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RESUMO

Em pacientes com a forma digestiva da doenca de Chaga, danos no tecido nervoso do
estdmago podem ser responsaveis por mudancas na secrecdo de acido e hormonios, podendo
levar a hipergastrinemia. Do mesmo modo, infeccdo pelo Helicobacter pylori (H.pylori) pode
induzir a hipergastrinemia. O objetivo deste estudo foi avaliar se a hipergastrinemia ocorre em
pacientes que apresentam outras formas clinicas da doenca de Chagas coinfectados ou ndo
pelo H. pylori. Além disso, também foi avaliado se alteragdes endoscépicas e histopatoldgicas
gastricas observadas em pacientes controles e chagasicos com a forma digestiva da doenca
estaria associada ao nivel sérico de gastrina. Foram obtidos por bidpsia fragmentos de mucosa
gastrica de pacientes chagasicos e ndo-chagasicos para andlise histopatologica e extracdo de
DNA para pesquisa dos fatores de viruléncia. Uma amostra de sangue foi obtida para
realizacdo da sorologia para T. cruzi e H. pylori e dosagem de gastrina. A infec¢do pelo H.
pylori foi detectada pela histologia, polymerase chain reaction (PCR), sorologia e teste
respiratorio. Foram estudados 45 (49,5%) pacientes chagasicos (forma digestiva, n=12; forma
cardiaca, n=11; forma indeterminada, n=12 e forma cardiodigestiva, n=10) e 46 (50.5%) néo-
chagasicos sem dispepsia, enquanto que em outro grupo foram avaliados nove (28,1%)
pacientes chagasicos com a forma digestiva da doenca e 23 (71.9%) ndo-chagasicos com
dispepsia submetidos a endoscopia digestiva alta (EDA) no Servigo de Endoscopia da UFTM.,
A prevaléncia de infeccdo por H. pylori foi similar entre chagasicos com a forma digestiva da
doenca (88,9%) e ndo-chagasicos (60,9%) e a média de gastrina sérica (110 pg/mL versus 48
pg/mL) (p = 0.003). Enquanto que no grupo de pacientes que ndo foram submetidos a EDA, a
prevaléncia de infeccdo pelo H. pylori também foi similar entre chagasicos (77.8%) e néo-
chagasicos (60.9%) e a média de gastrina sérica (103 pg/mL versus 39 pg/mL) (p = 0.002).
Pacientes com a forma digestiva da doenca tem um aumento do nivel de gastrina basal. A
gastrite crbnica foi representada em 88.9% dos chagasicos com a forma digestiva da doenca e
em 87% dos pacientes ndo chagasicos (p>0.05). Dois (8.7%) pacientes ndo chagasicos foram
diagnosticados com ulcera gastrica e nenhum paciente apresentava Ulcera duodenal (p>0.05).
Pacientes chagasicos com a forma digestiva da doenca infectados por amostras de H. pylori
CagA-positivas foi encontrada uma dosagem sérica de gastrina maior do que aqueles
pacientes infectados por amostras de H. pylori CagA-negativas (135 + 77 pg / mL e 79 + 62
pg / mL, respectivamente; p = 0,28), enquanto que entre 0s pacientes ndo chagasicos foi de
(54 £ 40 pg / mL e 45 £ 35 pg / ml, respectivamente; p = 0,59), porém as diferenca ndo foram

significativas. Os resultados do presente estudo ndo suportam um papel direto da infeccdo



pelo H. pylori no aumento da secrecdo de gastrina entre pacientes chagéasicos.
Adicionalmente, ndo foi observado associagdo entre concentragdes de gastrina e
caracteristicas histolégicas nos pacientes estudados. Para confirmar a associacdo entre
hipergastrinemia e a proteina CagA produzida por algumas cepas de H. pylori, um maior
namero de pacientes é necessario para comparar o possivel papel de cepas CagA-positivas.

Palavras-chave: H. pylori. Coinfeccdo. Doenca de Chagas. Gastrina.



ABSTRACT
Chagasic patients with digestive form have abnormally high gastrin release and low gastric
acid secretion. Likewise, H. pylori infection can also induce hypergastrinemia. Thus, we
aimed to evaluate whether hypergastrinemia occurs in patients with the other clinical forms of
Chagas disease, co-infected or not by H. pylori. Moreover, serum gastrin levels were
associated with CagA-positive H. pylori strains and with gastric histological and endoscopic
features. The patients evaluated were divided into two groups, one group comprising chagasic
(with digestive form) and non-chagasic patients undergoing upper endoscopy and the other
group comprising chagasic (with different clinical forms) and non-chagasic patients who did
not underwent this procedure. H. pylori (HP) infection was assessed by histology, detection of
16S rRNA gene in gastric tissue by PCR, serology and the *C-urea breath test. Gastrin
concentration was measured by chemiluminescence assay. CagA expression was examined by
PCR. Histological scores were evaluated according to Update Sydney System. The mean
serum basal gastrin was significantly higher among chagasic than non-chagasic patients who
underwent upper endoscopy than those who did not (p<0.05). No significant differences in the
basal serum gastrin concentrations were observed among the different clinical forms of
Chagas disease neither among HP-positive and HP-negative patients, chagasic or controls.
Patients with digestive form or with the other clinical forms of Chagas disease have increased
basal serum gastrin level. Moreover, our findings do not support a direct role of H. pylori

infection in the increasing gastrin secretion among chagasic patients.

Keywords: Helicobacter pylori, Chagas disease, Gastrin.
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1 INTRODUCAO

A bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) foi isolada pela primeira, em 1982, a partir
de fragmentos de mucosa gastrica de pacientes com gastrite (Marshall & Warren, 1984).
Estudos subsequentes confirmaram a hipotese inicial de que a bactéria estaria associada a
gastrite cronica e a Ulcera péptica (Mégraud et al., 1992; Blaser, 1995). Posteriormente, a
infecgdo pelo H. pylori também foi associada ao linfoma géstrico do tipo MALT e, em 1994,
0 microrganismo foi considerado pela Organizacdo Mundial de Saude como um fator
essencial na patogénese do carcinoma gastrico (WHO, 1994).

Muitos aspectos da epidemiologia da infeccdo pelo H. pylori ainda ndo foram
esclarecidos, porém, ha evidéncias de que a aquisi¢do ocorre geralmente na infancia, na idade
pré-escolar, geralmente pela via oral-oral ou fecal-oral, persistindo por toda a vida do
individuo (Lee, 1994; Cave, 1996; Rocha et al., 2003).

Sabe-se, atualmente, que cerca de metade da populacdo mundial apresenta a bactéria
no estbmago. Em populacdes da América do Norte e Norte Europeu, cerca de um tergo dos
adultos estdo infectados, enquanto que no sul e leste da Europa, América do Sul e Asia, a
prevaléncia de infeccdo por H. pylori é, em geral, maior do que 50% (Eusebi et al., 2014).

No Brasil, a prevaléncia da infeccdo por esse microrganismo € bastante variavel
devido o fato de ser um pais continental composto por diversas etnias, habitos culturais e
niveis socioeconémicos (Souto et al.,1998). Em geral, as taxas mais elevadas sé@o encontradas
em regides de nivel socioecondémico mais baixo. Em 1987, em um estudo realizado na cidade
de Belo Horizonte por Coelho et al. (1987), foi detectada uma prevaléncia de infeccédo por H.
pylori de 82% em pacientes adultos. Posteriormente, Rocha et al. (1998) encontraram uma
prevaléncia mais baixa, de 67% na mesma cidade. Em outro estudo realizado na mesma época
em Nossa Senhora do Livramento no estado do Mato Grosso, Souto et al. (1998)
demonstraram uma taxa de soroprevaléncia de 84,7% em pacientes adultos, e niveis proximos
foram encontrados por Oliveira et al. (1999) no interior do estado de Minas Gerais (MG), em
Aracuai, onde foi encontrado uma prevaléncia de 87%. Rocha et al. (2003) encontraram uma
prevaléncia de 69,7% entre adultos e criancas moradores da area rural de Melquiades (MG),
enquanto que na cidade de Fortaleza no Ceard, a taxa de infeccdo pelo H. pylori em
moradores da area urbana de baixa renda aumentou significativamente com a idade, atingindo
87% naqueles pacientes acima de 60 anos de idade (Rodrigues et al., 2005). Recentemente,

Pachecho et al. (2013) compararam varios testes de diagndstico e relataram uma prevaléncia
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de infecgdo por H. pylori de 41,1% em individuos com idade entre 2-19 anos de idade no
estado de S&o Paulo.

Uma vez que a mucosa gastrica € colonizada, a bactéria pode permanecer por décadas
ou por toda a vida no hospedeiro. No entanto, a maioria dos individuos permanece
assintomdtica a infecgdo (Hsu et al., 2002; Yamaoka et al., 2010). A infeccdo pelo H. pylori
estd sempre associada a presenca de gastrite, que se caracteriza por reacdo inflamatoria da
mucosa com infiltracdo de leuc6citos mono e polimorfo nuclear, em proporcéo e intensidade
variaveis (Israel & Peek, 2001). Por outro lado, as doencas graves associadas a infeccdo tais
como Ulcera péptica e a gastrite atrofica, que pode evoluir para o cancer gastrico, ocorrem
apenas em cerca de 10-20% dos individuos H. pylori positivos. Uma série de estudos tem
demonstrado que a génese destas doencas é multifatorial dependendo das caracteristicas de
viruléncia da bactéria e da resposta imune do hospedeiro (Israel & Peek, 2001).

A capacidade de persisténcia e adaptacdo do H. pylori ao ambiente gastrico se deve a
alguns fatores de viruléncia, comuns a todas as amostras. Dentre esses fatores estd a enzima
urease capaz de converter a ureia presente em condigdes fisiologicas no suco gastrico em
amodnia, promovendo a alcalinizacdo do ambiente gastrico e protegendo a bactéria dos efeitos
deletérios da acidez estomacal (Weeks et al., 2001). Além disso, para atravessar a camada de
muco e estabelecer o contato intimo com o epitélio o microrganismo conta com a morfologia
em forma de espiral, flagelos e a producéo de lipases e proteases que degradam a camada de
muco e facilitam sua progressao (Jenks & Kusters, 2000). Outras enzimas sintetizadas pela
bactéria tais como superdxido dismutase, catalase e arginase conferem protecdo contra a
atividade litica de macréfagos e neutrofilos, impedindo uma resposta eficaz do hospedeiro
(Hazell et al., 1991).

Outros fatores de viruléncia, presentes somente em algumas amostras de H. pylori,
parecem estar relacionados ao surgimento das doengas mais graves associadas a infec¢do. Um
desses fatores é a proteina CagA (cytotoxin- associated gene A) cujo gene se encontra
localizado em uma regido importante do genoma do H. pylori denominada de cag-PAl
(pathogenicity island), contém aproximadamente 37 kb e cerca de 28 genes (Fischer et al.,
2001; Suzuki et al., 2012). A presenca da proteina CagA estd associada ao aumento da
secrecdo de interleucina 8 (IL-8), que é importante para a quimiotaxia e para a ativacdo de
neutrofilos (Hsu et al., 2002). Esta proteina é transferida para dentro da célula hospedeira
através de um sistema de secrecdo tipo 1V, sendo responsavel por remodela¢6es na superficie
celular, nas vias de sinalizagdo e de transducdo da célula hospedeira, o que resulta em

rearranjos do citoesqueleto e alteracdes morfologicas (Asahi et al., 2000; Watada et al., 2011,
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Odenbreit et al., 2000). Ha evidéncias de que individuos infectados com amostras CagA-
positiva, tem um risco aumentado de desenvolver Ulcera péptica ou céncer gastrico,
comparados com aqueles infectados com cepas CagA- negativo (van Doorn et al., 1998;
Yamaoka et al., 2002). Além disso, H. pylori associada a gastrite € relevante quando ha
presenca da proteina CagA, podendo conduzir a hipergastrinemia, pois esta relacionada com a
deficiéncia de célula D antral, causada pela infeccdo pelo H. pylori CagA-positivo (Kim et
al., 1999).

A doenca de Chagas é uma enfermidade crbnica que afeta cerca de 8 milhdes de
pessoas em todo o mundo, cujo agente etiolégico é o Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que é
transmitido principalmente pela via vetorial (WHO, 2012). No Brasil, cerca de 3 a 5 milhdes
de pessoas se encontram infectadas e, por este motivo, a doenca ainda € considerada um grave
problema de satde publica (Prata, 2001). A evolucédo clinica da doenca € altamente variavel.
Apos a contaminacdo, o individuo desenvolve a fase aguda da doenca com duracdo media
entre 3 a 8 semanas, que se caracteriza pelo alto parasitismo. Nos individuos ndo tratados,
instala-se a fase crbnica, de longa duracdo, caracterizada por baixa parasitemia e pela
presenca de reposta imune anti-T. cruzi com grande diversidade de manifestacbes clinicas
(Prata, 1999; Prata, 2001). Nessa fase cronica da doenca, distinguem-se diferentes formas
anatomoclinicas, dentre elas, a forma indeterminada, cardiaca, digestiva (megaesdfago e
megacotlon) e cardiodigestiva (Prata 2001).

Atualmente, acredita-se que a resposta imune dirigida contra o T. cruzi ou contra
componentes do proprio hospedeiro possa desempenhar um papel importante na patogénese
das formas cronicas da doenca de Chagas. A fase cronica geralmente se instala pela forma
indeterminada, cuja duracédo é indefinida, podendo persistir por toda a vida em 40 a 50% dos
casos. O individuo nesse caso é assintomatico e apresenta sorologia positiva e exames
parasitologicos para T. cruzi eventualmente positivos, sendo normais o exame clinico,
eletrocardiografico e os exames radioldgicos do coracao, esdfago e colon. No entanto, esses
individuos podem apresentar um grau de denervacao autondémica maior que os individuos do
mesmo grupo etario ndo chagasico. A forma indeterminada é a forma clinica mais frequente
da doenca de Chagas detectada na populacdo das areas endémicas e entre doadores de sangue
infectados (Macedo, 1997; Ferreira et al., 2002).

As formas cronicas determinadas geralmente evoluem insidiosamente. No Brasil
estima-se que a cardiopatia cronica incida em cerca de 25 a 30% dos infectados cronicos e a
forma digestiva entre 5 a 10% (Ferreira et al., 2002). A forma crbnica cardiaca € a mais

importante da doenca de Chagas em seres humanos, justamente pela sua alta
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morbimortalidade. Nas formas mais graves e progressivas da cardiopatia crénica chagésica,
ocorre a morte prematura do paciente (Prata, 2001). A forma digestiva é representada por
alteracbes da secrecdo gastrica, motilidade, absorcdo e, nos casos mais graves, pelo
megaes6fago e o megacdlon. Em geral, nesses pacientes observa-se uma hipossecrecao
cléridro-péptica, paralelamente a um estado de gastrite cronica (Rezende, 1997; Ferreira et al.,
2002).

Alguns autores tém demonstrado uma alta prevaléncia de infecgéo pelo H. pylori em
pacientes chagasicos com a forma digestiva (Barbosa et al., 1993; Troncon et al., 1996) e
indeterminada (Oliveira et al., 1997) pela analise histopatol6gica de fragmentos obtidos do
estdmago.

No estudo realizado por Oliveira et al. (1997) foi demonstrado que 33% dos pacientes
chagasicos (7 de 21) com doenca de Chagas indeterminada presentavam Ulcera péptica e em
95,2% (20 de 21) foi detectada a presenca de H. pylori e de gastrite cronica. Dos 7 pacientes
com Ulcera péptica, 5 ndo tinham nenhum sintoma dispéptico ou dor.

Posteriormente, dois estudos demonstraram uma maior soroprevaléncia da infeccéo
pelo H. pylori em chagasicos com diferentes formas clinicas da doenca, quando comparada
com individuos ndo chagasicos. Todavia, ndo foi observada associagéo entre infeccao pelo H.
pylori e as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas (Nascimento et al., 2002, Fonseca
et al., 2012).

Alguns estudos tém demonstrado que as infeccdes por outros agentes infecciosos que
ocorrem paralelamente a infeccdo por H. pylori podem modular a resposta imune produzida
frente a bactéria e dessa forma, determinar o aparecimento de lesées com maior ou de menor
gravidade, dependendo do balanco entre as respostas Thl e Th2 (Holcombe, 1992; Fox et al.,
2000; Whary et al., 2005).

DU et al. (2006) demonstraram que a coinfec¢do por Shistossoma japonicum e H.
pylori, na populacdo chinesa, estava associada com uma significante reducdo dos titulos
séricos de 1gG anti-H. pylori e com uma probabilidade menor de desenvolvimento da atrofia
da regido do corpo gastrico. Além disso, esses autores encontraram uma soropositividade para
CagA menor nos individuos coinfectados quando comparado com aqueles infectados apenas
pelo H. pylori. Segundo eles, esses resultados se devem a uma resposta Th2 polarizada que é
observada na vigéncia de uma infec¢do por helmintos.

Alguns autores tém sugerido que a menor taxa de cancer gastrico na Africa apesar da
alta prevaléncia de H. pylori, se deve pelo menos em parte, a essa indugdo de resposta imune

Th2 provocada pela infeccdo concomitante com helmintos que é altamente frequente nesse
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continente (Holcombe, 1992; Fox et al.,, 2000). Mitchell et al. (2002), por sua vez,
observaram que a resposta imune ao H. pylori do tipo Th2 é mais comum na Africa, enquanto
que a resposta Thl é mais comum na Europa e na Australia.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa avaliou o estdbmago de pacientes chagasicos
coinfectados com H. pylori, ndo tendo sido observada nenhuma diferenga significativa na
prevaléncia de gastrite cronica, Ulcera péptica ou gastrite atrofica em relacdo ao grupo
controle sem infeccéo por esses agentes (Fonseca et al., 2014).

A gastrina € um horménio sintetizado e liberado pelas células G da mucosa antral
gastrica, possui como funcdo principal estimular a secre¢do de acido gastrico, atuando nas
células enterocromafins (ECL) no corpo gastrico, potencializando a liberacdo de histamina,
que induz as células parietais a secretarem &cido gastrico. A gastrina também estimula
diretamente a liberacdo de acido gastrico pelas celulas parietais (Wladum et al., 2014; Watson
et al., 2006). A liberacdo da gastrina é modulada por fatores endocrinos, paracrinos,
neurocrinos e externos (luminal), sendo exocitada ao longo da borda basolateral e em seguida
sendo conduzida a mucosa oxintica, onde atua (Lloyd, 1994, Watson et al., 2006). A
somatostatina é secretada pelas células D no antro gastrico em resposta a acidez luminal e
inibe a secrecédo acido gastrica atuando diretamente nas células parietais e inibindo a secrecao
de gastrina pelas células G (Watson et al., 2006).

A hipocloridria/acloridria que se instala, associada a perda das células parietais,
diminui a sinalizacdo da atividade dessas células produtoras de acido as células produtoras de
gastrina no antro gastrico. Nesta condicéo, as células G antrais respondem com uma producao
continua e aumentada do hormdnio. Apesar da producdo aumentada de gastrina, na auséncia
das glandulas oxinticas, ndo ocorre a resposta correspondente ao estimulo hormonal com a
esperada producdo de acido, estabelecendo-se um estado de hipergastrinemia sustentada
(Carmel, 1988).

A gastrina pode se elevar moderadamente em casos de insuficiéncia renal e niveis
mais elevados de gastrina sdo detectados em até 90% dos pacientes com atrofia acentuada da
mucosa do corpo gastrico, sendo a gastrite atrofica autoimune a causa mais comum de
hipergastrinemia (Carmel, 1988; Varro & Ardill, 2003). Nestes pacientes, 0s niveis de
gastrina sérica sdo 10-20 vezes mais altos que os niveis normais (Freston, 1995). A
hipergastrinemia pode ocorrer ainda devido a outras causas além da atrofia gastrica, tais como
a sindrome de Zollinger-Ellison ou por efeito medicamentoso de bloqueadores dos receptores

H; e de inibidores de bomba de proétons (Watson et al., 2006).
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Em pacientes com a forma digestiva da doenca de Chagas, danos no tecido nervoso do
estbmago podem ser responsaveis por mudancas na secre¢ao de acido, de horménios e na
resposta motora, devido a denervacdo dos plexos nervosos intramurais (Padovan et al., 1977;
Da Rocha et al., 2009). A diminuicdo da acidez gastrica € associada a altos niveis séricos de
gastrina basal e pos-prandial (Troncon et al., 1984; Troncon et al., 1985; Troncon et al.,
1996). A provavel explicacdo para este aumento da concentracdo de gastrina em pacientes
chagésicos é a reducdo da liberacdo de somatostatina, uma vez que foi demonstrado que
pacientes com doenca de Chagas tem uma reducdo no numero de células D, o que
consequentemente levaria a uma reducdo da inibicdo da atividade de células G, e ao aumento
de secrecgéo de gastrina (hipergastrinemia) (Troncon et al., 1996).

A infeccdo pelo H. pylori também pode resultar em diversas alteracfes da secrecéo
acido gastrica. Em geral, a presenca de infeccdo predominantemente na regido antral resulta
em aumento da secrecdo gastrica e propensdo ao desenvolvimento de ulcera duodenal,
enquanto que a infeccdo predominantemente na regido do corpo gastrico pode levar a uma
diminuicdo da secrecédo 4cida e maior chance de desenvolvimento de gastrite atrofica (McColl
et al., 1998, Liu et al., 2005).

O aumento da producdo de gastrina pode ser causado por citocinas liberadas pelas
células inflamatdrias durante a infeccdo pelo H. pylori, tais como, IL8, IL1p e TNFa, que
podem estimular as células G a produzirem esse hormonio (Watson et al., 2006). Alem disso,
foi demonstrado que a somatostatina antral, que inibe a sintese e liberacdo de gastrina, esta
diminuida em pacientes H. pylori- positivos (Queiroz et al., 1993; Kaneko et al., 1992).

Os estudos que mostram niveis séricos de gastrina aumentados em pacientes com a
doenca de Chagas avaliaram somente a forma digestiva da doenca e foram realizados antes
da descoberta do H. pylori, que tem sido demonstrado ser altamente prevalente entre os
chagasicos. Assim, uma duvida € levantada sobre o real papel da infec¢do chagasica sobre os
niveis séricos de gastrina nestes pacientes, uma vez que tal elevacdo poderia estar associada a
presenca do H. pylori. Para tentar esclarecer esta ddvida, o objetivo deste estudo foi avaliar se
a hipergastrinemia ocorre em pacientes que apresentam outras formas clinicas da doenca de
Chagas coinfectados ou ndo pelo H. pylori, visto que, a infec¢do por essa bactéria também
pode levar ao aumento do nivel sérico de gastrina. Além disso, também foi avaliado se
alteracdes endoscopicas e histopatoldgicas gastricas estariam associadas com o nivel sérico de

gastrina em pacientes chagasicos com a forma digestiva da doenca.
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