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RESUMO

Objetivo: caracterizacdo do perfil soroldgico de anticorpos anti-H. pylori da classe 1gG
(Imunoglobulina G) de amostras de soro de estudantes universitarios, a fim de verificar a
soroprevaléncia de anticorpos anti-H. pylori em universitarios de uma instituicdo privada do interior
de Séo Paulo. Método: a técnica a ser empregada refere-se a técnica de ImmunoComb H. Pylori 1gG
(ELISA) comercial da empresa Orgenics. Resultados: foram analisadas 90 amostras de estudantes
voluntarios, sendo 45 do sexo masculino. Verificou-se que 75,5% (68/90) amostras analisadas eram
soropositivas para 1gG anti-H. pylori, sendo 86,6% (39/45) do sexo feminino e 64,4% (29/45) do sexo
masculino. Conclusdes: estes resultados indicam alta prevaléncia de anticorpos anti-H. pylori,
predominantemente para o sexo feminino, qguando comparado com as amostras do sexo masculino.
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INTRODUCAO

O Helicobacter pylori tem sido
descrito na literatura como o responsavel pela
génese de doengas gastricas!, sendo uma
caracteristica tipica desta espécie a produgdo
abundante de uma enzima denominada urease,
a qual é responsavel pela degradacdo da uréia
em amonia alcalinizando o pH gastrico2.
Inicialmente, a busca por fatores de viruléncia
envolvidos na patogenicidade da bactéria levou
ao isolamento de uma proteina denominada
citotoxina vacuolizante (VacA), de 87 kDa, a
partir do sobrenadante de cultura. Esta proteina
estd presente no sobrenadante de 50% das
cepas de H. pylori e foi assim denominada por
induzir a vacuolizacdo de diversas linhagens de
celulas eucariontes, in vitro®.

Estudos de Xiang et al., (1995)
consistiram na separacéo de cepas de H. pylori,
segundo sua patogenicidade, em dois grupos:
Tipo | (virulento) e Tipo Il (ndo virulento).
Extratos de bactérias Tipo I, injetados em
camundongos, induziram vacuolizagéo, eroséo,
necrose e ulceracdo nas células epiteliais do
estbmago. Estes danos sdo 0s mesmos
encontrados em bidpsias gastricas de pacientes
infectados com H. pylori. O mesmo néo

acontece com a injecdo de extrato de bactérias
Tipo 11, nos camundongos.

Além disso, os autores verificaram que
as bactérias do Tipo | expressam a citotoxina
vacuolizante codificada pelo gene vacA e a
proteina denominada  citotoxina associada
codificada pelo gene cagA, enquanto que as do
Tipo Il sb expressam vacA, indicando que o
cagA também possa estar relacionado a
patogenicidade das bactérias®. O gene cagA
encontra-se presente em 60-70% das cepas de
H. pylori e codifica uma proteina
imunodominante de alto peso molecular, 120-
140 KDa, de funcdo ainda desconhecida®. Este
gene situa-se em um locus genomico que
contem genes que potencialmente codificam o
sistema de secrecdo tipo IV'. Portanto, a
presenca desta regido pode ser uma indicacdo
de maior viruléncia dessa bactéria®.

Outros trabalhos associam a presenca
do gene cagA a u’a maior capacidade de
colonizacdo das bactérias, desenvolvendo um
processo inflamatério, com estimulo da
liberacdo de interleucina- 8 (IL-8). A IL-8 é
responsavel pelo aumento da migragdo de
neutréfilos na regido da infeccdo. Este
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aumento ndo é suficiente para reprimir a
infeccdo, ocorrendo  desintegracdo  de
neutrofilos, liberacdo de Oxido nitrico e
radicais hidroxil. Estes s&o potencialmente
mutagénicos induzindo danos na mucosa,
proliferacdo de células com elevado risco de
erro na sintese de DNA, perda de estruturas
epiteliais, subsequente atrofia e eventual
metaplasia®'®*.

No Brasil, Queiroz et al., (1998)
demonstraram que existe uma correlagéo entre
a presenca do gene cagA e a ocorréncia de
cancer gastrico distal. Em outro estudo Gatti et
al., (2006) demonstraram uma associagao entre
a presenca do gene cagA com um aumento do
processo inflamatério em criancas. Além disso,
cada um dos genes citados parece interferir em
fases especificas do ciclo celular, podendo ser
este  um dos fatores responsaveis pela
predisposicdo dos pacientes infectados ao
desenvolvimento de cancer e outros disturbios
do ciclo celular.

OBJETIVO

Verificar através de um estudo
sorolégico a incidéncia de anticorpos anti-H.
pylori em uma populagdo de estudantes
universitarios de uma instituicdo privada do
Estado de S&o Paulo como forma de
prevencgdo da doenca.

METODO

Coleta do material bioldgico

Coletou-se sangue periférico de 90
universitarios, de forma aleatéria, através de
puncdo venosa. Todos 0s alunos participantes
assinaram 0 termo de consentimento
informado. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos, Protocolo 1394/11. (0]
material apés a coleta foi encaminhado ao
Laboratério de Andlises Clinicas das
Faculdades Integradas de Ourinhos (FIO) e
levado & Banho Maria 37° para potencializar a
coagulacdo e retracdo deste codgulo e
centrifugado para obtencdo do soro onde foi
feito a pesquisa para deteccdo dos anticorpos
anti-H.pylori, conforme técnica abaixo,
descrita pelo fabricante do teste.

Procedimento técnico para deteccdo de
anticorpos anti-H.pylori:

A placa reveladora foi incubada a
37°C por um periodo de 20 minutos. Para cada
amostra e controle foi dispensado 100 puL de
diluente no microtubo; e, para cada microtubo
foi adicionado 10 pL da amostra ou do
Controle Positivo ou Controle Negativo.

Para a fileira A da Placa Reveladora
(reacdo antigeno-anticorpo) foi dispensado 25
uL da amostra pré-diluida. Cada cavidade da
fileira A foi homogeneizada com a ponteira da
pipeta e, o pente foi colocado por 30 minutos
exatos. Ao final dos 30 minutos, o pente foi
colocado na fileira B (primeira lavagem),
agitando-o por 10 segundos, com repeticoes,
por um periodo de 2 minutos.

Na fileira C (ligagdo do conjugado)
deixou-se 0 pente por 20 minutos e,
posteriormente foi colocado para uma segunda
lavagem (fileira D) por um periodo de 2
minutos. Apo6s este periodo, uma terceira
lavagem foi realizada (fileira E) utilizando-se
a mesma técnica.

Na fileira F (reacdo de cor) o pente foi
inserido e deixado por 10 minutos. Ao
término, retirou-se o pente e foi colocado
novamente na fileira E (lavagem) por 1
minuto. Ap6s 1 minuto, retirou-se e foi
deixado secar ao ar livre para a leitura visual
dos resultados.

RESULTADOS

Foram analisadas 90 amostras de
universitarios voluntarios, sendo destes, 45 do
sexo masculino (50%) e 45 do sexo feminino
(50%). A idade média dos alunos envolvidos
no trabalho foi de 25 anos de idade.

Quanto ao sexo, observa-se um
predominio do sexo feminino, 86,6% (39/45);
e para 0 sexo masculino, 64,4% (29/45) —
Tabela I e Il. Nao foi encontrado, na literatura
pesquisada, nenhuma associagcdo entre a
infeccdo pelo H. pylori com o0s sexos.

Tabela | — Soroprevaléncia de anticorpos anti-H.
pylori em universitarios em relacdo a faixa etaria

19-29 30-40 41-45 Total

Homens Positivo 23 6 0 29
Negativo 13 3 0 16
iti 32 2 5 39

Mulheres Posm_vo
Negativo 6 0 0 6




Tabela 11 - Soroprevaléncia de anticorpos anti-H.
pylori em universitarios em relagéo ao sexo

Positivo Negativo
Homens 29 (64,4%) 16 (35,6%)
Mulheres 39 (86,6%) 6 (13,4%)
1 2 4 5 6 7. 8 9 10 C+ C~<
J 8 HE
J B 5 $
[ 4
Figura 11 - Pentes sensibilizados com

anticorpos de cabra (ponto superior) e
antigenos H. pylori inativados (ponto inferior)
para detecgdo de anticorpos IgG anti-H. pylori
nos Soros testados, onde 1-10 referem-se a
amostras de soro, C+ Controle positivo e C-
Controle Negativo. Amostras 1-10 positivo.
Controle Negativo (Negativo).

DISCUSSAO

O H. pylori leva a morte, por ano, pelo
menos 1 milhdo de individuos. Estudos com
esta bactéria tem revelado que sua principal
consequéncia é a gastrite cronica e a génese da
Glcera péptica™**®.

Wisniewski, Peura, em 1997 relataram
que metade da populagdo mundial esta
infectada por este microorganismo, sendo que
80% desses individuos permanecem sem
nenhuma evidéncia clinica de doenca, situagdo
esta que estd de acordo com 0S nOSSOS
resultados, uma vez que todos os individuos
participantes da pesquisa ndo apresentavam
sintomatologia clinica de doenca géstrica.

A génese da doenca gastrica esta
relacionada a varios fatores, inclusive a
aquisicdo na infancia, o tipo de cepa da
bactéria, a predisposicdo genética do
hospedeiro e 0 meio ambiente parecem estar
relacionados a sua fisiopatogenia, o que torna
o0 estudo da bactéria extremamente importante

para uma melhor compreensdo e progndstico
nas doencas gastricas'’.

Meccallion et al., descreveram em 1995,
que o H. pylori é igualmente encontrado em
homens e mulheres, diferindo dos nossos
resultado em que 86,6% das mulheres foram
soropositivos, enquanto a soropositividade no
sexo masculino foi 64,4%.

Alguns estudos revelam que a
soroprevaléncia aumenta progressivamente
com a idade™. Nesse estudo, observou-se uma
prevaléncia de positividade na faixa etaria que
compreende entre 19 e 29 anos (71,1%) em
individuos do sexo feminino, enquanto 51,1%
na mesma faixa etéria entre individuos do sexo
masculino. Estes dados confrontam o estudo
anteriormente citado, fato este que pode ser
justificado pelas amostras colhidas serem de
estudantes (19-25 anos). Outros estudos podem
ser desenvolvidos com mais amostras de outras
faixas etarias para verificar a soroprevaléncia
de acordo com a idade.

Neste estudo foi realizado a técnica de
ImmunoComb H. pylori 1gG (ELISA),
comercial da empresa Orgenics. O pente
contém 12 dentes para cada amostra, sendo 0s
2 Gltimos, respectivamente, Controle Positivo e
Controle Negativo. A Figura Il é o pente
pronto para a leitura Na fileira superior é o
controle interno da reagdo contendo anticorpos
de cabra antiglobulina humana. Na fileira
inferior, antigenos H. pylori.

CONCLUSAO

Observou-se uma alta prevaléncia de
anticorpos anti-H. pylori, predominantemente
para o sexo feminino, quando comparado com
as amostras do sexo masculino, ndo mostrando
diferenca entre as idades observadas. Tais
dados sdo de extrema importancia em saude
publica visto a importancia da bactéria na
génese de doencas gastricas, como gastrites,
ulceras e adenocarcinoma gastrico. Outros
estudos devem ser realizados para verificar a
soroprevaléncia quanto a idade e sexo, em uma
proxima etapa aumentando o nUmero de
amostras a serem testadas.



SUMMARY

SEROEPIDEMIOLOGY OF ANTIBODY IGG (IMMUNOGLOBULIN G) ANTI-HELICOBACTER
PYLORI AT UNIVERSITY

Gabriel Dalio Bernardes da SILVA e Luciano Lobo GATTI

Objective: to characterize the serological profile of anti-H. pylori 1gG (Immunoglobulin G) of degree
students samples at private university to determine the seroprevalence of antibodies anti-H. pylori.
Methods:  Therefore, thetechnique to be usedrefers to ImmunoComb H. pylori IgG
technique (ELISA) of Orgenics company's. Results: 90 samples of students were analyzed with 45
male samples. It was found that 75,5% (68/90) samples were seropositive for 1gG anti-H. pylori, with
86,6% (39/45) female and 64,4% (29/45) male. Conclusions: these results indicated a high prevalence
of 1gG anti-H. pylori predominantly in females compared with male samples.

KEYWORD: Helicobacter pylori, peptic diseases, anti-H. pylori, 1gG
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