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Adenoids; Objective: A clinical study was conducted to assess the existence of Hp in the adenoid and/or
Palatine tonsil adenotonsillar tissues, which were surgically excised due to chronic adenotonsillitis.

Methods: Phosphoglucosamine mutase gene for the detection of Hp and cytotoxin-associated
gene as virulence gene were examined in 84 adenotonsillar tissues obtained from 64 patients
and patients’ serum by using polymerase chain reaction.

Results: Hp 1gG was detected in 57 (89%) patients’ serum. A total of seven tissue samples from
64 patients (10.9%) were found positive for Hp DNA, of which five were adenoids and two were
tonsil tissues. All polymerase chain reaction positive samples were also positive for the cytotox-
in-associated gene, which is a virulence determinant for the organism.

Conclusion: This study suggests that children are exposed to Hp at an early age of their life in
this province. Hp may have a role in the pathogenesis of chronic adenotonsillitis, especially in
endemic areas.
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Prevaléncia do Helicobacter pylori em amigdalas e adenoides

Resumo

Introducdo: Ha um debate atual sobre os efeitos da Helicobacter pylori (HpHp) no tecido ade-
notonsilar.

Objetivo: Conduzimos um estudo clinico para avaliar a existéncia de Hp nos tecidos adenoidea-
no e/ou adenotonsilar, os quais foram removidos cirurgicamente em decorréncia de adenoton-
silite cronica.

Método: No total, 84 amostras de tecido obtidos de 64 pacientes foram analisadas para o gen
fosfoglucosamina mutase para a deteccao de Hp. Os casos positivos foram a seguir examinados
para o gen associado a citotoxina, relacionado a viruléncia, usando-se o método de Reacao de
Polimerase em Cadeia (PCR).

Resultados: A lgG de Hp foi detectado em 57 (89%) soros de pacientes. Sete amostras de tecido
de sessenta e quatro pacientes (10.9%) resultou positivo para o DNA de Hp, das quais cinco eram
adenoides e duas eram tecido tonsilar. No PCR todas as amostras foram também positivas para
0 gen associado a citotoxina, o qual é um determinante de viruléncia.

Conclusdo: Esse estudo sugere que as criancas sao expostas ao Hp nos primeiros anos de vida
nessa provincia e que o Hp pode ter um papel na patogénese da adenotonsilite cronica, princi-
palmente em areas endémicas.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por

Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

Introducao

O Helicobacter pylori (Hp) € um microrganismo espiral gram-
negativo, microaerofilo, que coloniza a mucosa gastrica hu-
mana. E a causa mais frequente de Ulceras gastricas e
duodenais em seres humanos. A relacao entre o Hp e algumas
malignidades gastrointestinais também ja foi demonstrada.’
Particularmente cepas positivas associadas a citotoxina do
gene A (cagA) estao relacionadas com um risco significativa-
mente maior de desenvolvimento de gastrite atrofica, linfo-
ma associado ao tecido linfoide de mucosa (MALToma) e
cancer gastrico. O Helicobacter pylori é geralmente adquiri-
do na infancia (< 10 anos) através de transmissao fecal-oral,
oral-oral e gastrica-oral,>* e pode permanecer silencioso por
toda a vida.>® A via de transmissao da infeccao pelo Hp ainda
nao é foi claramente compreendida.

0 anel de Waldeyer é o primeiro passo para a defesa da
mucosa contra patdgenos invasores através do seu conteido
MALT. Os tecidos adenoideano e tonsilar fazem parte do anel
de Waldeyer, e participam no sistema imunologico, especi-
almente em criancas. Por outro lado, a adenoidectomia e/
ou tonsilectomia representam os procedimentos cirlrgicos
mais comuns na infancia, geralmente por infeccao cronica
e/ou hipertrofia.’

Embora o estdmago seja um reservatorio natural para o Hp,
tem-se demonstrado que varios tecidos, como a vesicula bili-
ar, a gengiva, as lesdes bucais e a placa dentaria, podem atu-
ar como potenciais reservatorios extragastricos deste
patogeno.®® Além disso, o Hp foi encontrado em pélipos na-
sais, mucosa nasal e saliva.” Estudos recentes tém sugerido
que o tecido adenotonsilar possa ser um reservatorio extra-
gastrico adicional para o Hp, mas os resultados tém sido con-
flitantes.>® "> A deteccao da presenca e colonizacao do Hp
em diferentes regides do corpo € particularmente importante
para uma melhor compreensao dos modos de transmissao e
progressao da infeccao deste microorganismo. Neste estudo,

nosso objetivo foi tentar esclarecer o papel do tecido adeno-
tonsilar na infeccao por Hp; se o tecido adenotonsilar é um
reservatorio extragastrico para o Hp ou se o Hp tem um papel
na patogénese da adenotonsilite cronica.

Método
Pacientes

Esse estudo clinico foi realizado nos Departamentos de Otorri-
nolaringologia e Microbiologia Clinica da Universidade entre
agosto de 2011 e agosto de 2012. Os tecidos adenotonsilares
foram retirados cirurgicamente e amostras de soro foram cole-
tadas de criancas submetidas a adenoidectomia e adenotonsi-
lectomia por adenotonsilite cronica. Um total de 64 criancas
(34 meninos, 30 meninas) foi incluido no estudo. A idade média
dos pacientes foi de 5,9 anos, variando entre 1 e 17 anos. Um
total de 84 amostras clinicas foi coletado dos pacientes. Ses-
senta e duas bidpsias foram obtidas de tecido adenoideano e
22 de tecido tonsilar. Amostras de sangue venoso periférico
(5-6 mL) foram coletadas de todos os pacientes.

Critérios de inclusao

As indicacoes cirurgicas para adenoidectomia e adenotonsi-
lectomia foram as seguintes: infeccodes tonsilares cronicas
ou recorrentes (seis ou mais episodios de tonsilites por ano)
para tonsilectomia, e hipertrofia de adenoide (70% ou mais
de obstrucao da coana nasal em exame endoscopico), cau-
sando sintomas obstrutivos, para adenoidectomia.’

Critérios de exclusao

Os pacientes que haviam tomado antibi6ticos, inibidores de
bomba de protons ou antagonistas dos receptores H, e an-
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tiacidos por um periodo de até quatro semanas antes da ci-
rurgia, bem como aqueles que apresentavam um historico
clinico de sintomas de dispepsia ou gastroesofagicos no
questionario sistematico, foram excluidos do estudo. Todos
os pacientes foram operados sob anestesia geral. Os tecidos
e as amostras de soro foram armazenados a -70 °C até a
realizacao da analise laboratorial.

Testes laboratoriais

Amostras de sangue venoso periférico (5-6 mL) foram coleta-
das de todos os pacientes. Em seguida, foram centrifugadas a
2.500 rpm durante 10 minutos. O soro foi separado e armaze-
nado a -80 °C. As amostras de soro foram analisadas para Imu-
noglobulina G (IgG) do Hp usando um kit comercial de ensaio
imunologico (Dima GmbH, Alemanha). Resumidamente, 250-
500 pL de soro do paciente foi inserido no dispositivo de teste
e os resultados foram lidos visualmente em 10 minutos, de
acordo com as recomendacoes do fabricante. Este teste soro-
logico € um teste rapido, e nds o utilizamos para verificar a
prevaléncia de exposicao das criancas de nossa regiao ao Hp.

Extracdo de DNA

Amostras de tecido tonsilar e adenoideano foram fragmen-
tadas mecanicamente utilizando o Tissue Lyser system (Qia-
gen, Hilden, Alemanha), e depois incubadas durante a noite
em tampao de lise de tecido. O DNA bacteriano foi extraido
a partir dessas amostras depois de completada a digestao
dos tecidos, utilizando o QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), de
acordo com as instrucoes do fabricante.

Polymerase Chain Reaction para deteccdao de DNA
do H. pylori e gene CagA

Para a deteccao de H. pylori e seu gene de viruléncia nas
amostras clinicas, os genes glmM (gene fosfoglucosamina
mutase) e CagA (citotoxina do gene A) foram estudados com
um método de Polymerase Chain Reaction (PCR) in-house
com primers anteriormente relatados.'®'” Um total de 25 pL
de mistura de amplificacao, consistindo de 12,5 pL de Top-
Taq ADN PCR Master Mix (QIAGEN, Hilden, Alemanha), 1 pL
(10 pmoL/pL) de cada primer, 8 pL de H20 e 2,5 pL/cada
produto da extracao da amostra foram preparadas. As con-
dicoes de amplificacao e os conjuntos de primers sao apre-
sentados na tabela 1. Os produtos da PCR foram submetidos
a eletroforese em 2% em gel de agarose; e entao, o gel co-
rado com brometo de etidio foi avaliado em um sistema de
imagem de gel (Gel logic 2200 imaging system (1.708 x
1.280 pixels, Kodak Company, NY, EUA) (fig. 1).

1 234 56 M7 89101112 M

- 603 bp

-310b
294 bp - 2811271 bp

Figura 1 O gene glmM (294 bp) é mostrado no gel de agarose
(2%). Colunas 1, 2, 5 e 8 mostram amostras positivas. A coluna
11 é o controle positivo; a coluna 12 é o controle negativo; as
colunas 3, 4, 6, 7, 9, 10 sao amostras negativas. A coluna M
mostra os marcadores de peso molecular (DNA molecular
Weight Marker IX, Roche).

A analise pelo PCR foi realizada em tecidos tonsilares e
adenoideanos selecionados aleatoriamente.

Consideracdes éticas

Esse estudo foi realizado apos a aprovacao do comité de
ética humana da universidade. Os formularios de consenti-
mento foram assinados pelos pais dos pacientes antes da
coleta das amostras de sangue e tecido.

Resultados

Amostras de sangue venoso periférico (5-6 mL) foram cole-
tadas de todos os pacientes. Um total de 57 amostras de
soro de 64 pacientes (89%) foi considerado positivo para H.
pylori 1gG. A média de idade e sexo dos pacientes foi de 6,3
anos (3-17 anos), sendo 32 meninos e 25 meninas, respecti-
vamente.

Na analise de PCR, sete amostras clinicas pertencentes a
diferentes pacientes do grupo de 64 pacientes, (10,9%) fo-
ram positivas para o DNA do Hp. Uma imagem representati-
va do gel é mostrada na figura 1. Dessas amostras, duas
eram tonsilares e as cinco restantes de adenoides de dife-
rentes pacientes. O gene de viruléncia cagA foi positivo em
todos os tecidos positivos para Hp. Observamos que 10,9%
dos pacientes foram positivos para Hp, e 90% desses pacien-
tes foram positivos para Hp IgG.

Tabela 1 Primers de DNA utilizados no estudo e condicoes de amplificacao

Gene Sequéncia de Primer Produto da PCR  Condicées da PCR Referéncias

glmM  5’-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3’ 294 bp 94 °C, 1 min; 55 °C, 1 min; 72 °C, 1 min 16
5’-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3’ (35 ciclos)

CagA  ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA 298 bp 94 °C, 1 min; 60 °C, 1 min; 72 °C, 1 min 17

TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCA

(45 ciclos)

PCR, Polymerase Chain Reaction.
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Discussao

Ainfeccao pela Helicobacter pylori é disseminada em todo
o mundo, e a prevaléncia da infeccao pode variar de acor-
do com o nivel socioecondmico dos pacientes, area geogra-
fica, idade e etnia. Sua prevaléncia é de cerca de 30-40%
nos paises desenvolvidos, enquanto que a taxa é de até
90% em paises em desenvolvimento ou subdesenvolvi-
dos.18-21

A presenca da Hp no trato aerodigestivo superior tem sido
relatada em diferentes estudos. Minocha et al. relataram
uma baixa prevaléncia de Hp na mucosa gastrica de pacien-
tes com historico de tonsilectomia.® Suspeita-se que o Hp
colonize o tecido tonsilar e/ou o tecido adenoide como um
reservatorio extragastrico. No entanto, Di Bonoventura nao
confirmou essa opiniao, e afirmou que as tonsilas nao repre-
sentam um reservatoério para o Hp.,? demonstrando que
ainda existem contradicdes nas investigacoes recentes.
Além disso, alguns estudos propuseram que o Hp pode ter
um papel na patogénese da adenotonsilite cronica. A pro-
gressao do processo patogénico da adenotonsilite cronica, a
partir de uma Unica infeccao até a cronificacao, ainda nao
foi claramente compreendida. Acredita-se que a obstrucao
da cripta tonsilar pela infeccao possa levar a uma diferenci-
acao da flora habitual para algumas bactérias patogéni-
cas.2?32 Em nosso estudo, o gene de viruléncia cagA foi
positivo em todos os pacientes positivos para DNA do Hp na
analise por PCR. Nossos resultados apoiam a ideia que o Hp
possa ter um papel na patogénese da adenotonsilite croni-
ca, especialmente em regides endémicas como a Turquia,
onde esse estudo foi realizado.

A cultura bacteriana é um método valioso de diagnostico
para infeccoes pelo Hp., mas a natureza fastidiosa do Hp
acaba ocasionando resultados falso-negativos frequentes.
Por isso, varios outros métodos tém sido utilizados para o
diagnodstico da infeccao por Hp. A técnica de nested-PCR
tem sido particularmente preferida quando se trata de de-
tectar o Hp na pratica clinica, por sua alta sensibilidade e
especificidade.'” Em geral, métodos mais precisos de diag-
nostico como a imuno-histoquimica e PCR tém sido mais uti-
lizados. Ainda ndo existe um teste Unico que seja aceito
como o padrao-ouro para deteccao de H. pylori. O uso de
testes combinados ainda é preferido, tanto em estudos pe-
diatricos quanto em adultos."? No presente estudo usamos
sorologia para indicar a maior prevaléncia de exposicao ao
Hp na populacao pediatrica local e a técnica de nested-PCR
(método mais sensivel) para detectar o Hp em amostras de
tecido.

Bitar et al. testaram 25 amostras de tecido adenoideano
usando o teste rapido da urease (TRU), avaliacao histologica
e a técnica nested-PCR." Eles relataram uma taxa de positi-
vidade de 84% para Hp nas adenoides com o TRU. No exame
histopatologico, outras bactérias foram encontradas, 68%
em tecidos TRU-positivos, enquanto que apenas 16% eram
microrganismos como o Hp. Por fim, os autores relataram
que todas as suas amostras foram negativas para DNA do Hp
no nested-PCR. Por isso, eles concluiram que o nested-PCR
era o melhor método para diagnosticar o Hp. Da mesma for-
ma, Toros et al. testaram 84 amostras de tecidos adenoide-
anos e tonsilares por TRU e avaliacao histopatologica. Eles
nao detectaram Hp em qualquer uma das amostras, tanto
por TRU quanto pela histopatologia. Por isso, eles conclui-

ram que a colonizacao de Hp em tecido tonsilar e/ou tecido
adenoideano era improvavel.

Vilarinho et al. tiveram como objetivo determinar se o
tecido adenotonsilar poderia constituir um reservatorio ex-
tragastrico para o Hp." Eles utilizaram diferentes métodos
diagnosticos, incluindo o TRU, imuno-histoquimica com um
anticorpo anti-Hp policlonal, hibridizacao fluorescente in
situ (FISH) com uma sonda de acido nucleico peptidico
(ANP) especifica para o Hp e o PCR-DNA ELISA concebido
para a deteccao do gene vacA do microorganismo. Os anti-
corpos anti-Hp foram detectados em 39% dos pacientes. A
imuno-histoquimica foi positiva em trés tecidos tonsilares
cujas sorologias foram negativas. O teste TRU foi positivo
em dois tecidos adenoideanos e dois tecidos tonsilares com
sorologia positiva. Os testes PNA-FISH e PCR-DNA ELISA,
considerados os métodos mais especificos e sensiveis para
deteccao do Hp, tiveram resultados negativos em todos os
tecidos. De acordo com os resultados, os pesquisadores con-
cluiram que os tecidos adenotonsilares nao constituiam um
reservatorio extragastrico em criancas para a infeccao por
Hp.

Em contraste com os estudos acima mencionados, Abdel-
Monem et al. encontraram resultado positivo para Hp em
tecido adenotonsilar utilizando PCR com a sequéncia do
gene ure C em 16,6% dos pacientes.' Um total de 30 amos-
tras cirtrgicas (20 tonsilares e 10 adenoideanas de 20 paci-
entes) foi avaliado por TRU, sorologia e PCR. Eles relataram
que o TRU foi positivo em 16 amostras (53,3%), e a sorologia
foi positiva para anticorpos IgG do Hp em quatro pacientes
(20%). Eles concluiram que os tecidos adenotonsilares pode-
riam ser uma area de reservatorio extragastrico para a in-
feccao por Helicobacter pylori em criancas com doencas
adenotonsilares cronicas.

O gene cagA demonstrou estar presente em 60%-70% das
cepas de Hp, que sao aceitas como virulentas.? A proteina
cagA interage com as proteinas celulares e, consequente-
mente, pode causar lesdes morfologicas no epitélio e falha
na secrecao e na transmissao de sinal das células humanas.
Dessa forma, essas cepas sao muito mais potentes para cau-
sar danos na mucosa gastrica.2?’

No presente estudo, verificou-se que 10,9% das criancas
com adenotonsilite cronica eram positivas para o Hp, e 90%
desses pacientes eram positivos para IgG do Hp. Apesar de
ter sido uma valiosa ferramenta de diagndstico em amostras
gastricas, nos preferimos nao usar o TRU em nosso estudo,
uma vez que apresenta altas taxas de resultados falso-posi-
tivos, em consequéncia do intenso acimulo de urease
positiva presente na flora bacteriana normal do trato aero-
digestivo superior. A cultura bacteriana pode ser uma valio-
sa ferramenta de diagnostico, mas por causa da baixa
capacidade de crescimento do Hp em materiais com uma
alta carga bacteriana na flora, nao a utilizamos. A deteccao
do DNA bacteriano e o seu gene de viruléncia foram escolhi-
dos para investigar as bactérias em tecido adenotonsilar.
Observamos que o Hp estava presente em 8% e 9% das ade-
noides e tonsilas, respectivamente. Em relacao aos estudos
previamente publicados, encontramos uma alta taxa de Hp
em nossas amostras. Acreditamos que isso tenha ocorrido
provavelmente devido a alta frequéncia desse microorganis-
mo em nossa populacdo. Além disso, observou-se que todas
as amostras positivas para Hp também eram simultanea-
mente positivas para o gene cagA.
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Conclusao

A luz dos resultados do estudo, pode-se argumentar que o
Hp é capaz de colonizar os tecidos adenoideano e tonsilar
de criancas com adenotonsilite cronica. Neste estudo piloto
nao separamos as criancas em grupos de acordo com a causa
da indicacéao cirdrgica. Foram coletados os tecidos e amos-
tras de soro de pacientes submetidos a adenoidectomia por
hipertrofia, e tonsilectomia por infecgdes cronicas ou recor-
rentes. Percebemos que esse ponto constitui uma lacuna em
nosso estudo. Outros estudos sao necessarios para mostrar
se 0 Hp coloniza o tecido adenotonsilar temporariamente ou
se tem um papel na patogénese da adenotonsilite cronica.
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