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RESUMO

CAMILO, Silvia Maria Perrone. Gastrinemia e expressao imunohistoquimica
das células G, D e enterocromafim-like no estomago de pacientes usadores
cronicos de inibidores de bomba de prétons infectados ou nao pelo
Helicobacter Pylori. 2020. 68 f. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) —
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba (MG), 2020.

Introducgao: A inibicdo acida com o uso crénico de inibidores de bomba
de prétons e o possivel aumento da gastrina podem ser seguidos de alteragdes
na regulacao da produgao do acido cloridrico. No entanto, ndo se sabe se esse
uso cronico altera a presencga de células G, D e enterocromafin-like no estbmago
ou a razao entre as células G e D em humanos. Objetivo: Avaliar o numero de
células G - produtoras de gastrina, células D — produtoras de somatostatina e
células ECL — produtoras de histamina, em pacientes usadores cronicos de
inibidores de bomba de prétons (mais de 6 meses), com ou sem infecgao pelo
Helicobacter pylori. Material e Método: Bidpsias de 105 pacientes, 81 usadores
crénicos de inibidores de bomba de protons e 24 controles, foram processados
imuno-histoquimicamente e submetidas a contagem de células G, D e ECL em
campos microscopicos de grande aumento e em 10 glandulas. Resultados:
Células G, D e ECL foram semelhantes entre os grupos e parece ndo serem
afetadas pela infecgéo por Helicobacter pylori. A razao células G/D foi maior no
grupo dos usadores cronicos de IBP do que nos controles. Conclusao: O uso
cronico de inibidores de protons parece nao interferir na contagem das células
G, D e ECL, porém interfere na razao entre as células G e D. Estudos de longo
prazo, especialmente incluindo pacientes que usam IBP por > 3 anos, sao
necessarios para definir o periodo de uso que pode levar a uma mudancga

significativa no numero das células da mucosa do estébmago.

Palavras-chave: Omeprazol. Gastrina. Somatostatina. Células ECL.

Helicobacter pylori.
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ABSTRACT

CAMILO, Silvia Maria Perrone. Gastrinemia and immunohistochemical
expression of G, D and enterocromafim-like cells in the stomach of chronic
user patients of proton pump inhibitors infect or not by the Helicobacter
pylori. 2020. 68 f. Thesis (Doctorate in Health Sciences) - Tridangulo Mineiro
Federal University, Uberaba (MG), 2020.

Background: Acid inhibition from chronic proton pump inhibitor use
and a possible increase in gastrin can lead to changes in the regulation of
hydrochloric acid production. However, it has not known whether such chronic
use changes the presence of G, D, and enterochromaffin-like cells in the
stomach or the relationship between G and D cells. Objective: To analyze the
number of gastrin-producing G cells, somatostatin-producing D cells, and
histamine-producing ECL cells in patients who are chronic proton pump inhibitor
users (more than 6 months), with or without related Helicobacter pylori infection.
Materials and Methods: Biopsies from 105 patients, including 81 chronic PPI
users and 24 controls, were processed immunohistochemically and subjected to
counting of G, D, and ECL cells in high-magnification microscopic fields and in
10 glands. Results: G cell, D cell, and ECL cell counts were similar across the
groups, and appeared to be unaffected by Helicobacter pylori infection. The ratio
between G/D cells was higher in the chronic PPI users group than in controls.
Conclusion: Chronic PPI use does not affect G cell, D cell, and ECL cell counts
significantly, but may alter the ratio between G cells and D cells. Longer-term
studies, especially inclusive of patients who have used PPIls for >3 years, are
needed to define the period of use that may lead to significant shift in stomach

mucosal cell populations.

Keywords: Omeprazole. Gastrin. Somatostatin. ECL cells. Helicobacter

pylori.
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INTRODUCAO

Os IBP séo os supressores mais potentes da secrecéo de acido gastrico. Nas
doses habituais, esses farmacos diminuem a producdo diaria de acido (basal e
estimulada) em 80-95% (WALLACE; SHARKEY, 2012). Sao pro-farmacos que
exigem a ativacdo em ambiente acido. Apds a sua absorcao na circulacéo sistémica,
o pro-farmaco difunde-se nas células parietais do estdbmago e acumula-se nos
canaliculos secretores acidos, onde é ativado pela formacdo de uma sulfenamida
tetraciclica catalisada por prétons, retendo o farmaco de modo que ndo pode difundir
novamente através da membrana canalicular (Figura 1). A seguir, a forma ativada
liga-se de modo covalente a grupos sulfidrila de cisteinas na H+, K+ - ATPase,
inativando irreversivelmente a molécula da bomba (Figura 2). A secrecdo de acido
s6 retorna apos a sintese de novas moléculas da bomba e sua insercdo na
membrana luminal, proporcionando, assim, uma supressao prolongada da secrecao
acida (de até 24 a 48 horas), apesar das meias-vidas plasmaticas muito mais curtas
do composto original (0,5 a 2 horas). Como bloqueiam a etapa final na producéao de
acido, os IBP sao eficazes na supressdo acida, independentemente de outros
fatores estimuladores (WALLACE; SHARKEY, 2012). Além disso, sabe-se que 0s
IBP ndo s6 inibem a secrecdo de acido gastrico bloqueando H+, K+ - ATPase nos
passos terminais do processo de secre¢do de 4cido gastrico, mas também protegem
a mucosa gastrica (KATAGIRI et al., 2005).

Os inibidores de bomba de protons (IBP) sdo amplamente utilizados por
milhdes de pessoas para indicacbes e duracdes que nao foram bem testadas ou
aprovadas. Estes medicamentos estdo disponiveis sem receita médica em alguns

paises e geralmente sdo considerados como classes seguras de terapéutica (XIE et

12



al., 2017). Tem-se estimado que até 10% da populacdo usam IBP (WALDUM,;
SORDAL; MJONES, 2019). Eles sdo muitas vezes prescritos, e frequentemente
comecaram de forma inadequada durante uma internacao hospitalar, e seu uso se
estende para uma duragcdo  prolongada sem indicacdo  meédica
apropriada. Resultados de dados representativos do National Health and Nutrition
Examination Survey, onde as andlises foram ponderadas para representar a
populacao adulta dos Estados Unidos da América, mostraram que o uso de IBP nas
prescricbes aumentou de 3,9% para 7,8% de 1999-2000 para 2011-2012,
representando uma duplicacdo do indice de prescricdes. Os estudos estimam que
entre 53% e 69% das receitas de IBP sdo para indicacdes inadequadas, onde o0s
beneficios do uso podem n&o justificar os riscos para muitos usuarios (XIE et al.,
2017). A farmaco vigilancia deve ser encorajada a enfatizar a necessidade de limitar
0 uUso e a duracao da terapia para casos em que haja uma indicacdo meédica clara e

onde o beneficio supere o risco potencial (XIE et al., 2017).
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Figura 1. Inibidores da bomba de prétons.

A. Inibidores da H +, K + -ATPase gastrica (bomba de prétons). B. Conversdo de

omeprazol em uma sulfenamida nos canaliculos secretores acidos da célula parietal.

A sulfenamida interage covalentemente com grupos sulfidrila na bomba de protons,

inibindo assim irreversivelmente sua atividade. Os outros trés inibidores da bomba

de protons sofrem conversdes analogas.
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Figura 2. Regulacdo fisioldgica e farmacoldgica da secre¢éo gastrica: a base para a
terapia de distarbios &cido-pépticos. S&o mostradas as interacdes entre uma célula
do tipo enterocromafin (ECL) que secreta histamina, uma célula ganglionar do
sistema nervoso entérico (ENS), uma célula parietal que secreta acido e uma célula
epitelial superficial que secreta muco e bicarbonato. As vias fisioldégicas, mostradas
em preto solido, podem ser estimulatérias (+) ou inibitérias (-). 1 e 3 indicam
possiveis entradas de fibras colinérgicas pds-ganglionares; 2 mostra entrada neural
do nervo vago. Os agonistas fisiologicos e seus respectivos receptores de
membrana incluem receptores acetilcolina (ACh), muscarinicos (M) e nicotinicos (N);
gastrina, receptor de colecistoquinina 2 (CCK2); histamina (HIST), receptor H2; e
prostaglandina E2 (PGE2), receptor EP3. Em vermelho indica alvos de antagonismo
farmacoldgico. Uma seta tracejada azul clara indica uma a¢do do medicamento que
imita ou aprimora um caminho fisiolégico. Mostrados em vermelho sdo o0s

medicamentos usados para tratar distlrbios pépticos-acidos.
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Os AINEs sédo anti-inflamatdrios ndo esteréides, que podem induzir Ulceras
por inibicdo da ciclo-oxigenase. O Omeprazol é o IBP mais utilizado no tratamento
da Ulcera péptica, doenca de refluxo gastroesofagico e na erradicacdo do
Helicobacter pylori (HP) em combinacdo com amoxicilina e claritromicina (KATAGIRI
et al., 2005). O tratamento com Omeprazol pode resultar em um aumento nos niveis
da gastrina sérica. A hipergastrinemia acontece por um mecanismo de feedback
negativo entre o pH intragastrico e a atividade da célula G antral (LAMBERTS et
al.,1988). O aumento da gastrina por volta de 200-250 pg/ml depende do grau e
duracdo da inibicdo da secrecéo acida, e atinge um platd por volta de 3 meses de
tratamento (LAMBERTS et al.,, 1993). Essa hipergastrinemia € responsavel, em
alguns pacientes, pela hipersecrecao rebote de acido que acontece apoés interrupgao
dos IBP (WALDUM; SORDAL; MJONES, 2019). Entretanto, os niveis retornam ao
normal apdés a interrupcao (SMITH; NADELLA; OSBORNE, 2017). Arroyo Villarino et
al. (1997) observaram que o aumento nos niveis da gastrina com o uso de
omeprazol em 1,5 vezes o valor normal acontece no primeiro més de tratamento e
permanece estavel durante o resto do tratamento no periodo de 24 meses. Por outro
lado, Cheung e Leung (2019) relataram que o aumento nos niveis da gastrina
acontece em pacientes usadores cronicos de IBP por mais de 3 anos.

Sabe-se que a gastrina é caracterizada por sua capacidade tréfica (DELLE
FAVE et al., 1998). Os relatos de hiperplasia de células enterocromafim-like (ECL) e
carcinoides gastricos reportado em 45% dos ratos tratados por 2 anos com
Omeprazol 140 pg/kg, surgiram duvidas sobre a seguranca dessa droga em
humanos. Deve-se notar que a dose usada foi aproximadamente 500 vezes a dose
atualmente usada em humanos, e que os ratos foram tratados durante toda a sua

vida (ARROYO VILLARINO et al., 1997).
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Estudo com animais mostrou que o tratamento a longo prazo com Omeprazol
produziu altera¢c@es significativas na populacéo das células enddcrinas no antro; isto
€, pronunciado aumento na densidade das células G combinada com uma
diminuicdo na densidade das células D e consequentemente um marcado aumento
na razdo células G/D. Estas observacdes suportam a hipotese que a razdo nas
células do antro G/D é governada pelo pH intragastrico. No entanto, alteracdes
dessa magnitude néo tém sido observadas em estudos em humanos (LAMBERTS et
al.,1988).

Liu et al. (2005) citam que, na mucosa do corpo gastrico, as células
semelhantes a ECL formam uma proporcéo importante das células enddécrinas, no
entanto, nenhum estudo foi realizado para definir as porcentagens exatas dessas
células enddcrinas. Outros autores observaram que o tratamento com Omeprazol a
longo prazo resultando em hipergastrinemia e em um aumento significativo na
densidade de células argiddfilas depois de um ano de tratamento € encontrado
somente em um pequeno grupo de pacientes estudados por mais de 24 meses
(CREUTZFELDT et al., 1989).

Arnold e Koop (1989) ndo notaram diferencas nas células enddcrinas
gastricas G, D e ECL em pacientes tratados com Omeprazol por até 2 anos. O efeito
nas células endocrinas observados em animais durante os estudos incluem aumento
das células G antrais, diminuicdo de células antrais D e aumento das células ECL
fundicas. O aumento de células G e a diminuicdo das células D é a consequéncia de
acloridria alcancada por doses muito elevadas de Omeprazol e resulta em
hipergastrinemia. As doses terapéuticas no homem n&o produzem acloridria

completa. Portanto, os niveis séricos de gastrina aumentam durante o tratamento
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com Omeprazol apenas moderadamente e sdo similares em magnitude aos que
ocorre apos a vagotomia proximal seletiva (ARNOLD; KOOP, 1989).

Assim, outros estudos devem ser feitos para melhor conhecimento das
consequéncias do uso dos IBP, principalmente apds mais tempo de uso e seu

sinergismo com a infeccdo por HP e com a atividade inflamatoria da bactéria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Estudos de anatomia e fisiologia comparativa indicam que a secrecdo de
acido gastrico foi desenvolvida durante a evolugcdo dos vertebrados ha
aproximadamente 350 milhdes de anos atras (POHL et al., 2008).

Nos mamiferos, a producéo de acido gastrico e o armazenamento temporario
de alimentos ocorrem no estdmago (BEASLEY et al., 2015). O estbmago é uma
por¢cdo muscular e caracteristicamente curvada do canal digestivo proximal que esta
presente em todos os vertebrados com mandibulas que requerem armazenamento
de alimentos ou digestdo preliminar em um ambiente acido. Para acomodar as
variacfes da dieta, o tamanho e a forma do estdbmago variam amplamente entre as
espécies de vertebrados e os varios compartimentos funcionais ocupam diferentes
fracGes do 6rgao (KIM; SHIVDASANI, 2016).

Sabe-se que espécies que se alimentam de matéria em decomposi¢cao tém
uma acidez gastrica significativamente maior em comparag¢do com espécies que se
alimentam de insetos, folhas ou frutos. Por si sG, os padrées estdo de acordo com a
hip6tese de que o papel do estbmago € inibir a entrada microbiana no intestino,
embora esses padrées também possam ser explicados por outros fenbmenos, 0s
carnivoros precisam mais de acido para lise de proteina, sendo a secrecao de
pepsinogénio e sua ativacdo em pepsina no estbmago modulada por um pH &cido
(BEASLEY et al., 2015).

O acido gastrico desempenha um papel importante na regulacdo da funcao
gastrica, protegendo contra agentes patogénicos gastrointestinais, facilitando a

digestdo e absorcdo de certos nutrientes e modulando o comportamento alimentar,
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tornando-se claro que o acido gastrico tem efeitos clinicamente relevantes no mundo

desenvolvido (POHL et al., 2008).

O estdbmago produtor de HCI € composto por duas regifes principais, a
mucosa oxintica e a antral. Na mucosa oxintica, localizam-se as células parietais
secretoras de &cido, porcdo que constitui 80% da mucosa gastrica secretora de
acido. A mucosa oxintica encontra-se no corpo gastrico proximal e fundo. Na
mucosa oxintica encontram-se as células secretoras de histamina, ECL e células
principais secretoras de pepsinogénio. A mucosa distal representa 20% da mucosa
gastrica e contém glandulas piléricas antrais com células G secretoras de gastrina.
Ambas as regifes incluem células mucosas superficiais, células mucosas do colo,
células enterocromafins (CE) e células D, que secretam um importante peptideo
regulador, a somatostatina (GOO; AKIBA; KAUNITZ, 2010; KAKEHASI, 2003;
MOREIRA, 2011; RODRIGUES, 2007)

Como ja mencionado, a secrecdo de acido é uma funcdo importante do
estbmago humano realizada pela célula parietal, a qual possui uma estrutura de
forma piramidal, com citoplasma repleto de mitocéndrias, com abundantes
lisossomos e uma organela especializada tubulo-vesicular. A membrana apical
contém canaliculos secretores; esses canais se projetam no interior da célula e se
comunicam. Essas células tém dois estagios estruturais diferentes, os estados de
repouso e secretdrio. No estado de repouso, os canaliculos apicais sao revestidos
com microvilos; os microfilamentos de actina e as proteinas de ligagéo a actina os
ap6iam. A membrana apical da célula parietal em repouso tem uma area limitada,
mas uma exposi¢ao luminal mais proeminente € alcangada pela invaginagdo dessa

membrana no citoplasma, formando assim o canaliculo secretdrio, em seu estado
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colapsado. Em contraste, durante o seu estado de secreg¢do, o compartimento
tubulo-vesicular parece estar esgotado devido a fusdo e transferéncia das
membranas tubulo-vesiculares para a membrana apical. Essa atividade também
resulta no alongamento dos microvilos intra-canaliculares. Constata-se que essas
tubulo-vesiculas desenvolvem interconexdes durante a presenc¢a de um estimulo, e
a bomba de acido géastrico € transportada dessas tubulo-vesiculas para a
membrana apical, culminando no estado acido-secretério (VARELA; SEGURA,
2019).

Nos seres humanos, apesar da variagdo da secrecdo, 0 &cido €
continuamente secretado pela mucosa gastrica. Durante os periodos de jejum, a
taxa de secrecao de &cido é baixa, mas suficiente para manter um pH intragastrico
abaixo de 2. A regulacdo da secrecdo de acido gastrico € conseguida pela
interacdo entre as duas principais células enddcrinas gastricas: a célula G
produtora de gastrina e a célula de D de somatostatina. Regulacdo destas células
ocorre através de estimulo ou inibicdo paracrina, enddcrina e neural (LIU et al.,
2005).

Quando o alimento entra no estbmago, 0 componente proteico estimula as
células G situadas na regido do antro do estdbmago para liberar o horménio
gastrina, que estimula as células ECL para liberar histamina e as células parietais a
secretar acido. Como a acidez do estdbmago e do duodeno aumenta, as vias de
feedback de protecdo séo ativadas para inibir a secrecao de acido. Um importante
controle inibitério mediado pelo &acido esta relacionado com a liberacdo de
somatostatina por células D, a qual exerce controle inibitorio paracrino na liberacéo

de gastrina pelas células G antrais (LIU et al., 2005).
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A somatostatina, um polipéptido de 14 amino&cidos, € amplamente
distribuida nas ilhotas pancreéticas, no trato gastrintestinal e no sistema nervoso
central. No estbmago e nas ilhotas pancreaticas, a somatostatina esta presente nas
células D, enquanto no intestino e SNC esté presente nos neurbnios (KATAGIRI et
al., 2005).

No trato gastrointestinal, a somatostatina é liberada através do estimulo de
nutrientes (por exemplo, proteinas e aminoacidos) e gastrina. Geralmente, a
somatostatina age como inibidor da liberacdo de outros hormdnios como a insulina,
gastrina, motilina e secretina (KATAGIRI et al., 2005).

No antro de um individuo normal, as células G representam 50% das células
enddcrinas e as células D 15%. Localizam-se nos dois tergos superiores e no tergo
inferior da mucosa, respectivamente. As células D sao encontradas também no
corpo gastrico, onde representam cerca de 8% das células enddcrinas (BARBUTO,
2008; LIU et al., 2005).

A razdo entre a area e o numero de células G e D tende a permanecer
constante, sendo regulada pela estimulacdo e inibicAo de mecanismos paracrinos
(histamina), enddcrinos (gastrina e somatostatina) e nervosos (fibras vagais)
(BARBUTO, 2008).

O aumento na razdo células G/D indica um distarbio funcional no trato
gastrointestinal, e pode ser observado na gastrite, nas lesdes ulceradas da mucosa
e na infeccdo por HP, onde o numero de células G é significativamente mais
elevado que o numero de células D (BARBUTO, 2008). Essas alteracbes
correlacionam-se melhor com a gravidade da inflamacdo do que com a densidade

do HP (BARBUTO, 2008).
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A infeccao por HP é uma das infecgBes mais comuns em todo o mundo e é a
principal causa global de gastrite. No entanto, estudos recentes mostraram que sua
prevaléncia estd diminuindo no mundo desenvolvido. Nos paises em
desenvolvimento, por outro lado, ainda € uma infeccdo altamente prevalente, com a
maioria dos casos ndo sendo diagnosticados. A infeccdo cronica pode levar a
gastrite atréfica, caracterizada pela perda de glandulas gastricas e infiltrados
inflamatdrios crénicos, que, por sua vez, resultam em hipocloridria ou acloridria,
fatores de risco para o desenvolvimento de cancer gastrico (VARELA; SEGURA,
2019).

A diminuicdo na densidade das células D observada na infec¢cdo por HP
poderia explicar a hipergastrinemia observada nesses pacientes, jA que a
somatostatina é um inibidor das células G. Altera¢gBes na fisiologia géastrica, como
aumento na secrec¢ao de gastrina e reducdo na secrecdo de somatostatina, sao
observadas em organismos infectados por HP (BARBUTO, 2008).

O mecanismo pelo qual as bactérias alteram a secrecdo dos hormonios
gastricos ndo estd bem esclarecido. Algumas explicagcbes possiveis sdo a
alcalinizacdo do microambiente gastrico pela producdo de aménia pela bactéria,
presenca de outros produtos toxicos e inflamacao do antro, que poderiam estimular
as células G produtoras de gastrina e inibir as células D produtoras de
somatostatina. Essas mudancas, somadas aquelas promovidas pelas alteracdes
inflamatoérias na mucosa gastrica podem modificar o complexo equilibrio gastrico e
afetar a secrecdo hormonal (BARBUTO, 2008; KIM et al.,1999).

Valores basais da somatostatina no plasma e no tecido do antro e do corpo

foram menores em pacientes infectados do que nos controles negativos para HP.
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Um aumento significativo ocorre apés a terapia de erradicacdo bem-sucedida, em
conjunto com um aumento do numero de células D em ambas as regides. As
alteracbes na ultraestrutura das células D na mucosa antral e corpo depois de
terapia de erradicagdo sugerem um aumento na sintese e secre¢do da
somatostatina. A restauracao estrutural e funcional das células D seguintes a
terapéutica de erradicacdo indica possivel recuperagdo da mucosa doente
(MILUTINQVIC et al., 2003).

Em pacientes com gastrina sérica em niveis aumentados, na presenca de
hipocloridria (vagotomia seletiva proximal) e acloridria (anemia perniciosa), a razao
células G/D aumenta acentuadamente como consequéncia de um aumento na
célula G e uma diminuicdo na densidade célula D (ARNOLD et al., 1982).

A demonstracdo de uma razao linear entre o numero de células antrais G e D
nos pacientes controles, com Uulcera duodenal e gastrinoma e as alteracdes
marcantes da razdo células G/D em estados de hipocloridria e acloridria estdo de
acordo com a afirmacdo de uma relagdo funcional entre células D e G e entre
células D e as células parietais (ARNOLD et al., 1982).

Tendo em conta estas relacdes funcionais aparentes entre células G e D,
seria dificil explicar as diferencas marcantes na propor¢cao no antro de células G/D
em pacientes com gastrinomas, anemia perniciosa, € ap0s vagotomia proximal
seletiva, porque, em todos esses casos, 0S hiveis de gastrina no soro sao elevados,
enquanto a razao células G/D aumenta na anemia perniciosa e ap0s vagotomia
proximal seletiva, mas diminui em pacientes com gastrinoma. Um efeito direto
inibidor do aumento dos niveis de gastrina no soro sobre a densidade das células

D, dessa maneira, pode ser excluido. Por outro lado, a secre¢do gastrica €
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marcadamente diferente nestes trés grupos de hipergastrinemia. Parece que a
hipocloridria ou acloridria é seguida por um aumento da razdo células G/D,
enquanto na hipercloridria € encontrada uma diminuicdo na razdo células G/D, e
que a razdo células G/D é dependente do estado de secre¢do do acido gastrico.
Esta afirmacdo é suportada por experiéncias que indicam que a liberagcdo da
somatostatina pelas células D do estbmago € aumentada na presenca de um baixo
pH intragastrico (ARNOLD et al., 1982).

Portanto, alteracbées no pH de pacientes em uso cronico de IBP sao
semelhantes as vistas na vagotomia eletiva proximal (ARNOLD; KOOP,1989), e
podem ser seguidas de alteracbes na razéo das células G e D.

Como ainda existem controvérsias na literatura, realizamos este estudo
buscando avaliar as alteragbes nas células G, D e ECL em usuéarios cronicos de
IBP com ou sem infec¢do por HP e correlacionar estas alteracées com 0s niveis

séricos de gastrina.
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3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Ainda existem controvérsias sobre o efeito do uso crénico de IBP sobre o
namero de células G, D e ECL e na razéo entre as células G e D.

Os IBP sao drogas de facil acesso, muito usadas e frequentemente por um
tempo prolongado, mesmo sem uma indicacdo precisa. A inibicdo acida que
acontece pelo uso cronico de IBP e o possivel aumento da gastrina devem ser
seguidos de alteracbes na regulacdo dos mecanismos da producdo do acido
cloridrico. Consequentemente esperamos encontrar alteragcdes na quantidade de
células G, D e ECL e na razédo entre as células G e D e que estas alteracfes serao

diferentes em individuos com e sem infeccao por HP.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a quantidade de células G, D e ECL e a razéo entre as células G e D
em pacientes usadores cronicos de IBP e comparar com o0s controles, com ou sem
infeccdo por HP em bidpsias de pacientes atendidos no Hospital de Clinicas (HC) da

Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o numero de células G, D e ECL em biopsias gastricas do antro e
corpo de usadores crbnicos de IBP e comparar com controles nao
usadores de IBP através da imunohistoquimica (IHQ);

b) Avaliar a razdo entre as células G e D em bidpsias gastricas do antro e
corpo de usadores cronicos de IBP e comparar com controles;

c) Avaliar a localizacdo das G, D e ECL em bidpsias géastricas do antro e
corpo de pacientes usadores cronicos de IBP e comparar com controles
através da imunohistoquimica;

d) Comparar o numero de células G, D e ECL em bidpsias géastricas do antro
e corpo de usadores cronicos de IBP e dos controles com e sem infeccao
por HP;

e) Comparar o numero de células G, D e ECL em bidpsias gastricas do antro
e corpo de usadores crénicos de IBP e dos controles com 0s niveis séricos

de gastrina.
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5 MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo retrospectivo realizado no Hospital de Clinicas (HC) da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), hospital publico terciario, no
periodo de maio de 2012 a junho de 2013 (coleta das amostras), aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo (CAAE: 63812217.1.0000.5154)
(ANEXO A), com assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos
pacientes participantes (ANEXO B).

N&o houve calculo estatistico para definicdo do tamanho da amostra (amostra
por acessibilidade). Inicialmente foram avaliados 105 pacientes, sendo 81 usadores
cronicos de IBP (grupo IBP) e 24 ndo usadores (grupo controle). Entretanto, em
alguns casos nao foi possivel realizar a avaliacdo IHQ dos trés anticorpos.

Todos os pacientes tinham indicacdo para a realizacdo de Endoscopia
Digestiva Alta (EDA) e estas foram realizadas utlizando aparelho de
videogastroscépio Olympus® (GIF-Q150 e GIF-2T160) com processadora Exera ®-
CLV-160. Foram excluidos os pacientes que ndo responderam ao questionario
(ANEXO C), que tinham alguma cirurgia prévia no aparelho digestivo ou anemia
perniciosa. Consideramos uso cronico de IBP quando era feito por tempo superior a
6 meses e de modo continuo. Desta forma, pacientes que fizeram uso de IBP por
um periodo inferior a 6 meses foram excluidos

Antes da realizacdo da EDA foram coletados 4 ml de sangue para dosagem
de gastrina através da quimioluminescéncia, com resultado expresso em pg/ml (valor
de referéncia normal entre 13 a 115 pg/ml). Os pacientes que apresentaram
aumento dos niveis de gastrina superior a 500 pg/ml foram encaminhados para

investigacdo de causas de hipergastrinemia (SANABRIA et al.,, 2007). Foram
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colhidos fragmentos das mucosas das regibes do antro e corpo gastrico dos
pacientes. Os fragmentos foram imediatamente fixados em formol tamponado a 4%
e encaminhados para processamento, inclusdo em parafina, microtomia e obtencéo
de laminas coradas segundo as técnicas de Hematoxilina-eosina (HE) para
avaliacdo geral, de Warthin-Starry (WS) para a pesquisa de bactérias
morfologicamente compativeis com HP e para a realizacao do estudo IHQ.

Para avaliar a quantidade e das células G, D e ECL foi empregada a técnica
IHQ de polimeros e os anticorpos anti-célula G (LSBIO®-USA) (Figura 3A), anti-
célula D (SANTA CRUZ®-USA) (Figura 3B) e anti-enzima histidina descarboxilase
(HDC-PROGEN®-USA) (Figura 3C), que € uma enzima especifica para a producao
de histamina (PRINZ; ZANNER; GRATZL, 2003; TSOLAKIS et al., 2015).

A avaliacdo da localizacdo das células positivas e sua quantificacdo foram
feitas no antro com os anticorpos para células G e D e no corpo gastrico para os
anticorpos para células D e ECL, em microscépio de luz comum Nikon® ECLIPSE
80i. Como ndo havia grande variacdo na literatura, para a quantificacdo foram
contadas todas as células positivas encontradas no campo de grande aumento (400
vezes) onde havia maior nimero de células positivas de cada anticorpo, assim como
em 10 glandulas que também apresentavam maior nimero de células positivas. A
quantificacdo das células foi feita por um Unico observador previamente treinado.
Comparou-se ainda o numero de células G, D e ECL com o0s niveis séricos de
gastrina e a presenca ou a auséncia de infeccédo por HP.

Para a avaliacdo estatistica, utilizamos banco de dados elaborado no Excel®
2010 e, para a analise estatistica, o programa BIOSTAT®. Para a analise das idades

utilizamos mediana, idade minima e maxima e para a analise estatistica o teste de
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Fisher. Os testes foram considerados significativos quando a probabilidade de

rejeicdo de hipotese de nulidade for menor que 5% (p<0,05).

A

Fonte: Acervo da autora, 2020

Figura 3. A - Anticorpo anti-célula G (LSBIO®-USA); B - Anticorpo anti-célula D
(SANTA CRUZ®-USA); C - Anticorpo anti-enzima histidina descarboxilase (HDC-
PROGEN®-USA).
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ABSTRACT - Background: Acid inhibition due to the chronic use of proton pump
inhibitors and the possible increase in gastrin may be followed by changes in the
regulation of hydrochloric acid production. It is not yet defined whether chronic use
alters the amount of G, D and ECL cells in the stomach or the G/D cells ratio.
Objective: To evaluate the number of G cells - producing gastrin, D cells - producing
somatostatin and ECL cells - producing histamine, in patients with chronic use of
proton pump inhibitors, with or without Helicobacter pylori infection. Method: This is a
retrospective study that evaluated 105 patients, 81 chronic users of proton pump
inhibitors and 24 controls, through biopsies with G, D and ECL cells count by
immunohistochemical study, in a quantitative way where there was a greater number
of cells positive by microscopic field of high magnification and in 10 glands. Results:
There was no statistical difference when comparing the number of G, D and ECL
cells between the IBP group and the control group. The G/D cells ratio was higher in
patients using chronic proton pump inhibitors. Conclusion: The chronic use of proton
inhibitors does not seem to interfere with G, D and ECL cells count; however, it

interferes in the G/D cells ratio.

HEADINGS: Omeprazole. Gastrin. Somatostatin. Enterochromaffin-like cells.

Helicobacter pylori.
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RESUMO - Racional: A inibi¢cdo acida pelo uso crénico de inibidores de bomba de
prétons e o possivel aumento da gastrina podem ser seguidos de alteracdes na
regulacédo da producédo do acido cloridrico. Ainda néo esta definido se o uso crénico
altera a quantidade de células G, D e ECL no estdbmago ou a razao células G/D.
Objetivo: Avaliar o numero de células G - produtoras de gastrina, células D -
produtoras de somatostatina e células ECL - produtoras de histamina, em pacientes
com uso cronico de inibidores de bomba de prétons, com ou sem infeccdo pelo
Helicobacter pylori. Método: Trata-se de um estudo retrospectivo que se avaliou 105
pacientes, 81 usadores cronico de inibidores de bomba de prétons e 24 controles,
através de biopsias com contagem das células G, D e ECL por estudo
imunohistoquimico, de forma quantitativa onde havia maior nimero de células
positivas por campo microscopico de grande aumento e em 10 glandulas.
Resultados: Ndo houve diferenca estatistica comparando-se o nimero de células
G, D e ECL entre o grupo IBP e grupo controle. A razdo células G/D foi maior nos
pacientes usadores crénicos de inibidores de bomba de prétons. Conclusao: O uso
cronico de inibidores de protons parece nao interferir na contagem das células G, D

e ECL; porém, interfere na razéo células G/D.

DESCRITORES: Omeprazol. Gastrina. Somatostatina. Células enterocromafim.

Helicobacter pylori.
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INTRODUCTION

Acid secretion plays an important role in regulating gastric functions. It
protects against pathogenic gastrointestinal agents, facilitates digestion and the
absorption of some nutrients, and modulates eating behavior!?.?2,

Hydrochloric acid (HCI) is produced in two main areas in the stomach: the
oxyntic mucosa and the antral mucosa. Parietal cells, which make up some 80% of
the acid-secreting gastric mucosa, are located in the oxyntic mucosa. They are found
proximally in the gastric body and fundus, intermingled with histamine-secreting
enterochromaffin-like cells (ECL) and the main pepsinogen-secreting cells. The
distal mucosa, which makes up about 20% of the gastric mucosa, contains antral
pyloric glands with G cells, which secrete gastrin. Both areas include surface mucosa
cells, colon mucosa cells, and enterochromaffin cells, as well as D cells, which
secrete somatostatintt14.19.24,

Regulation of gastric acid secretion is achieved through an interaction
between the two main gastric endocrine cells, the G cells and the D cells. When food
enters the stomach, the protein component stimulates G cells to release gastrin,
which stimulates ECL cells and parietal cells to release histamine and HCI,
respectively. As the acidity of the stomach and duodenum increases, protective
feedback mechanisms are activated to inhibit further secretion of HCl. An important
inhibitory control mediated by HCI involves the release of somatostatin by D cells'’.

The acid inhibition that occurs with the chronic use of proton pump inhibitors
(PPIs) and possible associated increases in gastrin levels may lead to changes in the
mechanisms regulating HCI production. However, it is unclear whether their chronic

PPI1 use changes the quantities of G, D, and ECL cells, or the ratio between G cells
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and D cells, in these patients. It is also unclear whether Helicobacter pylori (HP)
infection has an influence on these changes.

So, the aim of this research was to analyze the number of gastrin-producing
cells, somatostatin-producing cells, and histamine-producing cells in patients who
were chronic users of proton pump inhibitor, with or without related Helicobacter

pylori infection.

METHODS

We performed a retrospective study at a public tertiary hospital that was
approved by the institution's Research  Ethics Committee (CAAE:
63812217.1.0000.5154). The participants signed informed consent forms.

Initially, a total of 105 patients were evaluated, including 81 chronic PPI users
(PPI group) and 24 non-users (control group). Chronic PPI use was defined as six
months of continuous use. However, in some cases, it was not possible to perform
the immunohistochemical evaluation of all three antibodies. The inclusion criteria
were: willingness to participate in the study and completion of an intake
guestionnaire. The exclusion criteria were any prior surgery on the digestive tract or
pernicious anemia.

All patient participants underwent a medically indicated upper digestive tract
endoscopy conducted with an Olympus® (GIF-Q150 and GIF-2T160) video
gastroscope linked to an Exera®CLV-160 processor. Before conducting each
endoscopic examination, 4 ml of blood was collected for gastrin level determination.
Gastrin was measured through chemiluminescence, with the results expressed in
pg/ml (normal reference range, 13-115 pg/ml). Patients gastrin levels greater than

500 pg/ml were referred for investigation into the causes of their hypergastrinemia?®.
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Samples of mucosa from the antral and gastric body areas were collected as
medically indicated during the endoscopic procedure.

The samples were fixed immediately in 4% buffered formaldehyde, embedded
in paraffin, and sectioned into 3 um-thick sections on a microtome. The sections were
mounted on slides, which were subjected to H&E staining for general histology,
Warthin-Starry staining for identifying bacteria with an H. pylori-consistent
morphology, or immunohistochemistry (IHC) to quantitate G cells, D cells, and ECL
cells. For the IHC, we used a polymer-based detection technique with antibodies
targeting G cells (LSBIO®-USA), D cells (SANTA CRUZ®-USA), and histidine
decarboxylase (HDC; PROGEN®-USA), a specific histamine-producing enzyme?32°,

Immunolabeled cells were located and quantified in the antrum (anti-G cell and
anti-D cell immunopositivity) and in the gastric body (anti-D cell and anti-HDC
immunopositivity) with a Nikon® ECLIPSE 80i regular optical microscope. We
counted all immunopositive cells within a 400x high magnification field, where
immunopositivity for each antibody was abundant, as well as in a sample of 10
glands showing large numbers of immunopositive cells. We analyzed G cell, D cell,
and ECL cell (i.e. HDC-immunopositive) counts, serum levels of gastrin, and the
presence vs. absence of HP infection.

Statistical analyses

Were performed in BIOSTAT® on a database developed in Excel® 2010. The
tests were considered significant when the probability of rejecting the null hypothesis

was below 5% (p< 0.05).
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RESULTS

The general characteristics of the sample are shown in Table 1. There were
no significant demographic differences between the PPl and control groups. A
majority of the 81 patients (53, 65.4%) used omeprazole at a daily dose of 20 mg,
whereas 23 (28.4%) took 40 mg/day of omeprazole and three (3.7%) took 60 mg/day
of omeprazole. The remaining two patients used 40 mg/day of pantoprazole. With
respect to length of use, most of the 81 PPI group patients (72, 88.9%) had been
using a PPI for >12 months, the remaining patients (9, 11.1%) had been using a PPI

for 6-12 months.

TABLE 1 - Age, gender, race, and serum level of gastrin in patients who were

chronic PPI users and non-user controls

Control PPI
Variable

(n=24) (n=81)
Age, years 48.5 (17-72) 57 (23-79)

Gender, women/men | 70.8% / 29.2% | 84% / 16%

White 66.6% 76.5%
Non-white 33.3% 23.5%
Increased gastrin* 16.7% 34.6%

*Serum gastrin=>115 pg/ml; all p >.05 control vs. PPL.

We examined gastric antrum samples from 15 control group participants, the
majority of whom (9, 60%) were HP negative. We examined gastric body samples
from 21 control group participants, the majority of whom (14, 66.6%) were also HP
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negative. We examined gastric antrum samples from 54 PPI group patients, including
34 HP negative (63%) and 20 HP positive (37%) patients. We examined gastric body
samples from 70 PPI group patients, including 42 HP-negative (60%) and 28 HP-
positive (40%). The G cell, D cell, and ECL cell counts obtained in the antrum and

the gastric body for the PPI and control groups are reported in Table 2.

TABLE 2 - G cell, D cell, and ECL cell counts* in the gastric antrum and gastric body

of chronic PPI users and non-user controls, with and without HP infection

PPI group Control group
Cell type

HP positive | HP negative | HP positive | HP negative
Gastric antrum | n=20 n=34 n=6 n=9
G 10 glands | 47.5 (14-74) | 46 (24-108) | 35.5 (28-43) | 42 (23-75)
G field 73 (14-166) | 80 (20-296) |57 (34-72) |59 (20-100)
D10 glands | 22.5 (15-32) | 24.5 (12-35) | 40 (33-56) | 42 (21-57)
D field 28.5 (14-59) | 34 (13-79) |59 (43-81) |57 (45-112)
Gastric body | n=28 n=42 n=7 n=14
ECL field 5 (1-11) 4 (1-12) 4 (1-12) 5 (1-14)
D10 glands | 16.5(9-30) | 17 (10-28) |15 (13-25) |17.5(13-26)
D field 16.5 (9-55) | 19.5 (9-47) |19 (8-32) 19.5 (10-36)

*Fisher's exact tests showed all of the above PPI vs. control comparisons

were not significant, p >.05

Participants with HP infection and participants without it had similar G cell, D

cell, and ECL cell counts as well as similar serum gastrin levels. We therefore
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analyzed all PPl group participants and all control participants together as unified

groups (Table 3).

TABLE 3 - G cell, D cell, and ECL cell counts in the gastric antrum and gastric body

by group, as determined by two sampling methods

Gastric Antrum Gastric Body
Cell Control n=15 PPl n=54 Control n=22 PPI n=69
type 10 10 10 10

Field Field Field Field
glands glands glands glands

G 38 59 94 79 - - - -
D 42 57 24 31 18 20 17 18.5
ECL - - - - - 5 - 4

*G cell, D cell, and ECL cell counts were similar in PPl and control groups in both

areas (Fisher's exact tests all p>.05)

IHC identifying G, D, and ECL cells are shown in Figure 1. We observed a G

cell to D cell ratio in the antrum of 3.9 (94:24) for the PPI group based on counts in

10 sampled glands and a G cell to D cell ratio of 2.5 (79:31) for the PPI group based

on counts in a high-magnification field. In the control group, the G cell to D cell ratios

found were 0.9 (38/42) for the 10 sampled glands and of 1 (59/57) for the high-

magnification field.
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FIGURE 1 - A) Gastric antral mucosa from a control patient, anti-G cell
immunopositivity in brown; B) Gastric antral mucosa from a control
patient, anti-D cell immunopositivity in brown; C) Gastric oxyntic
mucosa, anti-ECL cell immunopositivity in brown; D) Gastric antral
mucosa of a control patient, anti-G cell immunopositivity in brown

(arrow).

DISCUSSION

PPIs are a very widely used class of medications, but they are often used for
indications and treatment durations that are not well tested or approved, and they
can be acquired without prescription in some countries®!. It is estimated that up to
10% of the population worldwide uses some type of PPI 20, They are the strongest

suppressors of gastric acid secretion that are independent of other stimulatory
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factors. At commonly used dosages, PPIs reduce daily HCI production (basal and
stimulated) by 80-95%?*.

PPl therapy can lead to an increase in serum levels of gastrin®7:16,
Hypergastrinemia occurs through a negative feedback mechanism between the
intragastric pH and antral G cell activity!®. In some patients, hypergastrinemia is
thought to be responsible for the HCL rebound hypersecretion that occurs after PPI
withdrawal3°. However, gastrin levels generally return to normal after discontinuing of
PPl use?®.

According to Arnold and Koop?, although serum gastrin increases over the
short- and long-term with PPI treatment, it is rare that gastrin levels exceed those
observed after a proximal selective vagotomy and occurs when the inhibition of the
stimulus to acid secretion exceeds 80%. These authors point out that in studies of
patients receiving omeprazole at doses of 40-60 mg/day for a period of 1-2 years,
moderate gastrin increases are observed with inter-individual variation. Cheung and
Leung® indicated that gastrin levels are increased in patients who have used PPIs for
more than three years. The lack of a significant inter-group gastrin difference in our
study may be explained by the use of a relatively lower PPI dose (i.e. 20 mg/day) by
the majority of participants and by a period of generally <3 years.

Hypergastrinemia could not be attributed to gastrinoma, autoimmune gastritis,
pyloric obstruction, renal insufficiency, surgery (vagotomy or retained gastric antrum
following Billroth 1l gastrectomy)* 2!, or chronic atrophic gastritis® in any of our
patients. However, four patients with altered gastrin in our PPl group were
seropositive for Chagas disease, which has been shown to cause

hypergastrinemia?%-28,
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A study performed in rats showed that omeprazole use led to a significant
increase in G-cell density combined with a reduction in D-cell density and,
consequently, a marked increase in the G/D cell ratio'®. These observations
suggested that the G/D cell ratio in the antrum may be governed by intragastric pH.
However, changes in this magnitude have not been observed in humans?®. As with
our study, Arnold and Koop? did not find differences in G cell or D cell counts, nor in
ECL cell density, in patients with severe reflux esophagitis treated with 40 mg/day of
omeprazole for up to nine months; they did not indicate the HP infection status of
their patients. Patients infected with strains of HP that express CagA, a cytotoxin
encoded by the A gene that acts as a virulence factor strongly associated with severe
gastritis have been found to have a reduced D-cell density in the antrum with no
changes in the number of G cells?®,

We observed a higher G/D cell ratio in the antrum of patients in the PPI group
than in the control group, despite a lack of difference in cell counts when we
compared them separately. An increase in the G/D cell ratio indicates a functional
disturbance in the gastrointestinal tract and can be observed in patients with gastritis,
ulcerated mucosal lesions, or HP infection®. D cell density is significantly lower in
patients infected by HP than in those who are not infected and in normal
individuals, while the G cell density is significantly increased. An association with
the severity of inflammation caused by the release of cytokines might explain
these changes by way of an influence on gastrin/somatostatin homeostasis and
might be related to the virulence of infecting HP strain'’.

Liu et al'” found a G/D cell ratio of 3 in people who did not use a PPI.
Likewise, Frick et al'® found a G/D cell ratio of 3 in normal rat stomachs. These

values are similar to those found in our study. On the other hand, Lamberts et al'®
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described a G/D ratio of 5.5 in the antral mucosa before and after treatment with
omeprazole at doses in the range of 40-60 mg/day for 1-2 years. However, their
patients were using relatively high PPI doses and they employed a cell counting
method different from that used here.

Because gastrin stimulation of histamine release from ECL cells is the main
trigger of gastric acid secretion, with ECL cells being the main receiver of the gastrin
signal rather than the HCl-secreting parietal cells themselves3°, we were interested to
determine if ECL cell counts may be increased in patients who were chronic PPI
users. Gastrin is characterized by its trophic capacity 8'%. Reports of ECL cell
hyperplasia and gastric carcinoids in 45% of rats treated for two years with 140 pg/kg
omeprazole raised doubts about the safety of omeprazole in humans. However, the
dosage used in the animals was approximately 500 times the dose currently used in
humans, and the rats were treated throughout their lives!-®,

Changes in gastric cell counts and a possible relationship between
neuroendocrine tumors and chronic PPl use have been examined with respect to the
period of use required for these changes to occur and what factors might aggravate
or accelerate this process'®. The higher incidence of carcinoid tumors in patients with
pernicious anemia'® suggests that achlorhydria is followed by high levels of gastrin in
these patients. It has been a challenge to define whether patients treated for a long
period of time with omeprazole can be compared to those with pernicious anemial®.

Liu et al*’ reported that ECL cells in the gastric body mucosa constitute an
important proportion of endocrine cells. However, the exact percentage of these cells
have yet to be defined. We found small ECL cell populations in the oxyntic mucosa in
both groups, without a statistically significant difference between their quantities.

Lamberts et al*® described two studies with differing results in terms of increases in
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the number of argyrophil cells after one year of omeprazole treatment. Creutzfeldt et
al” found that the number of argyrophil cells in the oxyntic mucosa had increased in a
sample of 10 patients after taking omeprazole for up to two years, relative to their
pre-treatment levels. This increase occurred soon after one year and was attributed
to argyrophil cell hyperplasia. No further increases were seen after two years.
However, no such increase was found in a larger group of 18 patients studied before
and after one year of omeprazole treatment’. The authors attributed this difference to
different pretreatment values and possible errors caused by the small sample of
gastric biopsies examined’. Traditional histochemical techniques (argyrophilia)
have much lower specificity than IHC?32°, [HC techniques with specific antibodies
against products secreted by endocrine cells have thus replaced older histochemical
techniques?’.

Liu et al*” have noted a lack of studies reporting exact percentages of ECL
cells in the gastric body. Using antibodies for gastrin, somatostatin, and
chromogranin, they found higher proportions of ECL cells in the gastric body than
elsewhere in the stomach. Arnold and Koop? noted that ECL cells are almost
exclusively restricted to the fundic mucosa and account for 40-60% of the endocrine
cells in this part of the stomach. The number of ECL cells found in the gastric body in
our study using anti-HDC IHC was lower than the numbers of D cells found in the
control group and in the PPI group, with or without HP infection. The HDC enzyme
converts histidine into histamine®!213, HDC is also expressed in mastocytes and
basophils, wherein histamine is stored in granules'?, these are cells with different
morphological characteristics than ECL cells.

Another marker of endocrine cells is chromogranin A. Chromogranin A, an

acid protein located in ECL cells, is a biosynthetic precursor of several bioactive
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peptides®. Chromogranin A expression is used for ECL cell quantitation by
subtracting somatostatin and serotonin-producing cells from the total number of
labelled cells to obtain an ECL cell count!®. Kakehasi** reported that ECL cells
appear to constitute 30-40% of the cells in the oxyntic mucosa when identified using
chromogranin A. Thus, the lower number of ECL cells found in our study likely stems
from our use of a marker that was more specific to these cells, namely HDC.

Our ability to compare our findings with published results is hindered by the
different methods of cell counting that have been used and the associated lack of
methodological standardization. Variance among reports may also stem from
differences in sample collection. According to Oberg?’ and Liu et al'?, because ECL
cells are located mainly in the middle- and lower-third of the mucosal bed, they may
not be visible in superficial biopsies. To minimize this bias, we counted cells in 10
glands in the deepest portion of the mucosa.

Longer-term studies, especially including patients who have used proton
pump inhibitor for >3 years, are needed to define the period of use that may lead to

significant shift in stomach mucosal cell populations.

CONCLUSION

We did not observe alterations in G cell, D cell, or ECL cell counts in patients
who were chronic PPI users, relative to non-user controls, after 12 months of use.
However, these patients did show altered G/D cell ratios. Notwithstanding, studies
with patients who have been using PPIs for more than three years are needed to

determine whether longer periods of PPl use might disrupt the numbers of these cells
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or the ratios between them. It also remains to be determined whether these cell

amounts are sensitive to infection with highly virulent strains of HP or inflammation of

severe intensity.
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7 CONCLUSOES

7.1 CONCLUSOES GERAIS

O uso cronico de IBP parece néo interferir na contagem das células G, D e
ECL pelo menos nos primeiros doze meses, porém interfere na razdo entre as
células G e D. Entretanto, mais estudos com pacientes que utilizam IBP por tempo
superior a 3 anos sdo necessarios para definir se o tempo de uso mais prolongado
poderia interferir no nimero destas células e a sua razdo, bem como a infec¢éo por
cepas de HP com maior viruléncia do HP e a intensidade da inflamacdo. Um achado
interessante foi a identificacdo de células ECL no antro gastrico, descritas na

literatura apenas no corpo gastrico.

7.2 CONCLUSOES ESPECIFICAS

a) Nao houve diferenca estatistica significativa no niumero de células G, D e
ECL, quando comparados os pacientes usadores cronicos de IBP com os
controles;

b) A razéo células G/D no antro nos pacientes usadores de IBP foi maior que do
grupo controle;

c) ldentificamos células G no antro, células D no antro e corpo e células ECL no

antro e corpo dos pacientes usadores crénicos de IBP e nos controles;
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d) Quando comparamos o numero das células G, D e ECL com a presenca de
infeccdo por HP, ndo houve diferenca estatistica significativa nos 2 grupos;
e) Quando comparamos os valores de gastrina com o numero das células G, D e

ECL, ndo houve diferenca estatistica significativa nos 2 grupos.
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ANEXOS

ANEXO A — AUTORIZACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

‘:-
0 s
MINISTERIO DA EDLCACAD

UNIVERSIDADE FEDERAL D0 TRIANGULO MINEIRO — Uberaba (M{)
COMITE DE FTICA KM PESOUISA - CEP
Av. Fool Paudiva, 30(Cenio bduzazonal o Admmistativo din UFTR] - 27 asdar — 3anro Mossa Senbar ok Abaein
O S LB - Ulerabe-300 - TELEFAX: 34251 H-253 -
Fomail. cepidpesg peufoscdubr

) IDENTIFICAGAD
TITULD DO PROJETOD:; F\.LTERA;GEE MAGRCSCORIGAS B MIUAUSCOP GRS CAETRICAR EM
PACIEMTES USADORES CRC}NI-:.‘;OS CE INIBIZORECS DC DCRMOA PROTIMNICA
PESGIJ!SAI'.:IHOH [A) RESPONSAVEL: REMATA MARSGARIDA STEHERBEH=RE
INSTITUICAD CONDE SE REALIZARA A PESOLISA: LIFTM
DATA CE ENTRADA MO CEPUFTM: 16/11/2011
PROTOCOLO CEP/UFTM: 2182

FARECER

[ georde com as disposiglies de Resalugin ONS 196/95, o Conitd de Blica zm Pesquisa
di UFIUR cimsiders o pratecolo de pesquisa aprovado, ra foma {redagdo @ metodelopial corms i
apresenindo ao Comits.

Contorme . Resolugdo 198596, o pesquissdor responsfivel pelo pratocolo deverd manter
sob s guarcu, pelo prazo de no ninime cinee anas, eda o documentegiio referense no protocoln
(formularia do CEP, aneses, relatros gou Termos de Conscntimentn Livee ¢ Esclarecidoes —
TCLE assitades, quasds Tor o ense) por ateadiments an CEP efau 3 Comissie Macienal de [ica
cm Peaquiza - CONEP.

Tode & quulquer ateragio o sor realivads no protecole deverd ser encaminhada oo CLF,
pacn andlise e aprovacin,

2 relacdrio avual cu Tnal deverid serosncarinhade um ano epds o inicic da realizagie da
projato.

Uberalba, 21 de maego de 2012,

/f'
Prol Ama T‘g]’ﬁli

Coordena

Cl
Sdares tos Santes
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DE EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — UBERABA-MG

Comité de Etica em Pesquisa - CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
SUJEITOS MAIORES DE IDADE

(Versao de junho de 2011)

TITULO DO PROJETO:
Alteracbes macroscépicas e microscopicas gastricas em pacientes usadores
cronicos de Inibidores de Bomba Proténica.
TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo Alteracdes macroscépicas
e microscoépicas gastricas em pacientes usadores crénicos de Inibidores de Bomba
Protbnica, por fazer uso diario de medicamentos do grupo de inibidores de bomba
protdnica. Os avancos na area ocorrem através de estudos como este, por isso a
sua participacdo € importante. O objetivo deste estudo é conhecer os efeitos do uso
destes medicamentos a longo prazo e caso vocé concorde em participar, permitira o

aproveitamento das bidpsias gastricas que eventualmente venham a ser colhidas.
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Vocé podera ainda permitir a coleta de pequena dosagem de sangue para dosagem
de gastrina e responder a um questionario. O desconforto o qual vocé sera
submetido sera o da picada de agulha para colher o sangue do seu braco.

Vocé podera obter todas as informacdes que quiser e podera ndo participar
da pesquisa ou retirar o seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no
seu atendimento.

Pela sua participacdo no estudo, vocé nao receberd qualquer valor em
dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a
realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome nao

aparecera em qualqguer momento do estudo, vocé serd identificado com um namero.
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MINISTERIO DE EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — UBERABA-MG
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO
TITULO DO PROJETO:
Alteracbes macroscopicas e microscopicas gastricas em pacientes usadores

cronicos de Inibidores de Bomba Protdnica.

Eu, , i elou ouvi o

esclarecimento acima e compreende para que serve o estudo e qual procedimento a que serei
submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que
sou livre para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar a minha
decisdo e que isto ndo afetard meu tratamento. Sei que meu nome ndo serd divulgado, ndo

terei despesas e nao receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do

estudo.
Uberaba,............. [ o, Lo
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade
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Assinatura do pesquisador responsavel

Telefone de contato dos pesquisadores:
Renata Margarida Etechebere — 3318-8142

Silvia Maria Perrone Camilo — 3318-5591

Assinatura do pesquisador assistente

64



Is\
UV

MINISTERIO DE EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — UBERABA-MG

Comité de Etica em Pesquisa — CEP

Em caso de duvida em relacéo a este documento, vocé pode entrar em contato com o Comité

de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854
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ANEXO C - QUESTIONARIO

MINISTERIO DE EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — UBERABA-MG
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

QUESTIONARIO

1. Nome:

2. Registro geral da UFTM:

3. Idade:

4. Cor:

5. Sexo:

6. Uso de medicamentos () sim () ndo
7. Nomes dos medicamentos:

8. Dose:

9. Tempo de uso:

10. Uso: regular () irregular ()

11. Fez uso do IBP nos ultimos 7 dias (Exemplo: Omeprazol):
()sim () nao

12. Motivo da realizagdo da EDA:
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ANEXO D — ACEITE DO ARTIGO PARA PUBLICACAO

Revista ABCD
Sex, 31/01/2020 15:23

Aos autores:

Seu trabalho, anexado, foi aceito para publicagcdo no processo de peer-review e
algumas adaptacGes de diagramacéao e linguistica ja foram adicionadas na intencao
de adapté-lo as regras técnicas de redacao cientifica do ABCD. O texto que segue
pode ser modificado. Se alguma modificacdo for necessaria, desde que seja
pequena para que seu trabalho ndo retorne a novo processo de peer-review, deve
vir demarcada em vermelho. As recomendacdes dos revisores, que devem ser
atendidas para seu artigo ser publicado, foram:

Quanto a forma:

1) Em relagdo as referéncias: a) inclusdo daquelas mencionando o ABCD
publicadas em 2019 e descritas ao final do capitulo das referéncias com as
letras A e B; b) cita-las no manuscrito onde estdo ja sugeridas em letras
maiusculas vermelhas sobrescritas; ¢) manter todas em formato Vancouver
e em ordem alfabética, e alterar sua numeracao no texto com a inclusédo das
novas referéncias; d) retirar todas que se referem a livros e teses que nao
estejam disponiveis na web e, se sim, manté-las citando seu endereco
eletrbnico de acesso (ref 13, 18 e 28 em vermelho; e) referenciar as citacdes
somente com o0 numero delas sobrescrito junto a palavra sem nenhum outro
artificio grafico.

2) No reenvio h& necessidade do manuscrito vir traduzido ao
portugués/inglés (o ABCD é bilingue na web) sem modificacdes no texto e no
formato em relacdo ao agora enviado. O ABCD pode intermediar a verséo
inglesa ao custo de R$ 800,00. Traducbes/versbes que nao estejam
adequadas ao idioma original (exemplo simplesmente usar Translate Google
e enviar sem revisdo detalhada da linguistica patria da lingua) serdo
sumariamente recusados. Também serdo recusados trabalhos que nao sejam
idénticos na forma gréfica nas duas linguas, conforme o modelo enviado para
reviséo.

3) Também no reenvio ha a necessidade de que todas as modificacdes
solicitadas estejam efetuadas nos dois textos, em portugués e inglés,
mudancas essas demarcadas em vermelho nos dois manuscritos,
manuscritos estes que devem ser idénticos inclusive nos detalhes e as
figuras venham em JPG.

4) Demarcagdes em azul sé&o proprias do ABCD e as em vermelho,
enviadas no texto devem ser melhoradas, como também em vermelho as que
representem as modificagcOes feitas pelos autores.

5) Devido a desformatacdo no processo de submissdo (ver o PDF na
submissao eletronica GN1) o processo de reviséo técnica do ABCD colocou o
texto na sequéncia que deveria ter. Os autores devem reler e confirmar que
todo o texto do manuscrito corresponde ao que fizeram.

6) E OBRIGATORIO ENVIAR OS NUMEROS DO ORCID DE TODOS 0OS
AUTORES AO RE-ENVIAREM O TRABALHO PARA PUBLICAC}AO. Caso
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alguém nao tenha ainda esse numero identificador de pesquisador cientifico
(corresponde ao CPF da pessoa fisica, neste caso identificando autores)
acesse e faca gratuitamente, e sem custos de manutencéo, sua inscricéo pelo
site: orcid.org.

7) Devido ao recém enaltecido aspecto de inclusdo da midia nas
avaliacOes bibliométricas, as revistas no sentido de que seus artigos tenham
repercussao na midia social, a partir de 2020 o ABCD e as mais importantes
revistas médicas internacionais estdo adicionando nas publicagbes pequenos
textos nominados como “Mensagem Central”, “Perspectivas” e “Highlights”, ou
outros termos, que serdo divulgados pelo Twitter, Facebook e midias
assemelhadas. As palavras destes textos devem ser simples para que o
publico leigo consiga entender o avango da ciéncia que o artigo prop6e. A
Mensagem Central ndo € um breve resumo dos resultados, mas a sintese
deles de forma simples; € semelhante as conclusdes e preferencialmente
deve incluir uma ilustracdo contida no texto, a critério do autor. Na
Perspectiva a mensagem deve indicar a significancia dos achados e como os
autores antecipam que seus resultados deverdo auxiliar na pratica clinica.
Seguem exemplos para que os autores identifiquem o formato desejado. A
revista fara a divulgacéo na midia social:

EXEMPLO:
Titulo do trabalho: “Safety and feasibility of near-infrared image-guided lymphatic
mapping of regional lymph nodes in esophageal cancer”

(https://www.jtcvs.org/article/S0022-5223(16)30083-6/pdf)

Mensagem Central (O limite € de 280 caracteres, incluindo espacos): Near-
infrared lymphatic mapping is safe and feasible for in situ identification of regional
lymph nodes in esophageal cancer.

Perspectiva (O limite € de 500 caracteres, incluindo espagos): This “first in
human” trial demonstrates preliminary safety and feasibility of intraoperative
minimally invasive near-infrared lymphatic mapping for identification of regional
lymph nodes in esophageal cancer. NIR imaging may have potential as a staging
tool in the future to better select patients for neoadjuvant therapy and
endomucosal resection.

Quanto ao mérito:
Nada digno de nota

OBS: Devido a adequagédo em curso do site, solicito que a resposta atendendo as
solicitacdes dos pareceristas seja feita por esta via (revistaabcd@gmail.com)

O ABCD agradece a submisséo

Prof. Dr. Osvaldo Malafaia
Editor-Chefe ABCD
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