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RESUMO

A prevaléncia da infeccao por Helicobacter pylori (Hp) € bem conhecida em todo o
mundo, entretanto no Brasil hd apenas alguns relatos epidemioldgicos, nas regides
Sudeste (Minas Gerais) e Centro-Oeste (Mato Grosso). O objetivo do presente estudo
foi avaliar a soroprevaléncia da infeccdo pelo Hp na cidade de Curitiba e regido
metropolitana (RMC), correlacionando com dados demograficos (idade, sexo, origem
geogréfica, nivel socioecondmico), grupo sanguineo ABO e Rh e com os marcadores
soroldgicos para hepatite, sifilis, HIV e doenca de Chagas. Amostras de 276 doadores
de sangue foram obtidas no banco de sangue Hemobanco de Curitiba. A idade dos
doadores variou de 18 a 60 anos (média 33 anos), sendo 97 (35%) do sexo feminino e
179 (65%) do sexo masculino; 61,6% (170/276) eram provenientes de Curitiba, 34,8%
(96/276) da RMC e 3,6%. (10/276) do interior, todos pertencendo a classe
média/média-baixa/baixa. Quanto & origem racial, 243 (88%) eram caucaséides, 29
(10%) mulatos, trés (1%) negros e um (0,3%) asidtico. Como controle de nivel
socioecondmico foram estudados 79 universitarios, com idade de 18 a 26 anos (média
20 anos), sendo 10 (12,7%) homens e 69 (87,3%) mulheres e todos pertencentes a
classe alta/média-alta. A presenca de anticorpos anti-Hp foi determinada por ELISA
(Seradyn/ Biobrés) utilizando como antigeno uma proteina de alto peso molecular
(HM-CAP®). A metodologia foi validada comparando-se a presenca de anticorpos
anti-Hp com os testes de urease e histoldgicos de 23 pacientes submetidos 2
endoscopia e que apresentavam distirbios gastrointestinais. A prevaléncia de
anticorpos anti-Hp foi significantemente mais elevada nos doadores quando
comparada a observada nos universitarios (58,3%, 161/276 versus 26,6%, 21/79 p <
0,001); e aumentou significantemente com a idade (p < 0,01), conforme a seguir: 18-
. 29 anos, 48% (56/117); 30-39 anos, 55% (48/87); 40-49 anos, 66% (29/46); 50-60
anos, 81% (21/26). Observou-se também um aumento significante da presenca de
anti-Hp nos doadores da regido metropolitana (69,8% - 67/96) quando comparados
com os provenientes da capital (52,9 % - 90/170; p < 0,01). Nenhuma diferenca
significativa foi observada para a prevaléncia de anti-Hp nos doadores relacionada ao
sexo ou grupo sanguineo ABO e Rh (p= ns). Entretanto, uma associacio significante
entre os marcadores sorolégicos da hepatite B e a presenca de anticorpos anti-Hp (p =
0,0001) foi observada, sugerindo um provavel papel do Hp como co-fator nestas
infecgbes. Os resultados obtidos, portanto, demonstram uma alta prevaléncia da
infeccdo por Hp no nosso meio, estando esta relacionada diretamente com a idade e
inversamente com o nivel socioeconémico. A alta prevaléncia de anticorpos anti-Hp
em individuos assintomaticos e o fato da infeccdo por Hp dificilmente apresentar cura
espontanea e poder causar lesdes mais graves a longo prazo, deve servir de alerta a
satde publica quanto a profilaxia e ao tratamento desta infeccao.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, soroepidemiologia, prevaléncia, doadores de
sangue, Curitiba.

vii



ABSTRACT

The prevalence of Helicobacter pylori (Hp) infection is well known around the world,
however in Brazil there have only been few epidemiological reports made mainly in
the southeast (Minas Gerais) and central-west (Mato Grosso) regions. The aims of this
study were the following: - to determine the seroepidemiology of Hp infection in
southern Brazil, - to correlate it with demographic data (sex, age, geographic origin,
socioeconomic status), blood groups ABO and Rh (D) and with serological markers of
other infectious diseases (hepatitis B, syphilis, HIV and Chagas’ disease). The blood
samples were obtained from a group of 276 donors (Hemobanco Blood Bank -
Curitiba, Brazil). Ninety seven (35%) individuals were females and 179 (65%) males,
with age ranging from 18 to 60 years (mean 33 yr); 61,6% (170/276) were from
Curitiba, 34,8% (96/276) from the metropolitan area and 3,6% (10/276) from the
country side. All of them belonged to low/middle-low/middle socioeconomic level.
Their ethnic backgrounds were: 243 (88%) Caucasoids, 29 (10%) Mulattos, three (1%)
Negroids and one (0,3%) Asiatic. A control group of 79 university students with age
varying from 18 to 26 years (mean 20 yr), belonging to high/middle-high
socioeconomic level were included. The presence of anti-Hp antibodies was carried
out with an ELISA (Seradyn/Biobras) using as antigen a high-molecular weight-cell
associated protein (HM-CAP®). The methodology was validated comparing the
serological results for Hp with the positivity of histology and urease test of 23 patients
presenting gastrointestinal symptoms. The overall prevalence of anti-Hp antibodies in
the blood donors was significantly higher when compared to the university students
(58,3% - 161/276 and 26,6% - 21/79, respectively; p < 0,001); and increased
significantly with age as follow: 18-29 yr, 48% (56/117); 30-39 yr, 55% (48/87); 40-
. 49 yr, 66% (29/46); and 50-60 yr, 81% (21/26) (p < 0,01). Also, a higher prevalence of
anti-Hp was observed in the blood donors from the metropolitan area when compared
to those from the city (69,8% or 67/96 versus 52,9 % or 90/170, respectively; p <
0,01). No significant differences were observed for gender or blood groups (p = ns).
However, a significant association between serological markers for hepatitis B and
anti-Hp was observed (p = 0,0001), suggesting a possible role for Hp as a co-factor in
hepatitis. These results demonstrated a high prevalence of anti-Hp antibodies in
Curitiba and metropolitan area, showing a direct association with ageing and an
inverse correlation with socioeconomic status.

Keywords: Helicobacter pylori, seroepidemiology, prevalence, blood donors, Curitiba.

Viii



1 INTRODUCAO

As enfermidades gastrointestinais acometem uma parte expressiva da populagao
mundial, causando desde desconforto até doencas mais graves, podendo até levar ao
6bito. Dentre as principais doenc¢as associadas ao trato gastrointestinal inclui-se a
gastrite, a ulcera duodenal, a dlcera géstrica, o adenocarcinoma e linfomas. A infeccio
pelo Helicobacter pylori (Hp) esta associada com a maioria destas enfermidades, ou
como agente causal ou representando um fator adicional de risco. Estd comprovado
que o fumo aumenta o risco de desenvolvimento de dlcera péptica em duas vezes € as
drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais (AINEs) em 10 a 20 vezes. A infeccdo pelo
Hp, por outro lado, aumenta este risco de cinco a sete vezes (Graham e Rakel, 1999).
Além disso, o Hp € considerado carcindgeno desde 1994, de acordo com a Agéncia
Internacional de Pesquisas em Céncer - International Agency of Cancer Research
(IARC, 1994). Embora muitos pesquisadores associaram a infec¢do por esta bactéria
com adenocarcinoma (Forman et al., 1991; Parsonet et al., 1991; Siponnen, 1994;
Blaser et al., 1995;) e lmfoma (Wotherspoon, 1991; Muller et al., 1995; Isaacson,
1996) e muitas hipétesés tenham sido apresentadas, o exato mecanismo pelo qual o Hp
. desencadeia estas ne0plésias ainda necessita ser esclarecido.

Desde a primeira vez que foi isolada, em 1982, houve grandes debates na
comunidade cientifica de todo o mundo a respeito da associagdo do Hp com diferentes
doengas. O grande questionamento que surgia era o seguinte: “Serd que agora entdo a
gastrite, ¢ até mesmo as ulceras e linfomas de baixo grau, devem ser tratados com
antibiéticos?” Hoje se pode dizer que a resposta mais correta € sim. Isto porque muitos
estudos cientificos ja comprovaram o papel do Hp como agente causal de gastrite e
tlcera péptica (Warren, 1984; Marshall, 1985b; Coghlan et al., 1987; Marshall et al.,
1988; Raws e Tytgat, 1990), e como um importante fator predisponente para o
desenvolvimento de adenocarcinoma e linfomas (Wotherspoon, 1991; Nomura et al.,
1991; Parsonnet et al., 1991; Forman et al., 1991).

Acredita-se que, em paises em desenvolvimento, quatro em cada cinco pessoas

(80%) estao contaminadas (colonizadas ou infectadas) pelo Hp (Graham e Rakel,



1999). Em torno de 1 a 3% da populacdo mundial torna-se infectada a cada ano e
durante sua vida cerca de 6 a 20% dos individuos infectados ndo tratados poderao
desenvolver tlcera péptica (Feldman et al., 1998). Até o momento sdo escassos OS
dados brasileiros a respeito do nimero de individuos infectados e a prevaléncia de
anticorpos anti-Hp na populacdo em geral. A maioria dos estudos publicados no Brasil
sdo relacionados a individuos com distirbios gastrointestinais (Queiroz et al., 1991;
Coelho et al., 1992; Pilonetto et al., 1993; Nogueira et al., 1993; Bezerra et al., 1996;
Ribeiro, 1998; Oliveira et al., 1999a; Ogata et al., 2001) e apenas alguns estudos em
individuos saudaveis (Rocha et al., 1992; Oliveira et al., 1994; Souto et al., 1998;
Oliveira et al., 1999b). Estes estudos foram realizados em regides geograficas restritas
do pais, particularmente em Belo Horizonte, MG; Sao Luis, MA e em Nossa Senhora
do Livramento, MT. A prevaléncia da infeccdo por Hp nestas pesquisas oscilou de 16
a 77% em criangas e adolescentes (Oliveira et al., 1994; Souto et al., 1998) e em
adultos foi de 62 a até 85% (Rocha et al., 1992; Souto et al., 1998). Estes dados
demonstram a grande oscilacdo que existe na prevaléncia da infeccdo pelo Hp, no
Brasil, nas regidoes com diferentes niveis socioecondmicos e também entre as

diferentes faixa etarias.



2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Analisar a epidemiologia da infecgdo pelo Hp em individuos assintomaticos

(doadores de banco de sangue) na cidade de Curitiba e regido metropolitana.
2.1.2 Objetivos especificos
* Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Hp na populacdo em estudo;

* Correlacionar a presenca de anticorpos anti-Hp com dados demogrificos

tais como: idade, sexo, origem geogréfica e nivel socioeconémico;

* Verificar a associacido entre anticorpos anti-Hp € os grupos sanguineos

ABOe Rh(D)



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORICO

As doencas gastrointestinais

Muitos campos da medicina tém obtido avangos significativos nos tltimos anos,
porém em poucos deles 0 avanco foi tdo significativo quanto nas doencas do trato
gastrointestinal superior. A descoberta do Hp ¢ do seu papel na patofisiologia destas
doencas trouxe uma mudanga importante de conceitos no campo da Gastroenterologia.

Em ampla revisao da literatura, Buckley e Morain (1998) resgatam o histérico
das doengas gastrointestinais do Hp, desde o século XVI, conforme descrito a seguir.

Relatos de complicagdes de tlceras pépticas podem ser encontrados desde a
época medieval e a primeira descricao de uma ulcera géstrica ocorreu em 1586 por um
médico italiano chamado Donati. J4 a dlcera duodenal foi descrita em 1688, na Suécia.

A sintomatologia da tlcera péptica foi descrita em detalhes por Brinton em
1857, sendo que na épdca freqiientemente observava-se a tlcera gastrica e raramente a
. duodenal, em estudos anatomopatoldgicos. Em 1881 foi relatado o primeiro uso de um
endoscopio. Durante o final deste século os relatos de tlcera duodenal foram
aumentando dramaticamente e em 1900 esta ja era mais comum que a tlcera gastrica.

Em 1910, o croata Karl Schwarz mudou radicalmente o conceito do tratamento
das tlceras pépticas com a sua famosa frase rno acid, no ulcer (sem 4cido, sem ilcera).
Em 1915 iniciou-se 0 uso de antidcidos para o tratamento de tlceras pépticas e anos
mais tarde, o estiboestrol e a carbenoxolona mostraram-se também drogas
promissoras. Em 1972 anunciou-se o primeiro antagonista do receptor H, (Black et al.,
1972). O surgimento desta nova classe de drogas permitiu uma melhora significativa
no. tratamento das tlceras pépticas. Outro grande avanco significativo ocorreu com o
aparecimento do primeiro inibidor da bomba de prétons (Lindberg et al., 1990).
Portanto, ainda nesta época a teoria de Schwarz, que preconizava que auséncia de

acido significa auséncia de tlcera, continuava predominando no mundo todo.



A descoberta de um patiégeno

Desde o final do século XIX os patologistas tém relatado a presenca de
bactérias espiraladas na mucosa géstrica. Primeiro Bizzozero, um patologista italiano,
descreveu a presenca destes microorganismos no estdmago de caninos, em 1893. Trés
anos mais tarde, Salomon descreveu a presenca de bactérias similares no estdmago de
gatos e ratos. Krienitz, em 1906, foi o primeiro pesquisador a demonstrar a presenca

destes microorganismos no estémago de seres humanos.

Freedberg e Barron, em 1940, observaram a presencga de espiroquetas em 37%
das amostras de ressec¢do gastrica de pacientes com ilcera duodenal ou carcinoma o
que ndo foi confirmado em estudos subseqiientes. Portanto, o interesse nestes
provaveis patdgenos ficou de lado por muitos anos. Hoje, sabe-se que sdo necessarias
muiltiplas bidpsias, preferencialmente do antro géstrico, para localizar o Hp.

O interesse pelas bactérias espiraladas voltou a ressurgir quando em 1975, Steer
demonstrou a associagao enire bactérias e gastrite em 80% das resseccdes gastricas de
pacientes com ulcera géstrica (Steer, 1975). O interesse no papel da bactéria géstrica
nas condi¢bes “pépticas” ressurgiu em 1979, quando Fung et al. descreveram a
presenca de béctérias espiraladas na superficie luminal das células epiteliais de

pacientes com tlcera gastrica.

O inicio da era moderna

A chamada era moderna do Helicobacter iniciou em 1981 na Austrilia com
Barry Marshall e Robin Warren, do Royal Perth Hospital. Warren observava a
presenca de bactérias na mucosa de bidpsias gastricas. Enquanto isto, Marshall notou
que a erradicagdo da infeccdo era acompanhada de melhoria da gastrite (Marshal,
1996). Nos anos de 1981 e 1982 virias tentativas de cultivo do bacilo curvo no
tiveram sucesso. Porém, na semana da Pascoa, em 1982, as culturas foram incubadas

ndo intencionalmente por 05 dias. No final dos cinco dias de feriado, Goodwin et al.,



do laboratério de Bacteriologia do Royal Perth Hospital, que trabalhavam em
colaboracdo com Marshall, observaram colOnias crescendo no 4gar entdo utilizado
(Goodwin, Lancet, 2001; Marshall e Warren, 1984). Warren e Marshall comunicaram
os seus achados através de cartas ao editor publicadas na revista Lancet (Warren,

1983; Marshal, 1983).
Surge um novo microorganismo

A bactéria espiralada em questio, semelhante a um Campylobacter
(Campylobacter-like organism), foi denominada Campylobacter pyloridis devido a sua
morfologia (Figuras 1 e 2) e ao fato do contetido do seu DNA ser muito semelhante ao
Campylobacter jejuni (Marshal e Warren, 1984). Contudo, a presenca de miltiplos
flagelos a diferenciava dos demais Campylobacter e por questdes gramaticais foi re-
classificada como Campylobacter pylori em 1987 (Marshal, 1987). Estudos
bioquimicos e genéticos demonstraram mais tarde que esta bactéria era muito diferente
dos Campylobacter e por iéso, em 1989, foi proposto o binome Helicobacter pylori,
devido a sua morfologia helicoidal (helico) in vivo e a freqiiente forma de bastio
. (bakter) in vitro (Goodwin, 1989).

Em 1985 o postulado de Koch para comprovar o efeito patolégico do Hp ndo
estava completo. Entdo, Marshall realizou um experimento in vivo ingerindo
deliberadamente um inoculo da bactéria. ApGs a ingestio do microorganismo, o
pesquisador desenvolveu gastrite comprovada por bidpsia gistrica, que foi tratada
adequadamente e regrediu (Marshall et al., 1985a). Nos anos de 84 a 87 virios
métodos de diagnéstico facilitaram os estudos epidemiolégicos e intervencionistas,
como os métodos sorolégicos (Marshall et al., 1984); o teste rdpido da urease
(Langenberg, 1984) e o teste respiratério com uréia marcada (Graham et al.,1987; Bell
et al., 1987). Desde entdo varios outros métodos t€m sido introduzidos como: pesquisa
de antigenos, biologia molecular e fluorescéncia in situ (Leodolter et al., 2001;
Leodolter e Megraud, 2001).



3.2 O Helicobacter pylori

3.2.1 Morfologia Celular e da Colonia

O Hp € um bacilo Gram negativo curvo ou em forma de “S” que as vezes se
apresenta na forma espiralada. A forma curva, porém, é a mais freqiientemente
observada (Figura 1). O Hp apresenta até seis flagelos revestidos, de morfologia
incomum e localizagdo polarizada e auséncia de esporos. As células té€m
aproximadamente 0,5 a 0,9 pm de didmetro e de 2 a 4 pm de comprimento, sendo a
maioria mével, embora em algumas culturas tenha sido observada a auséncia de
movimentos pela técnica de gota pendente. Outras formas descritas para as células de
Hp em cultura e eventualmente in vivo incluem: esféricas, em forma de “V”, em forma
de “U” e retilineos. A forma cocdide costuma predominar em microscopias realizadas

de culturas velhas (Figura 2) (Owen, 1998).

Figura 1 - Morfologia espiralada do Helicobacter pylori

Fonte: http://www.hpylori.com.au/image/pylorilb.jpg




Figura 2 - Diferentes morfologias do H. pylori aderidas a pérolas magnéticas

Forma cocéide Forma de bacilo Forma cocéide

FONTE: Murray, P. R. Medical microbiology. 3 ed. St. Louis: Mosby, 1998.

As colonias de Hp sdo circulares e de aspecto translucente e forma convexa,
tendo de 1 a 2 mm de comprimento em 4gar sangue suplementado (Figura 3). Estas
formam-se apds 3 a 5 dias de incubag@o a 37° C, com um pequeno halo de hemdlise e
cor acinzentada (Owen, 1998). No meio BHM (Belo Horizonte Medium) as colOnias

sdo puntiformes e com brilho dourado metélico caracteristico (Queiroz et al., 1987).

Figura 3 - Morfologia da col6nia de Hp em é4gar sangue

Fonte: http://www.hpylori.com.au



http://www.hDvlori.com.au

3.2.2 Propriedades Fisiolégicas e Bioquimicas

O Hp € uma bactéria microaerdfila, cujo crescimento 6timo se dd em atmosfera
contendo 5% de oxigénio e de 5 a 10 % de CO,. Para o seu isolamento geralmente €
necessario um meio rico suplementado como 4gar BHI, dgar sangue de cavalo, dgar
BHM entre outros. Embora todas as cepas se desenvolvam em temperaturas de 33° a
40° C, algumas podem se desenvolver escassamente a 30° ou 42° C. Em meio de
cultivo apropriado o Hp se desenvolve em uma faixa ampla de pH (de 5.5 a 8.5), sendo
0 seu crescimento mais favorédvel em pH 6.9 a 8.0. Embora se desenvolva na mucosa
estomacal, o Hp interessantemente ndo tolera pH baixo in vitro (Owen,1998).

O Hp se apresenta inerte para a maioria das provas bioquimicas convencionais,
ndo fermentando e nem oxidando carboidratos. Suas principais caracteristicas
enzimaticas incluem a produc@o de catalase, oxidase e de urease (Owen, 1998;
Pilonetto et al., 1993). Esta dltima enzima € tipica do género, pois geralmente
apresenta uma alta atividade, podendo ser detectada direto do espécime clinico
(bidpsia) ou da cultura isol;lda, em alguns minutos ou poucas horas apés a inoculagido
em caldo uréia. A exeniplo da enzima urease, a atividade de fosfatase alcalina também
€ elevada. Ha relatos de cepas que ndo produzem catalase e urease, mas via de regra, o

isolamento clinico destas cepas € raro (Owen, 1998).
3.2.3 Taxonomia

Inicialmente classificado como Campylobacter pyloridis, e posteriormente
reclassificado em 1987 como Campylobacter pylori por questdes gramaticais (Warren,
1984; Marshal et al., 1987) esta bactéria foi enquadrada em 1989 num novo género,
Helicobacter recebendo o nome Helicobabter pylori, sendo as caracteristicas deste
novo género: mobilidade através de flagelos revestidos; producio de um glicocalix
externo em meio liquido in vitro; presenga de menaquinona-6(MK-6) como principal
quinona isoprendide e um contetido de 35 a 44 mol% de G+C do DNA cromossomal
(Goodwin et al., 1989).
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A posigao filogenética exata do género Helicobacter ainda € incerta. Tém sido
proposto, através da andlise da sub-unidade 16s do RNA ribossdmico, que estd
localizado na sub-divisdo Delta e Epsilon das bactérias prpuras (proteobactérias). Os
géneros mais préximos do Helicobacter seriam entdo a Wolinella e o Campylobacter
(Vandamme e Deley, 1991; Vandamme et al., 1991).

Hoje no género Helicobacter existem em torno de 18 espécies além do Hp,
estando a classificacdo e nomenclatura de varias espécies ainda em discussdo. A
maioria destas espécies encontra-se apenas em animais (roedores, primatas, gatos,
cachorros, etc.). Dentre as outras espécies que habitam o homem além do Hp pode-se

citar o H. cinaedie € o H. fennelliae (Owen, 1998).

Quadro 01 - Espécies de Helicobacter associadas a mucosa gastrointestinal

Binome cientifico Mucosa associada Ano de publicaciio
Helicobacter pylori Gastrica (homem) 1984
Helicobacter acinonyx Gastrica (macaco) 1993
Helicobacter nemestrinae Ga4strica (macaco) 1991
Helicobacter mustellae Gastrica (furdo) 1988
Helicobacter suis Gdstrica (suinos) 1994
Helicobacter fellis Gdstrica (gatos) 1991
Helicobacter bizozzeroni Gastrica (caes) 1996
Helicobacter heilmannii . Géstrica (homem) . 1989
Helicobacter cinaedi Intestinal (homossexuais) 1984
Helicobacter fennelliae Intestinal (homossexuais) 1984
Helicobacter canis Intestinal (cdes) 1993
Helicobacter pullorum Intestinal (homem,aves) 1994
Helicobacter pametensis Intestinal (suinos e aves) 1994
Helicobacter cholecystus Intestinal (hamster) 1996
Helicobacter hepaticus Intestinal (ratos) 1994
Helicobacter trogontum Intestinal (ratos) 1996
Helicobacter bilis Intestinal (ratos) 1995
Helicobacter muridarum Intestinal (roedores) 1992

Adaptado de Owen, R. J. Helicobacter - species classification and identification. Brit Med Bull , v. 54, n. 1, p. 17-30, 1998.
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3.3 PATOGENESE DA INFECCAO PELO Hp

Para que uma infecc@o se estabeleca, primeiramente € necessario o contato do
patégeno com o hospedeiro e sua conseqiiente aderéncia/colonizacio, resultando na
sua multiplicagéo, ativacio de resposta imune e danos ao hospedeiro (Tortora, 2000).
Virias sao as hipdteses de como o homem entra em contato com o Hp e qual € o seu
reservatério natural, sendo as rotas fecal-oral e oral-oral as mais provaveis.

Uma vez deglutido, o Hp encontrard no estdbmago um ambiente &4cido e
desfavoravel a sua aderéncia. Para transpor estes obstaculos e poder se fixar & mucosa
tera que lancar mao de uma série de fatores de viruléncia, a serem descritos adiante. A
mucosa gastrica € recoberta por uma camada mucosa de gel, constituida por polimeros |
de mucina. O papel da mucina € justamente proteger o estdmago do suco géstrico e da
colonizagio bacteriana. Além disso, outros mecanismos estdao envolvidos na protecao
da mucosa, como: a presenca de um glicocilix recobrindo as células epiteliais e a
producido de bicarbonato e fosfolipidios. Como este tecido é normalmente desprovido
de células efetoras do sistema imune, estas barreiras fisicas sdo de fundamental
importancia na protecio desta mucosa (Ferrero et al., 1997).

O Hp possui certas caracteristicas que conferem uma vantagem seletiva sobre as
demais bactérias na colonizacdo da mucosa gistrica, sendo capaz de colonizar a
superficie das células epiteliais da mucosa antral e do fundo, bem como o tecido de
metaplasia gastrica no duodeno (Gormally, 1996. Apud Ferrero, 1997). Uma vez
estabelecida a colonizacdo, 0 microorganismo pode produzir direta ou indiretamente
uma série de alteracbes patolégicas no tecido gastrico. A multiplicidade e a
complexidade dos efeitos patolégicos mediados pelo Hp reforcam a importincia do
papel de fatores da bactéria, do hospedeiro e das interacbes parasita-hospedeiro na

patogénese da infeccdo (Ferrero et al., 1997).

Até pouco tempo, acreditava-se que a diversidade gendmica do Hp tinha
importante papel nas diferentes manifestagdes patoldgicas da infeccdo por este
microorganismo. Entretanto em 1999, num estudo comparativo do genoma de duas

cepas nao relacionadas de Hp, Richard Alm et al. observaram grahde semelhanca
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gendmica entre elas, sendo que apenas 6 a 7 % dos genes eram especificos de cada
cepa. Desta forma conclui-se que diferentes fatores da bactéria, do hospedeiro e do
meio ambiente podem influenciar a patofisiologia e a gravidade da doenga associada a
infeccao pelo Hp e na evolucao clinica da infeccdo (Alm et al., 1999; Wunsch, 1999).
Um exemplo disto € o fato de que diferentes populagdes apresentam niveis diferentes
de susceptibilidade a infeccOes pelo Hp e das taxas de cancer géastrico (Fock, 1998).
Embora diversos fatores de viruléncia ja estejam bem descritos e caracterizados
na literatura, (Ferrero et al., 1997; Atherton, 1998) o respectivo papel de fatores da
bactéria e do hospedeiro nas doengas associadas ao Hp necessitam ainda de melhor

elucidacao (Alm et al., 1999).
3.3.1 Fatores Envolvidos na Coloniza¢ao da Mucosa Gastrica
Motilidade

A presenca de 5 a 6 flagelos unipolares confere ao Hp uma 6tima motilidade,
" mesmo em meios altamente viscosos como é o caso da mucosa gastrica (Hazzel et al.,
1986. Apud Ferrero et al, 1997). A primeira demonstracio da importincia da
motilidade como um fator de viruléncia foi observado em 1992, quando se verificou
que cepas imOveis de Hp eram incapazes de colonizar a mucosa de suinos
gnotobidticos (Eaton et al., 1992).

Portanto a presenca dos flagelos polares confere a bactéria a capacidade de
penetrar a espessa camada de muco presente no estdmago, escapando da acidez do
limen géstrico e alcancando a superficie do epitélio gastrico (Ferrero et al., 1997). Os
flagelos do Hp possuem um revestimento especial ou bainha, composto de uma
bicamada de fosfolipidios, lipopolissacarides e proteinas de membrana externa.
Provavelmente este revestimento age protegendo a despolimerizacdo da proteina que

constitui os flagelos: a flagelina (Geis et al., 1993. Apud: Ferrero et al., 1997).
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Urease

Além de ser uma caracteristica marcante da espécie, a urease € um dos mais
estudados fatores de viruléncia do Hp. A urease do Hp possui uma alta constante de
afinidade, diferente das ureases de outras espécies (0,17 a 0,8 mmol/L versus 1.7 a 3.4
mmol/L), o que lhe permite a utilizacdo da uréia, mesmo em baixas quantidades,
como € o caso do estdomago (Ferrero et al., 1997).

Embora estudos pioneiros indicassem que a urease era essencial para a protecao
in vitro do Hp contra a acidez, mutantes isogénicos urease negativos demonstraram
mais tarde que a urease nao € essencial para a sobrevivéncia da bactéria in vitro
(Ferrero et al,, 1997). Goodwin et al. (1986) postularam que o amonio e o géis
carbdnico produzido durante a uredlise pela urease do Hp criavam um microambiente
neutro que protegia a bactéria do ambiente dcido. Por outro lado, virios estudos
experimentais demonstraram que mutantes urease negativos ndo sdo capazes de
colonizar a mucosa gistrica, até mesmo em condigdes de hipocloridria. Portanto,
conclui-se que na infecgio!pelo Hp, o papel da urease é principalmente como fator de
colonizagdo, sendo também importante na protecdo contra a acidez estomacal e em

outras funcGes metabdlicas (Ferrero, 1997).
Mecanismos de tolerdncia ao dcido

Viérios mecanismos de adaptagdo tém sido postulados para explicar a
capacidade do Hp sobreviver em ambientes 4cidos. A urease do Hp tem atividade em
uma ampla faixa de pH que vai desde 4 até 8.4. (Ferrero et al., 1997).

Recentemente foi descrito um canal protéico que permite a passagem de uréia
para o citoplasma do Hp. O mais importante fato é que a internalizacdo da uréia é
estimulada por um pH 4cido, que aumenta em torno de 300 vezes a quantidade de
penetracdo da ur€ia no citoplasma. Desta maneira haverd a producéo intracelular de
aménia em quantidade suficiente para neutralizar o pH do periplasma bacteriano
(Weeks et al., 2000).
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Aderéncia

Um passo critico na colonizag¢do do estdmago pelo Hp € a sua capacidade de se
aderir 2 mucosa géstrica, sobrepondo os efeitos da renovagado celular e da regeneragdo
de muco. Estudos de microscopia eletronica demonstraram que o Hp € encontrado
muito préximo da superficie das células do epitélio gastrico (Figura 4). A interagdo do
Hp com as células da mucosa géstrica causa alteragdo das microvilosidades e produz
um pedestal de aderéncia, semelhante ao da E. coli enteropatogénica (Goodwin et al.,
1986). O Hp interage com a superficie de células epiteliais, evitando assim que este
seja removido deste sitio. Entretanto, a forma exata de como a bactéria se liga ao

epitélio precisa ainda ser elucidada (Ferrero et al., 1997).

Figura 4 - Aderéncia e patogénese do H. pylori na mucosa géstrica
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3.3.2 Permanéncia e Patogénese

A camada mucosa € um ambiente viscoso, com baixa tensao de oxigénio e pobre em
elementos essenciais, como i6ns metalicos. O Hp diante desta situacdo desenvolveu
um arsenal de proteinas e processos bioquimicos adaptados a este nicho tdo peculiar. A
motililidade e a urease continuam sendo importantes fatores de viruléncia aqui
também. Entretanto outros mecanismos estdo envolvidos na capacidade de

sobrevivéncia e multiplicacio do Hp neste ambiente hostil (Ferrero et al., 1997).
Metabolismo

O metabolismo de uma bactéria estd relacionado com a capacidade de
multiplicacdo do microorganismo e de causar doengas. Por muitos anos acreditou-se
que o Hp nédo era capaz de metabolizar carboidratos, porém em 1993 Mendz et al.
demonstraram que esta bactéria era capaz de utilizar D-glucose (Apud Ferrero, 1997).
A glucose ndo parece ser o metabélito preferido do Hp. Entre as necessidades para
crescimento do -Hp incluem-se aminoicidos como alanina, arginina, histidina,
isoleucina, metionina, fenilalanina e valina. Para crescer in vitro o Hp necessita de

- uma atmosfera contendo uma concentracao = 5% de CO, (Ferrero et al., 1997).
Proteinas ligadoras de ferro

O ferro € um elemento essencial para o crescimento bacteriano. A capacidade
de seqiiestrar e armazenar ferro sdo habilidades que o hospedeiro possui para se
defender dos microorganismos patogénicos. As bactérias possuem diferentes sistemas
desenvolvidos para adquirir ferro que competem com os sistemas do hospedeiro. A
analise gendmica do Hp sugere a presenca de uma variedade de mecanismos para a
internalizac@o de ferro. Entre estes, destaca-se aquele semelhante ao sistema fec da E.
coli e outro semelhante ao sistema feo da E. coli. Outros sistemas presentes no Hp
codificam proteinas similares as de ligagdo da lactoferrina ou do grupo-heme (Ferrero
et al., 1997; Tomb et al., 1997).



16

Mecanismos de evasao da resposta imune

Embora a colonizacdo da mucosa gastrica pelo Hp produza uma intensa
resposta celular e humoral local, com producao de IgA e IgG, esta bactéria € capaz de
sobreviver na camada mucosa. Isto sugere que o Hp desenvolveu algum mecanismo de
evasao da resposta imune. Os ions amoénio liberados durante a degradacdo da uréia
podem em parte explicar a capacidade do Hp de sobreviver a fagocitose dos
neutrofilos (Ferrero, 1997).

Outras proteinas que também podem estar envolvidas nos mecanismos
antifagociticos sao a catalase e a super6xido dismutase SOD. Outro mecanismo estaria
relacionado a liberac@o de antigenos para o meio extracelular, saturando assim os
anticorpos locais e permitindo a evasdo da resposta imune do hospedeiro (Ferrero,

1997).

Outros fatores de viruléncia

O Hp induz uma série de alteracOes patoldgicas na mucosa géstrica do
hospedeiro. A inflamacio intensa, a lesdo tissular e a alteracdo da secrecido de acido
gastrico representam algumas das modificacOes causadas. Estas alteracdes podem ser
brandas ou até mesmo evoluirem para tilceras ou processos neoplasicos. Varios fatores
de viruléncia em potencial ji forma descritos para esta bactéria. Entretanto, muitos
deles sdo enzimas que foram estudadas a partir de extratos de cultura e nao hi
evidéncias diretas do seu envolvimento na patogénese, pois ndo estavam puras € nao
havia modelos animais disponiveis para reproduzir a infeccao pelo Hp. Mesmo assim,
muitos fatores estdo bem caracterizados e ha evidéncia experimental do seu papel na
patogénese da infeccao (Ferrero et al., 1997).

Embora o Hp nao invada a mucosa géstrica € capaz de provocar gastrite, devido
possivelmente a secrecao de substincias que induzem a quimiotaxia e a proliferacdo de

células inflamatérias na mucosa (Ferrero, 1997).
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Provavelmente o0 gen A associado a citotoxina (gen cagA) seja o fator de
viruléncia do Hp mais estudado até hoje. O produto do gene cagA (citotoxyn —
associated gene A) foi demonstrado no soro de mais de 80% dos individuos infectados
pelo Hp. O nome dado a este gen € inadequado pois, a sua inativacdo nao possui
nenhum efeito na sintese, secrecao ou atividade da citotoxina vacuolizante A — VacA .
O papel da CagA ainda nio esta elucidado mas, sabe-se que individuos infectados por
cepas CagA positivas expressam quantidades significativamente maiores de IL-1a, IL-

1B e IL-8, do que individuos infectados por cepas CagA negativas (Crabtree et al.,
1991; Ferrero et al., 1997).

A cultura de certas cepas de Hp induz a formacgdo de vacidolos em culturas de
tecidos, devido a acdo de uma toxina denominada VacA. Embora todas as cepas de Hp
possuam O gene vacA, nem todas o expressam. A atividade citotoxica do Hp estd
provavelmente mais associada a ulcerogénese do hospedeiro (Ferrero et al., 1997).

Além dos fatores j& mencionados, o Hp possui ainda varias outras moléculas
supostamente envolvidas na sua patogenicidade. O lipopolissacarideo (LPS) do Hp
difere dos demais sendo que possui uma atividade biolégica reduzida em comparacio
ao LPS das enterobactérias. Dentre as propriedades biolégicas deste LPS estariam a
sua capacidade de estimular a secrecdo de IL-8, aumentar a secrecido de pepsinogénio
(fator importante na ulcerogénese) e induzir reposta auto-imune (Ferrero et al., 1997).

Em sintese, o0 mecanismo pelo qual o Hp causa doenga pode ser classificado
como um processo de vérias etapas. Primeiro, o Hp deve passar pela barreira de acido
gastrico € penetrar a camada mucosa (colonizagio), a partir dai terd que se adaptar ¢
multiplicar nas condigOes adversas da mucosa gastrica (persisténcia) e finalmente a
presenca da bactéria ird causar inflamacao local e sistémica, bem como varios niveis
de lesdo tecidual. Muitos fatores de viruléncia ja foram identificados e caracterizados.

Entretanto varios candidatos aguardam melhores estudos a nivel molecular in vivo. O
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desenvolvimento da infeccdo em modelos murinos também deve auxiliar muito no
esclarecimento da patogénese deste microorganismo (Ferrero et al., 1997).

3.4 DOENCAS ASSOCIADAS A INFECCAO PELO Hp

Estudos epidemioldgicos da era pré-Hp estabeleceram a relacao entre a gastrite
e vérias outras doengas tais como: 0 carcinoma gastrico, a Ulcera gastrica, a ulcera
duodenal e a anemia perniciosa. Além disso, a gastrite era associada com nivel
socioecondmico baixo (Graham,1991; Graham et al., 1991b). Apds o isolamento do
Hp em 1983, estes estudos puderam ser reavaliados e muitas hipoteses foram entao
confirmadas.

A infecc@o pelo Hp geralmente € assintomaética e muitos individuos infectados
nio desenvolvem doenca clinica (Blaser et al., 1995). Atualmente esta infec¢do esta
relacionada com uma série de distirbios gastricos (gastrite, cdncer géstrico, linfoma e
dispepsias) e nao géstricos (doencas isquémicas, baixa estatura entre outros), sendo
considerada um problema de satde publica tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento (Brown, 2000).

O primeiro relato de associacao entre uma bactéria isolada, gastrite € a tlcera
péptica ocorreu em 1984 (Warren, 1984). Atualmente € aceito o fato de que quase
metade da populacdo mundial esti infectada pelo Hp e que esta infecgdo € a principal
causa de gastrite. A infeccdo por Hp, juntamente com a cdrie e as doengas periodontais
estdo entre as infecgdes crénicas mais comuns da humanidade (Breuer et al., 1997). A
gastrite envolvida com o Hp pode apresentar diferentes evolugoes do ponto de vista
patoldgico, existindo a gastrite predominante no antro (fenétipo de tlcera) e a gastrite
atréfica multifocal ou avangada (fendtipo cancerigeno) (Sipponen, 2001; Breuer et al.,
1997). Por outro lado, o achado anatomopatolégico de uma mucosa gastrica normal,
nio infectada € muito importante, pois pacientes com este perfil dificilmente

desenvolverao tilcera péptica ou cancer gastrico (Laine et al., 1992).
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A infeccdo pelo Hp constitui-se numa das principais causas de dlcera péptica,
(Breuer, 1997, Blaser, 1995b), onde se observa uma predominancia de inflamag¢ao no
antro e mucosa nao atréfica no corpo, conferindo um risco aumentado de tlcera
duodenal. Este tipo de patologia é denominado de gastrite com fendtipo de tlcera
duodenal (Sipponen, 2001). Duas observacdes sao crucias na confirmacao da
participacdo do Hp nas dlceras pépticas: uma alta prevaléncia do Hp (95-100%) nos
pacientes com tlceras duodenais (Carrick, 1989; Tytgat, 1993; Pilonetto, 1993) e a
cura da infeccao que muda o curso natural da doenga de modo que as recorréncias sao
praticamente eliminadas (Graham, 1994). O antigo ditado “uma vez uma ilcera,
sempre uma ulcera” mudou para o conceito de que a erradicacdo do Hp significa a
cura da dlcera, desde que nao ocorra re-infecgao.

O céncer géstrico foi a principal causa de morte por neoplasias em homens até o
final da década de 50. Ainda hoje € a segunda causa de morte relacionada ao cancer
em todo o mundo (Whelan et al., 1993). Mesmo na era pré - Hp o cancer gastrico ja
estava associado a gastrite. Portanto, os achados do Hp como agente etiolégico da
gastrite (Warren, 1984), tornaram muito provavel a associacdo entre o Hp e o cancer
gastrico (Breuer, 1997). Diferentes regidées do mundo apresentam prevaléncias
diferentes quanto as doencgas relacionadas ao Hp. H4 regides com alta prevaléncia de
cancer gastrico e outras com alta prevaléncia de ulceras pépticas, mas raramente
ambas estdo elevadas ao mesmo tempo (Breuer et al., 1997). Esta observacgao pode ser
explicada pelo fato de que a tilcera duodenal esta associada com a presenca de gastrite
predominantemente antral, a qual ndo causa distirbios na secrecdo de 4cido pelo corpo
do estdmago. Por outro lado, a gastrite multifocal progressiva com atrofia e metaplasia
intestinal € um desenvolvimento patoldgico associado com o cancer géstrico (Breuer et
al., 1997; Sipponen, 2001). A atrofia gistrica e/ou a gastrite atr6fica bem como a
metaplasia intestinal sdo consideradas lesdes precursoras do carcinoma gastrico

(Breuer et al., 1997).

O processo destrutivo envolvido na patogénese do carcinoma gastrico € lento

podendo levar de 20 a 40 anos (Breuer, 1997). Existe a hipétese de que, o carcinoma
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gastrico pode ser uma doenca comum, em paises onde a infec¢cdo pelo Hp € adquirida
cedo na infincia (Graham, 1993). Embora os argumentos apresentados demonstrem o
papel do Hp no desenvolvimento do cancer géstrico, sabe-se que diversos fatores
provavelmente estao envolvidos na patogénese desta neoplasia, assim como em muitas
outras doencas. Neste sentido, além dos co-fatores ambientais como dieta, ingestdo de
anti-oxidantes e sal; a geracdo de radicais livres pelo Hp estaria envolvida na
patogé€nese do cincer gastrico (Breuer et al., 1997; Correa e Miller, 1998). Ainda,
diferencas genéticas do hospedeiro, observadas em estudos com gémeos mono e
dizigéticos, assim como entre as cepas de Hp podem ter um papel importante no
desenvolvimento de neoplasias gastricas (Breuer et al., 1997; Malaty et al., 1994).

O Hp foi associado com linfoma géastrico de MALT pela primeira vez em 1991,
num estudo retrospectivo onde a infeccao pelo Hp estava presente em mais de 90%
dos pacientes com linfoma géstrico (Wotherspoon, 1991). A cura da infeccdo pelo Hp
leva a uma regressao dof linfoma géstrico em uma alta porcentagem dos casos.
Parsonett et al.; em 1994, verificaram através de um estudo soroepidemiolégico
prospectivo que havia um risco seis vezes maior de linfoma gastrico em pessoas
infectadas pelo Hp. Atualmente aceita-se a hip6tese de que a erradicacdo do Hp seja

um componente central no controle do linfoma MALT (Wotherspoon, 1998).

pd

A defini¢io internacional para dispepsia ndo-ulcerosa (DNU) é “dor recorrente
ou persistente ou desconforto localizado na parte superior do abdémen” excluindo a
azia (Talley et al., 1991). A prevaléncia das dispepsias na populacio em geral é de
25%, se os sintomas de refluxo forem excluidos. Nos paises ocidentais a prevaléncia
da infeccdo pelo Hp em pacientes com DNU, é de 30 a 60 %, entretanto esta
associacdo ainda é inconsistente (Talley e Xia, 1998). E provavel que o Hp seja
responsével pelos sintomas em um pequeno nimero de pacientes com DNU. Portanto,
o diagndstico e o tratamento de rotina da infeccdo por Hp em pacientes com DNU
documentada ndo € aceito atualmente (Talley e Xia, 1998). Na Figura 5 pode-se

observar a freqiiéncia da infeccdo pelo Hp nas diferentes doencas gastrointestinais.
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Figura 5 — Estimativa mundial da freqiiéncia da infec¢@o pelo H. pylori, nas diferentes
doengas gastrointestinais

| 1% ao ano*
v _ "'H\_

E : Ulcera duodenal
k ," - v

Cancer géstrico

Fonte: http://www.hpylori.com

NOTA: Hp + (roxo) - individuos infectados; Hp — (verde): individuos ndo
infectados; * - % de individuos Hp + que desenvolvem dlcera duodenal

A associag@o do Hp com outras doengas ndo estd bem definida (Strachan et al.,
1998). Diversos disturbios extra-intestinais tém sido associados ao Hp, entre eles o
prejuizo do crescimento; doengas corondrias, diabetes e cdlculos na vesicula (Fox et
al., 2001; Strachan et al., 1998; Owen, 1998). Entre os mecanismos sugeridos para o
modo como a infec¢do pode aumentar o risco de doenga cardiovascular estdo:
liberagdo de proteinas de fase aguda, redugdo do colesterol HDL, aumento dos niveis
de homocisteina e reagdo cruzada entre proteinas de choque térmico humanas e
bacterianas. Recentemente vérias espécies de Helicobacter entero-hepéticos t€ém sido
descritas. Modelos animais t€ém demonstrado a capacidade destas bactérias de causar
doengas intestinais e hepaticas. O volume de evidéncias associando estes

microoorganismos a doengas em humanos tem aumentando continuamente (Fox et al.,
2001).
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3.5 EPIDEMIOLOGIA

3.5.1 Transmissdo

Embora muito discutido, 0 mecanismo exato da transmissao do Hp permanece
ainda incerto. As hip6teses mais provaveis seriam a transmissao por 4gua ou alimentos
contaminados (fecal-oral), a transmissdo direta pessoa-pessoa (oral-oral) ou através de
animais ou fomites contaminados (Feldman et al., 1998; Parsonnet et al., 1999).

Segundo Graham, embora o mecanismo de transmissio do Hp seja
desconhecido, o perfil social da infeccdo é condizente com a transmissao fecal-oral.
Ainda, a evolugio da epidemiologia do Hp seria semelhante a da poliomielite ou da
hepatite A, cujas diferencas na prevaléncia nao estio relacionadas a geografia, mas sim
as préticas de higiene e condi¢do socioecondmica (Graham et al., 1991a).

- Estudos realizados em diferentes paises (Chile, Colémbia e Suécia) com
animais, trabalhadores de §abatedouros, pessoas que ingerem carne € vegetarianos,
além de ingestdo de vegetais ndo cozidos tém sugerido que, embora importante em
determinado momento, nenhum reservat6rio animal ou alimento contaminado parece
ter papel significante na transmissdo do Hp (Feldman et al., 1998; Goodman et al.,
1996).

Em investigacGes realizadas na América do Sul (Peru e Colémbia) sugeriu-se
que a dgua seja um veiculo de transmissdo das infecgdes pelo Hp. Na populagio de
area urbana, em Lima, demonstrou-se um maior risco de infeccdo nos individuos que
ingerem 4gua da rede municipal, sendo que esta associagdo foi observada tanto nas
familias de baixa quanto as de alta renda (Klein et al., 1991; Hulten et al., 1996). J4 na
area rural da Colombia, a ingestdo ou a natacdo em agua corrente aumentou a taxa de
infeccdo (Goodman et al., 1996). Por outro lado, estudos em paises como Ilha
Formosa, Turquia e Coréia ndo demonstraram associagio entre a infeccdo por Hp e
fontes de 4gua (Teh et al., 1994; Ozturk et al., 1996; Malaty et al., 1996). Portanto,
embora sugestivo como um veiculo de transmissdo, nio parece que a dgua seja a

principal fonte de contamihagéo do Hp (Feldman et al., 1998).
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Estudos de biologia molecular no Japao e nos Estados Unidos tém demonstrado
individuos infectados com a mesma cepa do Hp apés uma série de endoscopias,
sugerindo esta como uma fonte gastro-oral de transmissdo da bactéria (Tytgat, 1995,
Rohr et al., 1998).

A cavidade bucal, particularmente a placa dentéria, tem sido investigada como
provéavel reservatério na transmissdo direta pessoa — pessoa. Entretanto, dentre os
diversos estudos publicados ndo houve concordancia quanto ao cultivo de Hp da
cavidade bucal, sendo a taxa de isolamento relatada desde freqiiente, ocasional, até
ausente. Também os dados sobre a deteccao do Hp na placa dentdria, empregando
métodos de PCR, sdao discordantes (Namavar et al., 1995; Nguyen et al., 1995;
Feldman et al., 1998).

Embora os dados sobre a transmissdo oral — oral sejam escassos, existem
estudos demonstrando a transmissdo de bactérias de maes para os filhos, entre
cOnjuges e membros da familia (Feldman et al., 1988; Megraud, 1995). Quanto ao H.
pylori ha evidéncias da transmissdo entre cOnjuges, embora ndo esteja descartado o
fato de ambos estarem eprstos a uma mesma fonte de contaminacao (Schutze et al.,
1995). Além disso, a boca tem sido sugerida como um reservatdrio para re-infeccées
do Hp, especialmente entre casais (Schutze et al., 1995; Feldman et al., 1998).

O Hp ja foi cultivado de fezes e também detectado deste material por PCR
(Thomas et al., 1992; Kelly et al., 1994). H4 um crescente interesse em se estabelecer
o papel exato de transmissdo do Hp pelas rotas fecal-oral e oral-oral (Sahay e Axon,
1996). Se a primeira for mais provavel a disseminacio do Hp deve ser semelhante a de
enteropatégenos, sendo as criancas o principal grupo envolvido. J4 se a transmisséo for
pela rota oral-oral, a exemplo do virus Epstein-Barr, os grupos mais atingidos seriam
as criangas (pré-escolares e também, criancas mais velhas) e os adultos pelo beijo.
Entretanto, a maioria dos estudos até hoje foram realizados em adultos (Feldman et al.,
1998). O desenvolvimento de novos métodos de pesquisa para antigenos do Hp em
fezes, assim como novos estudos epidemiolégicos em populacdes infantis irdo auxiliar

o esclarecimento destas duvidas.
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3.5.2 Taxa de Infeccdo Anual e Outros Fatores

Ha evidéncias de que a presenca de anticorpos contra 0 Hp pode predizer a
presenca de gastrite. Similarmente a presenca de gastrite pode ser utilizada como um
indice da taxa de infeccdo por Hp (Graham et al., 1991a). O aumento anual dos casos
de gastrite do tipo B na Finlindia € de 1% (Siurala et al., 1988). Em paises ocidentais,
a freqiiéncia da infeccdo pelo Hp € baixa em criangas € aumenta com a idade em uma
taxa semelhante a da gastrite (1 a 2% ao ano). Os dados encontrados por Graham et al.
(1991a) na populacdo de Houston, EUA sao concordantes com estas informagdes,
sendo de 1% ao ano a taxa de infeccdo anual.

Estudos mais recentes mostram que a soroconversio anual em paises
desenvolvidos estd entre 0,2 a 1% (Xia e Talley, 1997). Em grupos especificos de
adultos jovens, como os mochileiros de Israel que viajaram para o Sudeste da Asia,
América do Sul e Africa e também em militares do Golfo Pérsico, foram observadas
taxas de infeccdo anual de 6.4 a 7.3 % (Potasman e Yitzhak, 1998; Taylor et al., 1997).
Estes dados indicam uma faxa anual maior de soroconversido do Hp em situacoes

especificas (Brown, 2000). No Brasil, a soroconversdo em adultos de uma populacdo

. de baixo nivel socioecondmico em Belo Horizonte foi de 1,1% ao ano, analisando

amostras de 213 voluntarios nos anos de 1992 e 1997, com um intervalo de 56 meses
(Oliveira et al., 1999b).

Uma das investigacdes pioneiras sobre a epidemiologia do Hp foi realizada em
Houston, EUA em 485 voluntirios saudiveis com idade entre 15 a 80 anos,
demonstrando uma associagdo inversa entre a infeccdo pelo Hp e o nivel
socioecondmico (Graham et al., 1991a). Virios outros relatos em diferentes regies
geogréficas confirmaram estes achados (Brown, 2000).

Estudos soroepidemiolégicos sobre a prevaléncia de anticorpos anti-Hp tém
demonstrado diferencas consideraveis nas diferentes populacoes estudadas (Graham et
al., 1991a; Malaty et al., 1991; Oliveira et al., 1994; Goodman et al., 1996; Brown,
2000). A razdo desta diferenca de prevaléncia entre as diversas populagdes ainda nao

foi elucidada. Na maioria das vezes esta diferenca reflete variacées quanto a exposi¢ao
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ao patdgeno, tais como padrdo socioecondmico e praticas higiénico-sanitirias ou a
fatores genéticos (Graham et al., 1991a; Brown, 2000).

Num estudo realizado nos Estados Unidos por Graham et al. (1991a),
demonstrou-se que a prevaléncia dos anticorpos anti-Hp em negros é o dobro da
observada em brancos. Na India observou-se um aumento significativo (p< 0,01) de
anticorpos anti-Hp, em diferentes grupos etdrios, indo desde 50-60% em adultos
jovens a até 80% nos idosos (Graham et al., 1991b).

H4a um consenso na literatura mundial que a percentagem de individuos
infectados pelo Hp € maior em individuos de maior faixa etdria (Graham et al., 1991a;
Oliveira et al., 1994; Pounder et al., 1995; Brown, 2000), entretanto a explicagdo para
este fato ainda permanece em debate. A aquisicao do Hp comega nos primeiros anos
de vida e continua por varias décadas. Embora as taxas de prevaléncia nos estudos
sejam diferentes (devido a influéncia na selecdo de amostras ou na metodologia) a
tendéncia de aumento da prevaléncia da infeccao pelo Hp, em faixas etdrias mais altas,
permanece em todos os relatos (Graham et al., 1991a ; Rocha et al., 1992; Oliveira et
al., 1994; Brown, 2000). A taxa de aquisicdo do Hp parece ocorrer mais cedo em
paises em desenvolvimento do que em paises desenvolvidos (Mitchell et al., 1992;
Pounder e Ng, 1995). Na China, observou-se que cerca de 70 % das criangas
apresentavam-se infectadas ji na idade de 5-6 anos , sugerindo um inicio precoce da
infeccdo pelo Hp (Ma et al., 1998. In: Brown, 2000).

No Brasil, numa amostra de 380 doadores de banco de sangue em Belo
Horizonte, observou-se a presenga de anticorpos anti-Hp em 62,1% dos individuos,
também com aumento da infeccdo com a idade (Rocha et al., 1992). Ainda em Belo
Horizonte demonstrou-se que criancas de baixo nivel socioeconémico tinham uma
prevaléncia média de infecgao por Hp de 34,1 %, sendo que esta evoluiu de 16,4% em
criancas com menos de 2 anos para at€ 64%, em adolescentes de 15 a 18 anos
(Oliveira et al., 1994), demonstrando assim um aumento significativo (p = 0,001) da
infeccdo por Hp, de acordo com a idade, também em criancas. Em um outro estudo
realizado observou-se uma prevaléncia de 81,7% de infectados pelo Hp em

voluntirios, também em Belo Horizonte, com aumento significativo com a idade
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(Oliveira et al., 1999b). Numa populag@o rural de Nossa Senhora do Livramento, no
estado de Mato Grosso também se observou um aumento da prevaléncia com a idade,
sendo que anticorpos anti-Hp foram detectados em 77,5% das criangas e 84,7% dos
adultos (Souto et al., 1998).

Existe a hipétese de que com a melhoria do nivel socioecondmico da populagdo
de paises desenvolvidos a prevaléncia da infec¢do pelo Hp esteja diminuindo.
Portanto, o aumento da prevaléncia da infec¢do pelo Hp em individuos mais idosos
seria explicado entdo pelo efeito de “coorte”. Num estudo realizado em dois grupos de
“coorte”, em Gutenberg, Suécia foi observado um decréscimo significativo (p< 0,001)
na presenca de anticorpos anti- Hp na populagdo nascida em 1922, quando comparada
com a nascida em 1901/1902. Os individuos tinham 70 anos de idade e a positividade
foi de 75,8 - 80.6% para mulheres e homens nascidos em 1901/2 e de 48,7 - 57,1%
para mulheres e homens nascidos em 1922, respectivamente (Gause, 1998).

A soroprevaléncia do Hp varia amplamente em todo o mundo. De um modo
geral os individuos de paises em desenvolvimento tém uma maior probabilidade de
adquirir a infecgdo e acredita-se que a prevaléncia esteja diminuindo em paises
industrializados (Brown, 2000; Tytgat, 2000). A figura 6 ilustra um panorama geral da

percentagem de individuos infectados na populagdo mundial.

Figura 6 - Distribui¢@o geografica da infec¢do pelo H. pylori em adultos, no mundo
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Adaptado de BROWN, L. M. Helicobacter pylori: epidemiology and routes of transmission. Epidemiol Rev, v. 22, n. 2, p. 283-297, 2000 e
de http://www.hpylori.com
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3.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

As opcdes de diagnéstico do Hp sdo bastante diversificadas, tornando-se uma
situacdo impar dentre as doengas infecciosas. As mais diversas amostras podem ser
utilizadas, tais como: bidpsia géstrica, soro, amostra respiratoria, fezes, urina e suco
géstrico (Leodolter et al., 2001). Dentre os métodos comumente utilizados podem ser
citados: a pesquisa da urease, a histologia, o teste respiratério com a uréia marcada, a
cultura e as técnicas de biologia molecular (Glupczynski, 1998).

Diferentes situacGes clinicas podem determinar qual a melhor metodologia a ser
empregada. Por exemplo, em pacientes com dispepsia, sem sintomas alarmantes e
abaixo de 45 anos, os testes ndo invasivos s3o os mais recomendados (teste
respiratério ou pesquisa de antigeno nas fezes ou sorologia). Mas se a idade do
paciente for superior a 45 anos recomenda-se testes invasivos (histologia, urease e
cultura). J4 em individuos com dispepsia e sinais alarmantes os testes invasivos sao 0s
recomendados, independente da idade (Leodolter et al., 2001).

Um dos mais recentés avancos no diagndstico do Hp € a detecc@o de antigenos
nas fezes ou saliva através de métodos imunoenzimaticos (Vaira et al., 1999; Vaira et
al., 2000). Estes testes, além de ndo serem invasivos, permitem a determinacdo de
perfil epidemioldgico e também t€ém sido recomendados para se acompanhar o
tratamento e até mesmo diagnosticar dispepsias leves causadas pelo Hp. Entretanto o
custo destes testes ainda € proibitivo em nosso meio.

A sorologia tem recebido especial atengdo como método de triagem por tratar-
se de um método nao invasivo, de baixo custo em relacido a endoscopia (Evans et al.,
1989; Sobala et al., 1991; Thijs et al., 1996; Glupczynski, 1998) e de grande utilidade
em estudos epidemioldgicos (Graham et al., 1991a; Malaty et al., 1991; Graham et al.,
1991b; Hulten et al., 1996; Goodman et al., 1996), uma vez que a infeccdo pelo Hp
desencadeia uma resposta imune local e sistémica (Glupczynski, 1998).

Como a gama de testes utilizados para deteccao da infeccido por Hp € grande, o
melhor método para se estabelecer o diagndstico ou verificar a erradicacdo deve ser

meticulosamente selecionado. Entre as varidveis a serem observadas no momento da
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escolha, as mais importantes sao: a) os efeitos do tratamento prévio com antibiético e
inibidores de bomba de prétons, que diminuem a sensibilidade da maioria dos
métodos, e b) a prevaléncia da infeccdo na populacdo estudada, que pode alterar
dramaticamente os valores preditivos positivos e negativos do teste em questdo

(Malfertheiner et al., 2000; Leodolter et al., 2001).

3.6.1 Métodos invasivos

Histologia

A histologia estd entre os métodos invasivos mais empregados para o
diagnostico da infeccdo pelo Hp. Uma de suas principais vantagens € que além de
detectar diretamente a presenca da bactéria, possibilita determinar as alteracOes
morfolégicas (p.ex.: neoplasias) eventualmente presentes na mucosa gistrica da
bidpsia em questao (Leodolter et al., 2001; Graham e Rakel, 1999).

Assim como todos o:s métodos invasivos, baseados em biépsia, um dos maiores
problemas deste método ¢ a probabilidade de erros devido a amostragém, uma vez que
a infeccao pelo Hp apresenta um perfil de distribuicdo anatdmica irregular. Portanto,
para se obter um resultado confidvel recomenda-se que 4 a 5 bidpsias sejam coletadas
do antro e do corpo do estdmago. Assim como outros testes, a sensibilidade é maior
em bidpsias do antro, caso o paciente ndo tenha sido tratado (Malfertheiner et al.,
2000; Glupczynski, 1998).

Coloragdes apropriadas e especificas devem ser empregadas na deteccdo do Hp
por histologia (Graham e Rakel, 1999). Dentre os métodos recomendados encontram-
se as coloragdes de Giemsa modificado, Warthin-Starry, Genta , Diff-Quick e El-
Zimaity (Malfertheiner et al., 2000; Graham e Rakel, 1999; El-Zimaity et al., 1998a;
El-Zimaity et al., 1998b; Genta et al., 1994). O uso destas coloragdes geralmente
diminui a variagio intra-observadores, que nas infeccdes por Hp ainda é muito elevada

(Malfertheiner et al., 2000). O recomendado & que seja realizada ao menos uma
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coloragdo tradicional (p.ex.: HE) e uma especial (p.ex.: Diff-Quik) ou entio uma
coloracio tripla como a de Genta ou El-Zimaity. A sensibilidade destes métodos varia

de 80 a 100% e a especificidade geralmente € maior que 95% (Graham e Rakel, 1999).

Urease

O teste rapido da urease apresenta as vantagens de ser simples, rapido e de
custo acessivel. O seu valor na pratica nao estd baseado somente na sensibilidade e na
especificidade (geralmente superiores a 95%), mas também na rapidez com a qual o
endoscopista pode obter o resultado. A sensibilidade pode estar diminuida quando a
leitura € feita em menos de uma hora (Glupczynski, 1998) ou em pacientes sob
tratamento (Malfertheiner et al.,, 2000). Varios métodos t€m sido propostos para
aumentar a velocidade da viragem do pH, tais como pré-aquecimento do kit ou
incubacdo a 37° C (Glupczynski, 1998; Pilonetto et al., 1993). Além de ser muito

conveniente na pratica clinica é um teste muito acurado (Leodolter et al., 2001).

Cultura

Sem divida alguma a cultura € o teste mais especifico para se diagnosticar a
infecgio pelo Hp (Leodolter et al., 2001), entretanto a sua sensibilidade tem variado
muito entre os centros de diagnéstico. Provavelmente estas discrepancias sejam
explicadas pelas diferencas na habilidade e experiéncia em técnicas de cultivo
(Glupczynski, 1998). Embora seja considerada por alguns como um método
complicado, atualmente a cultura pode ser realizada na maioria dos laboratérios de
Microbiologia. Entretanto, ndo € um exame necessirio para se estabelecer o
diagnostico da infecgao pelo Hp. Por outro lado, uma das grandes vantagens deste
método € permitir a realizacdo subseqiiente do teste de susceptibilidade a antibiéticos
(Glupczynski, 1998; Leodolter et al., 2001). Este teste pode ser de particular

importincia nos casos de pacientes que receberam o tratamento e houve falha
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terapéutica ou em pacientes onde se suspeita a presenca de um isolado resistente, como
€ o caso de regides com altas taxas de resisténcia microbiana (van Zweet et al., 1996).
No Brasil, Queiroz et al. (1987) desenvolveram um meio de cultura a base de
dgar BHI adicionado de suplemento e antibiéticos e que recebeu o nome de BHM
(Belo Horizonte Medium). Este meio demonstrou ter uma o6tima sensibilidade e
permite a triagem do Hp, pois as colonias que se desenvolvem apresentam um aspecto

dourado brilhante, muito caracteristico.
Biologia Molecular e Outros Métodos

Atualmente os exames de biologia molecular para a deteccdo de Hp tém uma
maior aplicacdo em estudos cientificos e ndo estdo sendo utilizados em larga escala no
diagndstico laboratorial de rotina. As metodologias moleculares podem fornecer
informacoes valipsas para ;estudos clinicos e epidemioldgicos, dando uma noc¢ao da
estrutura genética da populacdo de Hp e auxiliam a compreensdo da evolucdo do
- microorganismo. Para tanto é essencial o uso de técnicas sensiveis e eficientes. Virias
técnicas moleculares tém sido desenvolvidas, baseadas no alto grau de variabilidade
genética dentre as cepas de Hp (Ge e Taylor, 1998). Dentre estas técnicas encontram-
se: a ribotipagem, a técnica de RFLP (Restricition fragment lenght polymorphism), o
método de PCR-RFLP, as técnicas de AP-PCR (Arbitrarily primed PCR), também
conhecida como RAPD (Random amplified polymorphic DNA) e a de tipificagdo
seqiiencial de PCR-DNA, entre outras (Ge e Taylor, 1998). De grande interesse
diagnodstico futuro, encontra-se a possibilidade de detecgdo por PCR do gen que
confere resisténcia a Claritromicina em bidpsias, sem a necessidade de isolamento da

bactéria em cultura (Leodolter e Megraud, 2001).
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3.6.2 Métodos nao-invasivos
Sorologia

Durante a infec¢do por Hp o perfil da resposta sist€mica é constituido por um
aumento transitério de IgM, seguido de um aumento de IgA e IgG especificas que
persistem durante a infecgdo. Diversos sistemas comerciais tém sido desenvolvidos
para a deteccdo destes anticorpos, sendo a maioria designada a deteccio e
principalmente de IgG e eventualmente de IgA, no soro. A metodologia empregada
geralmente é o ELISA ou eventualmente o latex. Recentemente, técnicas rapidas de
imunocromatografia tém sido empregadas principalmente em consultérios. Também ¢é
possivel a deteccdo de IgG na urina e de IgA e IgG na saliva, embora os kits para estes
dois Ultimos ensaios sejam menos sensiveis do que os métodos que utilizam soro
(Glupczynski, 1998; Fallone et al., 1996; Alemohammad et al., 1993).

Ha uma recomendacio geral de que qualquer metodologia sorolégica deve ser
validada e padronizada lobalmente, antes de ser implantada como ferramenta de
diagnostico (Debongnié et al., 1993). Em muitas situagGes isto pode implicar inclusive
em ajuste do “cut-off” recomendado pelo fabricante (Thijs et al., 1996). A acuricia
diagnostica da sorologia é um pouco menor que os demais testes e deve ser utilizada
para screening ou, se for utilizada para diagnéstico deve-se realizar uma validacio
local da metodologia, especialmente em populacdes com baixa prevaléncia da infecgio

(Leodolter et al., 2001).

Numa ampla revisdo metodolégica, Glupczynski sugere que o screening
sorolégico € particulbarmente interessante em pacientes jovens (menos de 45 anos)
dispépticos, antes da endoscopia ou como triagem pré-tratamento, em caso onde nio
haja nenhum sintoma alarmante (Glupczynski, 1998). Esta afirmacido é corroborada
pelo relatério do Consenso Europeu sobre a conduta na infeccdo por Hp e por varios

outros autores (Malfertheiner et al., 1997; Leodolter et al., 2001).
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Diversos testes soroldgicos rapidos foram também desenvolvidos, a principio
para uso em consultdrios, utilizando-se ELISA em fase sélida, aglutinacdo em latex ou
imunocromatografia (Graham, 1996). Dentre as principias vantagens destes kits estd a
sua praticidade: possibilidade de se utilizar sangue total; resultados em 5 a 10 minutos;
interpretacdo simples (mudanca de cor) e ndo s30 necessarios equipamentos.
Entretanto, a sensibilidade fica entre 80-85% e a especificidade entre 75-80%
(Glupczynski, 1998). Em um estudo piloto, utilizando método imunocromatografico, o
autor do presente trabalho encontrou uma especificidade e sensibilidade inferior a 50%
(Pilonetto, 2000 - dados ndo publicados). Enfim, ndo se recomenda a utilizacdo destes
métodos em locais onde ndo esteja disponivel um método de bancada para
confirmacdo dos resultados. No Brasil, estes testes sdo geralmente usados em

laboratério e nao em consultérios.
Teste Respiratorio

E o gold standard dos métodos nio invasivos e apresenta uma elevada acuracia
 tanto no periodo pré quanto no pds-tratamento (Bell et al., 1987; Bell, 1998; Leodolter
et al., 2001). Este teste € realizado apds a ingestdo de uréia marcada com carbono-13
ou carbono-14 e estd baseado na deteccdo da atividade de urease do Hp. Esta enzima
hidrolisa a uréia marcada, liberando amoénia e bicarbonato marcado, o qual é
rapidamente absorvido para a corrente circulatéria, onde € convertido em 4dgua e CO,.
Entdo o di6éxido de carbono marcado pode ser detectado no ar expirado pelo paciente,
através de espectofotometria de massa ou infravermelho (Leodolter et al., 2001). O
teste € realizado comumente apdés uma refeicdio ou bebida especial antes da
administracdo da uréia marcada. Alternativamente o substrato pode ser dissolvido na
bebida-teste e entdo esta € administrada. O uso de acido citrico nestas refeicdes parece
aumentar a sensibilidade do teste. O uso da refeicdo previamente a administragﬁo da

uréia é muito importante para garantir uma melhor distribuicdo do substrato no corpo
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géastrico e no fundo. Esta distribuicio homogénea da uréia marcada € crucial,
principalmente nos casos pos-tratamento onde a densidade do Hp no antro esti
reduzida e pode até aumentar no fundo (Leodolter et al., 2001).

Outras técnicas recentemente descritas e que terdo grande impacto no
diagnéstico da infeccdo pelo Hp incluem: a pesquisa de antigeno nas fezes e a
hibridizacdo fluorescente in situ (Vaira et al., 1999; Braden et al., 2000; Vaira et al.,
2000; Leodolter et al., 2001; Leodolter e Megraud, 2001).

3.7 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

O Hp geralmente apresenta-se resistente ao tratamento que utiliza apenas uma
droga. Portanto, para erradicagio desta infeccio emprega-se habitualmente de duas a
até quatro drogas de diferentes grupos tais como inibidores de bomba de prétons,
antibiéticos e sais de bismuto coloidal (Graham e Rakel,1999; Valarini, 1999; Coelho
et al., 2000).

Atualmente os esquemas que utilizam o metronidazol sdo desaconselhados, pois
~ a taxa de resisténcia chega a 47-70 % nos paises latino-americanos (Coelho et al.,
2000; Castro e Coelho, 1998). Valarini, estudando oito esquemas terapéuticos em
pacientes provenientes de Curitiba, PR verificou que a melhor opg¢ao seria a terapia
triplice associando amoxacilina, metronidazol e omeprazol, pois apesar de outras
associagOes terem se mostrado igualmente eficazes ou até ligeiramente superiores
(p.ex.: omeprazol, claritromicina e metronidazol), este protocolo foi 0 que demonstrou
maior adesio e menos efeitos colaterais (Valarini, 1999).

Numa anélise do perfil de resisténcia do Hp, Mendonga et al. (2000) detectaram
resisténcia ao metronidazol em 42% (38/90) dos pacientes; a amoxacilina em 29 %
(26/90); a claritromicina e a tetraciclina em 7% (6/90) e a furazolidona em apenas 4%
(4/90). Estes resultados corroboram a necessidade de se realizar a cultura e estabelecer
o perfil de resisténcia do Hp, em areas geograficas especificas, antes do uso
generalizado de esquemas terapéuticos. Também fica evidente a necessidade de se

associar dois ou mais antibidticos para alcangar um melhor efeito terapéutico.



4 MATERIAIS E METODOS
Casuistica

Foram utilizadas amostras de sangue de 276 doadores provenientes do banco de
sangue Hemobanco de Curitiba —PR, obtidas no periodo de junho a julho de 2000.

Dentre os doadores estudados, 65% (179/276) eram homens e 35% (97/276)
mulheres, com idade de 18 a 60 anos (média: 33 anos). De acordo com a distribuicdo
da faixa etdria, 42,4% (117/276) dos doadores encontravam-se entre 18 a 29 anos;
31,5% (87/276) entre 30 a 39 anos; 16,7% (46/276) entre 40 a 49 anos e 9,4% (26/276)
acima de 50 anos. A distribuicdo da origem racial foi a seguinte: 88,0% (243/276)
caucaséides, 10,5% (29/276) mulatos, 1,1% (3/276) negros e 0,4% (1/276) asiaticos.
Quanto a origem geografica dos doadores 61,6% (170/276) eram da cidade de
Curitiba, 34,8% (96/276) da regido metropolitana e os 3,6% (10/276) restantes do
interior do Parand. A dete}minagéo do nivel socioecondmico foi determinada pelo
perfil dos doadores do banco de sangue Hemobanco, seguindo os pardmetros do
- Critério Brasil (IBOPE, 2001), sendo a maioria pertencente a classe socioecondmica
baixa e média-baixa (niveis C, D e E).

Para efeitos de comparagao da prevaléncia de anticorpos anti-Hp em diferentes
niveis socioecondmicos foi estabelecido um grupo controle constituido por 79
universitdrios com idade entre 18 e 26 anos (média 20 anos), sendo 12,7% (10)
homens e 87,3% (69) mulheres; de classe socioeconOmica alta e média-alta (niveis Al,
A2, B1, B2), predominantemente caucaséides (95%), provenientes de Curitiba (95%) e

regidao metropolitana (5%).
Amostras biologicas

As amostras de sangue foram coletadas em tubos a vicuo. Os soros foram

separados por centrifugacdo (3000 RPM por 5 minutos) e acondicionados em frascos
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Eppendorf de 1,2 mL e conservados a —20° C, até 0 momento de andlise. A deteccdo

de anticorpos foi executada de agosto de 2000 a marco de 2001.
Deteccao dos anticorpos IgG anti-Hp

Os anticorpos anti-Hp (IgG) foram determinados qualitativamente pelo método
de enzimaimunoensaio (ELISA), utilizando-se como antigenos proteinas de alto peso
molecular associados 2 célula bacteriana - HM-CAP®, segundo as recomendacbes do
fabricante do kit (ProSpecT para Helicobacter pylorz®, Seradyn/Biobras — Figura 7).
Os antigenos de Hp (HM-CAP®) sio obtidos conforme descrito por Evans e cols.
(1989). Para a determinagdo da presenga ou auséncia de anticorpos foram pré-
estabelecidos valores de cut-off empregando-se os calibradores fornecidos pelo
fabricante (Figura 8). Sucintamente, pipetou-se em duplicata 100 pL de cada
calibrador (negativo, baixo e alto) na microplaca, para obtencido da curva-padrio. Os
soros foram diluidos 1:100. em tampao apropriado, sendo 100 uL transferidos para as
microplacas re\;estidas com antigenos Hp. Ap6s 20 minutos de incubacdo a
_ temperatura ambiente, as microplacas foram lavadas por trés vezes com tampao
apropriado. Em seguida, 100 uL de conjugado enzimético (anti-IgG humana ligada a
peroxidase - HRPO) foram adicionados e incubados por 20 minutos. Apds nova etapa
de lavagem adicionou-se 100 uL de substrato (3,3’, 5,5’-Tetrametilbenzidina - TMB)
aos orificios. Ap6s incubac@o por 10 minutos adicionou-se 100 uL da solugio STOP
constituida de 4cido sulfirico 1 N. As absorbancias foram determinadas em
espectrofotdmetro modificado para leitura de placas de ELISA (modelo ETI-
System®, Sorin Biomedica). Amostras cujos resultados apresentaram valores
superiores a 2,2 VE (Valor de ELISA) foram consideradas positivas e abaixo de 1, 8
VE negativas. Amostras cujos resultados apresentaram valores entre 1,8 ¢ 2,2 VE
foram consideradas indeterminadas tendo sido excluidas do presente estudo. Para se
verificar a exatidio do kit, dezesseis testes (13 soros e 3 controles) foram determinados

em duplicata e demonstraram uma concordancia de 100% (Figura 9).
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Figura 7 -Sistema comercial utilizado para a detecg@o de anticorpos anti-H. pylori

Figura 8 - Calibradores utilizados na detecg@o de anticorpos anti-H. pylori

NEGATIVE LOW POS
ALIBRATC CALIBRA

NOTA: tampa azul - calibrador negativo; tampa verde - calibrador baixo; tampa amarela — calibrador alto.
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Figura 9 - Resultados do ELISA (Seradyn®), realizados em duplicata

NOTA: As colunas da esquerda sdo duplicatas da coluna da direita, sendo os trés primeiros testes da primeira coluna os
controles negativo, baixo e alto, respectivamente.

Figura 10 - Kit utilizado para confirmag@o da pesquisa de anti-H. pylori em doadores
anti-Hbc e anti-Hbs positivos
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Detecgao de marcadores sorologicos

Os resultados dos marcadores sorolgicos foram obtidos através de consulta ao
banco de dados do Hemobanco. Neste servi¢o, as pesquisas de anticorpos anti-Hbc,
anti-Hbs e de antigeno HbsAg foram realizadas utilizando-se kits de ELISA
(Biorad®). Resultados duvidosos foram repetidos em duplicata (ELISA) e se
necessario era realizado Immunoblot, conforme o preconizado nas portarias 1376 e 121
do Ministério da Saidde. O mesmo protocolo foi aplicado para determinagdo do Anti-
HCYV, sendo utilizado um kit de ELISA (Murex 4.0®). A pesquisa de anticorpos anti-
Trypanosoma cruzi foi conduzida através do método de ELISA (Wiener®) e
hemaglutinagio (Imunoserum®). A pesquisa de VDRL foi executada utilizando-se
reativo de ldtex para pesquisa de anticorpos anti-cardiolipina (Biolab®). Os anticorpos
anti-HIV foram pesquisados utilizando dois métodos de ELISA (Murex 1.2.0® e
Biochem®) ¢ a confirmacao, caso necessaria, era realizada através de Western-Blot.

Nas amostras positiv'as para anti-Hp e anti-Hbs e/ou Anti-Hbc, utilizou-se um
outro kit (Monobid®) para determinagdo dos anticorpos anti-Hp; para confirmagdo dos
_ resultados (Figura 10). Este método baseia-se na utilizagéo do principio estreptavidina-
biotina, e os antigenos sao sonicados de células bacterianas totais de Hp. A Gtima
reprodutibilidade deste kit pode ser observada na figura 11, onde a coluna a direita
constitui uma duplicata da coluna a esquerda, embora estas se encontrem em etapas

diferentes do teste — antes e depois da adicdo da solucdo STOP (comparar a

intensidade das cores).

Validagao da metodologia

Para validacdo da metodologia soroldgica foram coletadas amostras (soro e
biopsia) de 23 pacientes sintomadticos submetidos a endoscopia, com indicacéo clinica
para pesquisa e tratamento de infec¢do pelo Hp. Para determinar o diagnéstico de

infeccdo por Hp foram utilizados como critério de infeccdo a histologia pela
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carbolfucsina (El-Zimaity et al., 1998b) e/ou teste da urease (Glupczynski, 1998)
positivos. As amostras foram obtidas de pacientes do servigo de endoscopia do
Hospital Universitdrio Cajuru. O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Universitirio Cajuru e os pacientes deram o seu

consentimento por escrito (anexo 1).

Figura 11 - Resultados do ELISA (Monobid®) realizados em duplicata, antes e depois
da adig¢do da solugdo STOP

NOTA: cor azul — antes da adigdo da solucdo STOP; cor amarela - ap6s adigdo da solugdo STOP. Observar a
reprodutibilidade do método (colunas 2 esquerda x colunas 2 direita) pela intensidade da cor.

Andlise estatistica

Os célculos estatisticos foram realizados utilizando-se os testes ndo-
paramétricos de qui - quadrado de Pearson, com auxilio do software Statistica, versdo

5.5 e do software Microstat.



5 RESULTADOS

Dos 276 doadores cujos dados foram analisados, 161 apresentaram sorologia
positiva para anticorpos IgG anti-Hp, demonstrando uma soropositividade de 58,3%.

A andlise da positividade de anticorpos anti-Hp de acordo com a idade dos
doadores demonstrou um aumento conforme a seguir: em individuos entre 18 a 29
anos, 47,9% (56/117) tinham a presenga de anti-Hp. Na faixa etdria entre de 30 a 39
anos, 55,2% (48/87) dos individuos foram positivos. Para individuos entre 40 a 49
anos, a taxa de positividade foi de 63,0% (29/46) e acima de 50 anos a positividade foi
de 80,8% (21/26). O aumento da positividade de anti-Hp nos doadores, de acordo com
a idade, foi estatisticamente significante (p < 0,01). A presenga de anticorpos anti-Hp,

de acordo com a faixa etéria, encontra-se demonstrada no Gréfico 1.

Grifico 1 - Prevaléncia de anticorpos anti—H. pylori, de acordo com a faixa etaria dos

doadores
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A soropositividade para anticorpos anti-Hp de acordo com 0 sexo demonstrou

que entre os doadores de sangue 55% (53/97) das mulheres e 60% (108/179) dos
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individuos do sexo masculino apresentaram anticorpos anti-Hp (Gréfico 2). Em
relagdo aos universitérios, 40,0% (4/10) dos homens eram soropositivos e 25% (17/69)
das mulheres tinham anticorpos anti-Hp (Grafico 2). Estes resultados ndo

demonstraram diferencga significativa entre o nimero de mulheres e homens infectados

pelo H. pylori (p = 0,43 e p = 0,30, respectivamente).

Griéfico 2 - Prevaléncia de anticorpos anti-H. pylori nos doadores e universitérios,

segundo 0 sexo
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3 Ml Anti-Hp +
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=

Doador Masc. Doador Fem. Univ. Masc. Univ. Fem.

NOTA: Doador Masc. X Doador Fem.— p = 0,43; Univ. Masc. X Univ. Fem.— p = 0,30; Masc.: Masculino; Fem.: Feminino

A prevaléncia de anticorpos anti-Hp, analisada quanto a origem geogréfica dos
doadores, foi subdividida em: Curitiba e Regido Metropolitana de Curitiba (RMC).
Dos 170 individuos da cidade de Curitiba, 90 (52,9%) foram anti-Hp positivos
enquanto que dos 96 individuos provenientes da RMC, 67 (69,8%) apresentaram

anticorpos anti-Hp. Analisando a prevaléncia de anti-Hp na cidade de Curitiba em
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comparagdo a RMC, estes resultados demonstraram diferenga estatisticamente
significante, sendo p = 0,0073 (Gréfico 3).

Analisando-se o nivel socioecondmico e a prevaléncia de anticorpos anti-Hp,
esta foi significantemente maior nos doadores (predominantemente de classe média-
baixa/baixa ou niveis B2, C-E) do que a observada nos universitdrios (classe
alta/média-alta ou niveis Al, A2 e BIl; Gréfico 4), sendo a positividade 58,3%
(161/276) em doadores versus 26,6% (21/79) nos universitarios (p < 0,001; Gréfico 3).

Gréfico 3 — Comparagdo da positividade de anticorpos anti-H. pylori, de acordo com a

origem geogréfica e nivel socioecondmico

O Anti-Hp -
M Anti- Hp +

Doadores" RMC Curitiba Controle®

NOTAS: RMC x Curitiba - p = 0,0073; Doadores x Controle: p < 0,001.
(1) - nivel socioecondmico médio-baixo/baixo,
(2) (2) - nivel socioeconémico alto/médio-alto;
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Gréfico 4 - Distribuigio do nivel socioecondmico entre doadores e no grupo controle,

segundo o Critério Brasil
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NOTA: classe Al e A2 —classe alta; classe B1 — média-alta; classe B2 — média; classe C — média-baixa; classe D e E — baixa

A distribui¢do dos grupos sanguineos ABO entre os doadores foi a seguinte:
46,4% (128/276) eram do grupo O, 38% (105/276) do grupo A, 12,3% (34/276) do
grupo B e 3,3% (9/276) do grupo AB. Quanto ao sistema Rh, 88% (243/276) eram Rh
positivo e 12% (33/276) eram Rh negativo. Em relagdo ao grupo sangiiineo ABO,
observou-se uma maior soropositividade para anti-Hp entre os individuos AB: 66,7%
(6/9), quando comparados com individuos O: 61,7% (79/128), individuos do grupo A:
57,1% (60/105) e individuos do grupo B: 47,0% (16/34). Nao houve diferenca
estatisticamente significante para a presenga de anticorpos anti-Hp entre os diferentes
grupos sangiiineos do sistema ABO (p = 0,44; Gréafico 5). A prevaléncia para
anticorpos anti-Hp em doadores Rh (D) positivos e negativos foi de 57,6% (140/243) e
63,6% (21/33) respectivamente, sem diferenca significante (p > 0,05 — Gréfico 6).
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Gréfico 5 - Prevaléncia de anticorpos anti-H. pylori em doadores, de acordo com o

grupo sangiiineo ABO
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NOTA: Negativos — auséncia de anti-Hp; Positivos — presenga de anti-Hp.

Grifico 6 - Prevaléncia de anticorpos anti-H. pylori, de acordo com o grupo sangiiineo
-Sistema Rh (D)

O Ac ausentes
H Ac presentes

p> 0,05

Rh-positivo Rh-negativo

NOTA: Ac - anticorpos anti-Hp
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Quanto a positividade dos anticorpos anti-Hp concomitantemente com outros
marcadores de doengas infecciosas, observou-se uma maior prevaléncia de doadores
que possuiam simultaneamente anticorpos anti-Hp e anticorpos da hepatite B
(definidos pela presénga de anti-Hbc e Anti-Hbs). Dos 276 doadores da pesquisa, 16
(5,8%) apresentaram anticorpos anti-Hbc. Destes, 12 (4,3% do total) apresentaram
também anticorpos anti-Hbs. Trés doadores (1,1% do total) apresentaram somente
anticorpos Anti - Hbc e um tnico individuo (0,4% do total) foi positivo parﬁ Anti-Hbe
e HbsAg. Dentre os doadores anti-Hbc e Anti-Hbs positivos, 91,7% (11/12) deles
apresentaram anticorpos anti-Hp, enquanto que apenas um (1/12 ou 8,3%) individuo
anti-Hbc e Anti-Hbs positivos foi negativo para anti-Hp. Em relacdo aos doadores
positivos somente para anti-Hbc, todos os trés (100%) foram positivos para anti - Hp.
O tnico individuo que. aprésentou positividade para o antigeno Austrdlia (HbsAg) e
| Anti-Hbc, foi negativo para anticorpos anti-Hp (Tabela 1).

No geral, dos 16 doadores que apresentaram pelo menos um marcador para
hepatite B, 14 (87,5%) também apresentaram anticorpos anti-Hp, demonstrando uma
diferenca estatisticamente significante, sendo p = 0,0001 (Tabela 1).

Quanto as demais doencas infecciosas, dois individuos apresentaram
positividade para anti-cardiolipina (VDRL positivo), dois para anticorpos anti-
Trypanosoma cruzi (Chagas — EIA) e dois para anticorpos anti-HCV. Todos estes seis
individuos também apresentaram anticorpos anti-Hp. Nenhum individuo da populacdo

estudada apresentou anticorpos anti-HIV (Tabela 2).
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Tabela 1 - Prevaléncia de anticorpos anti—H. pylori nos doadores Anti-Hbc e Anti-Hbs

positivos
Anti -Hp Positivos Anti -Hp Negativos
Anticorpos presentes n (%) n (%)
Anti-Hbc e Anti-Hbs 11(91,7) 1(8,3)
Anti-Hbc 03 (100) 0(0)
HbsAg e Anti-Hbc 0(0) 1 (100)
Total 14 (87,5) 2(12,5)

NOTA: p = 0,0001

Tabela 2 - Prevaléncia de marcadores sorolégicos de outras doencas infecciosas, nos

doadores
- Anti -Hp Positivos Anti -Hp Negativos
Anticorpos presentes n (%) n (%)
Anti-cardiolipina (VDRL) . 02 (0,7) 0
Anti-HCV - 02 (0,7) 0(0)
Anti-T. cruzi 02 (0,7) 0(0)
Anti-HIV 0(0) 0 (0)
Total 06 (2,1) 0(0)

Na validacdo realizada para o método sorolégico observou-se que 78,3%
(18/23) dos pacientes submetidos a bidpsia foram positivos para o teste da urease e
69,6 % (16/23) para a andlise histoldgica utilizando-se a coloracio de carbolfucsina. A
presenca de anticorpos anti-Hp foi detectada em 86,9 % (20/23) destes pacientes
(Tabela 3). Tendo sido considerado infectado o individuo que apresenfou teste da
urease e/ou histologia positivos, a sensibilidade da sorologia foi de 86,4% (19/22), € o
valor preditivo positivo (VPP) foi de 95% (Tabela 4).
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Tabela 3 — Resultados dos diferentes testes para diagndstico da infecc¢do por H. pylori,

utilizados na validacao da sorologia

Positivos Negativos Total
Método
n (% no grupo) n (% no grupo) (n =23)
Urease 18 (78,3) 5(21,7) 23
Histologia 16 (69,6) - 7(30,4) 23
Anti -Hp 20 (86,9) 3(13,1) 23
Tabela 4 — Resultados da validacdo do método sorolégico
Urease ¢ Histologia  Urease e/ou Histologia Total
Meétodo " positivos negativos (n=23)
. 1 (% no grupo) n (% no grupo) ”
Anti -Hp Positivos 19 (82,6) 14,4 20 (86,9)
Anti -Hp Negativos 3(13,0) 0(0,0) 3(13,0)
Total 22 (95,6) 1(4,4) 23(100,0)

NOTA: Sensibilidade - 86,4% (19/22); VPP — 95% (19/20); Especificidade e VPN — ndo aplicével.



6 DISCUSSAO

Desde que foi isolado em 1982 (Marshal e Warren, 1983), o Helicobacter
pylori tem sido associado com diversos distirbios gastrointestinais como gastrite e
tlceras pépticas (Warren, 1984), dispepsias ndo ulcerosas (Talley et al., 1991),
adenocarcinoma (Forman et al., 1991; Parsonett et al., 1991) e linfoma MALT
(Wotherspoon et al., 1991). Outras hipéteses levantadas incluem a associacdo desta
bactéria com outros distiirbios nao gastrointestinais como: hepatopatias, baixa estatura,
doencas corondrias, doencas auto-imunes, entre outras (Queiroz, 2001; Ponzetto et al.,
2000a; Strachan et al., 1998; Brown, 2000). Portanto ha praticamente duas décadas,
desde que Marshal et al. (1983) isolaram o Hp, pesquisadores no mundo todo vém
estudando este microorganismo e intimeros trabalhos tém sido publicados sobre o

assunto.
A prevaléncia do Hp no Brasil e no mundo

Virios estudos epidemiolégicos tem procurado estabelecer a prevaléncia da
- infeccdo por Hp em diferentes partes do globo, bem como tentado encontrar o
mecanismo exato de transmissdo desta bactéria (Megraud et al., 1989; Graham et al,,
1991a; Malaty et al., 1991; Graham et al., 1991b; Goodman et al., 1996; Feldman et
al., 1998; Brown, 2000).

Acredita-se que a prevaléncia da infecc@o pelo Hp em paises desenvolvidos seja
em torno de até 40% e em paises em desenvolvimento pode ser acima de 80 %
(Brown, 2000; Souto et al., 1998; Oliveira et al., 1999b).

No Brasil, os estudos publicadbs sdo escassos, sendo a maioria relacionados a
individuos com distirbios gastrointestinais (Queiroz et al., 1991; Coelho et al., 1992;
Rocha et al., 1992; Pilonetto et al., 1993; Nogueira et al., 1993; Bezerra et al., 1996;
Ribeiro et al., 1998; Oliveira et al., 1999a; Ogata et al., 2001) e alguns poucos em
individuos sauddveis (Oliveira et al., 1994; Souto et al., 1998; Oliveira et al., 1999b).

Estes estudos foram realizados em regides geograficas. restritas do pais,
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particularmente em Belo Horizonte, MG; Sao Luis, MA e em Nossa Senhora do
Livramento, MT. Como existem diferencas importantes na soroprevaléncia dos
individuos estudados nestas regides foi proposto o presente estudo com o intuito de
verificar a prevaléncia de anticorpos anti-Hp em Curitiba e regido metropolitana,
estado do Parana, sul do Brasil. Revisoes realizadas em ferramentas de busca na
Internet e em base de dados internacionais e nacionais (Medline, Lilacs, Bireme, Ovid)
nao indicaram a existéncia de trabalhos similares nesta regido do pafs.

A amostragem escolhida foi a de doadores de banco de sangue devido a
facilidade de obtencdo da amostra em grande escala. Embora alguns autores
questionem a utilizac@o deste grupo de individuos acredita-se que eles representam, de
maneira significativa, a populagao saudavel da cidade; sendo que muitos trabalhos tém
sido desenvolvidos em todo 0 mundo com este tipo de populacao (Rocha et al., 1992;
Veenendaal, 1992; Holtmann et al., 1994; Menegatti et al., 1998; Menegatti et al.,
2000, Rocha et al., 2001). O grupo de universitarios foi incluido para efeitos de
comparacdo da prevaléncia de anticorpos anti-Hp em doadores com uma populagio de

diferente nivel socioeconémico.
Idade de aquisicdo e efeito “coorte”

E provivel que a infeccio pelo Hp seja adquirida ainda cedo na infincia
(Graham et al., 1991a; Brown, 2000). O presente estudo demonstrou um nitido
aumento na soroprevaléncia de Hp de acordo com a idade, pois no grupo de doadores
de 18 a 29 anos a positividade foi de 48 %, chegando a 81% nos individuos acima dos
50 anos de idade. Um desenho de estudo do tipo “coorte” seria necessiario para
verificar se este aumento na prevaléncia € devido ao efeito de “coorte” ou a uma
aquisicdo da infeccdo que comega na infincia e perdura na idade adulta.

De acordo com estudo realizado em Belo Horizonte com criancas de baixo nivel
socioecondémico, a prevaléncia evolui de 16,4% em criancas com menos de dois anos
para até 64%, em adolescentes de 15 a 18 anos (Oliveira et al., 1994). Este aumento

significativo (p = 0,001) na prevaléncia de anticorpos anti-Hp, de acordo com a idade,
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indica um provavel efeito de “coorte”. Outros estudos deixam ainda mais clara a idéia
de que em paises em desenvolvimento a infec¢do pelo Hp € adquirida muito cedo
(Mitchell et al., 1992; Pounder e Ng, 1995; Ma et al., 1998). Na China, relatou-se uma
alta prevaléncia de Hp (70%) em criangas de cinco a seis anos (Ma et al., 1998). Esta
taxa € similar 4 de adultos provenientes da mesma 4rea geografica (Zhang et al., 1996).

O efeito “coorte™ foi sugerido por alguns autores como uma possivel explicacdo
para a diferenca de prevaléncia de anticorpos anti-Hp de acordo com a idade (THE
EUROGAST STUDY GROUP, 1993; Gause, 1998). Segundo esta teoria, as condi¢des
higi€nico-sanitdrias eram bem precdrias ha décadas atrds, propiciando uma maior
disseminacdo do Hp. Nos dias de hoje, principalmente em paises desenvolvidos, as
condicdes socioecondmicas e higi€nico-sanitdrias evoluifam e as pessoas,
principalmente criangas e jovens, estariam menos expostas a infeccdo pelo Hp. Por
outro lado, nos paises em desenvolvimento, estas condi¢cdes nado estariam evoluindo de
maneira satisfatéria e haveria um risco, nos dias de hoje, de se adquirir a infeccio pelo
Hp, mesmo em adultos (Oliveira et al., 1999b; Potasman e Yitzhak, 1998; Taylor et
al., 1997). |

Um outro fator importante na elucidacdo do aumento da prevaléncia com a
idade € o fato do mecanismo exato da transmissdo da infecgio pelo Hp ainda nao estar
bem esclarecido. Provavelmente a transmissdo pessoa-pessoa seja a mais provavel
(Malaty et al,, 1991) e a rota seja fecal-oral ou oral-oral (Graham et al., 1991a;
Megraud, 1995; Brown, 2000). Entretanto, varios outros mecanismos provavelmente
também contribuem na transmissdao deste patégeno (Tytgat, 1995; Feldman et al.,
1998; Brown, 2000). No presente 'estudo, 0 numero limitado de informacdes
epidemioldgicas sobre os individuos pesquisados nao permitiu uma anélise mais ampla

dos fatores de risco € mecanismos de transmissao da infeccdo pelo Hp.
Anti-Hp e sexo

Nio se encontrou diferenca significativa (p > 0,05) quanto a prevaléncia de

anticorpos anti-Hp entre os individuos masculinos e femininos, sendo que, entre 0s
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doadores, 60% (108/179) dos homens e 55% das mulheres (53/97) apresentavam
soropositividade. Situa¢do semelhante ocorreu nos universitirios onde a positividade
em homens foi de 40% (4/10) e em mulheres foi de 25% (17/69), sendo p > 0,05.
Embora alguns autores tenham observado o contrario (Reploge et al., 1995; Smoak et
al., 1994), em geral n@o ha diferenca significativa entre a prevaléncia de anti-Hp nos

diferentes sexos (Brown, 2000).
Origem geogrdfica e nivel socioeconémico

A populacdo de doadores estudada no presente trabalho foi proveniente
principalmente da cidade de Curitiba (61,6%) e da regiao metropolitana (34,8%). Uma
minoria dos individuos (3,6%) era proveniente do interior do Parani. Os resultados
obtidos demonstraram que a média geral da soroprevaléncia para o Hp nos doadores
estudados foi de 58,3%, sendo significante a diferenca de positividade entre os
individuos oriundos da cidade de Curitiba (52,9%), quando comparados com os da
regido metropolitana de Cuﬁtiba (69,8%; p < 0,01).

A explicagio pafa esta observacao pode ser o fato de que, embora nao acessada
- de maneira detalhada' neste estudo, o nivel socioecondmico e o indice de agrupamento
das familias provenientes da regido metropolitana, bem como a renda familiar e as
condi¢des higi€énico-sanitarias, tendem a ser inferiores aos da capital. Estes fatores ja
foram evidenciados como fatores de risco por vérios autores (Brown, 2000; Graham et
al., 1991a). |

Considerando-se cinco niveis de classe social, a maioria dos doadores (72,5%)
que freqientam o banco de sangue Hemobanco sido provenientes de classe
baixa/média-baixa/média (niveis B2, C, D e E). A soroprevaléncia de anti-Hp nestes
doadores (58,3 %) e mesmo a da regido metropolitana de Curitiba (69,8 %) foi menor
do que a relatada por Oliveira et al. (1999), em individuos saudaveis de baixo nivel
socioeconémico (81,7%), da regiao metropolitana de Belo Horizonte. Um outro estudo

conduzido na érea rural do Mato Grosso (Nossa Senhora do Livramento) demonstrou
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uma soroprevaléncia para o Hp de 77,5% em criangas e de 84,7% em adultos, sendo
ambas mais elevadas quando comparadas ao presente estudo (Souto et al., 1998).

Por outro lado, um estudo realizado por Rocha et al. (1992), em doadores de
banco de sangue em Belo Horizonte, demonstrou uma prevaléncia de 62,1%,
semelhante 4 encontrada no presente estudo (58,3%). A presenca de anticorpos anti-
Hp foi detectada em apenas 26,6% (21/79) dos individuos pertencentes ao grupo de
universitarios de Curitiba, cuja idade variou de 18 a 26 anos (média 20 anos). A
maioria destes (87,5%) eram provenientes de classe média-alta e alta (niveis A e B1).
Essa positividade foi bem menor que a encontrada no grupo de doadores do presente
estudo, mesmo com a faixa etdria pareada (47,3% ou 44/93). Portanto, estes resultados
corroboram o fato de que os niveis socioecondmicos e de instrucdo podem exercer

uma importante influéncia na soroprevaléncia de anti-Hp em populagdes distintas.
Hp, iilcera e grupos sanguineos

A associacado entre a tlcera duodenal e determinados grupos sanguineos é
conhecida desde a década de 50 (Aird, 1954; Clarke, 1956. In: Hook-Nikanne, 1990).
. Os individuos pertencentes ao grupo O tém uma incidéncia da doenca de 30 a 40%
maior que os demais individuos de outros grupos sanguineos. Enquanto isso, os
individuos ndo secretores tém uma probablidade de 40 a 50% maior de desenvolver
tilcera em relacdo aos secretores (Hook-Nikanne et al., 1990). Em 1993, Boren et al.
postularam, segundo um estudo in vitro que o antigeno Lewis" (Leb) eo antigeno H-1
(Grupo “0”) s@o as estruturas quimicas responsaveis pela ligacio do Hp as células
gastricas. (In: Hook-Nikanne et al., 1990).

Com a evidente associacdo entre ilcera duodenal e a infecgdo pelo Hp, que
ocorre em 90% dos casos (Hook-Nikanne et al., 1990), seria de se esperar uma maior
prevaléncia de anticorpos anti-Hp em individuos do grupo sanguineo O (Loffeld,
1991), pois estes possuem antigenos Le® expostos, possibilitando assim a aderéncia do
Hp as células gastricas (Niv et al., 1996). Entretanto, os achados em relacao a estas

associacOes nao sao concordantes. Hook-Nikanne et al. (1990) também demonstraram
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ndo existir correlacio entre a presenga de anticorpos anti-Hp do tipo IgG, IgA e IgM e
qualquer grupo sanguineo ABO e nem com os diferentes fen6tipos do sistema Lewis.

No presente estudo, ndo foi verificada maior prevaléncia de anticorpos anti-Hp
em individuos do grupo O em relagdo aos demais grupos do sistema ABO (p > 0,05).
Os dados apresentados aqui demonstram uma soropositividade de 61,7 % para o Hp,
em individuos O, portanto, bem préximo da média geral de individuos infectados, que
foi de 58,3%. Também ndo foi encontrada diferenca significativa quanto i prevaléncia
de anticorpos anti-Hp em relac@o aos doadores do grupo sanguineo Rh (D) positivo e
negativo (p > 0,05).

Como nos doadores € no grupo de universitirios do presente estudo foi
analisado somente a soroprevaléncia do Hp e estes individuos ndo foram submetidos a
exames diagnésticos (endoscopia), ndo foi possivel verificar a presenca de tlcera
duodenal nestes grupos. Mesmo assim, um estudo conduzido por Henriksson et al.
(1993) também nd3o encontrou diferenca significativa entre os diversos grupos

sanguineos ¢ a presenca de doengas gastrointestinais.

Anticorpos anti-Hp e marcadores sorologicos para hepatopatias

Um achado interessante do presente estudo foi a associagio entre a presenca de
anticorpos anti-Hp e marcadores sorolégicos para a Hepatite B. Dentre todos os
doadores estudados somente 5,8% (16/276) apresentavam um ou mais marcadores de
hepatite como o anti-Hbs e o anti-Hbc, indicando provavelmente infecgbes passadas.
Porém, o fato mais importante € que destes 16 individuos, 14 (87,5%) também
apresentavam positividade para anticorpos anti-Hp. Quando comparada ao grupo de
individuos soronegativos para anti-Hp esta diferenga foi significativa (p = 0,0001).

Uma associagao entre a aquisicdo simultdnea da infecc@o pelo Hp e o virus da
hepatite B parece ser pouco provivel uma vez que os mecanismos de transmissao ja
descritos destas duas infeccOes sio bem distintos e ndo apresentariam, portanto,

sobreposicdes. Uma provével hipdtese seria a de que nos individuos onde ha a
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presenga de marcadores sorologicos para hepatite B estaria ocorrendo uma reagio
cruzada com os antigenos do Hp utilizados neste estudo para a deteccdo de anticorpos.
Entretanto, utilizando-se um outro antigeno e outra metodologia menos sensivel para a
deteccdo de anticorpos anti-Hp nestes dezesseis doadores, demonstrou-se uma
concordancia de 81% (13/16) dos resultados.

Outra possibilidade seria uma possivel reacdo cruzada entre anticorpos anti-H.
hepaticus com antigenos de Hp. Nilsson, I. et al.. (2000) encontraram diversos
anticorpos contra H. hepaticus reagindo cruzadamente com o Hp. Para comprovagio
definitiva de uma reacdo cruzada entre anticorpos anti-H. hepaticus e antigenos de Hp,
teria que se realizar uma adsor¢ido destes anticorpos em coluna de cromatografia,
contendo sonicado de H. hepaticus e repetir a determinagio soroldgica do soro eluido
(Avenaud — comunicacdo pessoal, 2001). Entretanto tal metodologia ndo se encontra
disponivel em nosso meio, no momento.

Embora o H. hepaticus tenha sido postulado como provéavel causador de
hepatite crénica e associado com tumor hepatocelular em ratos de idade avancgada (Fox
et al., 1996), a sua patogenicidade em humanos ainda nio foi comprovada (Nilsson, I
et al.,, 2000). Por outrb lado, DNA de Hp tem sido encontrado em amostras biliares
(Lin et al., 1995) e DNA de outras espécies de Helicobacter em colangite esclerosante
primdria (Nilsson, HO et al., 2000).

Segundo Tsai et al. (1999) a tlcera péptica € mais freqliente em individuos
cirréticos. Porém, a hepatite pelo virus B € apenas uma das vérias causas de cirrose
hepética, o que torna a associagio entre o Hp e o virus da hepatite B apenas indireta e
vaga. Ponzetto et al. (2000a) demonstraram uma alta prevaléncia de anticorpos anti-Hp
em individuos com cirrose associada a hepatite B (89%), quando comparados com
doadores de sangue em geral (59%). Outros autores ja verificaram uma maior
prevaléncia de anticorpos anti-Hp em individuos com cirrose hepatica, independendo
da sua etiologia, mas acreditam que esta maior positividade seja devido a
hospitaliza¢des ou endoscopias prévias (Siringo et al., 1997).

Uma evidéncia importante foi constatada recentemente por Queiroz (2001) que

corrobora o provavel papel patogénico do Hp nas hepatites. Estes pesquisadores
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isolaram uma cepa de Helicobacter pylori de tecido hepitico de uma jovem de 23 anos
de idade, que apresentava cirrose devido a doenca de Wilson. Este isolamento
confirma que o Hp pode colonizar o tecido hepético do homem, bem como o de
animais. As hip6teses levantadas pelos autores sugerem que o Hp teria chegado ao
figado por transferéncia retrégrada a partir do duodeno ou por translocagio do limen
intestinal para a circulagio do sistema porta. De qualquer maneira, o isolamento desta
cepa de Hp nao necessariamente o incrimina como patdgeno hepitico. Esta bactéria
poderia estar apenas colonizando secundariamente o figado adoecido deste paciente
(Quéiroz, 2001). Outros achados importantes relatam a presenca de DNA de
Helicobacter spp no tecido hepético de oito individuos com carcinoma hepatico
primaério, levantando assim a hip6tese da associacdo de Helicobacter spp. também com
cancer hepético, como ocorre em ratos (Fox et al., 2001). Porém, tanto o envolvimento
do Hp quanto do H. hepaticus em hepatites humanas requer maiores investigacoes e
estd sendo apontada como uma importante 4rea de pesquisa. Neste sentido o
desenvolvimento de modelos animais para estudo das doencas hepéticas e sua relacao
com o Helicobacter torna-se de grande importéncia (Fox et al., 2001).

Ja em relagio aé virus da hepatite C, tem sido postulado que as diferencas na
. progressao da forma crénica da doenca seriam devidas a um co-fator o qual poderia ser
uma co-infeccao por Hp ou outra espécie de Helicobacter. Em um estudo conduzido
na Itilia, demonstrou-se a presenca de anticorpos anti-Hp em 77% dos individuos com
cirrose e infeccdo pelo HCV e em 59 % de doadores de sangue (p = 0.004). Ainda,
RNA ribossémico com seqiiéncias gendmicas do Hp e do H. pullorum foram
detectados no tecido hepatico de 23 dos 25 pacientes estudados (Ponzetto et al.,
2000b).

Enfim, qualquer que seja a explicacdo para estes fatos, torna-se necessaria uma
investigacdo mais aprofundada, com um ndmero maior de individuos e que procure
estabelecer qual a exata associa¢io entre as pessoas com histéria pregressa ou atual de
hepatite B e a infeccao pelo Hp.

No que se refere a outras doengas infecciosas todos os individuos com

evidéncia soroldgica de sifilis (VDRL positivo), Doenca de Chagas (anti—
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Trypanosoma cruzi positivo) e Hepatite C (anti-HCV positivo) também apresentavam
evidéncia sorolégica de infecgio pelo Hp. Entretanto, a casuistica era muito limitada
(apenas seis individuos no total) para permitir qualquer inferéncia sobre estas doencgas
e infecgdo pelo Hp. De qualquer maneira, Oliveira et al. (1997) j4 detectaram uma
freqiiéncia aumentada de doencas pépticas e infeccio por Hp em individuos com

Doenca de Chagas.

Validacdo da metodologia

A sorologia mostrou-se como um método de alta sensibilidade (86,4%), para
estudos epidemioldgicos, uma vez que a finalidade deste estudo ndo € a de se
estabelecer o diagnéstico, mas sim avaliar prevaléncia da doenga em determinada
populagcdo. A baixa especificidade encontrada na validacdo do método pode ser
explicada pela alta prevaléncia da infeccéo por Hp no grupo de pacientes estudados,
dificultando assim o estabelecimento de valores precisos para especificidade e VPN,
pois nenhum paciente épresentou resultados negativos nos trés métodos. Leodolter et
- al. (2001) relatam que um resultado de sorologia negativo para Hp, numa populacio
com uma prevaléncia de 10%, praticamente exclui a possibilidade do individuo estar
infectado. Porém, para um resultado negativo numa outra populacdo com prevaléncia
de 90%, a probabilidade do individuo estar infectado ainda € alta.

Thijs et al. (1996) publicaram um amplo estudo de meta-andlise com diferentes
kits comerciais de ELISA. A sensibilidade oscilou entre 90-95% e a especificidade
entre 80-90%. A inclusdo de pacientes previamente tratados com antibibticos
especificamente para erradicar a infeccdo por Hp ou para outras infecches
intercorrentes pode explicar a baixa especificidade encontrada em alguns destes
estudos, a exemplo do que pode ter ocorrido no presente trabalho. Outras possiveis

explicacOes para as variacOoes de acurdcia encontradas entre estes estudos sdo:
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utilizacdo de diferentes gold standards, varios tipos de preparagdes antigénicas,
diferentes cepas infectantes causando respostas imunes variadas.

Para a sorologia ser aplicada como ferramenta de diagnéstico, o que ndo era
objetivo deste estudo, a validacdo do método teria que ser feita com um nimero maior
de pacientes, incluir mais um método de diagndstico (p.ex.: cultura ou teste

respiratdrio) e também um grupo controle (pacientes biopsiados, com mucosa normal).
Anti-Hp e individuos assintomdticos

A deteccdo de anticorpos anti-Hp mesmo em individuos assintomaéticos (p.ex.:
doadores) pode ser de extrema importédncia a nivel de saide piblica. Em 1994, Vaira e
cols. detectaram tlcera péptica em 20% de doadores sanguineos assintomaticos, com
positividade para anticorpos anti-Hp. Menegatti et al. (1998) realizaram endoscopia de
298 doadores de sangue com a presenca de anticorpos anti-Hp. A infeccio foi
detectada por histologia (Giemsa) em 274 destes individuos. Quanto aos achados
endoscopicos destes individuos, apenas 15,4% tinham uma mucosa géstrica normal;
46,6% apresentavam gastrite, 13,7% duodenite, 16,8% tlcera duodenal, 6,7% tlcera
gastrica e dois individuos apresentavam cancer géstrico. Quando analisados 61
doadores negativos para a presenca de anticorpos anti-Hp, 62,3% apresentavam
mucosa gastrica normal e 32,8% gastrite; nenhum destes individuos apresentava tdlcera
péptica nem cincer gastrico. Estas observacdes merecem atencio e reforgam a idéia da
possibilidade de se utilizar a sorologia como uma triagem pré-endoscépica pois, como
observado em outros estudos (Patel et al., 1995a; Menegatti et al., 1998; Slade et al.,
1999), individuos com menos de 45 anos e sorologia negativa para anti-Hp
dificilmente apresentam uma doenga mais séria (lilcera ou cancer).

A realizacido de endoscopia nos individuos com sorologia positiva para o Hp
estd além do escopo do presente estudo, mas poderia ser de grande beneficio para os
individuos infectados, uma vez que existe a hipétese de que a persisténcia da infec¢ao
pelo Hp pode levar ao surgimento de doencas graves como o adenocarcinoma

(Sipponen, 1994; Blaser et al., 1995). Ainda, € possivel que a presenca de doencas
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gastroduodenais em individuos assintomdticos apresente variagdo entre diferentes
regides geogréficas (Menegatti et al., 1998), tornando necessario estudos adicionais na
regiao de Curitiba. Além disso, o fato da infeccdo por Hp dificilmente apresentar cura
espontinea € poder causar lesdes a longo prazo, deve servir de alerta a satide piblica e
abrir discussdes futuras sobre profilaxia e tratamento da infeccdo em larga escala.
Finalmente, o envolvimento do Hp em doencas hepiticas ainda € incerto, mas

deve gerar especulacio dentro da comunidade cientifica.



7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que:

A prevaléncia de anticorpos anti-Hp na populacio de doadores estudada
(individuos assintomadticos) € elevada (58,3 %), sendo semelhante 4 de virios
paises da América do Sul;

A soropositividade aumentou significativamente com a idade, indo de 48 % no
grupo de 18 a 29 anos de idade a até 81 % em individuos acima de 50 anos (p <
0,01);

Nio houve diferenca quanto a prevaléncia de anticorpos anti-Hp entre 0s sexos
feminino e masculino na populagio estudada;

A presenca de anti-Hp foi significantemente mais elevada nos individuos da
regido metropolitana (81,5%) quando comparados com os da cidade de Curitiba
(52,9%; p < 0,01), provavelmente devido a condicdes higiénico-sanitarias e
nivel socioecondmico inferiores;

O nivel socioecondmico demonstrou exercer influéncia inversa na
soropositividade para o Hp, sendo que no grupo de universitdrios (classe
média/alta) a positividade foi de 26,6%, sendo significativamente diferente da
observada nos doadores (58 %), de classe baixa/média-baixa (p < 0,001);

A presenca de anticorpos anti-Hp nao teve associacdo com O0S grupos
sanguineos do sistema ABO e Rh (p = ns);

Uma significante associacdo entre a presenca de anticorpos anti-Hp e
marcadores soroldgicos para hepatite B (anti-Hbc e anti-Hbs) foi observada
(p = 0,0001), sugerindo a infeccdo por Hp comb possivel co-fator nas hepatites.

Este achado necessita ainda ser melhor investigado.
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ANEXOS

Anexo 1 - Modelo de ficha de autorizacao e dades do paciente

AUTORIZACAO PARA USO DE AMOSTRA CLINICA PARA FINS DE PESQUISA

Eu,

b

portador de RG n° venho, através deste documento,

voluntariamente autorizar a utilizacdo de minha amostra de sangue para fins exclusivos de
pesquisa a ser realizada nesta instituigao.
Tenho consciéncia e fui informado que a doagdo desta amostra ndo me trard

nenhuma obrigacio futura ou prejuizos de qualquer ordem.

Assinatura do paciente

| Curitiba,  de de 2001.

Obs.: O uso destas amostras sera aplicado no projeto de pesquisa intitulado PREVALENCIA DE ANTICORPOS
ANTI - Helicobacter pylori EM DOADORES DE BANCO DE SANGUE.




Anexo 2 - Mapa de trabalho para envio de amostras para o Laboratério

PROTOCOLO HELICOBACTER

Nome:

Sexoo M F Data de Nasc.:

Data de coleta:

N. de registro:

Suspeita clinica: Diagnéstico:
Nao preencher os itens abaixo
Histologia Urease

Sorologia — Titulo:

Observagoes:

Laboratério: separar o soro e congelar a —20°C
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