevaléncia ocorria, principalmente, nos pacientes com
hepatopatias cronicas associadas a infec¢ao pelo VHB (virus da hepatite B)
(FAN et al., 1998; PONZETTO et al., 2000a) e VHC (virus da hepatite C)

(PELLICANO et al., 2000; PONZETTO et al., 2003).

Resultados semelhantes foram observados por FAN et al. (1998), na
China, onde a infecgao foi vista ser mais freqliente em pacientes com hepatite
cronica pelo VHB (55/96; 57,3%) que em individuos saudaveis (44/104; 42,3%).
Os autores, ainda, demonstraram que a infecgcdo era mais prevalente nos
pacientes com sinais de replicagao viral. PONZETTO et al. (2000a), na Italia,
também demonstraram a presenga mais frequente de anticorpos anti-H. pylori

em pacientes infectados pelo VHB que em doadores de sangue.

Ainda na Italia, em um estudo caso-controle, PELLICANO et al. (2000)
verificaram maior prevaléncia da infeccao pelo H. pylori em pacientes com
cirrose associada ao VHC (89,0%) que em pacientes internados com outras
comorbidades (59,0%). Posteriormente, os mesmos autores confirmaram os
achados em pacientes com hepatite cronica e cirrose hepatica pelo VHC

quando comparados a doadores de sangue.

Em um estudo conduzido pelo nosso grupo em colaboracdo com

pesquisadores da Argentina, a prevaléncia da infeccao pelo H. pylori foi



investigada em uma coorte de 106 pacientes argentinos com hepatite C
cronica. Em analise multivariada, as variaveis idade e infeccdo pelo H. pylori
foram significativa e independentemente associadas a cirrose (QUEIROZ et al.,

2006).

LEONE et al. (2003), em Turim, na lItalia, avaliaram a prevaléncia da
infeccao pelo H. pylori em pacientes com cirrose e CHC (carcinoma
hepatocelular) associados ao VHC e 46 pacientes atendidos no Servigco de
Urgéncia do Hospital. A infeccdo foi significativamente mais freqiente nos

pacientes com CHC (OR: 3,02; IC 95%: 1,12-8,34; p<0,05).

Diferentemente dos resultados citados anteriormente, WU et al. (1995),
na China, RUDI et al. (1997) na Alemanha, ZULLO et al. (1999), na Italia bem
como CALVET et al. (1997), na Espanha, pela pesquisa de anticorpos anti-H.
pylori, ndo observaram diferencas na prevaléncia da infecgao entre pacientes

cirroticos e individuos saudaveis.

DURAZZO et al. 2002 e 2004, na ltalia, nao verificaram diferengca na
prevaléncia da infeccdo pelo H. pylori quando compararam pacientes com
hepatopatia crénica associada a hepatite auto-imune ou com cirrose biliar

primaria e doadores de sangue.

Essas diferencas entre os estudos podem ser explicadas, em parte, por
diferencas geograficas e clinicas dos individuos estudados ou, ainda, pelo
desenho dos estudos. Na TAB. 1 encontram-se os estudos, que investigaram
por métodos soroldgicos associagado entre a infecgdo pelo H. pylori e doengas

hepatobiliares em seres humanos.



TABELA 1
Prevaléncia da infeccdo pelo H. pylori em pacientes com doencas hepatobiliares cronicas,
avaliada por método sorolégico

Autores Hepatopatia Infecgao pelo H. pylori p
pacientes (%) controles (%)
Wu et al., 1995 C (VHB, VHC, VHB e VHD) 82/120 (68,0) 36/60 (60,0)*
. 0,35

China
Siringo et al., 1997 C (M) 116/153 (76,0) 422/1010(42,0)?
Italia 0,05
Fan et al., 1998 HC (VHB) 55/96 (57,0) 44/104 (42,0)?
China 0,05
Ponzetto et al., C (VHB) 40/45 (89,0) 183/310 (59,0)?
2000a
Italia 0,05
Pellicano et al., 2000 C (VHC) 226/254 (89,0) 275/463 (59,0)°
Italia 0,05
Durazzo et al., 2002 HC (HAI) 20/31 (64,0) 33/62 (53,0)%

- 0,41
Italia
Ponzetto et al., 2003 HC (VHC) 96/135 (71,0) 291/619 (47,0)2

ali 35/44 (79,0
Italia C (VHC) (79,0) 0,05
Leone et al., 2003 CHC e C (VHC) 36/46 (78,0) 25/46 (54,0)°
Italia 0,05
Durazzo et al., 2004 HC (CBP) 78/149 (52,0) 291/619 (47,0)2

. 0,1
Italia
Queiroz et al., 2006 C (VHC) 34/47 (72,0) 28/59 (47,0)°¢
Argentina 0,05

C, cirrose; CBP, cirrose biliar primaria; CHC, carcinoma hepatocelular; HAI, hepatite auto-imune; HC, hepatite
cronica; M, multifatorial [VHB (11,0%); VHC (23,0%); VHB e VHC (31,0%); alcool; criptogenética; CBP; alcool e
virus B ou C (18,3%)]; VHB, virus da hepatite B; VHC, virus da hepatite C; VHD, virus da hepatite D;
®saudaveis; bpacientes internados sem hepatopatia; hepatite cronica (VHC).



1.3. Presenca de Helicobacter spp. nas vias biliares de seres humanos

1.3.1. Doencas da vesicula biliar

LIN et al. (1995) detectaram por PCR, o gene ureA de H. pylori em trés
de sete amostras de bile de pacientes com doencas hepatobiliares. A presenca
de bactérias espiraladas, coradas por imunohistoquimica com anticorpos
especificos para o H. pylori, foi demonstrada por KAWAGUCHI et al. (1996) em
cortes histolégicos de vesicula biliar retirada de uma paciente com colecistite
cronica. FOX et al. (1998a) demonstraram a presenga de DNA de H. bilis,
“Flexispira rappini” e H. pullorum em amostras de bile e de vesicula biliar.
Essas espécies de Helicobacter sao resistentes aos acidos biliares, assim
como o H. hepaticus, H. canis e H. cholecystus que foram isolados do trato
biliar de animais (SCHAUER et al., 1993; FOX et al., 1996; FRANKLIN et al.,

1996).

Seguiram-se a esses, outros trabalhos na mesma linha de pesquisa
identificando DNA na bile e/ou em fragmentos de vesicula biliar e figado de
pacientes com doencgas hepatobiliares (ROE et al., 1999; MYUNG et al., 2000;
MONSTEIN et al., 2002; HARADA et al., 2001; BULAJIC et al., 2002; CHEN et

al., 2003).

No Brasil, 0 nosso grupo, também investigou a presenca de espécies de



Helicobacter, por cultura e PCR-aninhada, na vesicula biliar e bile de 46
pacientes com e 18 sem colelitiase. O grupo controle era constituido por
doadores de figado e pacientes que se submeteram a colecistectomia como
parte do tratamento cirurgico para obesidade moérbida. DNA de Helicobacter foi
detectado em fragmentos da vesicula biliar e bile de 31,3% e 42,9% dos
pacientes, respectivamente, tendo sido observada associagao entre colecistite
e a presenga de DNA de Helicobacter na vesicula biliar. Todos os produtos
amplificados foram identificados por sequenciamento como H. pylori (SILVA et
al., 2003). Entretanto, diferentemente dos resultados citados acima, RUDI et al.
(1999), na Alemanha e FALLONE et al. (2003), no Canada nao identificaram
DNA de Helicobacter spp. na bile de pacientes com doencas das vias biliares.
Ainda, MENDEZ SANCHEZ et al. (2001), no México, detectaram a presenca de
DNA de Helicobacter spp. em apenas um (1,0%) de 95 fragmentos de epitélio

biliar de pacientes com colelitiase.

1.3.2. Doencas colestaticas crénicas

Cirrose biliar primaria (CBP) e colangite esclerosante primaria (CEP) sao
doengas colestaticas crénicas de origem desconhecida. Entre os varios
possiveis agentes etiolégicos que tém sido investigados encontram-se
espécies de Helicobacter. FOX et al. (1998b), empregando PCR e hibridacéo,
detectaram a presenga de material genémico de Helicobacter spp. no figado de

cinco pacientes com CEP. Os produtos clonados e sequénciados foram



identificados como H. rodentium, Flexispira rappini € H. pullorum. De forma
semelhante, NILSSON et al. (2000) verificaram maior prevaléncia de DNA de
Helicobacter em fragmentos de bidpsia hepatica de pacientes com CEP (9 de
12) e com CBP (11 de 12) que em controles (1 de 20). A maioria das espécies
foi identificada por sequenciamento como H. pylori. Resultado diferente foi
observado por TANAKA et al. (1999), nos EUA, que detectaram DNA da
bactéria em somente uma (3,0%) de 29 amostras de figado de pacientes com

CBP.

1.3.3. Tumores malignos das vias biliares

A etiologia dos tumores que se originam no trato biliar também néo é
completamente esclarecida. Nos trabalhos citados anteriormente, o material
gendbmico de bactérias do género Helicobacter foi identificado no figado, vias
biliares e bile de pacientes com litiase da via biliar ou doengas colestaticas
crbénicas. Os estudos que serdo descritos adiante enfocam a associagao entre
Helicobacter spp. e carcinoma do trato biliar. NILSSON et al. (2001), na Suécia,
amplificaram DNA de bactérias do género Helicobacter em fragmentos de
figado de dez (71,0%) pacientes com colangiocarcinoma (n=14). BULAJIC et
al. (2002), empregando o teste de urease e PCR especifica, identificaram a
presenca de H. pylori na bile de 12 (80,0%) pacientes com carcinoma de vias
biliares. FUKUDA et al. (2002), no Japao, também detectaram DNA de

Helicobacter spp. em dez (52,6%) pacientes com neoplasia das vias biliares.



MATSUKURA et al. (2002) identificaram material genémico do H. bilis, por
PCR, na bile de 13 (87,0%) japoneses e 11 (79,0%) tailandeses com cancer do
trato biliar. De forma semelhante aos trabalhos descritos anteriormente, foi
verificada associacao significativa entre neoplasia do trato biliar e presenca do
microrganismo na bile dos pacientes japoneses e tailandeses. MURATA et al.
(2004) também identificaram DNA de H. bilis por PCR aninhada com
iniciadores especificos para o gene que codifica o RNAr 16S em trés (27,2%)
de 11 pacientes com tumores da vesicula biliar e em um (33,3%) de trés

pacientes com colangiocarcinoma.

1.4. Presenca de Helicobacter spp. no figado de seres humanos

O nosso grupo isolou, pela primeira vez, uma amostra de H. pylori do
figado de uma paciente com cirrose associada a Doenga de Wilson (QUEIROZ
et al., 2001) confirmando a hip6tese de que o microrganismo pode se manter
viavel no figado. As col6nias da bactéria foram identificadas no meio de cultura
apos dez dias de incubacdo sob condicdes de microaerofiia & 37°C. O
sequenciamento do gene que codifica o RNAr 16S demonstrou homologia

superior a 99,0% com H. pylori.



1.4.1. Hepatocarcinoma

O carcinoma hepatocelular (CHC) é o tumor primario maligno do figado
mais frequente no homem. Estima-se que cerca de 1.250.000 casos novos sao
diagnosticados ao ano, em todo mundo. A sobrevida, ao fim de cinco anos,
situa-se abaixo de 5,0%; 70,0 a 80,0% dos pacientes falecem em média aos
quatro a seis meses a partir do diagndstico (LIOVET & BRUIX, 1999). A
incidéncia do hepatocarcinoma varia de acordo com a localizagdo geografica,
entre grupos étnicos e em regides de um mesmo pais. As diferengas na
distribuicdo geografica, no sexo e faixa etaria s&o atribuidas a variagbes na
exposig¢ao ao virus da hepatite B e C, assim como a outros fatores ambientais.
Varios fatores de risco potenciais para o desenvolvimento do CHC ja foram
identificados como infecgbes crbnicas pelos virus citados acima, toxinas
ambientais (aflatoxinas, microcystins-hepatotoxina produzida por algas),
hemocromatose hereditaria, etilismo e cirrose de qualquer etiologia (UENO et
al., 1996; SHERLOCK & DOOLEY, 2002). Por outro lado, em alguns pacientes
com CHC néo s&o identificados fatores de risco conhecidos. Recentemente, a
participacao de bactérias no desenvolvimento de tumores tem sido aventada. A
infeccdo pelo H. pylori, como descrito anteriormente, €& considerada
carcinogénica do tipo | e esta associada ao carcinoma gastrico distal e ao
linfoma gastrico do tipo MALT. Com base nesses achados, espécies de
Helicobacter tém sido consideradas potencialmente como fator de risco na

génese do CHC.



AVENAUD et al. (2000) pesquisaram a presenga de bactérias do género
Helicobacter em fragmentos de figado de oito pacientes franceses com CHC,
por cultura e PCR. DNA de Helicobacter spp. foi demonstrado em todas as

amostras de CHC e em somente um caso do grupo controle (12,5%).

De forma semelhante, NILSSON et al. (2001) verificaram a presencga de
DNA de bactérias do género Helicobacter em fragmentos de figado de 12
(75,0%) pacientes com CHC (n=16). A maioria dessas espécies foi identificada
por sequenciamento como H. pylori. DNA de Helicobacter spp. nao foi
detectado nas amostras de figado de pacientes com metastases hepaticas de

tumor colorretal.

Na Holanda, VERHOEF et al. (2003) pesquisaram a associagao entre a
presenca de Helicobacter spp. no figado de pacientes com CHC sem cirrose
(n=20) e em amostras de pacientes com neoplasia colénica metastatica (n=31).
A presenca de DNA de Helicobacter, avaliada por PCR-aninhada, estava
presente em nove (45,0%) amostras de pacientes com CHC e em trés (9,7%)
do grupo sem hepatocarcinoma. A pesquisa do microrganismo foi positiva no
estébmago de trés (33,0%) pacientes com CHC nos quais a pesquisa havia sido
positiva no figado. A analise das sequiéncias do gene que codifica o RNAr 16S
das amostras gastricas e hepaticas demonstrou semelhanga entre as

amostras, sugerindo que o figado é colonizado por amostras gastricas.



1.4.2. Tumores do figado e hepatopatia crénica associados ao VHB

A infecgdo pelo virus da hepatite B (VHB) € um problema de saude
publica mundial, pois se estima que haja entre 300 e 350 milhdes de
portadores de VHB no mundo. Dos portadores crénicos em geral, mais de
250.000 morrem por ano em consequéncia de doenca hepatica associada a
infeccdo pelo VHB. E possivel que mais de dois bilhdes de pessoas tenham
sido ou ainda estejam infectadas pelo VHB e que cerca de 5,0% da populagéo
mundial seja portadora crénica do virus (SILVA, 2003). Dos adultos portadores
do VHB, 15,0% a 20,0% desenvolvem cirrose dentro de cinco anos. Individuos
infectados cronicamente pelo VHB possuem um risco aumentado para o
desenvolvimento de CHC (LOK et al., 2001).

Entretanto, alguns fatores que poderiam modificar o curso da infecgao
pelo VHB e determinar o aparecimento de doenga crénica do figado, como a
presenca de bactérias do género Helicobacter, ainda, ndo foram bem

estabelecidos.

Em um estudo realizado na China, onde a prevaléncia de CHC e
infeccdo por VHB séo elevadas, FAN et al. (2002), por PCR, detectaram DNA
de Helicobacter spp. em fragmentos de bidpsia hepatica de nove (60,0%)
dentre 15 pacientes com CHC, mas nao no figado de pacientes sem a doenca
(colelitiase, hemangioma, tumores hepaticos benignos). O produto amplificado
de quatro dessas amostras foi sequenciado e identificado como H. pylori.

Posteriormente, os mesmos autores, em outro trabalho, investigaram por PCR,



outros genes especificos do H. pylori em amostras de figado de 20 pacientes
com CHC. Os genes que codificam a proteina de 26 kDa, fosfoglucosamina
(glmM) e proteina CagA (cagA) foram identificados em 7/8 (87,5%), 2/8 (25,0%)
e 2/8 (25,0%), amostras nas quais havia DNA de Helicobacter,
respectivamente. Os genes que codificam a citotoxina vacuolizante (vacA) e a
proteina ribossomal S4 (rps4) nao foram detectados. No estudo, a presencga da
bactéria foi, ainda, investigada no tecido por imunohistoquimica usando
anticorpos anti-H. pylori. Um pequeno numero de organismos espiralados foi
observado em sinusdides hepaticos e nos espacgos porta de seis (30,0%) dos

20 pacientes com CHC (HUANG et al., 2004).

ITO et al. (2004), no Japao, estudaram pacientes com CHC associado a
infeccao pelos virus B ou virus C (n=17) e amplificaram fragmentos do gene
que codifica o RNAr 16S e do ure B de Helicobacter em todas as cinco
amostras de figado dos pacientes com CHC associados a infeccao pelo virus B
(5/17). Dentre as amostras, duas foram sequenciadas e identificadas como H.
pylori.

Entretanto, diferentemente dos estudos citados, avaliando pacientes
com CHC associado ao VHB, COPPOLA et al. (2002), na Italia né&o
identificaram DNA de Helicobacter spp. em fragmentos de bidpsias hepaticas

de sete pacientes com CHC associado a infecg¢ao pelo VHB.



1.4.3. Tumores do figado e hepatopatia crénica associados ao VHC

A infeccdo pelo virus C representa, atualmente, um dos maiores
problemas mundiais de saude publica. Calcula-se que a prevaléncia média
global seja de 3,0% (variando de 0,1 a 5,0% em diferentes paises): 150
milhdes de portadores do virus em todo mundo. Estima-se, também, que a
incidéncia anual de infecgbes sintomaticas seja de um a trés casos/100.000
habitantes. Cerca de 80,0 a 85,0% dos pacientes com hepatite C néo
conseguem eliminar o virus, tornando-se portadores crbénicos, com possivel
evolugdo para hepatite crénica, cirrose hepatica e CHC (LAUER & WALKER,
2001; ALBERTI & BENVEGNU, 2003).

Como dito anteriormente, alguns fatores de risco que determinam o
curso das doencas hepaticas crénicas ndo estdo completamente esclarecidos.
Alguns estudos demonstraram associagdo entre a presenga de espécies de
Helicobacter no figado e hepatopatias associadas a infec¢gao pelo virus C.
PONZETTO et al. (2000b), na ltalia, verificaram DNA de Helicobacter em
fragmentos hepaticos de 23 (92,0%) pacientes com CHC e hepatite pelo VHC
(n=25). DORE et al. (2002), também na Italia, pesquisaram DNA de
microrganismos do género Helicobacter em fragmentos de figado, por PCR,
empregando iniciadores especificos para os genes que codificam o RNAr 16S
e a citotoxina vacuolizante (vacA). A pesquisa foi positiva em cinco (17,0%) de

30 amostras de pacientes com hepatopatia crénica e cirrose associadas ao



VHC e em seis (55,0%) de 11 amostras de pacientes com cirrose e CHC. O

gene vacA foi detectado em dez de 41 amostras (24,0%).

Ainda na lItalia, PELLICANO et al. (2004) detectaram DNA que codifica o
RNAr 16S de Helicobacter em 17 (85,0%) de 20 e em dois (33,0%) de seis
fragmentos de biopsia hepatica de pacientes com CHC e tumor de colon
metastatico, respectivamente. Os pacientes com hepatocarcinoma
apresentavam também cirrose hepatica, ambos associados a infecgao pelo
virus da hepatite C. As seqléncias eram similares as sequéncias do gene que

codifica o RNAr 16S de H. pylori e H. pullorum.

No Japéao, como citado acima, ITO et al. (2004) avaliaram pacientes com
CHC associado a infecgao pelos virus B ou virus C (n=17) e amplificaram
fragmentos do gene que codifica o RNAr 16S (75,0%) e do ure B (42,0%) de
Helicobacter em fragmentos hepaticos de pacientes com CHC associado a
infeccao pelo VHC (n=12). Entretanto, DNA de Helicobacter nao foi identificado
em fragmentos de figado de pacientes com cirrose sem CHC e de individuos
com funcao hepatica normal. A presenga da bactéria no tecido foi confirmada
por imunohistoquimica em trés (13,0%) de sete casos cuja PCR era positiva e

0 sequenciamento de quatro amplicons mostrou que as espécies eram H.

pylori.

Os resultados de um estudo conduzido pelo nosso grupo em
colaboracdo com pesquisadores da Universidade de Bordeaux, também,
reforcam a hipotese de uma possivel participagcdo da bactéria na génese de
doencas hepaticas associadas a infeccao pelo virus da hepatite C. DNA de

Helicobacter spp. foi detectado em 19 de 21 (91,0%) amostras de figado de



pacientes com CHC e em 19 de 31 (61,3%) pacientes com cirrose, ambos
secundarios a hepatite por virus C. Por outro lado, o DNA da bactéria foi
detectado em fragmento de figado de apenas um de 29 (3,5%) pacientes com
hepatite C sem cirrose e em um de 24 (4,2%) controles sem doengas
hepaticas. Dentre as amostras sequénciadas, 35 foram identificadas como H.

pylori e trés como H. pullorum (ROCHA et al., 2005).

Diferentemente, COPPOLA et al. (2002), na Italia, como citado
anteriormente, ndo detectaram DNA de Helicobacter em fragmentos hepaticos

de 40 pacientes com infecg¢ao crénica pelo VHC.



2.0. OBJETIVOS

Ha evidéncias sugerindo a participagdo de bactérias do género
Helicobacter na génese de doengas hepaticas. Entretanto, ndo ha estudos
sobre o assunto com desenho prospectivo. Ainda, ndo foi investigada a
presenga desses microrganismos no figado de pacientes com doengas
hepaticas de outras etiologias que as citadas na introdug¢do. Portanto, para

ampliar o conhecimento na area, sdo objetivos desse estudo:

1. Investigar prospectivamente por PCR e cultura a presenca de Helicobacter
spp. em fragmentos de figado de pacientes consecutivos submetidos a bidpsia

hepatica para esclarecimento diagndstico;

2. lIdentificar as espécies de Helicobacter isoladas por meio de testes
bioquimicos e fisioldgicos, microscopia eletrbnica, imunohistoquimica e

sequenciamento do gene que codifica o RNAr 16S;

3. Identificar, por sequenciamento, as espécies de Helicobacter detectadas por

PCR;

4. Avaliar a presencga de infecgao gastrica pelo H. pylori, por teste respiratorio
com uréia marcada com ">C e por pesquisa de anticorpos especificos no soro

por ELISA;

5. Avaliar associacdes entre a presenga de Helicobacter spp. no figado e as
diferentes doencgas hepaticas dos pacientes, em modelos logisticos ajustando

para variaveis de confusao;



6. Avaliar associagcbdes entre a presenca de Helicobacter spp. no figado e no
estdmago e as alteragdes histolégicas dos fragmentos de figado dos pacientes

estudados, em modelos logisticos ajustando para variaveis de confusao.



3.0. PACIENTES E METODOS

Este estudo foi conduzido no Laboratorio de Pesquisa em Bacteriologia
da Faculdade de Medicina da UFMG. Participaram, ainda, do estudo, depois de
aprovacdo pelo Comité de Etica das instituigbes envolvidas (UFMG, ETIC
050/00; HGIP-IPSEMG; HJK-FHEMIG), o Servico de Gastroenterologia do
Hospital Governador Israel Pinheiro (HGIP-IPSEMG) e Hospital Julia

Kubitscheck (HIK-FHEMIG).

3.1. Pacientes

No periodo entre margo de 2000 e dezembro de 2004, foram incluidos,
prospectivamente, 125 pacientes (65 do sexo masculino; média de idade de
52,4 + 15,7 anos; faixa etaria de 18 a 93 anos) submetidos a bidpsia hepatica
para diagnéstico ou avaliacdo do grau e estadiamento de lesbes do figado
atendidos consecutivamente no Servico de Gastroenterologia dos hospitais
citados acima. Nao foram incluidos pacientes com contra-indicagdes absolutas
ao procedimento de bidpsia hepatica: comprometimento grave do estado geral;
nao cooperativos; transtornos graves da coagulacdo; uso de anti-inflamatérios
nao-esterdides por um periodo superior a sete dias que antecedem o exame;

ictericia obstrutiva e dilatacdo acentuada das vias biliares intra-hepaticas;



infeccoes bacterianas das vias biliares; ascite tensa, cistos hepaticos e grandes
hemangiomas (ARTURO et al., 2001). Nao foram incluidos pacientes que nao
concordaram em participar do estudo como também mulheres gravidas ou
amamentando.

Ao serem incluidos no estudo, os pacientes assinaram o termo de
consentimento informado e responderam a um questionario contendo
informacdes sobre os dados pessoais, sécio-demograficos, clinicos e fatores
de risco associados a hepatopatia (Anexo 1). Foram também submetidos ao
exame clinico, exames complementares bioquimicos, sorologicos e
radiolégicos por técnicas rotineiras para o diagnéstico das diferentes doencas
hepaticas. A pesquisa de marcadores para infeccdo pelo VHB e testes da
funcdo hepatica, que estdo descritos posteriormente no item métodos, foram
realizados em amostras de soro de todos os pacientes incluidos no estudo.
Marcadores tumorais foram investigados em todos os casos nos quais a origem
da metastase hepatica ndo estava definida. Fragmentos de figado foram
obtidos com agulha de Menghini por via transparietal ou via laparoscépica para
a pesquisa de Helicobacter spp. por cultura, PCR e coloragao especifica em
cortes histoldgicos e exame histopatologico.

O diagndstico da infeccdo gastrica pelo H. pylori foi feito pelo teste
respiratorio com uréia marcada com ">C e pela pesquisa de anticorpos anti- H.
pylori pelo método de ELISA (ROCHA et al.,, 1998; SCHADEWALDT et al.,
1997). Nos casos onde amostras de Helicobacter foram cultivadas do figado,

os pacientes que concordaram foram submetidos a esofagogas-



troduodenoscopia para obtencdo de fragmentos de bidpsia gastrica para a

pesquisa de H. pylori.

3.2. Métodos

3.2.1. Cultura

Os fragmentos de figado e de mucosa gastrica (em dois casos), para
cultura, foram colocados imediatamente em 0,5 mL de caldo tioglicolato de
sédio (Difco Laboratories, Detroit, Ml, EUA), transportados em banho de gelo
para o laboratério e processados no periodo maximo de 1 hora. Os fragmentos
foram homogeneizados em triturador de tecido e inoculados em meio Belo
Horizonte (BHM) (QUEIROZ et al.,, 1987). As placas foram incubadas em
microaerofilia obtida com o uso de Anaerocult C (Merck, Darmstadt,
Alemanha), a 37°C, por 21 dias e foram examinadas a cada trés dias.

A identificagdo dos microrganismos isolados foi feita inicialmente pela
morfologia das colbnias, coloragédo pelo método de Gram e pela carbolfucsina,
teste da urease pré-formada, reacdo da oxidase e da catalase. Provas de
reducdo do nitrato, hidrolise do hipurato, produgdo de gama-glutamil
transferase, fosfatase alcalina e de H,S foram realizadas com o sistema de
identificacdo API-Campy (Biomerieux, Franga), segundo as recomendagdes do

fabricante. Foi avaliada, ainda, a capacidade de crescimento das amostras em



diferentes temperaturas (25, 37 e 42°C) e diferentes condigbes atmosféricas
(aerobiose, anaerobiose e microaerofilia), assim como, na presenca de 1,0%
de bile, 1,5% de NaCl, 1,0% de glicina e dos antimicrobianos acido nalidixico
(30 ng) e cefalotina (30 pg). Uma amostra de H. pylori (TX30A) e uma de

Campylobacter jejuni (NCTC 11351) foram incluidas como controles.

Depois da identificacdo fenotipica, o crescimento em cultura pura de
uma placa foi removido com o auxilio de swab e transferido para um tubo de
microcentrifuga contendo 500 uL de &agua quimicamente pura estéril. A
suspensao foi centrifugada a 12000 g por cinco minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento mantido em freezer a -80°C até a extragdo de DNA e

subsequente caracterizacao e identificacao genotipica.

3.2.2. Analise ultra-estrutural por coloracdo negativa

Amostras cultivadas em agar sangue foram transferidas para um tubo de
microcentrifuga contendo tamp&o Tris-HCI 10 mM, pH 7,4. Uma gota dessa
suspensao foi aplicada sobre uma tela de cobre (300 “meshs”) recoberta com
formvar por 1 minuto. A gota foi aspirada com papel de filtro e uma gota de
acido fosfotungstico a 1,0% p/v (pH 6,5) foi aplicada na tela e removida depois
de 30 segundos (coloragdo negativa). As telas foram examinadas em

microscopio eletrénico de transmissao (Zeiss E. M. 10) operado a 50 kV.



3.2.3. Biologia molecular

3.2.3.1. Extracdo do DNA

Fragmentos de figado

O DNA foi extraido usando o kit QlAamp Tissue® (QIAGEN®) de acordo
com as especificagdes do fabricante, com pequenas modificagbes (MONTEIRO
et al., 2001). Para controle da extracdo foi usada agua destilada.

Os sedimentos foram colocados em tubos de microcentrifuga e 180 pL
do Tampao ATL (Tissue Lysis Buffer) e 20 uL de proteinase K foram
adicionados a cada tubo, misturados em vértex, e incubados a 56°C por 18
horas. A cada amostra foram acrescentados 200 pL de Tamp&o AL. Os tubos

foram incubados a 70°C por dez minutos.

A seguir, 200 uL de etanol (96,0-100,0%) foram adicionados a cada tubo
e essa mistura foi colocada na coluna fornecida pelo kit QlAamp que foi
centrifugada a 6.000 g por um minuto.

Cada coluna spin QlAamp foi colocada entdo dentro de um tubo coletor
de dois mL. O material da coluna foi lavado duas vezes (250 pL cada) com o
primeiro tampao (Buffer AW1) e duas vezes com o segundo tampao de

lavagem (Buffer AW2) fornecidos pelo Kkit.



Depois da ultima lavagem, cada coluna spin QlAamp foi inserida no
interior de um tubo de microcentrifuga e o tubo coletor contendo o filtrado foi
descartado. O DNA foi eluido com 100 uL de agua deionizada estéril (2 x 50
uL). Determinou-se a concentragdo do DNA por espectrofotometria. O DNA

extraido foi estocado a - 20°C até o uso.

Microrganismos isolados em cultura

A extracdo de DNA dos microrganismos isolados em cultura foi feita
empregado o kit QlAamp Tissue® (QIAGEN®) de acordo com as

recomendagdes do fabricante, seguindo as etapas descritas no item anterior.

3.2.3.2. Reagao em cadeia da polimerase para identificacdo de Helicobacter

spp. diretamente dos fragmentos hepaticos

Amplificacdo do gene que codifica o0 RNAr 16S e do gene ureA de

Helicobacter spp. em fragmentos de figado

A amplificacdo do gene que codifica o RNAr 16S e do gene ureA foi feita
por PCR-aninhada (nested-PCR). Os iniciadores e condi¢des, previamente

descritos por FOX et. al. (1995), FOX et al.(1998a), FRANKLIN et al. (1996),



CLAYTON et al. (1992) e WANG et al. (1993) estao descritos na TAB.2. A
primeira reagao amplifica quase que a totalidade do gene que codifica 0 RNAr
16S (aproximadamente 1500 pb) de eubactérias.

Os reagentes da primeira PCR para cada um dos genes consistiram de
dois yL de DNA, 200 yM de cada deoxunucleotideo, trés mM de MgCl,
(Invitrogen), 1,0% de tampéao da Taq platinum (200 mM Tris-HCI (pH 8,4) e 500
mM KCI-Invitrogen), 2,5 U de Taq DNA polimerase platinum (Invitrogen), 0,5
MM de iniciador foward e 0,5 uM de iniciador reverse de cada gene (Gibco),
respectivamente, para uma reagao de 20 L.

Uma amostra padrao de H. pylori (TX30) foi usada como controle
positivo para a pesquisa do gene que codifica o RNAr 16S de Helicobacter spp.
e do gene ureA especifico de H. pylori. Uma amostra de Escherichia coli
(isolada de um paciente com infeccao do trato urinario) e agua destilada foram
usadas como controle negativo e controle negativo interno da reagao,
respectivamente. O gene da (3 globulina foi usado para controle da presencga de
DNA no tecido.

A segunda reagao (PCR-aninhada) foi feita de acordo com o protocolo
descrito acima, tanto para o gene que codifica o0 RNAr 16S como para o gene
ureA, com alteragbes apenas na concentragao de MgCl, que passou a ser 1,5
mM, acrescentando ao final um pL do produto de PCR.

Foi usado um termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems) e os produtos amplificados foram identificados por eletroforese em
gel de agarose a 2,0%. O gel foi corado com brometo de etidio e examinado

em luz ultravioleta.



Critérios de positividade e negatividade para a pesquisa de DNA de

Helicobacter spp. em fragmentos de figado

A pesquisa de DNA de Helicobacter spp. foi considerada positiva quando na
2% reagdo foram detectadas bandas de 1200 e/ou 400 pb referentes a
amplificagdo do gene que codifica 0 RNAr 16S. Esse resultado foi confirmado
pela amplificagcdo de um fragmento de 411 pb na primeira reagdo ou de 361pb

na segunda reagao que correspondem ao gene ureA.

Amplificacdo do gene que codifica 0 RNAr 16S e do gene ureA do DNA dos

microrganismos isolados em cultura

A amplificacdo do gene que codifica o RNAr 16S e do gene ureA de
DNA extraido dos microrganismos isolados em cultura foi feita por PCR. Para a
amplificagdo do ureA, 20 a 100 ng de DNA das amostras foram adicionados a
solugédo tampé&o da Tag DNA polimerase 1X (KClI 50 mM e Tris-HCI 10 mM),
1,5 mM de MgCl,, 100 uM de cada deoxinucleotideos, 2,5 U de Tag DNA
polimerase (Promega, Madison WI, EUA) e 10 pmol de cada iniciador para um
volume final da reacdo de 20 uL. Foram usados os iniciadores e as condigoes
descritas previamente por CLAYTON et al. (1992) (TAB. 2).

O gene que codifica o RNAr 16S do género Helicobacter foi amplificado

usando os iniciadores C97 e C98 descritos por FOX et al. (1998a) que geram



produtos de aproximadamente 400 pb. As concentragdes usadas na reagao
foram as mesmas descritas para a amplificacdo do ureA. As sequéncias dos
iniciadores e as condigbes da reagao sao mostradas na TAB. 2. Uma amostra
padrao de H. pylori (TX30) foi usada como controle positivo, uma amostra de E.
coli como controle negativo e agua destilada como controle negativo interno da
reagcdo. Quase a totalidade do gene que codifica o RNAr 16S
(aproximadamente 1500 pb) foi amplificado de acordo com FOX et al. (1995)
para posterior sequenciamento.

Foi usado um termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems) e os produtos amplificados foram identificados por eletroforese em
gel de agarose a 2,0%, que foi corado com brometo de etidio e examinado em

luz ultravioleta.

3.2.3.3. Deteccao de genes de viruléncia do H. pylori

Amplificacdo do gene cagA de DNA de microrganismos isolados em cultura

Para aumentar a sensibilidade de detec¢ao do cagA de DNA extraido
dos microrganismos isolados em cultura, foram usados dois pares de
iniciadores: os descritos por PEEK et al. (1995) e os propostos por KOEHLER

et al. (2003).



Iniciou-se a pesquisa com os iniciadores de PEEK et al. (1995). A
amplificacao foi feita em um volume total de 20 uL, contendo 20 a 100 ng do
DNA das amostras, tampao da Taq DNA polimerase 1X (KCL 50 mM e Tris-HCI
10 mM), 1,5 mM de MgCl,, 100 uM de cada deoxinucleotideos, 2,5 U de Taq
DNA polimerase (Promega, Madison, WI, EUA) e 10 pmol de cada iniciador.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2,0% que foi corado com brometo de etidio e analisado em
transiluminador de luz ultravioleta. Quando o resultado foi negativo, foram
usados os iniciadores descritos por KOEHLER et al. (2003). As concentragdes
usadas na reacao foram as mesmas detalhadas acima. As condi¢cdes da
reacao estdo descritas na TAB. 2.

Em todas as reagdes, uma amostra de H. pylori da colegdo do
Laboratério de Pesquisa em Bacteriologia (1010-95) foi usada como controle
positivo e a amostra padrdo TX30, como controle negativo. Agua destilada foi
usada como controle negativo interno da reagdo. Foram consideradas cagA-
positivas as amostras que apresentaram resultado positivo em pelo menos uma
das reagbes e cagA-negativas, quando o resultado das duas reagdes foi

negativo.



TABELA 2

Iniciadores e condi¢cdes das reacbes de PCR

Gene Iniciadores Temperatura, tempo e ciclos para PCR  Produto PCR
amplificado (pb)
RNAr16S FOX et. al. (1995) 95°C-5 min., 24 ciclos de 94°C-45s, 1500
i 50°C-45s, 72°C-45s, mais 5s/ciclo e
C70 (f): 5-AGAGTTTGATYMTGGC-3 72°C-15min.
B37 (r): 5-TACGGYTACCTTGTTACGA-3
RNAr16S FOX et al .(1998a) 95°C-5min., 34 ciclos de 94°C-1min., 1200
, 55°C-2,30min.,  72°C-3min.,  72°C-
C97 (f): 5-GCTATGACGGGTATCC-3 15min.
CO05 (r): 5" ACTTCACCC CAGTCGCTG-3
RNAr 16S FRANKLIN et al. (1996) 95°C-5min., 34 ciclos de 94°C-1min., 400
55°C-2,30min., 72°C-3min. e 72°C-
C97 (f): 5-GCTATGACGGGTATCC-3 15min
C98 (r): 5-GATTTTACCCCTACACCA-3’
ureA CLAYTON et al. (1992) 95°C-5min., 34 ciclos de 94°C-1min., 411
45°C-1 min., 72°C-1min. e 72°C-5min
ureA (f) 5-GCCAATGGTAAATTAGTT-3
ureA (r) 5-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3
ureA WANG et al. (1993) 96°C 30s, 40 ciclos de 56°C-15s, 74°C- 361
30s.
Urenest. (f): 5-AGTTCCTGGTGAGTTGTTCT-3’ S
Urenest. (r): 5-~-AGCGCCATGAAAACCACGCT-3’
cagA PEEK et al. (1995) 94°C -1 min., 39 ciclos de 55°C-1 min., 349
72°C- 2 min.
cagA (f): 5- GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG-3
cagA (r): 5- CTGCAAAAGATTGTTTGCGAGA-3’
cagA KOELER et al. (2003) 95°C-5min., 34 ciclos de 95°C-1min., 181

1(f): 5-CGTTGATAAGAA(C/T)GATAGGGATAA-3'
1 (r): 5-GATCCCCAAATTTCTGAAAGCTCTT-3'

58°C-1 min., 72°C-1min

pb, pares de base (tamanho do produto)



3.2.3.4. Sequenciamento do gene que codifica o RNAr 16S

Para certificar se os produtos amplificados de 1500 pb ou de 400 pb
pertencem ao gene que codifica o RNAr 16S das bactérias do género
Helicobacter e para determinar a espécie do microrganismo os mesmos foram
seqiienciados diretamente apds purificagdo (Wizard® PCR Preps DNA
Purification System, Promega Corporation, Madison, WI, EUA).

Os produtos amplificados de 1500 pb de DNA extraido dos
microrganismos isolados em cultura foram diretamente seqlienciados com o kit
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) de acordo com as especificagdes do fabricante e nove iniciadores
descritos na TAB. 3 em um sequenciador automatizado de DNA Applied
Biosystems (ABI PRISM 310, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Os produtos amplificados de 400 pb de DNA extraido de fragmentos de
figado e de mucosa gastrica de um paciente foram sequenciados com os
iniciadores C97 e C98 citados na TAB. 3. Foram obtidas sequéncias de todas
as amostras estudadas.

As sequéncias foram alinhadas usando o programa CAP da
INFOBIOGEN (www.infobiogen.fr) e em seguida as sequéncias consenso
foram comparadas com as sequéncias de diversos microrganismos
disponibilizadas pelo GenBank usando o programa BLAST do National Center

of Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).



TABELA 3
Sequéncia dos iniciadores utilizados no sequenciamento do gene que
codifica o RNAr 16S

Iniciador Sequéncia 5’ - 3’ Posigao®
C70 (f) AGAGTTTGATYMTGGC 8-23
C97 (f) GCTATGACGGGTATCC 262-277
C98 (r) GATTTTACCCCTACACCA 642-659
B34 (r) RCTGCTGCCTCCCGT 344-358
B35 (r) GTRTTACCGCGGCTGCTG 519-536
B37 (r) ACGGYTACCTTGTTACGA 1495-1513
X91 (r) CCCGGGAACGTATTCACCG 1369-1387
CO01 (r) GGTTGCGCTCGTTGCGGG 1096-1113
C31 (f) GGAATCGCTAGTAATCG 1337-1353

@ Numero baseado na sequiéncia da E. coli; (f), forward; (r), reverse.

3.3. Exame histopatoldgico

Os fragmentos de biopsia foram fixados imediatamente em formaldeido
a 10,0%, desidratados em solugdes de concentragdes crescentes de alcool e
em xilol e, a seguir, embebidos em parafina. Cortes histologicos de 4 um de
espessura foram obtidos e corados pela hematoxilina e eosina, tricromo de
Gomori e coloragao para reticulina. Os diagndsticos histolégicos de cirrose e
hepatite crénica foram baseados na classificacdo de ISHAK et al. (1995). A

caracterizagdo anatomo-patolégica da esteatohepatite né&o-alcoolica foi



realizada de acordo com os critérios de BRUNT (2001). A classificacdo do
carcinoma hepatocelular foi baseada nas orientagdes da Organizagdo Mundial
da Saude (ISHAK, et al., 1994). Os tumores primarios do figado ocupavam 10,0
a 100,0% do fragmento hepatico (média 75,0% + 43,6%, mediana 95). Os
tumores hepaticos secundarios foram identificados através do aspecto
morfolégico. As metastases hepaticas ocupavam 20,0 a 100,0% do fragmento

hepatico (média 68,5 % + 31,5%, mediana 85).

Os componentes da atividade necroinflamatdria (necrose, presencga e
tipo de infiltrado inflamatério) foram avaliados nos espécimes de bidpsia
hepatica (disponivel em 117 pacientes; média do numero de tratos portais 15,4
+ 8,1; faixa de 4-34; mediana 13) de acordo com protocolo estabelecido (Anexo
2). Necrose e infiltrado inflamatério foram analisados nas trés regides do acino
hepatico, regiao periportal ou zona 1, regido médio-zonal ou zona 2 e regiao
perivenular ou zona 3. Alteragdes na arquitetura, presenca de expanséao fibrosa
do espacgo porta, fibrose em ponte (septos porta-porta; septos porta-centro) e
fibrose (esboco de nddulos e cirrose) também foram avaliados nos fragmentos

de figado estudados de acordo com protocolo estabelecido (Anexo 2).

3.3.1. Imunohistoquimica para identificacdo de H. pylori

Cortes histoldgicos de 4 um de espessura foram também obtidos para a
deteccdo de H. pylori por imunohistoquimica pelo método da estreptavidina-

avidina-biotina (LSABP"“) com o kit da BIOGEN®. Foram usados um anticorpo



policlonal (NovoCastra, NewCastle, Reino Unido), na diluicdo de 1:25 e um
anticorpo policlonal de fabricagdo caseira, na diluicdo de 1:800, ambos em
solucdo comercial (NovoCastra Antibody Diluent with Background Reducing
Components) (BARBOSA et al.,, 1988; MARZIO et al., 1998; VAIRA et al.,
1999). Resumidamente, a reativagao dos sitios antigénicos para o anticorpo foi
efetuada por imersao das laminas em tampao citrato (pH 6,0) ou solugcao de
EDTA (pH 8,0) pré-aquecidos em calor umido (56°C). Depois da imersao,
procedeu-se ao bloqueio da atividade de peroxidase enddgena pela incubagao
dos cortes em solugao de H,O, a 3,0% e metanol por 20 minutos. A seguir, a
incubacdo com o anti-soro primario foi feita em camara umida a 4°C por 18
horas e, posteriormente, procedeu-se a incubagdo com anti-soro secundario
por 20 minutos (Biotinylated Anti-Polyvalent-Dako) em camara umida a
temperatura ambiente. A seguir, a incubacdo com o complexo sABC-
peroxidase (Streptavidin-Biotin) foi feita em camara umida a temperatura
ambiente, por 20 minutos. Depois dessa Uultima etapa de incubacao, foi
efetuada a revelagdo com 3-3'-diaminobenzidina (DAB liquido, Dako®,
substrato-cromdgeno), por 20 segundos. A seguir, lavagens intermediarias
foram feitas com PBS (2 x, 5 minutos cada uma). A coloragao de fundo foi feita
com hematoxilina de Harris. Cortes de fragmentos gastricos com gastrite
cronica associada ao H. pylori foram usados como controles positivos. O
resultado foi considerado positivo quando foram identificados microrganismos

morfologicamente semelhantes ao H. pylori corados em marrom.



3.4. Diagnéstico da infeccdo géstrica por H. pylori

3.4.1. Teste respiratorio com uréia marcada com °C

Foram colhidas duas amostras de ar expirado, em bolsas de plastico; a
primeira do paciente em jejum de 6 horas e a outra 30 minutos depois da
ingestdo de 75 mg de uréia marcada com '*C diluida em 200 mL de suco de
laranja. A urease da bactéria presente no estbmago de pacientes H. pylori
positivos desdobra a uréia ingerida em amoénia e CO, marcado (GRAHAM et
al., 1987). A concentragdo de carbono marcado foi determinada em
espectrometria de luz infravermelha de is6topos estaveis (IRIS Analysator,
Wagner Analysen Technik, Worspswede, Alemanha). Os resultados expressos
em DOB (delta-over-baseline) foram considerados positivos sempre que o seu
valor foi maior que 4%o.. A sensibilidade e a especificidade do teste para a

nossa populacao sédo de 97,0% e 95,0%, respectivamente.

3.4.2. Pesquisa de anticorpos anti-H. pylori

De cada paciente foram colhidos 5 mL de sangue venoso com sistema a
vacuo (Vacuum I, Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo). O soro foi separado

por centrifugagado, dividido em aliquotas e conservado em freezer a -20°C. A



pesquisa de anticorpos anti-H. pylori foi feita pelo método imunoenzimatico
(ELISA) usando o kit comercial Cobas Core anti-H. pylori EIA (Roche
Diagnostic Systems, Basel, Suica) que apresenta sensibilidade e
especificidade de 95,4% e 100,0%, respectivamente para adultos brasileiros
(ROCHA et al., 1998). O antigeno usado no kit € composto por proteinas da
bactéria, parcialmente purificadas, incluindo a urease e excluindo as flagelares.
As reacbes foram feitas no aparelho Cobas Core (espectrofotdmetro) de acordo
com as recomendacodes do fabricante. O procedimento é automatizado.

Numa primeira etapa, as amostras de soro diluidas 1:41 com a solugao
diluente foram incubadas em tubos de ensaio contendo esferas de poliestireno
revestidas com antigenos de H. pylori, por 18 minutos, a 37°C, protegidos da
luz. Os anticorpos reativos ao antigeno do H. pylori fixaram-se a esfera. O
material ndo aderido foi removido com a lavagem das esferas com agua
deionizada. A seguir, foi acrescentado a reacao o conjugado anti-lgG humana,
de origem caprina, marcado com peroxidase. Depois de novas etapas de
incubacado e lavagem, uma solu¢do do substrato contendo 5 mmol/L de 3,3’,
5,5 tetrametil-benzidina em 3 mmol/L de dimetil-sulféxido e perdoxido de
hidrogénio em tampao citrato foi adicionada a reacdo. Os tubos foram
incubados nas condi¢gdes citadas anteriormente e a reagao foi interrompida

pela adicdo de acido sulfarico a 5,0%.



Critérios de positividade e negatividade para o diagnostico da infec¢do gastrica

pelo H. pylori

Os pacientes foram considerados H. pylori-positivos quando o teste
respiratorio ou ELISA foram positivos e H. pylori-negativo quando ambos foram

negativos.

3.5. Pesquisa de VHB no soro

Com base nos dados da literatura associando a infecgao crbnica pelo
virus da hepatite B e presenca de DNA de Helicobacter spp. no figado, os
marcadores sorologicos HBsAg, anti-HBc e anti-HBs foram investigados nas
amostras de soro dos 125 pacientes estudados, independentemente da

situacao clinica ou natureza da moléstia.

3.5.1. Pesquisa de HBsAqg

A pesquisa de HBsAg foi feita pelo método imunoenzimatico usando o kit
comercial Enzygnost® HBsAg 5.0 (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg,
EUA) que apresenta sensibilidade e especificidade de 100,0% e 99,8%,

respectivamente. A reacdo foi feita de acordo com as recomendacgdes do



fabricante. Resumidamente, as amostras de soro e os controles foram
incubados a 37°C, por 60 minutos, com anticorpo policlonal anti-HBs
previamente aderido aos orificios da placa de microtitulagdo e também com
uma solugao de anti-HBs marcado com biotina. A seguir, os orificios foram
lavados por quatro vezes com tampao de lavagem, quando, foi acrescentado a
reacdo o conjugado estreptavidina/peroxidase. Procedeu-se a incubagao por
30 minutos a 37°C. Depois de nova etapa de lavagem nas condigdes descritas
anteriormente, uma solugdo de peroxido de hidrogénio e tetrametil-benzidina
(TMB) foi acrescentada a reacédo, com um periodo de incubacéo de 30 minutos,
a 37°C. A reacgao foi interrompida pela adicdo de solugao de acido sulfurico 0,5
N. A leitura da densidade optica foi feita por espectrofotometria com filtro de

450 nm.

3.5.2. Pesquisa de anticorpos anti-HBc

A pesquisa de anticorpos anti-HBc foi feita pelo método imunoenzimatico
usando o kit comercial Enzygnost® anti-HBc monoclonal (Dade Behring
Marburg GmbH, Marburg, EUA) que apresenta sensibilidade e especificidade
de 96,9% e 99,2%, respectivamente. O teste baseia-se em uma reacao
competitiva na qual o antiHBc da amostra testada e o conjugado anti-HBc-
peroxidase competem entre si para se fixarem ao antigeno HBc previamente
aderido aos orificios da placa de microtitulacdo. A reacao foi feita de acordo

com as recomendacdes do fabricante. Resumidamente, as amostras de soro e



os controles foram adicionados aos orificios da placa de microtitulagao, e a
seguir, o conjugado anti-HBc-monoclonal marcado com peroxidase foi
acrescentado a reagao. Procedeu-se a incubacgéo por 60 min a 37°C. Depois
desse periodo, os orificios foram lavados por quatro vezes com tampao de
lavagem. A seguir, foi acrescentada a reacdo, uma solugdo do substrato
contendo peroxido de hidrogénio e tetrametil-benzidina (TMB). Procedeu-se a
uma nova etapa de incubagao por 30 minutos a 25°C, quando a reacao foi
interrompida pela adicdo de solugdao de acido sulfurico 0,5 N. A leitura da

densidade o6ptica foi feita por espectrofotometria com filtro de 450 nm.

3.5.3. Pesquisa de anticorpos anti-HBs

A pesquisa de anticorpos anti-HBs foi feita pelo método imunoenzimatico
usando o kit comercial Enzygnost® anti-HBs monoclonal (Dade Behring
Marburg GmbH, Marburg, EUA) que apresenta sensibilidade e especificidade
de aproximadamente 99,0%. A reagdo foi feita de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Resumidamente, as amostras de soro e os
controles foram adicionados aos orificios da placa de microtitulagao, e a seguir,
0 conjugado anti HBs-monoclonal marcado com peroxidase foi acrescentado a
reacao. Procedeu-se a incubacédo por 60 minutos a 37°C quando os orificios
foram lavados por quatro vezes com tampao de lavagem. A seguir, foi
acrescentada a reacgdo, uma solugdo do substrato contendo peréxido de

hidrogénio e tetrametil-benzidina (TMB). Depois de nova etapa de incubagao



por 30 minutos a 25°C, a reacédo foi interrompida pela adicao de solugao de
acido sulfurico 0,5 N. A leitura da densidade Ooptica foi feita por

espectrofotometria com filtro de 450 nm.

3.6. Pesquisa de infec¢céo pelo VHC

Infecgdo pelo VHC foi investigada pela pesquisa de IgG anti-VHC por
ELISA de terceira geragcado (AxSYM HCV 3.0, ABBOTT, Wiesbaden, Alemanha)
e de RNA do virus (Cobas amplicor HCV 2.0; Roche diagnostics, Branchburg,
Nova Jersey, EUA) no soro dos pacientes.

Para o diagnéstico de infecgao pelo VHB e VHC, além dos testes citados
nos itens 3.5 e 3.6, a analise histopatoldgica de fragmentos hepaticos também

foi considerada para o diagnostico da infeccéo.

3.7. Perfil soroldgico hepatico

A funcdo hepatica foi avaliada por métodos rotineiros: marcadores de
necrose hepatica [aspartato aminotransferase (AST) e a alanino
aminotransferase (ALT)]; marcadores de colestase (fosfatase alcalina, gama-
glutamil transferase e bilirrubinas) e sintese hepatica (proteinas totais e fragdes

e tempo de protrombina) (BRANDAO & MARRONI et al., 2001).



3.8. Critérios diagnoésticos das doencgas hepéticas

3.8.1. Doenca hepatica metastatica

O diagndstico de tumores hepaticos secundarios foi baseado no estudo
histopatolégico do figado e na pesquisa de marcadores tumorais especificos de
acordo com a suspeita clinica do foco primario [CEA (antigeno carcino-
embribnico), AFP (alfa-fetoproteina), CA19-9, CA125 e PSA (antigeno

prostatico)] (SHERLOCK & DOOLEY, 2002).

3.8.2. Hepatocarcinoma

O diagndstico foi baseado em métodos de imagem (ultra-sonografia,
tomografia helicoidal, ressonédncia magnética), na elevacédo da AFP (alfa-
fetoproteina) acima de 400 ng e nas alteracbes da histologia hepatica que
foram classificadas de acordo com as orientagdes da Organizagcdo Mundial da

Saude (ISHAK, et al., 1994).



3.8.3. Colanqite esclerosante primaria

O diagnostico da CEP foi baseado em trés critérios: 1) exclusdo de
causas de colangite esclerosante secundaria; 2) aumento superior a trés vezes
o valor de referéncia da fosfatase alcalina por um periodo minimo de seis
meses; 3) achados colangiograficos compativeis com CEP que se traduzem
por areas irregulares de estenoses curtas (0,5 cm) ou longas (2,0 cm),
acompanhadas de dilatagdes, situadas na arvore biliar intra e/ou extra-hepatica
(padréo em colar de contas). Procedeu-se também a pesquisa de anticorpos p-
ANCA (anticorpos anti-citoplasma de neutréfilo de padrao perinuclear), que foi
considerada positiva quando os titulos foram iguais ou superiores a 1:80 e ao

estudo histopatolégico do figado (PORTINCASA et al., 2005).

3.8.4. Hemocromatose

O diagnostico de hemocromatose foi feito com base no encontro de
sintomas e sinais clinicos classicos concomitantemente aos exames
laboratoriais indicativos de sobrecarga de ferro e lesdo tissular hepatica. O
diagndstico foi confirmado quando a saturagédo de transferrina ultrapassou a
taxa de 45,0%, o nivel sérico de ferritina excedeu 200 ug/L (400 ng/mL) e a

determinagcdo semi-quantitativa da impregnagdo hepatica de ferro, pela



coloracdo de Perls, foi superior a dois com distribuicdo desse ion

predominantemente periportal e hepatocitaria (PIETRANGELO, 2003).

3.8.5. Doenca de Wilson

O diagnostico da doenca de Wilson foi feito com base no encontro de
sintomas e sinais clinicos classicos concomitantemente aos exames
laboratoriais indicativos de alteracdo da excrecdo hepatobiliar de cobre com
acumulo desse elemento no figado e sinais de lesdo hepatica. O diagnéstico foi
confirmado por niveis séricos baixos de ceruloplasmina (<20 mg/dL) e cobre
sérico (<70 pg/dL) e aumento da excrecao de cobre na urina de 24/horas (>100
Mg/24 horas). Ainda, foi considerado no diagndstico, o estudo histopatologico
do figado. Para avaliagdo da presenca do cobre em fragmentos de figado foi

empregada a coloragdo com rodamina (ALA & SCHILSKY, 2004).

3.8.6. Esteatohepatite ndo-alcoolica

O diagndstico de esteatohepatite ndo-alcéolica foi feito com base nos
achados da ultra-sonografia (figado hiper-refringente e com atenuagéo do feixe
sonoro nos planos profundos), na elevacgéo, superior a 1,5 vezes o valor de
referéncia das enzimas hepaticas (ALT e gama-GT) e nos critérios

morfolégicos de BRUNT (2001).



3.8.7. Hepatite auto-imune

O diagnéstico de HAI foi baseado na presenga de quadro clinico
compativel de acordo com os critérios diagndsticos do Grupo Internacional de

estudos da HAI (ALVAREZ et al., 1999).

3.8.8. Sindrome de sobreposicdo

O diagndstico de Sindrome de sobreposicédo foi feito em todas as
situacbes em que o paciente nao apresentou formas classicas de HAI,
caracterizando assim as formas variantes (CZAJA, 1996; CANCADO et al.,

2003).

3.8.9. Hepatopatia alcodlica

O diagnéstico de hepatopatia alcodlica foi baseado na histéria de
ingestao crbnica de alcool e na auséncia de evidéncias de outras causas de

doenca hepatica (SHERLOCK & DOOLEY, 2002).



3.9. Anélise estatistica

Os dados foram analisados no programa estatistico SPSS versdo 10.0
(SPSS Inc., Chicago, USA). Foram criados varios modelos logisticos para
identificar fatores de risco (variaveis independentes) associados a presenga de
DNA de H. pylori no figado (variavel dependente), pois foi verificada a
sobreposicao de diversos co-fatores. As variaveis independentes foram
dicotomizadas em presentes e ausentes. Inicialmente foram avaliadas como
co-fatores independentes as lesdes hepaticas independentemente da causa:
hepatite aguda, hepatite crénica e cirrose e fatores do hospedeiro, idade, sexo
e status H. pylori no estémago. No segundo modelo, foram incluidas as causas
das alteragdes hepaticas, fatores do hospedeiro (idade, sexo) e status H. pylori
no estdmago. S6 foram selecionadas as doengas hepaticas com frequéncia > 6
para permitir um ajustamento adequado do modelo. Doenga hepatica induzida
por drogas e doencgas infecto-parasitarias ndo foram incluidas devido a
variedade das drogas e dos parasitas. As variaveis, hepatite alcodlica,
esteatohepatite ndo-alcéolica e hepatite pelo VHC foram avaliadas como co-
fatores independentes. Infeccdo prévia ou atual pelo VHB, analisadas em
conjunto, doengas do pancreas [pancreatite cronica (n=2); doenga policistica
do pancreas (n=1); adenocarcinoma (n=9)], neoplasia de vesicula biliar, idade
(categorizada) e sexo, também, foram incluidos no modelo como variaveis
independentes. Variaveis com valor de p < 0,25 na analise univariada foram

selecionadas para a analise multivariada. As diferencas foram consideradas



estatisticamente significativas quando p < 0,05. As razbes de chance e
intervalos de confianga de 95% foram calculados. O teste de Hosmer-
Lemeshow goodness-of-fit foi usado para avaliar a adequabilidade dos
modelos.

Da mesma maneira, como foi descrito acima, devido a sobreposig¢ao de
causas de lesao hepatica, modelos logisticos foram criados para identificar
fatores de risco (variaveis independentes) associados a presencga de alteragoes
necroinflamatoérias (variavel dependente). As variaveis independentes foram
dicotomizadas em presentes e ausentes. Infec¢cdo gastrica pelo H. pylori,
etiologias de doenga hepatica com frequéncia > 6 [hepatopatia alcdolica,
doenga hepatica auto-imune (hepatite auto-imune mais sindrome de
sobreposicao), esteatohepatite ndo-alcoolica, hepatopatia crénica pelo VHC e
hepatite por medicamentos] e fatores do hospedeiro (idade e sexo) foram
avaliados como cofatores independentes associados com a presenga de
necrose no figado (variavel dependente). Associagao entre essas variaveis
independentes e presencga de infiltrado inflamatério (variavel dependente) com
neutréfilos ou mononucleares (linfocitos e histiocitos) no figado, também, foi
investigada. Vale ressaltar que na avaliacao histopatoldgica, as afeccées com
caracteristicas de auto-imunidade, hepatite auto-imune e sindrome de
sobreposig¢ao, foram avaliadas em conjunto. O objetivo principal nessa analise
era verificar co-fatores associados a presenga de lesdao no figado.
Diferentemente, na primeira analise, em que o objetivo era avaliar os co-fatores
(etiologia de doenga hepatica) que estavam associados com a presenga da

bactéria no figado, as afecgdes auto-imunes foram analisadas separadamente.



As sindromes de sobreposigao apresentam aspectos peculiares ou desvios dos
quadros tipicos das hepatopatias auto-imune classicas, assim, apresentam

dificuldades na definicdo da etiologia e do diagnéstico.



4.0. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas demograficas e detalhes clinicos dos pacientes

estudados

Dos 125 pacientes estudados, 29 foram submetidos a bidpsia hepatica devido
a presenca de tumores metastaticos originados do pancreas (n=9), do tubo
digestivo [esb6fago (n=1), estbmago (n=3), colon e reto (n=3)], vesicula biliar
(n=6), pulmao (n=1), rim (n=1), colo uterino (n=1), mama (n=2) e ovario (n=2).
Em dois casos n&o foi possivel definir o sitio primario das metastases
hepaticas. Outras doengas malignas foram observadas em seis casos [linfoma
(n=4), hemangioepitelioma (n=1) e tumor neuroendocrino (n=1)] TAB. 4.
Hepatopatia alcdolica [(n=26), incluindo CHC (n=2)], hepatite auto-imune (n=5),
sindrome de sobreposicdo (n=4), esteatohepatite n&o-alcodlica (n=6),
hepatopatia cronica pelo VHB [(n=4), incluindo CHC (n=1)], hepatopatia cronica
pelo VHC (n=8), doenga hepatica induzida por drogas [cetoconazol (n=2),
amoxacilina-clavulanato (n=1), quinolona (n=1), anestésicos (n=2), anti-
retrovirais (n=1), agrotéxico (n=1), corticosterdide (n=1), anti-hipertensivos
(n=1), anfetamina (n=1)], cirrose criptogenética (n=5) e doencgas infecto-

parasitarias [forma hepatointestinal (n=3) e forma hepato-esplénica (n=2) de



TABELA 4

Caracteristicas demogréaficas dos pacientes, doencas hepaticas, presenca de H. pylori no
figado, infeccao gastrica pelo H. pylori e marcador sorolégico para a infec¢éo pelo VHB

(n=125)

Doenca n Sexo Média de Faixa DNA de Infecgéo IgG anti- HBc®

(M/F) idade etéria H. %Iori ga’ps;lrioca (n/%)

+ DP (anos)  (anos) figado1 H. pylori 2
(n/%) (n/%)

Neoplasias malignas4 37  14/23 57,3+15,0 30-93 13 (35,1) 24 (64,9) 4(10,8)
Hepatopatia alcodlica’ 26 24/2 51,2+12,3 24-71 8(30,8) 24 (92,3) 6 (23,1)
Hepatite auto-imune 5 0/5 38,0 +18,1 18-56 1 (20,0) 3(60,0) 0(0,0)
Sindrome de sobreposigdo 4 1/3 425+4.2 37-47 0(0,0) 2 (50,0) 1 (25,0)
Esteatohepatite ndo-alcéolica 6 1/5 57,2+ 15,8 47-87 4 (66,7) 6 (100,0) 0(0,0)
Hepatopatia cronica pelo VHB® 4 3/1 56,0 + 9,8 46-69 3(75,0) 4 (100,0) 4 (100,0)
Hepatopatia cronica pelo VHC’ 8 4/4 57,3 +11,7 42-75 5(62,5) 7 (87,5) 0(0,0)
Hepatopatia por medicamentos 11 5/6 44,2 + 20,1 18-70 6 (54,5) 8 (72,7) 0(0,0)
Cirrose criptogenética 5 32 59,4 + 19,5 34-80 4 (80,0) 4 (80,0) 2 (40,0)
Doenga infecto-parasitéria8 6 3/3 44,0+ 155 21-67 2(33,3) 5(83,3) 0(0,0)
Outros’ 13 7/6 51,7 +17,9 23-84 5 (38,5) 8 (61,5) 1(7,7)
TOTAL 125 65/60 52,4+ 157 18-93 51 (40,8) 95 (76,0) 18 (14,4)

n, numero de individuos; M, masculino; F, feminino; DP, desvio padrédo; VHB, virus da hepatite B; VHC, virus
da hepatite C; 1, por PCR; 2, por ELISA e teste respiratdrio; 3, por ELISA; 4, nao inclui os CHC, que estao
incluidos nas causas primarias; tumores pancreaticos (n=9); 5, dois casos de pancreatite cronica associada a
hepatite alcodlica e dois casos de CHC; 6, um caso de CHC; 7, um caso de co-infecgdo com HIV (virus da
imunodeficéncia adquirida) e um caso de infecgdo crénica pelo VHC associada ao uso de alcool; 8,
Esquistossomose e Calazar; 9, Sindrome de Dubin-Johnson, litiase intra-hepatica, elevagdo da gama-glutamil
transferase, colangite esclerosante primaria, hemocromatose, Doenca de Wilson, CHC sem cirrose, lupus
eritematoso sistémico, doenga policistica pancreatica e doencga inflamatéria intestinal.



esquistossomose mansénica e Calazar (n=1)] foram identificados em 75
pacientes. Nos demais, o diagnéstico foi de sindrome de Dubin-Johnson (n=1),
litiase intra-hepatica (n=1), elevagcdo da gama-GT (n=2), CEP (n=2),
hemocromatose (n=2), Doenca de Wilson (n=1), CHC sem cirrose (n=1), lupus
eritematoso sistémico (n=1), doenga policistica pancreatica (n=1) e doenca
inflamatdria intestinal (n=1) TAB. 4. Na TAB. 5 encontram-se a avaliagao do

grau e o estadiamento das lesdes hepaticas.

TABELA 5
Avaliacao do grau de atividade e estadiamento das lesdes hepaticas

Doenca Hepatite = Hepatite Cirrose CHC
aguda cronica
Hepatopatia alcodlica’ 8 - 16 2
Hepatite auto-imune - 4 1 -
Sindrome de sobreposicao - 4 - -
Esteatohepatite ndo-alcéolica - 4 2 -
Hepatopatia cronica pelo VHB? - 1 2 1
Hepatopatia crénica pelo VHC - 6 2 -
Hepatopatia por medicamentos 5 6 - -
Cirrose criptogenética - - 5 -
Doenca infecto-parasitaria - 1 - -
Outros® - - 5 1
TOTAL 13 26 33 4

VHB, virus da hepatite B; VHC, virus da hepatite C; CHC, carcinoma
hepatocelular; 1, CHC associado a cirrose (n=2); 2, CHC associado a hepatite
crobnica (n=1); 3, Doenca de Wilson, colangite esclerosante primaria,
hemocromatose, CHC sem cirrose.



4.2. Deteccgao de Helicobacter spp. no figado

4.2.1. Isolamento em cultura de amostras de Helicobacter spp. do figado dos

pacientes estudados

Amostras de Helicobacter spp., depois de nove dias de incubacéao, foram
isoladas de fragmentos do figado de trés pacientes. As colbnias da bactéria
eram puntiformes e douradas, indistinguiveis de colénias de H. pylori. Dos trés
casos foram obtidas subculturas com dois a trés dias de incubagdao em
microaerofilia a 37°C; porém, nao houve crescimento a 25°C e 42°C, em
aerobiose e anaerobiose. A coloracdo de Gram, os microrganismos isolados
foram classificados como Gram-negativos. O teste da urease pré-formada,
reacdo da oxidase e da catalase, produgdo de gama-glutamil transferase e
fosfatase alcalina foram positivos em todos os casos. Os microrganismos nao
foram capazes de reduzir nitrato em nitrito e hidrolizar o hipurato, assim como
nao cresceram na presenca de 1,0% de bile, 1,5% de NaCl, 1,0% de glicina, 30

ug de acido nalidixico e de 30 ug de cefalotina.

A microscopia eletrénica, as bactérias eram ligeiramente espiraladas

com trés a quatro flagelos embainhados bipolares com bulbo terminal FIG. 1.



-

Figura 1. Coloracédo negativa de amostra de Helicobacter pylori isolada do
figado de um dos pacientes. A. Bactéria ligeiramente espiralada com trés
a quatro flagelos (barra= 0,2um). B. Magnificacao do flagelo embainhado
com um bulbo terminal (barra= 0,2um).



4.2.2. Amplificacdo dos genes ureA, cagA e vacA das amostras isoladas

A pesquisa de ureA e cagA foi positiva nas trés e uma (33,4%) das trés
amostras, respectivamente. O gendétipos s2m2 do gene vacA foi identificado em

uma das amostras e o padrao s1m1 nas demais.

As caracteristicas dos pacientes bem como do microrganismo estao

descritas na TAB. 6.

TABELA 6
Dados demograficos dos trés pacientes dos quais isolou-se H. pylori do
figado e caracteristicas do microrganismo

Doenca Hospedeiro H. pylori

Sexo Idade ureA cagA vacA
(M/F) (anos)

Hepatite fulminante secundaria a F 23 + - S2m2
medicamentos em paciente com doenca

de Wilson

Hepatite crénica em atividade pelo VHC F 53 + +  S1m1
Hepatite aguda por alcool M 39 + - S1m1

M, masculino; F, feminino; VHC, infecc&o pelo virus da hepatite C; ureA, gene que
codifica urease; cagA, gene que codifica a proteina CagA; vacA, gene que codifica
a proteina VacA (citotoxina vacuolizante).



4.2.3. Deteccdo de DNA de Helicobacter spp. no figado dos pacientes

estudados

A primeira PCR, que amplifica um fragmento de 1500 pb do gene que
codifica o RNAr 16S, foi positiva em quatro (3,2%) das 125 amostras avaliadas.
Em trés desses casos, a bactéria foi isolada em cultura. As duas PCR-
aninhadas, com iniciadores especificos para amplificar o gene que codifica o
RNAr 16S de Helicobacter gerando fragmentos de 1200 pb e 400 pb, foram
positivas em 48 (38,5%) e 51 (40,8%) das 125 amostras, respectivamente FIG.

2.

A pesquisa de ureA por PCR aninhada confirmou o resultado das 51
PCR aninhadas positivas para a detec¢ao do fragmento de 400 pb do gene que
codifica o RNAr 16S FIG. 2. Esses resultados e as caracteristicas clinicas dos

pacientes estio descritas na TAB. 4.
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Figura 2. A. Gel de agarose dos produtos amplificados do gene que codifica 0 RNAr
16S: canaleta 1, padrdo de peso molecular (100 pb, Promega); canaleta 2, controle
positivo (TX30), canaletas 3, 4, 7 e 8, amostras positivas (banda de 1500 pb);
canaletas 5, 6 e 9, amostras negativas; canaleta 10, controle negativo interno (agua
destilada). B. Gel de agarose dos produtos amplificados do gene que codifica o
RNAr 16S: canaleta 1, padrao de peso molecular (100 pb, Promega); canaleta 2,
controle positivo (TX30), canaletas 4, 5, 6, 7 e 8, amostras positivas (banda de 1200
pb); canaletas 3 e 9, amostras negativas; canaleta 10, controle negativo interno
(agua destilada). C. Gel de agarose dos produtos amplificados do gene que codifica
o0 RNAr 16S: canaleta 1, padrao de peso molecular (100 pb, Promega); canaleta 2,
controle positivo (TX30), canaletas 3, 4, 5 e 9 amostras positivas (banda de 400 pb);
canaletas 6, 7 e 8 amostras negativas; canaleta 10, controle negativo interno (agua
destilada). D. Gel de agarose dos produtos amplificados do gene que codifica o
ureA: canaleta 1, padrdo de peso molecular (100 pb, Promega); canaleta 2, controle
positivo (TX30), canaletas 3, 6 e 8, amostras positivas (banda de 361 pb); canaletas
4, 5, 7 e 9, amostras negativas; canaleta 10, controle negativo interno (agua
destilada).



4.2 4. Sequenciamento dos amplicons do gene que codifica o RNAr 16S

Foram sequénciados os trés amplicons de 1500 pb (referentes aos
microrganismos isolados em cultura) e os 51 amplicons de 400 pb (referentes
aos fragmentos de tecido hepatico). A analise do sequenciamento mostrou em
todas as amostras estudadas homologia com H. pylori igual ou superiror a

99,0% (Anexo 3).

4.2.5. Imunohistoguimica para identificacio de H. pylori

Microrganismos ligeiramente espiralados, semelhantes ao H. pylori,
foram identificados por imunohistoquimica especifica no parénquima hepatico
dos trés pacientes, nos quais o microrganismo foi isolado em cultura, mas néo
em cinco amostras de tecido hepatico, cujas PCRs foram negativas para DNA

de Helicobacter spp. FIG. 3.



Figura 3. Imunohistoquimica para identificagcdo de H.
pylori em cortes histolégicos de mucosa gastrica e
figado de um paciente do qual a bactéria foi isolada do
figado. Bactérias amarronzadas (setas) em fundo azul,
espiraladas, aderidas ao muco superficial ou na luz
faveolar da mucosa gastrica A e no parénquima
hepatico B.



4.3. Frequéncia dos marcadores sorologicos para a infec¢cao pelo VHB

Marcadores sorologicos para a infecgdo pelo VHB foram detectados no
soro de 18 pacientes. Dentre eles, em dez, o DNA da bactéria foi verificado no

figado.

4.4. Doenca hepatica primaria ou metastatica e presenca de H. pylori no

figado

Dentre as lesbes hepaticas incluidas na analise, somente a hepatite
aguda foi selecionada na analise univariada e incluida na analise multivariada
TAB. 7. Dados demograficos dos pacientes ndo foram selecionados, mas a
presenca de infecgdo gastrica também foi selecionada na analise univariada e

incluida na analise multivariada TAB. 7.

Na analise multivariada, somente a infecgdo gastrica pelo
microrganismo permaneceu significativa e independentemente associada a
presenca de H. pylori no tecido hepatico TAB. 7. O modelo logistico estava
adequadamente ajustado de acordo com o Teste de Hosmer-Lemeshow

(p=0,29, df 8, 10 “steps”).



TABELA 7
Covariaveis associadas a presenca de H. pylori no figado dos pacientes
submetidos a bidpsia hepética (n=125)

DNA de H. pylori no figado

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razédo Intervalo de p
de confianga

chance de 95%

Sexo 0,85 - - -
|dade 0,80 - - -
Hepatite aguda 0,18 2,14 0,66-6,84 0,20
Hepatite crbnica 0,54 - - -
Cirrose 0,36 - - -
Infeccao gastrica pelo H. pylori 0,008 3,62 1,35-9,71 0,01

Posteriormente, escolheram-se as causas das alteragcdes hepaticas
como variaveis independentes, respeitando o critério de selecionar somente as
doencas hepaticas com frequéncia > 6 para permitir um ajustamento adequado
do modelo. Na analise univariada, hepatopatia alcodlica, esteatohepatite nao-
alcéolica, infeccado prévia ou atual pelo VHB, hepatopatia crénica pelo VHC,
doencga pancreatica, neoplasia da vesicula biliar e infecgdo gastrica pelo H.
pylori foram selecionadas e incluidas na analise multivariada. Sexo e idade nao

preencheram os critérios para a selecdo TAB. 8.



TABELA 8

Covariaveis associadas a presenca de H. pylori no figado dos pacientes

submetidos a bidpsia hepatica (n=125)

DNA de H. pylori no figado

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razédo Intervalode p
de confianca
chance de 95%
Sexo 0,85 - - -
|dade 0,80 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,24 0,41 0,14-1,21 0,11
Esteatohepatite ndo-alcéolica 0,19 3,12 0,51-18,94 0,22
Infeccao prévia ou atual pelo VHB 0,17 3,44 1,12-10,61 0,03
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,20 3,10 0,64-14,85 0,16
Doencgas do pancreas 0,002 12,33  2,38-63,71 0,003
Neoplasia de vesicula biliar 0,22 0,43 0,05-4,08 0,46
Infeccao gastrica pelo H. pylori 0,008 3,65 1,23-10,91 0,02

VHB, virus da hepatite B; VHC, virus da hepatite C.

A presengca de H. pylori no figado permaneceu significativa e

independentemente associada com infec¢ao prévia ou atual pelo VHB, doenca

pancreatica e infeccdo gastrica pelo H. pylori TAB. 8. O modelo logistico

estava adequadamente ajustado (p=0,47, df 8, 10 “steps”).



4.5. AlteracBes histopatoldégicas no figado dos pacientes dos quais

isolou-se H. pylori

Varias alteragdes histopatoldgicas foram identificadas nos fragmentos de
figado dos trés pacientes dos quais isolou-se H. pylori. Necrose periportal com
infiltrado de linfocitos moderado no espacgo porta e formagdo de agregados
linféides foram alteragbes observadas pela analise histopatolégica do
fragmento hepatico da paciente com hepatite cronica em atividade pelo VHC
FIG. 4. No figado da paciente com doenga de Wilson e hepatite fulminante
secundaria a medicamentos, verificou-se subversdo da arquitetura lobular pela
presenca de septos fibrosos, hepatécitos com degeneragdo hidropica
acentuada e nucleos anisomorficos. Ainda, observou-se necrose hepatica
submacica, presencga global de infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear, neoformacdo de ductos biliares e colestase intracelular e
intracanalicular FIG. 4. Por ultimo, no fragmento de figado do paciente com
hepatite aguda por abuso de alcool, identificou-se arquitetura lobular
preservada, hepatdcitos com degeneragdo hidrépica moderada e necrose

lobular discreta com presenca de poucos linfécitos e neutréfilos FIG. 4.



oo

Figura 4. Cortes histolégicos de figado dos pacientes dos quais se isolou H. pylori. A.
Presenca de necrose periportal com infiltrado de linfécitos moderado no espacgo porta
e formagédo de agregados linféides (seta) em fragmento hepatico da paciente com
hepatite cronica em atividade pelo VHC. A;, HE 100X; A,, HE 400X. B. Subversao da
arquitetura lobular pela presenca de septos fibrosos, hepatocitos com degeneragao
hidrépica acentuada e nucleos anisomérficos (setas), necrose hepatica submacica,
presenga global de infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear,
neoformacdo de ductos biliares e colestase intracelular e intracanalicular em
fragmento de figado da paciente com doenga de Wilson e hepatite fulminante
secundaria a medicamentos. B, Tricromo de Gomori (TG) 100X; B,, TG 400X. C.
Hepatécitos com degeneracdo hidropica moderada e necrose lobular discreta com
presenga de poucos linfécitos e neutréfilos (seta) em fragmento de figado do paciente
com hepatite aguda por alcool. C;, HE 100X; C,, HE 400X.



4.6. Alteracdes histopatoldgicas no figado dos pacientes dos quais

detectou-se DNA de H. pylori

Nos espécimes hepaticos, disponiveis em 117 pacientes (média do
numero de tratos portais 15,4 + 8,1), foi avaliada a presenca de necrose e
fiborose. Nao foram observadas associagcbes estatisticamente significativas
entre essas alteracdes e a presencga de H. pylori no figado TAB. 9.

TABELA 9

Presenca de necrose e fibrose nos fragmentos de figado dos pacientes
estudados (n=117)*

Dados histolégicos DNA de H. pylori no figado p
Positivo (n=50)  Negativo (n=67)
n (%) n (%)
Necrose periportal 21 (42,0) 27 (40,3) 0,88
Necrose meédio-zonal 29 (58,0) 36 (53,7) 0,65
Necrose perivenular 06 (12,0) 10 (15,0) 0,64
Necrose global 32 (64,0) 39 (58,2) 0,53
Fibrose global 19 (38,0) 25 (37,3) 0,94

*analise univariada; n, numero de individuos.

Quando células inflamatdrias nas diversas localizagées foram avaliadas
como covariaveis, tendéncia de associacdo com a presenga de DNA de H.
pylori foi vista com infiltrado global de linfocitos e infiltrado de linfocitos na

regido meédio-zonal do |6bulo hepatico TAB. 10.



TABELA 10
Avaliacao da presenca e do tipo de infiltrado inflamatorio nos fragmentos
de figado dos pacientes estudados (n=117)*

Infiltrado inflamatério DNA de H. pylori no figado p
Positivos (n=50) Negativos (n=67)
n (%) n (%)
Portal
Neutrofilo 21 (42,0) 29 (43,3) 0,89
Linfocito 26 (52,0) 38 (56,7) 0,61
Histiocito 23 (46,0) 37 (55,2) 0,32
Periportal
Neutrofilo 20 (40,0) 26 (38,8) 0,90
Linfocito 22 (44,0) 30 (44,8) 0,93
Histiécito 17 (34,0) 29 (43,3) 0,31
Médio-zonal
Neutrofilo 22 (44,0) 27 (40,3) 0,69
Linfocito 30 (60,0) 33 (49,3) 0,25
Histicito 26 (52,0) 32 (47,8) 0,65
Perivenular
Neutrofilo 4 (8,0) 10 (14,9) 0,39
Linfocito 5(10,0) 9 (13,4) 0,57
Histiocito 4 (8,0) 9(13,4) 0,40
Global
Neutrofilo 32 (64,0) 39 (58,2) 0,53
Linfocito 39 (78,0) 45 (67,2) 0,19
Histiécito 34 (68,0) 43 (64,2) 0,67

*analise univarada; n, nimero de individuos.

Entdo, essas variaveis foram consideradas variaveis dependentes em
modelos logisticos incluindo outras causas que levariam ao aumento de células

inflamatadrias, além da presenga de DNA de H. pylori no figado. Inicialmente, na



analise de co-fatores associados a presenca global de linfocitos, as variaveis,
hepatite alcodlica e presenca de DNA de H. pylori no figado foram

selecionadas na analise univariada e incluidas na analise multivariada TAB. 11.

TABELA 11
Covariaveis associadas a presenca global de linfécitos nos fragmentos de
figado dos pacientes estudados (n=117)

Presenca global de linfocitos

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razdo Intervalo de p
de confianca
chance de 95%
Sexo 0,31 - - -
|dade 0,90 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,01 6,59 1,44-30,21 0,02
Doenca hepatica auto-imune® 0,40 - - -
Esteatohepatite ndo-alcéolica 0,77 - - -
Hepatopatia cronica pelo VHC 0,30 - - -
Hepatopatia por medicamentos 0,44 - - -
DNA de H. pylori no figado 0,20 2,04 0,86-4,86 0,11

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposicao.

Dentre essas variaveis, somente hepatopatia alcodlica permaneceu
significativa e independentemente associada com a presencga de linfocitos em
qualquer localizagdo nos fragmentos hepaticos TAB. 11. O modelo logistico

estava adequadamente ajustado (p=0,45, df 8, 10 “steps”).

Posteriormente, na analise de co-fatores associados a presenca de

linfécitos na regido médio-zonal do I6bulo hepatico, as variaveis, sexo, hepatite



alcodlica, hepatopatia crénica pelo VHC, hepatopatia por medicamentos e
presenca de DNA de H. pylori no figado foram selecionadas na analise
univariada e incluidas na analise multivariada TAB. 12.

TABELA 12

Covariaveis associadas a presenca de linfécitos na regido médio-zonal do
I6bulo hepatico nos fragmentos de figado dos pacientes estudados (n=117)

Presenca de linfécitos na regido médio-zonal

Covariaveis Anadlise Analise Multivariada
univariada
p Razdo Intervalode p
de confianca
chance de 95%
Sexo 0,18 0,78 0,33-1,85 0,58
|dade 0,38 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,04 3,67 1,24-10,90 0,02
Doenca hepatica auto-imune” 0,34 - - -
Esteatohepatite ndo-alcdolica 0,85 - - -
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,05 10,04 1,16-86,53 0,04
Hepatopatia por medicamentos 0,05 6,61 1,32-33,11 0,02
DNA de H. pylori no figado 0,25 1,54 0,69-3,46 0,30

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposicao.

As variaveis que permaneceram significativa e independentemente
associadas com a presencga de linfécitos na regido médio-zonal do l6bulo
hepatico foram: hepatopatia alcodlica, hepatopatia cronica pelo VHC e
hepatopatia por medicamentos TAB. 12. O modelo logistico estava

adequadamente ajustado (p=0,66, df 8, 10 “steps”).



4.7. Alteragdes histopatoldogicas no figado de pacientes com infeccéo

gastrica pelo H. pylori

Analisando os dados com o mesmo critério adotado no item 4.6, foram
observadas: associagao (p < 0,05) ou tendéncia de associagao (p< 0,25) entre
infeccdo gastrica e necrose periportal, necrose médio-zonal do I6bulo hepatico,

necrose global e fibrose global TAB. 13.

TABELA 13

Avaliacdo de necrose e fibrose nos fragmentos de figado dos pacientes
estudados (n=117)*

Dados histoldgicos Infecgao gastrica pelo H. pylori P
Positivos (n=88) Negativos (n=29)
n (%) n (%)
Necrose periportal 39 (44,3) 9 (31,0) 0,20
Necrose médio-zonal 55 (62,5) 10 (34,5) 0,008
Necrose perivenular 13 (14,8) 3(10,4) 0,76
Necrose global 60 (68,2) 11 (37,9) 0,004
Fibrose global 36 (40,9) 8 (27,6) 0,19

*analise univarada; n, numero de individuos.

Essas variaveis foram consideradas, individualmente como variaveis
dependentes e analisadas em modelos logisticos que incluiam também outras
causas possiveis de necrose e fibrose hepatica, além da infecgao gastrica pelo

H. pylori.



Inicialmente, foram analisados os co-fatores associados a necrose
global. As variaveis, hepatite alcodlica, doenga hepatica auto-imune,
hepatopatia crénica pelo VHC, hepatopatia por medicamentos e infecgao
gastrica pelo H. pylori foram selecionadas na analise univariada e mantiveram-
se associadas na analise multivariada TAB. 14. O modelo logistico estava

adequadamente ajustado (p=0,66, df 8, 10 “steps”).

TABELA 14
Covariaveis associadas a presenca global de necrose nos fragmentos de
figado dos pacientes estudados (n=117)

Presencga global de necrose

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razdo Intervalo de p
de confianga
chance de 95%
Sexo 0,60 - - -
ldade 0,81 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,002 8,89 2,36-33,52 0,001
Doenca hepatica auto-imune® 0,16 15,69 1,56-157,27 0,02
Esteatohepatite ndo-alcéolica 0,76 - - -
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,11 9,26 1,03-83,60 0,05
Hepatopatia por medicamentos 0,13 7,54 1,39-40,77 0,02
Infecgéo gastrica pelo H. pylori 0,004 3,92 1,36-11,30 0,01

VHC, virus da hepatite C; #hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposigao.

Posteriormente, na analise de co-fatores associados a necrose na
regido médio-zonal do Iébulo hepatico, as variaveis, sexo, hepatite alcodlica,

hepatopatia cronica pelo VHC, hepatopatia por medicamentos e infec¢ao



gastrica pelo H. pylori foram selecionadas na analise univariada e incluidas na

analise multivariada TAB. 15.

TABELA 15
Covariaveis associadas a presenca de necrose naregido médio-zonal do
I6bulo hepético nos fragmentos de figado dos pacientes estudados (n=117)

Presencga de necrose na regiao médio-zonal

Covariaveis Anadlise Analise Multivariada
univariada
p Razédo Intervalode p
de confianca
chance de 95%
Sexo 0,19 0,87 0,36-2,10 0,76
ldade 0,59 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,006 4,76 1,45-15,60 0,01
Doenca hepatica auto-imune” 0,38 - - -
Esteatohepatite ndo-alcdolica 0,57 - - -
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,06 9,46 1,10-82,17 0,04
Hepatopatia por medicamentos 0,07 7,11 1,38-36,47 0,02
Infecgéo gastrica pelo H. pylori 0,008 2,54 0,97-6,66 0,06

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposigao

As variaveis que permaneceram significativa e independentemente
associadas com necrose na regido meédio-zonal do I6bulo hepatico foram:
hepatopatia alcodlica, hepatopatia cronica pelo VHC e hepatite por
medicamentos TAB. 15. Entretanto, o modelo logistico ndo estava

adequadamente ajustado (p=0,08, df 8, 10 “steps”).

Ainda, co-fatores associados a necrose na regido periportal nos

fragmentos hepaticos foram analisados. As variaveis, hepatite alcodlica,



doenca hepatica auto-imune, hepatopatia crénica pelo VHC e infecgao gastrica
pelo H. pylori foram selecionadas na analise univariada e incluidas na analise

multivariada TAB. 16.

TABELA 16
Covariaveis associadas a presenca de necrose naregiao periportal nos
fragmentos de figado dos pacientes estudados (n=117)

Presenca de necrose na regiao periportal

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razdo Intervalo de p

de confianca

chance de 95%
Sexo 0,33 - - -
|dade 0,90 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,03 3,66 1,40-9,55 0,008
Doenca hepatica auto-imune” 0,09 7,90 1,34-46,36 0,02
Esteatohepatite ndo-alcéolica 0,65 - - -
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,006 17,60 2,03-152,40 0,009
Hepatopatia por medicamentos 0,34 - - -
Infeccao gastrica pelo H. pylori 0,21 1,65 0,59-4,61 0,34

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposigao

As variaveis que permaneceram significativa e independentemente
associadas com necrose da regidao periportal nos fragmentos hepaticos foram:
hepatopatia alcodlica, doenca hepatica auto-imune e hepatopatia crénica pelo
VHC TAB. 16. O modelo logistico estava adequadamente ajustado (p=0,87, df

8, 10 “steps”).



Em relacdo a presenca global de fibrose, as variaveis, idade, hepatite
alcodlica, hepatopatia crénica pelo VHC e infeccdo gastrica pelo H. pylori

foram selecionadas na analise univariada TAB. 17.

TABELA 17
Covariaveis associadas a presenca global de fibrose nos fragmentos de
figado dos pacientes estudados (n=117)

Presenca global de fibrose

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razao Intervalo de p
de confianga
chance de 95%
Sexo 0,36 - - -
|dade 0,16 0,83 0,34-2,02 0,67
Hepatopatia alcodlica 0,03 3,47 1,22-9,87 0,02
Doenca hepatica auto-imune” 0,27 - - -
Esteatohepatite ndo-alcéolica 0,82 - - -
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,007 15,58 1,77-137,2 0,013
Hepatopatia por medicamentos 0,57 - - -
Infecgao gastrica pelo H. pylori 0,19 1,32 0,49-3,55 0,58

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposigao

As variaveis que permaneceram significativa e independentemente
associadas a presenga global de fibrose nos fragmentos hepaticos foram:
hepatopatia alcodlica e hepatopatia crénica pelo VHC TAB. 17. O modelo
logistico estava adequadamente ajustado (p=0,89, df 8, 10 “steps”).

Quando as células inflamatérias nas diversas localizagbes foram

avaliadas como covariaveis, associagao (p<0,05) ou tendéncia de associacao



(p<0,25) foi vista entre infecgdo gastrica pelo H. pylori e infiltrado inflamatério
(neutrdfilos, linfécitos ou histiécitos) global e na regido médio-zonal nos
fragmentos hepaticos, respectivamente TAB. 18.

Entdo, essas variaveis foram consideradas variaveis dependentes em
modelos logisticos incluindo outras causas que levariam ao aumento de células

inflamatdrias, além da presenca de H. pylori no estébmago.

Inicialmente, na andlise de co-fatores associados a presencga global de
neutrofilos as variaveis, hepatite alcodlica, doenca hepatica auto-imune,
hepatopatia crénica pelo VHC e infeccdo gastrica pelo H. pylori foram

selecionadas na analise univariada e incluidas na analise multivariada TAB. 19.

Dentre essas variavies, somente hepatopatia alcodlica permaneceu
significativa e independentemente associada com a presenca de neutrofilos em
qualquer localizagdo nos fragmentos hepaticos. O modelo logistico estava

adequadamente ajustado de (p=0,83, df 8, 10 “steps”) TAB. 19.



TABELA 18

Avaliacdo da presenca e do tipo de infiltrado inflamatorio nos fragmentos

de figado dos pacientes estudados (n=117)*

Infiltrado inflamatério Infeccao gastrica pelo H. pylori p
Positivos (n=88) Negativos (n=29)
n (%) n (%)
Portal
Neutrofilo 38 (43,2) 12 (41,4) 0,86
Linfocito 50 (56,8) 14 (48,3) 0,42
Histiocito 47 (53,4) 13 (44,8) 0,42
Periportal
Neutrofilo 37 (42,0) 9 (31,0) 0,29
Linfocito 41 (46,6) 11 (37,9) 0,42
Histiécito 34 (38,6) 11 (37,9) 0,95
Médio-zonal
Neutrofilo 43 (48,9) 6 (20,7) 0,006
Linfocito 52 (59,1) 11(37,9) 0,047
Histidcito 47 (53,4) 11 (37,9) 0,15
Perivenular
Neutrofilo 11 (12,5) 3(10,3) 1,0
Linfocito 11 (12,5) 3(10,3) 1,0
Histiocito 11 (12,5) 2 (6,9) 0,51
Geral
Neutrofilo 58 (65,9) 13 (44,8) 0,046
Linfocito 69 (78,4) 15 (51,7) 0,007
Histidcito 62 (70,5) 15 (51,7) 0,07

*analise univarada; n, nimero de individuos.



TABELA 19
Covariaveis associadas a presenca global de neutroéfilos nos fragmentos
de figado dos pacientes estudados (n=117)

Presenca global de neutrofilos

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razdo Intervalode P
de confianga

chance de 95%

Sexo 0,27 - - -
|dade 0,60 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,03 3,53 1,18-10,54 0,02
Doenca hepatica auto-imune” 0,16 8,34 0,90-76,98 0,06
Esteatohepatite ndo-alcéolica 0,76 - - -
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,11 6,50 0,75-56,19 0,09
Hepatopatia por medicamentos 0,83 - - -
Infecgao gastrica pelo H. pylori 0,05 2,31 0,90-5,90 0,08

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposigao

Posteriormente, na analise de co-fatores associados a presenca de
neutréfilos na regido médio-zonal do Iébulo hepatico, as variaveis, hepatite
alcodlica, esteato-hepatite nao-alcodlica, hepatopatia por medicamentos e
infeccdo gastrica pelo H. pylori, foram selecionadas na analise univariada e

incluidas na analise multivariada TAB. 20.



TABELA 20
Covariaveis associadas a presenca de neutrofilos na regido médio-zonal
do lIébulo hepético nos fragmentos de figado dos pacientes estudados
(n=117)

Presenca de neutréfilos na regido médio-zonal

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razéo Intervalo de p
de confianca de
chance 95%
Sexo 0,26 - - -
|dade 0,36 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,01 3,53 1,32-9,37 0,01
Doenca hepatica auto-imune” 0,96 - - -
Esteatohepatite ndo-alcdolica 0,21 3,61 0,61-21,58 0,16
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,80 - - -
Hepatopatia por medicamentos 0,12 4,33 1,10-16,97 0,04
Infecgéo gastrica pelo H. pylori 0,008 2,90 1,02-8,30 0,05

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune e sindrome de sobreposicio

As varidveis que permaneceram significativa e independentemente
associadas com a presenga de neutrofilos na regido médio-zonal do lébulo
hepatico foram: hepatopatia alcodlica, hepatite por medicamentos e infecgao
gastrica pelo H. pylori O modelo logistico estava adequadamente ajustado

(p=0,80, df 8, 10 “steps”) TAB. 20.

A presencga global de linfocitos e infiltrado de linfocitos na regido médio-
zonal do Iébulo hepatico também foram considerados individualmente como

variaveis dependentes. Na analise de co-fatores associados a presencga global



de linfocitos as variaveis, hepatopatia alcodlica e infecgcao gastrica pelo H.
pylori foram selecionadas na analise univariada e mantiveram-se associadas
na analise multivariada TAB. 21. O modelo logistico estava adequadamente

ajustado (p=0,47, df 8, 10 “steps”) TAB. 21.

TABELA 21
Covariaveis associadas a presenca global de linfécitos nos fragmentos de
figado dos pacientes estudados (n=117)

Presencga global de linfocitos

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razéao Intervalode p
de confianga
chance de 95%
Sexo 0,31 - - -
|dade 0,90 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,01 4,73 1,03-21,81 0,05
Doenca hepatica auto-imune® 0,40 - - -
Esteatohepatite ndo-alcdolica 0,77 - - -
Hepatopatia cronica pelo VHC 0,31 - - -
Hepatopatia por medicamentos 0,44 - - -
Infeccao gastrica pelo H. pylori 0,006 2,80 1,13-6,96 0,03

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposigao

Em relagdo a presencga de linfécitos na regido médio-zonal do lébulo
hepatico, as variaveis, sexo, hepatopatia alcodlica, hepatopatia crénica pelo

VHC, hepatopatia por medicamentos e infec¢cado gastrica pelo H. pylori foram



selecionadas na analise univariada e incluidas na analise multivariada TAB.

22.

TABELA 22
Covariaveis associadas a presenca de linfocitos na regido médio-zonal do
I6bulo hepatico nos fragmentos de figado dos pacientes estudados
(n=117)

Presenca de linfécitos na regidao médio-zonal

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razédo Intervalode p
de confianga

chance de 95%

Sexo 0,18 0,75 0,32-1,78 0,52
|dade 0,38 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,04 2,96 0,99-8,84 0,05
Doenca hepatica auto-imune® 0,34 - - -
Esteatohepatite ndo-alcéolica 0,85 - - -
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,05 9,76 1,13-84,18 0,04
Hepatopatia por medicamentos 0,05 6,93 1,37-35,02 0,02
Infecgao gastrica pelo H. pylori 0,05 1,93 0,75-493 0,17

VHC, virus da hepatite C; #hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposig¢ao

As variaveis que permaneceram significativa e independentemente
associadas a presenca de linfécitos na regido médio-zonal do I6bulo hepatico
foram: hepatopatia crénica pelo VHC e hepatopatia por medicamentos. O
modelo logistico estava adequadamente ajustado (p=0,65, df 8, 10 “steps”)

TAB. 22.



Por ultimo, foram analisados como variaveis dependentes: presenga
global de histiocitos e infiltrado de histidcitos na regido médio-zonal do l6bulo
hepatico. Na analise dos co-fatores associados a presenca global de histiécitos
as variaveis, hepatite alcoodlica, doenca hepatica auto-imune, hepatopatia
cronica pelo VHC, hepatopatia por medicamentos e infecgao gastrica pelo H.
pylori foram selecionadas na anadlise univariada e incluidas na analise

multivariada TAB. 23.

TABELA 23
Covariaveis associadas a presenca global de histiécitos nos fragmentos
de figado dos pacientes estudados (n=117)

Presenca global de histidcitos

Covariaveis Analise Analise Multivariada
univariada
p Razéo Intervalo de p
de confianga

chance de 95%

Sexo 0,39 - - -
|dade 0,47 - - -
Hepatopatia alcodlica 0,008 6,44 1,73-23,93 0,005
Doenca hepatica auto-imune® 0,25 7,69 0,84-71,01 0,07
Esteatohepatite ndo-alcéolica 0,96 - - -
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,18 6,39 0,74-55,52 0,09
Hepatopatia por medicamentos 0,24 4,61 0,90-23,37 0,07
Infeccao gastrica pelo H. pylori 0,07 2,04 0,78-5,31 0,15

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposi¢ao



Dentre essas variaveis, somente hepatopatia alcodlica permaneceu
significativa e independentemente associada a presenga de histiécitos em
qualquer localizagdo nos fragmentos hepaticos. O modelo logistico estava

adequadamente ajustado (p=0,86, df 8, 10 “steps”) TAB. 23.

Em relagdo a presenca de histiocitos na regido médio-zonal do lébulo
hepatico, as variaveis, sexo, idade, hepatopatia alcodlica, doenga hepatica
auto-imune, hepatopatia por medicamentos e infecgdo gastrica pelo H. pylori
foram selecionadas na analise univariada e incluidas na analise multivariada

TAB. 24.

TABELA 24
Covariaveis associadas a presenca de histiécitos na regido médio-zonal

do I6ébulo hepético nos fragmentos de figado dos pacientes estudados
(n=117)

Presencga de histiocitos na regido médio-zonal

Covariaveis Anadlise Analise Multivariada
univariada
p Razédo Intervalode p
de confianca
chance de 95%
Sexo 0,23 0,98 0,96-1,01 0,27
|dade 0,06 0,75 0,31-1,79 0,51
Hepatopatia alcodlica 0,04 2,77 0,96-8,00 0,06
Doenca hepatica auto-imune® 0,23 5,39 0,86-33,62 0,07
Esteatohepatite ndo-alcdolica 0,98 - - -
Hepatopatia crénica pelo VHC 0,45 - - -
Hepatopatia por medicamentos 0,03 7,17 1,39-37,08 0,02
Infecgéo gastrica pelo H. pylori 0,15 2,05 0,77-5,46 0,15

VHC, virus da hepatite C; *hepatite auto-imune mais sindrome de sobreposigao



Dentre essas variaveis, somente hepatopatia por medicamentos
permaneceu significativa e independentemente associada a presenca de
histiocitos na regiao médio-zonal do Iébulo hepatico. O modelo logistico estava

adequadamente ajustado (p=0,45, df 8, 10 “steps”) TAB. 24.



5.0. DISCUSSAO

5.1. Isolamento em cultura de amostras de Helicobacter spp. do figado dos

pacientes estudados

A camada mucosa do trato gastrointestinal de animais e de seres
humanos é o habitat permanente ou temporario de um grande numero de
bactérias espiraladas, moveis, Gram-negativas e microaerdfilas. Varias
espécies de Helicobacter, Campylobacter, Wolinella e Arcobacter ja foram
descritas e muitas outras tém sido identificadas. Diversos estudos tém
demonstrado que essas bactérias colonizam a camada mucosa do trato
gastrintestinal formando nicho especifico. Entretanto, em determinadas
situagdes, dependentes da relagdo entre hospedeiro e microrganismo, os

limites dessa colonizagdo podem ser ultrapassados (BLASER, 1998).

Além do H. pylori, outras espécies do género tém sido identificadas nas
vias biliares e figado de seres humanos e animais. A pesquisa de bactérias do
género Helicobacter no figado de seres humanos foi motivada por analogia ao
observado em animais onde microrganismos do género associam-se a
doencas hepaticas (FOX et al., 1994; WARD et al., 1994a; WARD et al., 1994b;

FOX et al, 2001; FOX et al, 2002b) e por resultados de estudos



epidemioldgicos que demonstraram associagao entre a presenga de anticorpos
anti-H. pylori e doencgas hepaticas crbnicas em seres humanos (WU et al.,
1995; SIRINGO et al,, 1997; FAN et al., 1998; PONZETTO et al., 2000;
PELLICANO et al.,, 2000; DURAZZO et al., 2002; PONZETTO et al., 2003;

DURAZZO et al., 2004; QUEIROZ et al., 2006).

Nesse estudo, o primeiro no assunto com desenho prospectivo,
isolaram-se, em cultura e detectou-se por PCR, amostras e DNA de H. pylori
em fragmentos de figado de trés (2,4%) e 51 (40,8%) pacientes,
respectivamente. Pela primeira vez, amostras de bactérias do género
Helicobacter foram isoladas em cultura a partir de fragmentos de figado de
seres humanos. Dentre os fatores que contribuiram para o isolamento do
microrganismo, a semeadura de tecido recentemente colhido e a sensibilidade
elevada da técnica de cultura adotada no Laboratorio de Pesquisa em
Bacteriologia (QUEIROZ et al., 1987) devem ser destacados. Quando
comparada a outros métodos diagndsticos, a cultura apresenta sensibilidade
que varia de 82,0 a 98,0% (VANZWET et al., 1993; THIJS et al.,, 1996;
ANDERSEN et al., 1998; LERANG et al., 1998) dependendo da experiéncia do
servigo. Alguns estudos tém demonstrado que a capacidade de detecc¢ao do H.
pylori pela cultura pode ser comparada a da PCR (VALENTINE et al., 1991;

VANZWET et al., 1993; FABRE et al., 1994).

O isolamento de amostras de H. pylori do figado de trés pacientes
confirma a hipdtese de que o microrganismo pode se manter viavel no figado
humano, a despeito do fato de que o H. pylori é sensivel in vitro aos acidos

biliares primarios, desoxicolico e quenodesoxicolico, presentes na bile do



homem (MATHAI et al., 1991; HANNINEN, 1995; ITOH et al., 1999; WORKU et
al.,, 2004), que exercem efeitos inibitérios no crescimento e alteram a
capacidade de aderéncia da bactéria (TOMPKINS & WEST, 1987; MATHAI et
al., 1991). Assim, os resultados desse estudo sugerem que a bactéria pode
desenvolver mecanismos adaptativos que a protegem do pH alcalino e dos
acidos biliares da bile, sobrevivendo nesse nicho. Varios estudos tém
demonstrado que formas viaveis da bactéria podem ser encontradas nas fezes,
reforcando, assim, a possibilidade de sobrevivéncia em meio aos acidos
biliares (THOMAS et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2004) e ndo ha evidéncias de
que a taxa de colonizagdo gastrica pelo H. pylori € menor em condigdes
fisioldgicas ou patolégicas de refluxo de bile (NIEMELA et al., 1989;

KELLOSALO et al., 1991).

Por outro lado, modificagcdo do pH e de constituintes da bile tem sido
identificada em determinadas situagdes clinicas que poderiam permitir a
viabilidade de H. pylori no figado de pacientes com doengas hepatobiliares
(SHODA et al., 1993; REYNOLDS et al., 1995; VENKATARAMANI et al., 1998).
O microrganismo pode atingir o figado migrando através do duodeno e do
colédoco ou pela circulagao enterohepatica. Tanto bactérias viaveis, por
translocagcdo, ou DNA de bactérias, fagocitadas por macréfagos intestinais,
poderiam alcangar o figado pela circulagao portal FIG. 5. Recentemente, foi
demonstrado em modelo animal que H. pylori inoculado em camundongo

C57BL6 pode atingir o figado pelas duas vias sugeridas (TIAN et al., 2005).



colonizagéo do
estbmago

vias biliarey (
 figadolvesicula intestino |

niesin
I

circulagéo enterohepética eliminacdo

Figura 5. Possiveis vias de acesso ao figado de amostras gastricas de H.

pylori.

Nesse estudo, em um dos trés casos nos quais a bactéria foi isolada do
figado, a paciente apresentava hepatite fulminante, sobreposta a hepatopatia
crénica, com sinais de necrose hepatocelular acentuada a histologia. A hepatite
aguda fulminante é considerada uma sindrome clinica grave, com evolugao
rapida, ocasionando insuficiéncia hepatocelular, traduzida por hipoglicemia,
faléncia de multiplos 6rgaos, coagulopatia e disturbios do sistema nervoso
central (BERNUAU & DURAND, 1997). Geralmente, 45,0 a 80,0% dos
pacientes com insuficiéncia hepatica fulminante evoluem com infecgcbes
bacterianas e fungicas graves, pois, nesses casos, verificam-se menor
capacidade funcional do sistema reticulo endotelial, deficiéncia do sistema de
complemento e de opsonizagéo e diminuigdo da atividade quimioatractante, da

capacidade de aderéncia de neutrofilos e de fagocitose (ALTIN et al., 1982;



ALTIN et al., 1983; IMAWARI et al., 1985; MAS & RODES; 1997). Assim, é
possivel que a hepatite fulminante seja uma situagcao clinica que favoreca a
colonizagdo hepatica por amostras de H. pylori em quantidade suficiente (> 10°
unidades formadoras de colbnia) para permitir o isolamento da bactéria em
cultura.

O microrganismo foi, ainda, isolado do fragmento hepatico de um
paciente com hepatite alcodlica aguda e outro com hepatite crénica pelo VHC.
Embora nao haja aparentemente uma explicagao para justificar o isolamento do
microrganismo nessas condi¢des de etiologias tdo diversas, vale ressaltar que
DNA de Helicobacter tem sido consistentemente identificado no figado de

pacientes com complicagdes secundarias a infeccao pelo VHC.

5.2. Deteccdo de DNA de Helicobacter spp. no figado dos pacientes

estudados

Recentemente, varios grupos de pesquisadores de diferentes regides do
mundo como Europa, Asia, EUA e Brasil demonstraram DNA de Helicobacter
spp. na bile, epitélio das vias biliares e figado de seres humanos com
colelitiase, colecistite, colangiocarcinoma, doengas colestaticas cronicas (CEP
e CBP), cirrose associada ao VHC e hepatocarcinoma com frequiéncia variando
entre 3,5 a 100% (LIN et al., 1995; KAWAGUCHI et al., 1996, FOX et al., 1998;
SILVA et al., 2003; FOX et al., 1998a; NILSSON et al., 2000; AVENAUD et al.,

2000; NILSSON et al., 2001; FAN et al., 2001; QUEIROZ et al., 2001; DORE et



al., 2002; BULAJIC et al., 2002; FUKUDA et al., 2002; MATSUKURA et al.,
2002; VERHOEF et al.,, 2003; PELLICANO et al., 2004; ITO et al., 2004;
HUANG et al., 2004; ROCHA et al., 2005; BOOMKENS et al., 2005; XUAN et
al., 2005; STALKE et al., 2005).

Resultados diferentes foram relatados por COPPOLA et al. (2002), que
na ltalia, ndo identificaram DNA de Helicobacter spp. no figado de seres
humanos. Provavelmente, esse resultado deve-se a menor sensibilidade do
método usado. No presente estudo, usou-se PCR-aninhada que detecta
quantidades minimas de DNA (LIN et al., 1995). A reacdo com iniciadores e
condi¢gdes adotadas € capaz de detectar um fragmento de DNA de Helicobacter
que equivale a 10 fg (WANG et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2004). Entretanto,
nesse tipo de reagdo, ha maior risco de contaminagdes, com consequentes
resultados falso-positivos. No estudo, todas as etapas das reacbes foram
controladas e em todas as ocasides, os controles negativos foram sempre
negativos. Ainda, a presenca de DNA de Helicobacter spp. foi avaliada, com a
mesma técnica, no soro dos pacientes e em todos os casos o resultado foi
negativo (dados nao apresentados). Em conjunto, esses resultados minimizam
a possibilidade de resultados falso-positivos.

No presente estudo, DNA de H. pylori foi demonstrado em fragmentos
hepaticos de 51 pacientes (40,8%) com doengas hepaticas primarias ou
metastaticas. A semelhanca do observado na maioria dos trabalhos conduzidos
anteriormente, os produtos amplificados de DNA de Helicobacter nesse estudo
foram identificados por sequenciamento como H. pylori (AVENAUD et al., 2000;

NILSSON et al., 2001; FAN et al., 2001; QUEIROZ et al., 2001; VERHOEF et



al., 2003; PELLICANO et al., 2004; ITO et al., 2004; HUANG et al., 2004;
ROCHA et al., 2005; BOOMKENS et al., 2005; XUAN et al., 2005; STALKE et
al., 2005). Em menor propor¢cao, DNA de H. bilis, H. pullorum, H. canis e H.
ganmani também tem sido verificado em outros estudos (TOLIA et al., 2004;
PELLICANO et al., 2004; ROCHA et al., 2005).

Vale ressaltar que a maior parte dos pacientes incluidos nesse estudo
reside em Belo Horizonte, caracterizando, assim, uma populagéo urbana, o que
diminui a possibilidade de transmiss&o zoondtica de outras espécies do género
Helicobacter como o H. pullorum, encontrado no intestino e figado de galinhas.
Essa espécie, como dito anteriormente, foi identificada por outros autores nas
vias biliares e figado de seres humanos (STANLEY et al., 1994; FOX et al.,
1998a; PELLICANO et al., 2004; ROCHA et al., 2005).

Diferentemente desse estudo, em trabalhos anteriores, de desenho
retrospectivo, nao foi investigada infecgcao gastrica pelo microrganismo. Nesse
trabalho, em quase 90,0% dos casos nos quais a pesquisa de H. pylori no
figado foi positiva a pesquisa da infecgdo gastrica também foi positiva
indicando fortemente o estdmago como fonte do microrganismo. Em apenas
seis casos, o teste respiratdrio com "*C e a reacdo de ELISA foram negativos o
que pode ser explicado pela sensibilidade desses métodos que nao atinge
100,0%. Por outro lado, 0 método usado para a pesquisa da bactéria no figado,
como ja discutido, € muito sensivel. Deve ser considerado, ainda, que pode
ocorrer diminuicdo da sensibilidade do método sorolégico na vigéncia de

doencas graves que alteram a resposta imunoldgica do individuo.



Os achados do presente estudo, a semelhanca de resultados de
trabalhos anteriores, fortalecem a hipotese de que, em determinadas
condigdes, H. pylori presente no estbtmago de seres humanos pode migrar e,
até mesmo, colonizar o figado. Ha, entretanto, autores que acreditam que a
presenca de DNA de H. pylori no figado significa apenas contaminagao desse
sitio por material gendmico da bactéria fagocitado por macrofagos, que
alcancariam esse orgao pela veia porta. O mesmo raciocinio se aplicaria a
microrganismos que compdem a microbiota gastrointestinal. Entretanto,
somente na minoria dos trabalhos, conduzidos com o objetivo de identificar
Helicobacter spp. no figado de seres humanos, foi pesquisado também DNA de
enterobactérias (TANAKA et al., 1999; NILSSON et al., 2000; ITO et al., 2004;
ROCHA et al., 2005). Os resultados desses estudos ndo sdo homogéneos. No
estudo de TANAKA et al. (1999), DNA de varias bactérias de géneros
diferentes foi observado nos fragmentos de figado; esse resultado pode refletir
baixa especificidade do método usado ou contaminacdo no manuseio dos
fragmentos. NILSSON et al. (2000) também verificaram a presenca de E. coli
na quase totalidade das amostras hepaticas nas quais foi identificado DNA de
Helicobacter spp. Ja nos trabalhos de ITO et al. (2004) e ROCHA et al. (2005),
bem como no presente estudo, DNA desses microrganismos, especificamente
E. coli e Bacteroides fragilis, ndo foi detectado no figado (dados nao
apresentados). Esses achados minimizam a possibilidade de que H. pylori, no
nosso estudo, seja um simples contaminante do fragmento hepatico.

Provavelmente, fatores préprios das bactérias do género Helicobacter



associados a caracteristicas do hospedeiro favoregam o estabelecimento

desses microrganismos no figado do homem.

5.3. Doenca hepatica priméaria ou metastatica e presenca de H. pylori no

figado

5.3.1. Complicacdes da doenca hepatica primaria e presenca de H. pylori no

figado

Na maioria dos estudos que identificaram DNA de bactérias do género
Helicobacter no figado foram avaliados pacientes com hepatocarcinoma
(AVENAUD et al., 2000; NILSSON et al., 2001; FAN et al., 2001; DORE et al.,
2002; VERHOEF et al.,, 2003; PELLICANO et al., 2004; ITO et al., 2004;
HUANG et al., 2004; ROCHA et al., 2005; XUAN et al., 2005). Outros autores
estudaram pacientes com hepatite cronica e/ou cirrose hepatica associadas a
hepatite pelo VHC (DORE et al., 2002; ROCHA et al., 2005) e pacientes com
CEP e CBP (TANAKA et al., 1999; NILSSON et al., 2000; BOOMKENS et al.,
2005).

Nessas investigagdes, a presenca de DNA de Helicobacter spp. no
figado variou de acordo com o grau de lesdo hepatica: 3,5%, 17,0 a 92,0% e
40,0 a 100,0% na presenca de hepatite cronica, cirrose e hepatocarcinoma,

respectivamente. O trabalho de ROCHA et al. (2005) compara pacientes com



diversos graus de lesdo hepatica associada ao VHC com um grupo controle e
demonstra que a positividade para DNA da bactéria aumentou na medida em
que o grau das lesdes hepaticas era mais grave.

No presente estudo, apesar de o numero de casos de CHC (n=4) nao
permitir tratamento estatistico, DNA do microrganismo foi verificado na maioria
dos fragmentos hepaticos dos pacientes com CHC (75,0%). Juntamente com
os dados de literatura, esse resultado sugere uma possivel participacdo de
espécies de Helicobacter na progressao da hepatite cronica para cirrose e CHC
no homem. A bactéria poderia contribuir como um co-fator para o agravamento
do processo inflamatério e, assim, favorecer o desenvolvimento de CHC;
entretanto ha apenas dois trabalhos avaliando a participagao de Helicobacter
spp. no processo de carcinogénese (YANAGISAVA et al., 2005; ZHANG et al.,
2005). Recentemente, YANAGISAVA et al. (2005), usando técnicas de ELISA,
imunohistoquimica e RT-PCR, identificaram expressdo aumentada de
membros da familia das metaloproteases (MMP-2; MMP-9), enzimas
proteoliticas associadas a disseminagdo de tumores, em cultura de células
hepaticas (HepG2) infectadas por cepas de H. pylori cagA-positivas/cagE-
positivas e por amostras de H. cholecystus, mas nao por outras espécies de
Helicobacter. No estudo de ZHANG et al. (2005) foi vista maior expressao de
produtos codificados por oncogenes bem como proteinas que regulam a
transcricdo génica em células hepaticas (Hep G2) expostas a amostras de H.
pylori que células ndo expostas. Por outro lado, varios autores preconizam que
a presengca de Helicobacter spp. no figado de pacientes com CHC seria

consequéncia direta da neoplasia. O ambiente intra-hepatico modificado pelo



tumor criaria condigdes favoraveis para a migragao e colonizagdo do figado
pela bactéria. O CHC pode causar colestase intra-hepatica cronica,
favorecendo a persisténcia do microrganismo no figado. Outro fator que
poderia estar relacionado a presenca do H. pylori no tecido tumoral seria a
escassez ou, até mesmo, a auséncia de células de Kupffer no tumor, o que
evitaria a fagocitose da bactéria que sobreviveria em um nicho diferente do
habitual. LIU e cols (2003), por imunohistoquimica, demonstraram que o
numero de células de Kupffer é significativamente menor no tecido tumoral que
no figado normal adjacente a neoplasia.

Diferentemente dos resultados observados por ROCHA et al. (2005), no
presente estudo, ndo foi observada associagcao entre DNA de Helicobacter no
figado e cirrose hepatica. Deve ser ressaltado; entretanto, que no estudo de
ROCHA et al. (2005) nao foram avaliados pacientes com outras causas de
cirrose como a secundaria ao uso de alcool, que nesse estudo contribui com 18
casos.

Essas diferengas entre os resultados dos estudos podem ser explicadas,
em parte, por diferengas geograficas e clinicas dos individuos estudados ou,
ainda, pelo desenho dos estudos e pela sensibilidade dos métodos usados.
Entretanto, outra possibilidade ndo pode ser excluida: a presenca da bactéria
no figado estaria associada ndo somente as complicagdes como também as
etiologias da doenca hepatica. E possivel que os fatores causais das
hepatopatias contribuam de alguma forma para a migragdéo e o

estabelecimento do microrganismo no figado.



5.3.2. Causas da doenca hepatica primaria e presenca de H. pylori no figado

Em oito, dentre os 17 trabalhos que investigaram a presenca de
bactérias do género Helicobacter spp. no figado, a causa da doenga hepatica
era infecgdo pelo VHC e/ou VHB (FAN et al., 2001; DORE et al., 2002;
PELLICANO et al., 2004; ITO et al., 2004; HUANG et al., 2004; ROCHA et al.,
2005). No presente trabalho, DNA de H. pylori nos fragmentos hepaticos
associou-se a infecgao prévia ou atual pelo VHB. Associagéo entre a presenca
de espécies de Helicobacter no figado e hepatopatia associada a infecg&o pelo
virus B foi descrita na China (FAN et al., 2002) e no Japéo (ITO et al., 2004),
mas n&o ha estudos avaliando todo o espectro da infecgdo pelo VHB. Com
base nos resultados desse estudo € possivel que fatores inerentes a infecgao
pelo VHB, provavelmente, dependentes da relagdo entre hospedeiro e virus,
contribuam para que bactérias presentes no estdbmago se estabelecam no
figado de seres humanos. E provavel que a interacdo entre virus e H. pylori
modifique o curso natural das infecgbes causadas por esses agentes.

Ha estudos demonstrando que a resposta imunoldgica especifica do
hospedeiro pode determinar o curso da infecgao pelo VHB. O perfil de resposta
Th1 é frequentemente observado nos individuos com doenga auto-limitada
(LECHNER et al.,, 2000). A produgao de citocinas pro-inflamatérias pelos
linfocitos CD4™ e a ativacgdo de linfocitos CD8" e linfocitos B associam-se a
reducdo da replicagdo viral (MIZUKOSKI et al.,, 2004). Com base nessas

observagoes, tem sido proposto que a habilidade do hospedeiro em orquestrar



uma resposta celular eficiente € o principal mecanismo responsavel pelo
controle da infecgcao pelo virus. Por outro lado, falhas na elaboragcdo dessa
resposta, seriam responsaveis pela cronicidade da infecgao.

Dessa maneira, a fungao alterada da célula T parece ser um fator
determinante para a persisténcia do virus B, inclusive depois do
estabelecimento da infecgdo crénica. Assim, a alteragdo da resposta
imunolégica do hospedeiro ocasionada pelo VHB poderia contribuir para o
estabelecimento do Helicobacter spp. no figado. Entretanto, pela falta de
dados, varios fatos necessitam ainda ser esclarecidos, inclusive a possibilidade
de bactérias do género Helicobacter contribuirem para o agravamento das

hepatopatias pelo virus B.

Diferentemente de outras investigagdes preliminares, nesse estudo nao
foi identificada associagao entre a presencga de H. pylori no figado e VHC (ITO
et al., 2004; PELLICANO et al., 2004; ROCHA et al., 2005). Nos trabalhos de
ITO et al. (2004) e PELLICANO et al. (2004) so6 foram incluidos pacientes com
cirrose e/ou hepatocarcinoma. Ja, no trabalho de ROCHA et al. (2005),
pacientes com VHC sem cirrose e hepatocarcinoma também foram avaliados e
DNA de Helicobacter spp. foi detectado em 91% (19/21), 61,3% (19/31) e 3,5%
(1/29) das amostras de figado de pacientes infectados pelo VHC com CHC,
cirrose e hepatite crénica sem cirrose, respectivamente. De acordo com esses
estudos, a presenga da bactéria no figado esta associada a complicagdes da
infeccédo pelo VHC. No presente estudo; no entanto, os pacientes com
hepatopatia crénica pelo VHC foram analisados em conjunto,

independentemente da presenga ou auséncia de complicacdes da doenca



hepatica e somente dois (em ambos havia DNA de H. pylori no figado) dos oito

pacientes tinham cirrose, o0 que explica os resultados observados.

Como ja mencionado, as diferengas entre os trabalhos que identificaram
bactérias do género Helicobacter no figado do homem podem ser explicadas
por varios fatores. Entretanto, a causa da doenga hepatica como a
sensibilidade das técnicas de biologia molecular usadas devem ser

destacadas.

5.3.3. Doenca hepatica metastatica e presenca de H. pylori no figado:

doenca do pancreas

Nesse estudo observou-se associacao entre a presenga de DNA de H.
pylori no figado e doengas pancreaticas, especialmente neoplasia. Vale
ressaltar que foi a mais forte associacdo observada. Ha dois estudos
epidemioldgicos avaliando associagao entre infecgao pelo H. pylori e tumores
malignos do pancreas (RADERER et al., 1998; STOLZENBERG-SOLOMON et
al., 2001). No primeiro deles, os autores observaram maior prevaléncia de
infeccdo pelo H. pylori, investigada por sorologia, no grupo de pacientes com
adenocarcinoma pancreatico que em pacientes com outros tumores do tubo
digestivo ou individuos saudaveis. No estudo de STOLZENBERG-SOLOMON
et al. (2001) foram avaliados, em uma coorte de 29133 homens na Finlandia,
125 pacientes que desenvolveram tumores pancreaticos no periodo de dez

anos e 226 controles, tendo sido demonstrado que a infecgao prévia pelo H.



pylori conferia uma chance duas vezes maior de desenvolver carcinoma
pancreatico que se tornou mais evidente quando os dados foram ajustados
com o tempo de tabagismo.

Entretanto, somente em 2002, DNA de Helicobacter foi investigado
diretamente no pancreas de pacientes com tumores do 6rgao. Os autores
detectaram DNA da bactéria em cinco de seis casos (NILSSON et al., 2002). O
mesmo grupo, mais recentemente, observou a presenca de DNA de
Helicobacter (H. pylori , “Flexispira rappini” e H. cinaedi) no pancreas de 50,0%
dos pacientes com doenga pancreatica, incluindo neoplasias malignas, mas em
nenhum pancreas de pacientes com neoplasia de outros 6rgaos e adenoma
benigno do 6rgao (NILSSON et al., 2003).

Analisando em conjunto esses resultados, ndo se pode ignorar a
possibilidade de que bactérias do género Helicobacter possam participar como
co-fatores na génese de doencgas pancreaticas. Por outro lado, as alteragdes
induzidas pela doenca poderiam facilitar a migragao e estabelecimento desses
microrganismos, tanto no pancreas como no figado. Dentre eles, a estase com
modificagdo da composicado da bile e alteracbes da resposta imunoldgica que
ocorre nos pacientes com neoplasia do pancreas podem ser mencionadas.
Desvio para resposta imunoldgica do tipo Th2 com aumento de expressao de
TGF-B e da IL-10 foi observado em pacientes com carcinoma pancreatico
(BELLONE et al., 1999; MONTI et al.,, 2004). Estudo, in vitro, também
demonstrou que células pancreaticas tumorais inibem a resposta Th1

(BELLONE et al., 1999).



5.4. AlteracBes histopatolégicas no figado dos pacientes dos quais

detectou-se H. pylori

No presente trabalho, diferentemente ao observado nos estudos
conduzidos em animais com infeccdo hepatica por bactérias do género
Helicobacter (FOX et al., 1994; FOX et al., 1996; TIAN et al., 2005), ndo foi
observada associagdo entre presenca de DNA de H. pylori no figado e
alteragdes histopatologicas. Esse resultado, aparentemente, enfraquece a
hipotese de que o microrganismo no figado teria um papel como co-fator na
génese ou na evolugcdo desfavoravel das doengas hepaticas. Entretanto, é
necessario considerar a grande dificuldade para avaliar essas variaveis em
face da variedade de etiologias das doengas hepaticas incluidas no estudo e
devido ao fato de que a bactéria ndo estava presente em algumas doengas
hepaticas, mesmo na vigéncia de alteragdes histoldgicas importantes no 6rgao,
como foi o caso de alcoolismo e de doenca hepatica auto-imune. Assim, torna-
se necessario um desenho de estudo mais adequado para avaliar essa
questao incluindo um grupo controle saudavel, como por exemplo doadores de

figado.



5.5. Altera¢gbes histopatologicas no figado de pacientes com infeccao

gastrica pelo H. pylori

Nao ha relatos na literatura de estudos avaliando a associagdo entre
presenca de H. pylori no estémago e lesdes histopatoldgicas do figado. De
maneira inédita, no presente trabalho, a infecgdo gastrica pela bactéria
associou-se independentemente a presenca de alteragcdes necroinflamatérias
hepaticas. Foi demonstrada, pela primeira vez, associacao entre presenca da
bactéria no estbmago e necrose hepatica. Ainda, foi demonstrada associagao
com a presenga de infiltrado inflamatério de neutrofilos localizados
principalmente no I6bulo hepatico e com a presenga de linfécitos em qualquer
localizagdo nos fragmentos hepaticos. Cabe aqui enfatizar que na analise
multivariada, essas associagoes permaneceram significativas,
independentemente da presenga dos outros co-fatores de lesdo do figado.
Entretanto, ndo foi observada associagao estatisticamente significativa entre
presenca de fibrose hepatica e bactéria no estémago.

Ha varias explicagbes para esses achados. A infecgdo gastrica pelo H.
pylori estimula a resposta imunologica local e sistémica. Ha infiltragcdo de
células inflamatérias e aumento de produgao de varias substancias vasoativas
como endotelina-1 (potente constritor de arteriolas e vénulas), citocinas pro-
inflamatorias  (IL-1, -IL6, -IL8, TNF-a) e eicosandides (leucotrienos,
prostaglandinas) (CRABTREE et al., 1996; REALDI et al., 1997), que na

circulagdo sanguinea, poderiam atingir o figado e intensificar lesdes



inflamatorias pré-existentes. Uma vez no figado, citocinas e quimiocinas
também atuam como mediadores da inflamacgao, contribuindo para o aumento
da migracao de células inflamatérias mono e polimorfonucleares. Outra via de
acesso de citocinas pro-inflamatérias ao figado seria a circulagdo portal. O
fluxo de sangue da mucosa gastrica através da circulacdo portal € quase
totalmente direcionado aos sinusodides hepaticos permitindo que concentragdes
elevadas de IL-1, IL-6 e TNF-a, induzidas pela infeccdo no estémago,
estimulem moléculas de adesao (ICAM-1) nas células endoteliais, aumentando
a infiltragao de células inflamatérias no figado.

No figado, o processo inflamatério € caracterizado por concentracées
elevadas de citocinas proé-inflamatérias e presenca de infiltrado inflamatério
mono e polimorfonuclear. Assim, mediadores inflamatérios, associados a
presenca da bactéria no estbmago, ao atingirem o figado, poderiam ocasionar
recrutamento de um numero maior de células inflamatdrias. Ainda, poderiam
ocasionar alteragdes da microcirculagdo hepatica: vasoconstricdo, estase
capilar, diminuigdo da saturacédo de oxigénio e isquemia progressiva (ROSSER
& GORES, 1995; KOUNTOURAS et al., 2005). Adicionalmente, metabdlitos
reativos de oxigénio, metabdlitos do acido araquiddnico (prostaglandinas, fator
ativador de plaquetas, leucotrienos) e citocinas pré-inflamatérias (TNF-a., IL-1,
IL-6, IL-8), derivadas de granulécitos e macrofagos ativados, poderiam interagir
com a microcirculagdo hepatica, aumentando a permeabilidade vascular.
Outros mecanismos, associados a infecgdo gastrica pelo H. pylori, poderiam,
também, intensificar a necrose hepatica. Dentre eles destacam-se a agregagao

plaquetaria, a liberacdo de substancias vasoativas (endotelina-1) e do fator



tecidual pré-coagulante que converte fibrinogénio em fibrina. Essas alteragoes
poderiam ocasionar a formagao de microtrombos, bloqueio dos sinusdides
hepaticos, lentiddao do fluxo sangliineo e hipdxia. Em conjunto esses eventos
causariam edema e destruigcado dos hepataocitos.

Assim, é possivel que a infeccado gastrica pelo H. pylori seja um co-fator
de lesdo do parénquima hepatico. Diversos estudos tém proposto que a
infeccdo gastrica pela bactéria, processo cronico que persiste por varias
décadas, causaria inflamacgao cronica e estimularia mecanismos imunoldgicos
capazes de induzir lesdes diretamente no estbmago bem como a distancia
desse sitio primario da infeccdo (CZINN & NEDRUD, 1997). Entretanto,
investigagbes adicionais avaliando um numero maior de pacientes sao

necessarias.

Finalmente, nesse estudo, algumas limitagdes foram identificadas. A
variedade das causas de doenga primaria ou secundaria do figado, que
motivaram a realizagdo da biopsias, foi responsavel pela separagcao dos
pacientes em pequenos grupos de acordo com o diagndstico da afeccao
hepatica. Esse fato, em algumas situagdes, inviabilizou uma analise estatistica
adequada. Ainda, no desenho do estudo nao foi incluido um grupo controle por
razoes éticas e, dessa maneira, nao foi possivel avaliar a frequéncia pela qual
0 microrganismo poderia ser encontrado no figado normal. Em outro estudo em
andamento no Laboratério de Pesquisa em Bacteriologia, figados saudaveis
(doadores para transplante) foram analisados e amostras de DNA de
Helicobacter ndo foram detectadas. Assim, & possivel que a colonizacao

hepatica pela bactéria ndo ocorra nos individuos saudaveis.



Apesar dessas limitacbes, os resultados desse estudo ampliam o
conhecimento no assunto, demonstrando, pela primeira vez, associagao entre
presenca do microrganismo no figado e doenga pancreatica, principalmente
neoplasia maligna. Ainda, demonstra  associacdo com  VHB,
independentemente de doenga atual ou passada, sugerindo fatores de
suscetibilidade comuns. Além disso, revela, de forma inédita, associagao entre
presenca de H. pylori no estbmago e alteracdes necroinflamatérias hepaticas.
Todavia, os mecanismos pelos quais 0 microrganismo contribuiria para a
patogénese da doencga hepatica nao estdo completamente esclarecidos. Dessa
maneira, estudos prospectivos, que englobem um numero maior de pacientes
para permitir formar grupos de pacientes com hepatopatias de etiologias
diferentes e diferentes fases da doenga, sdo necessarios para analise do grau
de participacdo da bactéria no curso das doencas do figado. Além deste
aspecto, a contribuicdo da infecgdo gastrica pelo H. pylori no agravamento de
lesdes (necroinflamatdrias) pré-existentes no parénquima hepatico necessita
ser comprovada. De toda forma, o impacto desse achado, se confirmado, sera
enorme, pois seria teoricamente possivel prevenir alguns casos de cirrose e/ou
CHC com a erradicagao do H. pylori, especialmente, se o tratamento for feito

em fases precoces da doenca hepatica.



6.0. CONCLUSOES

1. De forma inédita foram isoladas em cultura pura bactérias do género
Helicobacter no figado de seres humanos. Por métodos de biologia
molecular (PCR-aninhada), foram confirmados os dados relatados em
estudos anteriores sobre a presengca de DNA de bactérias do género

Helicobacter no figado de pacientes com hepatopatias.

2. Similarmente a maioria das investigagdes prévias descritas na literatura,
a espeécie de Helicobacter identificada, tanto nas amostras isoladas em
cultura como nas amostras detectadas por PCR, pela analise das

sequéncias mostrou homologia com H. pylori igual ou superior a 99%.

3. De maneira inédita, a presenga de DNA da bactéria no figado associou-

se a pancreatopatias, especialmente as neoplasias pancreaticas.

4. Pela primeira vez, foi observada associacéo entre a presenga de DNA de
Helicobacter no figado e infecgdo passada ou atual pelo VHB, sugerindo

fatores de susceptibilidade comuns.

5. Semelhantemente as investigagbes anteriores, apesar do pequeno

numero de casos de CHC n&o permitir analises de associagdo, DNA do



microrganismo foi verificado na maioria dos fragmentos hepaticos dos

pacientes com CHC.

6. Nao foi observada associagao entre a presenca de H. pylori no figado e
cirrose hepatica. Entretanto, esse resultado deve ser analisado com cautela,
pois, além da variedade das causas de hepatopatia entre os pacientes
incluidos, somente poucos com VHC e CEP apresentavam cirrose,

condigao previamente associada a presencga da bactéria no figado.

7. A presenca da bactéria no figado foi associada a infecgao gastrica pelo
H. pylori, achado que fortalece a hipotese de que a colonizagdo do figado

se deu por bactérias oriundas do estémago.

8. Diferentemente do observado nos estudos conduzidos em animais com
infeccdo hepatica por bactérias do género Helicobacter, alteracoes
qualitativas a histologia do figado ndo se associaram a presencga da bactéria

nos fragmentos hepaticos.

9. De forma inédita, a infeccdo gastrica pelo H. pylori associou-se
positivamente a presenga de alteracbes necroinflamatorias (necrose e
infiltrado inflamatorio com neutrofilos ou linfécitos) no fragmento de figado, o
que sugere uma possivel contribuicdo da infecgao gastrica pelo H. pylori no

agravamento de lesdes pré-existentes no parénquima hepatico.
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8.0. ANEXO 1

Projeto: “Deteccdo de Helicobacter pylori no figado de pacientes com
doencas hepatobiliares”

Data  / /| Pesquisador:

Cason’ (IPSEMG) LW L LI LI L LI LT L
Cason®(LPB) LU LI LI L LI L

Nome:

Local de moradia atual:

Rua N°

Suspeita diagnostica/ Indicagéo da biopsia hepatica:

Idade L L Sexo U (Mou F)

Cor: Estado civil:

Altura 4 L U (em cm) Peso L L LI LI (em Kg)

Naturalidade:

Zona rural ou urbana: U (Rou U)

Grau de escolaridade:

Analfabeto=1; | grau incompleto =2; | grau completo=3; Il grau incompleto=4;
Il grau completo=5; Ill grau incompleto=6; Ill grau completo=7

Profissao:

Caracteristicas da moradia:

N° de pessoas na moradia L L
N° de cémodos na casa (exceto banheiro e cozinha) L L

Tem animais de estimagéao dentro de casa? L L (SouN)

Fonte de agua:

agua tratada L (SouN) rede de esgoto L (SouN)
Renda familiar: (salarios minimos por més)
Habitos:

Fuma U (S ou N) Quantidade de cigarros/dia/ano:

Bebe U (S ou N) ( qual tipo de bebida):




Quantidade de alcool/dia/ano:

Uso de medicacdao:
Uso de medicag&o nos ultimos dois meses L] (SouN)

Quais medicamentos:

Uso de antibiéticos no dltimo més: U (SouN)

Quais atbs?

Ha quanto tempo?

Uso de anti-inflamatério no dltimo més: U (SouN)

Comorbidades: LI(S ou N)
HAS L1 (S ouN)
Diabetes L1(S ou N)
Asma LI (S ou N)
Anemia LI(S ou N)
Insuficiéncia renal L1 (S ouN)
Ulcera péptica L1 (S ou N)
HIV LI(S ou N)

Outras

Hepatopatia I (S ou N) Qual:

Idade do diagnéstico da hepatopatia L L

Cirrose H (S ouN) Child (ultima internagéo) Y (A ou B ou C)

Idade do diagndstico da cirrose U

Desenvolveu carcinoma hepatocelular: M (S ou N)

Se sim tipo histologico:

outros:

Cirurgia: L (S ou N) Motivo:
Ja foi submetido @ EDA H (S ou N) Urease 1 (P ou N)
Diagnéstico da EDA
Hipertensao portal 1 (S ou N)

Outras informacgdes relevantes:




Projeto: “Deteccdo de Helicobacter pylori no figado de pacientes com
doencas hepatobiliares”

Dados clinicos

Nome (Iniciais): Caso n:

Hg L 4 HtL dvemlL dCHCM L .
Plaquetas L 1 LeucTotais L 4
Seg: L 4 Linf: L 4

Proteinas totais L 4 Albumina L 4

BilirubinaTotal L~ Bilirrubina Direta L < Bilirrubina indireta L -
TcoL JdT6P L A

Fosfatase alcalina L 4 GGT L 4

Na+ sangue L 4 k+ sangue L A

uréial J creatinina L A

APL 1 pTTA L RNI: Tempo de protrombina L .
HBsag L dpositvo L dnegativo

Anti-HBc L Jpositivo L dnegativo

AntiHBs L dpositvo L dnegativo

AntiHCV L Jpositvo L Jnegativo

Ferrosérico L 4 Ferritna L 4 CcTL L JdiIS%L A

Ceruloplasmina L 1 Cobre sérico L 4 Cobre urinario L
FAN L 4 AsmA L JAMA L Janti-Lkm L 4

Laparoscopia:

Histologia do figado:

Liquido ascitico:  Proteinas totais L 4 PMN L 4
Citologia Cultura

Tratamento: 1 (S ou N) Diuréticos: L (S ouN) Quais/dose:

Medidas para encefalopatia/Quais:




8.0. ANEXO 2

Lamina n®:

Datado exame: / |/ LPBn°

Iniciais do paciente: ldade:

Sexo:___ Diagnéstico:

NUmero de tratos portais:

#(0 ausente; 1 leve; 2 moderada; 3 acentuada);

$(0 ausente; 1 presente)

Parametros

Laminas Topografia

Alteragdes estruturais (Estadiamento)

Expansdo fibrosa de espagos-porta $

Expansao fibrosa portal-septos porta—porta$

Expansao fibrosa portal-septos porta—centro$

Esboc¢os de nédulos $

Cirrose ®

Alteragdes hepatocelulares

1 2
Portal Periportal

3
Médiozonal

4
Perivenular

Esteatose * (1- até 33%; 2- 33-66%; 3- >66%)

Tipo esteatose (0 macro; 1 micro; 2 misto)

Degeneracao hidrépica ” (1- até 33%; 2- 33-66%; 3- >66%)

Corpos apoptéticos”

Glicogenizagéo nuclear #

Necrose *

Necrose lobular (1 focal; 2 confluente; 3 panacinar)

Necr periportal (1 Focal; 2 poucas areas; 3. maioria dos tratos portais)

Colestase

Quantos tratos tém ducto?

Proliferagdo dos ductos biliares #

Colatestase *

Colestase *




Colestase * (intracitoplasmatica)

Colestase * (intracanalicular)

Lagos biliares *

Granulomas biliares *

Agress&o ao epitélio ductal *

Alteragdes vasculares

Congest&o da veia centrolobular *

Hemorragia na regido da veia centrolobular *

Esclerose da veia centrolobular *

Dilatag&o sinusoidal®

Endotelialite




Parametros

Laminas Topografia

1
Portal

2
Periportal

3
Médiozonal

4
Perivenular

Alteracdes hepatocelulares

Citoplasma em vidro fosco *

Corpusculo Hialino de Mallory #

Megamitocondrias *

Displasia hepatocelular *

Hiperplasia adenomatosa *

Regeneracao hepatdcito #

Tipo de regeneracéo
(1.Trabecular; 2. Pseudoacinar (Rosetas de hepatécitos); 3. Misto)

Infiltrado inflamatorio

Spill over *

Hepatite de interface *

Infiltrado inflamatério geral (panoramica) *

Acomete quantos tratos portais? ____

Infiltrado: Neutrofilo *

Infiltrado: Linfécito *

Infiltrado: Eosinofilo *

Infiltrado: Plasmocito *

Infiltrado: Histiocito *

Agregado linféide”

Formacao de foliculos linféides *

Coloragdes especiais

Inclusées intracelulares PAS+*

Qutros achados

Formacé&o de granulomas

Diagnéstico:




8.0. ANEXO 3

Sequenciamento dos amplicons do gene que codifica o RNAr 16S detectados em fragmentos hepaticos

Amostra Doenca do figado N°de pb Similaridade
sequénciados  com H.pylori (%)
602.01 MH es6fago 325 99%
623.00 MH Vesicula biliar 363 99%
149.00 MH Pancreas 339 100%
180.00 MH Pancreas 393 99%
369.01 MH Péancreas 389 99%
155.02 MH Pancreas 386 99%
13.03 MH Pancreas 391 100%
257.03 MH Pancreas 391 99%
300.03 MH Pancreas 356 99%
05.04 MH Pancreas 353 99%
810.02 MH pulmao 398 99%
622.00 MH Linfoma 389 99%
184.03 MH Sitio primario desconhecido 329 99%
151.02 Hepatopatia alcodlica 390 99%
423.04" Hepatopatia alcodlica 1451 100%
666.00 Hepatopatia alcodlica 349 99%
610.00 Hepatopatia alcodlica 390 99%
06.04 Hepatopatia alcodlica 363 99%
609.00 Hepatopatia alcodlica e pancreatite crénica 390 99%
427.04 Hepatopatia alcodlica e colelitiase 388 99%
138.04 Hepatopatia alcodlica e CHC 376 99%
131.04 Hepatite auto-imune 395 99%

1, amplicons de 1500pb (referentes aos microrganismos isolados em cultura); CHC, carcinoma
hepatocelular; MH, metastases hepaticas; VHB, virus da hepatite B; VHC, virus da hepatite C.



Sequenciamento dos amplicons do gene que codifica 0 RNAr 16S detectados em fragmentos hepéticos

Amostra Doenca do figado N°de pb Similaridade
seqiénciados  com H.pylori (%)
656.00 Esteatohepatite ndo-alcoolica 317 99%
11.03 Esteatohepatite ndo-alcodlica 379 99%
147.00 Esteatohepatite ndo-alcodlica 395 99%
412.04 Esteatohepatite ndo-alcoolica 374 99%
367.01 Hepatopatia crénica pelo VHB 391 99%
11.04 Hepatopatia crénica pelo VHB 386 99%
411.04 Hepatopatia crénica pelo VHB e CHC 383 99%
624.00 Hepatopatia crénica pelo VHC 391 99%
409.04" Hepatopatia crénica pelo VHC 1459 99%
431.04 Hepatopatia crénica pelo VHC 366 99%
432.04 Hepatopatia crénica pelo VHC 383 99%
668.00 Hepatopatia crénica pelo VHC 381 99%
14.03 Hepatite por medicamentos 386 99%
413.04 Hepatite por medicamentos 368 99%
261.00 Hepatite por medicamentos 384 99%
621.00 Hepatite por medicamentos 375 99%
430.04 Hepatite por medicamentos 395 99%
433.04 Hepatite por medicamentos 376 99%
361.01 Cirrose criptogenética 397 99%
13.04 Cirrose criptogenética 396 99%
445.04 Cirrose criptogenética 394 100%
1246.03 Cirrose criptogenética 393 99%
667.00 Esquistossomose forma hepato-esplénica 395 99%
187.03 Esquistossomose forma hepato-esplénica 357 99%
428.04 Colangite esclerosante primaria 379 99%
669.00' Doenca de Wilson 1469 99%
09.04 CHC sem cirrose 383 99%
620.00 Doenca policistica do pancreas 387 99%
183.03 Litiase intra-hepatica 376 99%

1, amplicons de 1500pb (referentes aos microrganismos isolados em cultura); CHC, carcinoma
hepatocelular; MH, metastases hepaticas; VHB, virus da hepatite B; VHC, virus da hepatite C.
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Titulo: “Deteccdo de Helicobacter spp.na bile, vesicula biliar, figado, pancreas e
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intestinal”

Pesquisador Responsavel: Dulciene Maria de Magalh&es Queiroz

Introducdo: Antes de aceitar participar desta pesquisa, é necessario que vocé leia e
compreenda a seguinte explicagdo sobre os procedimentos propostos. Esta
declaracdo esclarece o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos desconfortos e
precaugbes do estudo. Também descreve os procedimentos alternativos que estao
disponiveis para vocé e o seu direito de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma
garantia ou promessa pode ser feita sobre os resultados do estudo. Se vocé néo for
honesto com o seu médico com relagdo ao seu histérico, vocé podera prejudicar a
vocé mesmo ao participar deste estudo.

Objetivo: Investigar a presenca de um grupo de bactérias chamadas Helicobacter na
bile, vesicula biliar, figado e pancreas de pacientes com doencas da vesicula, do
figado e do pancreas. A pesquisa também sera realizada no intestino e nas fezes de
pacientes com doencas inflamatérias do intestino para saber se estas bactérias podem
participar na causa destas doencas.

Resumo: Recentemente foi descoberta uma bactéria chamada Helicobacter pylori que
€ causadora de gastrite e de ulcera péptica nas pessoas. Outras bactérias “parecidas”
foram encontradas no intestino de pacientes com diarréia. Estudos feitos em animais
mostraram que bactérias deste tipo podem participar no desenvolvimento de doencas
da vesicula, do figado e do intestino de camundongos ou de macacos. E provavel que
bactérias semelhantes possam causar doencas em outros locais do organismo do
homem, além do estdmago no caso da infecgéo pelo H. pylori.

Procedimento: Se vocé tem indicagao para realizar exame em que precise ser retirado
um certo volume de bile ou de fragmentos de tecidos do figado ou da vesicula biliar ou
do intestino para diagndstico da sua doenga ou de cirurgia para retirada do orgao ou
de parte deste e, além disso, concorda em realizar o estudo, vocé pode ser
selecionado. Criancas e mulheres gravidas nao serdo selecionadas. Caso vocé
concorde em participar, além do procedimento basico do exame que vocé fara,
indicado pelo seu médico, 02 fragmentos a mais serdo retirados do orgdo examinado.
Uma amostra de sangue de 7,5 ml também sera colhida antes do exame. Se a sua
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qualguer momento da pesquisa. Nao havera nenhum custo por sua parte com a sua
inclusdo no estudo da mesma forma que vocé nao recebera qualquer remuneragao
pela sua participagao.

Desconfortos: A retirada de sangue podera causar sensacao de tontura em alguns
individuos, as vezes vermelhidao local e raramente infecgao.

Beneficios: A sua participacdo sera muito importante para a descoberta da etiologia de
doencas cuja causa permanece desconhecida e podera contribuir no futuro para a
melhoria do controle e tratamento destas doencas.



Confidencialidade: O seus resultados serao mantidos em sigilo até onde é permitido
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alguma duvida sobre os seus direitos como paciente da pesquisa, vocé devera ligar
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