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RESUMO

O Helicobacter pylori tem acompanhado a humanidade em todas as suas rotas de
migracao pelo planeta. Sendo o H.pylori uma bactéria cosmopolita que evoluiu e se adaptou
as condigBes mais adversas atraves de mutagdes e troca de material genético que resultaram
em mudancas morfofisioldgicas favoraveis. Tais mudancgas contribuiram no desenvolvimento
de estirpes da bactéria altamente virulentas e que provocam diferentes condicGes
fisiopatoldgicas no hospedeiro. A grande variabilidade genética do H.pylori dificulta a
investigacdo para se descobrir associacdes com determinadas patologias gastrointestinais. No
entanto, marcadores de viruléncia da bactéria ja foram identificados e associados a diferentes
doencas gastrointestinais. Cepas de H.pylori que expressam as proteinas Cag A e Vac A tem
sido encontradas em pacientes com cancer gastrico, ja outros que expressam Oip A e Dup A
sdo encontrados em pacientes com Ulcera gastrica sendo considerados como genes de
protecdo, pois ndo estdo relacionados com o desenvolvimento de cancer gastrico. Os métodos
utilizados para detectar a infec¢do pelo H.pylori se dividem em invasivos e néo invasivos. A
endoscopia € um método invasivo onde se faz a biopsia e teste da uréase para detectar a
presenca da bactéria. O problema é que endoscopia ndo consegue identificar discretos pontos
de coloniza¢do do H. pylori, ou entdo, é indicada quando o paciente ja esta sintomatico, onde
se tem uma situacdo avancada de injuria das células epiteliais gastricas. Entre os métodos ndo
invasivos temos o0s métodos soroldgicos. Entre esses métodos sorolégicos temos o
immunoblotting um método que pesquisa a presenca de anticorpos especificos (Ig G). A
pesquisa de anticorpos contra fatores de viruléncia e proteinas especificas (Cag A, Vac A, Ure
A, Ure B, proteina flagelar), serve tanto para detectar a infeccdo como mensurar o tipo de
cepa de H.pylori presente no individuo infectado. Podendo esse método ser utilizado para
investigar a resposta humoral em pacientes com e sem cancer gastrico infectados com

H.pylori.

Palavras-chave: H.pylori, Cag A, Vac A, cancer gastrico, immunoblotting.



ABSTRACT

Helicobacter pylori have accompanied humanity in all its migration routes across the
planet. Being the cosmopolitan H.pylori bacteria that evolved and adapted the most adverse
conditions through mutation and genetic exchange that resulted in favorable changes morph
physiological. Such changes contributed to the development of highly virulent strains of
bacteria which cause different pathophysiological conditions in the host. The high genetic
variability of H. pylori hinders research to uncover associations with certain gastrointestinal
conditions. However, bacterial virulence markers have been identified and associated with
different gastrointestinal diseases. H. pylori strains that express proteins Cag A and VVac A has
been found in patients with gastric cancer, others expressing Dup A and Oip A are found in
patients with gastric ulcer were considered protective genes, since they are not related with
development of gastric cancer. The methods used to detect H. pylori infection can be divided
into invasive and non-invasive. The endoscopy is an invasive method is where the biopsy
urease test to detect the presence of bacteria. The problem is that endoscopy can’t identify
discrete points of colonization of H. pylori, or else, is indicated when the patient is already
symptomatic, where you have a situation of advanced gastric epithelial cell injury. Among the
non-invasive methods have serological methods. Among these serological methods have
immunoblotting method that searches the presence of specific antibodies (Ig G). The
antibodies against virulence factors and specific proteins (Cag A, Vac, Ure A, Ure B, and
flagellar protein) serves both to detect infection and measure the type strain of H. pylori
present in the infected individual. This method can be used to investigate the humoral

response in patients with and without gastric cancer infected with H. pylori.

Keywords: H. pylori, Cag A, Vac, gastric cancer, immunoblotting.
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1. INTRODUCAO

1.1. Helicobacter pylori

A infeccdo por Helicobacter pylori continua sendo a mais comum infeccdo bacteriana
crénica em todo o mundo. A prevaléncia nos paises em desenvolvimento oscila entre 60-90%,
e a prevaléncia no mundo desenvolvido estd em constante declinio nas ultimas décadas, mas
ainda estd em niveis de 25-35% em muitas popula¢gdes (ANNEMARIE, 2010). Apesar de um
declinio geral na incidéncia de cancer gastrico, ele continua a ser o quarto cancer mais comum

e a segunda causa de mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo (YAMAOKA, 2010).

O H. pylori é uma bactéria gram-negativa em espiral cujo nicho ecologico é o estbmago
humano. A bactéria tem evoluido com os seres humanos, migrou junto com a humanidade
para fora da Africa a cerca de 58.000 anos atras e provavelmente tenha acompanhando o
homem em toda a sua evolucdo (YAMAOKA, 2010).

O H. pylori se tornou uma bactéria altamente heterogénea e sua viruléncia mudou com a
mudanca de ambiente geografico (YAMAOKA, 2010). Cepas do H. pylori de diferentes
areas geogréaficas apresentam caracteristicas filogeograficas diferentes, estas caracteristicas
permitiram admitir a migracdo das populacdes humanas por analises filogeograficas de H.
pylori. Além disso, a diversidade genética das cepas de H. pylori é maior do que na maioria
das outras bactérias e cerca de 50 vezes maior do que a da populacdo humana (RUMIKO,
2012). Esse alto grau de heterogeneidade genética ocorre pela mudanca do material genético
através de rearranjos, mutacdes pontuais, insercdes de genes e/ou delecdes. A grande variacao
das cepas dificulta a observacdo de um fator especifico para ser associado com determinadas
doengas gastricas. No entanto, pontos especificos foram identificados e associados ao

aumento no desenvolvimento de cancer gastrico (JENNIFER, 2012).

As doencas gastrointestinais induzidas pelo H. pylori dependem de fatores de viruléncia
que causam danos nas células epiteliais gastricas como desordem na juncdo célula-célula e
ruptura da barreira da mucosa gastrica. Temos como exemplos de fatores de viruléncia do
H.pylori: a proteina Cag A produto do gene associado a citotoxina, a toxina vacuolizante (Vac
A) e proteinas de ades@o Bab A, Oip A, Hom A / B (JENNIFER, 2012).
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A variagdo na capacidade de algumas cepas de H. pylori para induzir a producdo de
quimiocinas no epitélio gastrico tem sido associada & presenca de genes presentes da ilha de
patogenicidade (RAFFAELE, 1999).

As citocinas contribuem, diretamente ou indiretamente, para o dano na mucosa gastrica,
através da resposta imunologica gerada contra o H. pylori Os niveis da mucosa gastrica das
interleucinas IL-1, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF) sdo aumentados em individuos
infectados por H. Pylori (RAFFAELE, 1999).

Em camundongos transgénicos, no qual a finalidade era a superexpressao da proteina
Cag A, desenvolveram a hiperproliferacdo das células epiteliais gastricas e desenvolveram
adenocarcinoma gastrico, demostrando o potencial oncogénico dessa proteina bacteriana
(JENNIFER, 2012). O gene vacA presente em todas as cepas de H. Pylori, mas que apenas
50-65% das cepas expressam a citotoxina que induzir vacuolizacdo celular, também esta
associada com reagdes inflamatdrias mais severas nas células epiteliais gastricas
(JANULAITYTE, 2007).

O H.pylori esta relacionado no processo de inflamacdo crénica da mucosa gastrica que
avanca para gastrite atrofica cronica, metaplasia intestinal, displasia e, finalmente, leva ao
desenvolvimento do cancer gastrico. A gastrite atrofica crénica € uma condicdo inflamatoria
caracterizada pela perda das estruturas glandulares gastricos que sdo substituidos por um
tecido conjuntivo (atrofia ndo metaplasico), ou por estruturas glandulares inadequadas (atrofia
metaplasico). Alguns estudos tém tentado identificar os fatores de risco associados com a
progressdo das lesdes pre-cancerosas (gastrite atrofica cronica ou metaplasia intestinal) para
cancer gastrico (VANNELLA, 2012).

O diagnostico para detectar o H. pylori envolve métodos invasivos e ndo invasivos. A
endoscopia € um exemplo de método invasivo onde é feita a biopsia. Um teste ndo invasivo
que poderia ser utilizado seria o teste respiratério com carbono 13(C*®), sé que tal método é
inviavel pela necessidade de um suporte técnico especializado, bem como pelo elevado gasto
financeiro. Tornando assim, esse método invidvel as redes de satde publica. No entanto, o
aprimoramento dos métodos soroldgicos (ndo invasivos) para detectar a infecgdo pelo H.
pylori atingiram uma precisdo suficiente para serem usados como teste de triagem antes da

necessidade da endoscopia ou para levantamentos soroepidemiolégicos (LEPPER, 2004).
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Estudos soroldgicos demonstraram que cepas de H.pylori que expressam ambas as
proteinas Cag A e Vac A sao frequentemente detectadas em pacientes com cancer gastrico
(JANULAITYTE, 2007).

O meétodo sorologico western blotting pode detectar infeccdes causadas por estirpes de
H. pylori que expressam Cag A e Vac A. Essas proteinas presentes no organismo estimulam
uma resposta imune nos individuos infectados resultando na producdo de anticorpos
especificos. Estas imunoglobulinas presentes no individuo podem ser detectadas pelo
immunoblotting (LEPPER, 2004).

1.2. Sistema de secrecéao tipo I1V(T4SS) e A ilha de patogenicidade cag (cag
pai)

Os T4SSs sdo sistemas complexos de transporte que estdo presentes em muitas bactérias
gram-negativas e que estdo relacionados com ancestrais sistemas de conjugacdo. Estes
transportadores apresentam diversas funcdes, dentre elas temos o transporte e recep¢do de
proteinas e fragmentos de DNA. Essa interacdo pode ocorrer tanto em bactérias da mesma
espécie, como de espécies diferentes (BACKERT 2003).

O sistema de secrecdo bacteriano do tipo IV é codificado pela ilha de patogenicidade cag
(cag PAI) que contém aproximadamente 32 genes. O cag PAI é um determinante de viruléncia
do H. pylori bem caracterizado que esta presente em cerca de 60-70% das estirpes de H. pylori
ocidentais e praticamente 100% das estirpes do leste asiatico (JENNIFER, 2012).
Provavelmente essa sequéncia foi adquirida horizontalmente por um ancestral ainda
desconhecido (AKOPYANZ, 1998).

O gene cagA foi reconhecido como um marcador para a regido do cag PAI que esta
presente nas estirpes virulentas, mas ausente em ausente nas cepas de H.pylori menos
agressivas (CENSINI, 1996).

Tem sido mostrado que células epiteliais gastricas, infectadas por cepas de H.pylori que

apresentam o complexo génico cag PAI, sdo induzidas a produzir a interleucina-8 (IL-8). A



18

IL-8 induz infiltracdo de neutrdfilos, o que pode levar ao desenvolvimento de Ulcera péptica
ou uma inflamac&o persistente que possivelmente resultard em um adenocarcinoma gastrico
(ZHANG, 1996).

A expressao de alguns genes de cag PAI resulta na formacdo de uma estrutura em forma
de agulha que permite a bactéria translocar a proteina Cag A em células hospedeiras.
(BACKERT, 2003).

Estudos mostram que algumas proteinas injetadas através do T4SS pelo H.pylori,
principalmente cag A, regulam a expressdo do micro RNA 155 de modo negativo. O micro
RNA 155 tem influéncia direta sobre a regulacdo apoptética das células epiteliais gastricas e
tem sido relacionado diretamente com os mecanismos de supressdo do cancer gastrico.
AlteracGes da expressdo desse supressor de tumor causadas pela proteina cag A,

provavelmente, podem ter favorecido o desenvolvimento de CA gastrico (KOCH, 2012).

1.3. Proteina Cag A

O citotoxina A foi identificado em 1989. E é codificada pela ilha de patogenicidade cag
(cag PAI), um segmento que codifica uma série de componentes necessarios para forma o
sistema de secrecao do tipo IV (T4SS) (HANDA, 2007).

Mais de 90% das cepas de H.pylori isoladas do Leste Asiaco, incluindo a Coréia, Japdo e
China sdo genotipadas como cagA positivas, enquanto 50% -60% das cepas isoladas nos paises

ocidentais s&o positivos para o gene (KIM, 2000).

A proteina Cag A é crucial para o desenvolvimento de alteragdes morfologicas como o
alongamento celular conhecido como dispersdo ou "beija-flor", um fenétipo adquirido pelas
células epiteliais infectadas, e na perturbacdo em componentes responsaveis pela juncdo
célula-célula no epitelio gastrico. Essas alteracbes podem contribuir no desenvolvimento de
Ulceras e cancer gastrico (BACKERT 2003).
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Evidéncias apontam na possibilidade da proteina estimular a producdo de gastrina. A
gastrina, por sua vez, estimula a secrecdo de mais &cido na mucosa o que expde a célula

epitelial gétrica a mais um fator de pressdo mutagenica (ZHOU, 2011).

A expressdo de diferentes proteinas de diferentes cepas isoladas em pacientes com
gastrite e pacientes com cancer gastrico indicou a presenca de polimorfismo. O polimorfismo
da proteina Cag A é um achado importante para se determinar uma relacdo histopatoldgica
com o hospedeiro (YANG, 2011).

A estrutura do gene revelou em estudos uma regido altamente conservada e outra que
apresenta variacdes que eram responsaveis pela variagdo de tamanho e, consequentemente, de
peso molecular da proteina Cag A, isso ocorre devido a presenca de diferentes tipos de
sequéncias correspondentes aos sitios de fosforilacao classificados como Epiyas (YAMAOKA,
2000).

Quatro tipos de segmentos Epiya foram descritos: A, B, C e D. Cada sitio apresenta um
diferente potencial de fosforilagdo. O principalmente alvo das epiyas na célula gastrica é a
tirosina cinase (HIGASHI, 2002).

A patogenicidade da cepa de H.pylori é direntamente proporcional a capacidade de
fosforilacdo da tirosina cinase pela epiya presente no poliformo de cag A. As epiyas do tipo A
e B sdo menos patogénicas e relacionadas a Ulceras gastricas e as do tipo C e D sdo
encontradas em processos inflamatorios mais graves (PANAYOTOPOULOU, 2007).

Estudos mostram que a proteina cag A pode interagir com a proteina estimulante de
apoptose (ASPP2). A ASPP2 induz a apoptose frente a algum dano no DNA, ativando
0 supressor de tumor p53. No entanto, a interacdo da ASSP2 com Cag A resulta em ASSP2

inativa, a consequencia dessa interacdo € um efeito antiapoptético (BUTI, 2011).
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1.4. Proteina Vac A

Vac A é uma proteina com caracteristica citotoxica vacuolizante, formada por
monomeros e que pesa aproximadamente 87 k Da e tem capacidade de induzir a formagéo de
vacuolos citoplasmaticos em culturas de células eucaridticas (BOQUET, 2003). Em células
epiteliais gastricas de pacientes infectados por H. Pylori é observada a presenca de vacuolos
citoplasmaticos (TRICOTTET, 1986).

Quando a proteina Vac A purificada é administrada em ratinhos causa danos nas células
epiteliais gastricas semelhantes aos encontrados em pacientes colonizados por H. pylori
(TELFORD, 1994). Estudos mostram que o processo de Vacuolizacdo dependente,
estreitamente, da presenca de um meio com um pH levemente bésico. A aménia produzida
pela urease, uma enzima presente nas cepas de H. Pylori pode proporcionar esse meio basico
necessario no processo de vacuolizagdo celular (RICCI, 1997).

Alguns trabalhos afirmam que a proteina Vac A atua como uma toxina multifatorial
(pleitrépica), que pode ter efeito sobre as células e tecidos de mamiferos, podendo agir tanto
nas funcgdes fisioldgicas como nas fungdes imunocelulares das células epiteliais gastricas
(ROMANO, 2006).

A proteina Vac A atua como um agente responsavel pela formacao de canais anidnicos
seletivos na membrana plasmatica das células epiteliais gastricas, esses anions plasmaticos

extravasados seriam coletados pela bactéria para utilidade prépria (MONTECUCCO, 2001).

A proteina Vac A também tem a capacidade de induzir a apoptose através da
permeabilizacdo da membrana mitocondrial, causando libertacdo do citocromo ¢
(MANENTE, 2008).

Vac A ,assim como Cag A, apresenta natureza polimorfica onde se € possivel a
formagéo de diferentes proteinas Vac A. Estas areas de variacdo sdao amplamente definidas

como regides s, m e i localizadas, respectivamente, nas extremidades, nas regiées medianas e
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intermediarias do gene. As varia¢Ges na regiao s sdo: sl e s2, na regido i sdo: il, i2 e i3, e na
regido m temos: m1 e m2. Varias combinagdes das regides s, i € m estdo presentes no interior

de cada estirpe de H. pylori, para obter um determinado alelo vacA (CHUNG, 2010).

Diferentes variacOes representam capacidades diferentes de vacuolizagdo. As cepas que
apresentam a combinagdo s1, m1l e il sdo as mais agressivas e tem maior capacidade de
formar canais aniénicos nas células epiteliais gastricas. Resultando, consequentemente, em

quadros patologicos mais graves (LETLEY, 2003).

1.5. Enzima Urease

O H.pylori, ao contrério de outras bactérias gram-negativas, conseguiu se adaptar ao
peculiar nicho que é o estbmago humano pelo fato de ter desenvolvido um sistema complexo
que lhe permite colonizar o estbmago do individuo durante anos ou mesmo por toda a vida
(FOSTER, 1999).

O principal mecanismo adaptativo do H. Pylori ao meio &cido é a enzima urease, que
consiste de um sistema regulador complexo (HUYNH, 2007). Esse sistema também ¢é

utilizado amplamente por outras bactérias para resistir a mudancas de pH (EATON, 1991).

Foram relatados pelo menos 7 genes envolvidos tanto na formagdo do complexo
enzimatico: a ureA e ureB genes que codifica as duas subunidades da prépria enzima (Ure A
e Ure B, respectivamente), enquanto o urek, ureF, ureG e ureH sdo genes que codificam
proteinas acessOrias necessarias para o desenvolvimento correto da enzima e, finalmente, urel
que codifica uma proteina responsavel pelo transporte de ureia no interior do citoplasma
(WEEKS, 2000).

A enzima urease catalisa a conversao de ureia, presente no estbmago, em amonia (NH3)
e dioxido de carbono (CO,). Ambos os gases se difundem para o periplasma, onde o CO2 ¢
convertido para bicarbonato (HCO5?) pela enzima anidrase carbonica periplasmatica (figura

1). A amdnia produzida pela urease é usada para neutralizar tanto os protons produzidos pela
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esta reacdo como 0s que entram no periplasma atraveés do meio externo. Estima-se que o pH
do espaco periplasmatico da bactéria pode ser mantida de cerca de 6,1, mesmo se o pH
externo cai a valores significativamente inferiores (MARCUS, 2005).
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Figura 1: Mecanismo de acdo das enzimas presentes na membrana do H.pylori, tendo como destaque a urease.
Fonte: Adaptacéo feita apartir da referéncia (MARCUS, 2005).

1.6. Outros fatores de viruléncia do H.pylori.

1.6.1. Complexo flagelar

O gel de muco que recobre as células gastricas tem alta rotatividade. Tal efeito leva a H.
pylori a depender de boa motilidade mediada por sua forma espiralada e seus flagelos para se

deslocar através da camada de muco até ao epitélio gastrico. Portanto, o complexo flagelar do
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H.pylori é um importante fator de viruléncia que lhe permite aderir ao epitélio gastrico
(EATON, 1994).

O complexo flagelar do H. pylori possue um numero varidvel de elementos podendo ser
constituido de 2 a 6 flagelos. Os flagelos sdo formados por dois tipos de flagelina, sdo elas: a
Fla A (maior) e Fla B (menor), essas proteinas sao codificadas pelos genes flaA e flaB.
(SUERBAUM, 1993).

Outros genes estam envolvidos na constru¢do do complexo flagelar, como o gene flidH
que codifica a proteina HAP-2 necessaria na montagem dos flagelos. O gene flgK que
codifica a proteina Flg K, que ndo tem seu mecanismo de acdo esclarecido. No entanto,
estudos mostram que a mutacdo do gene flgK em cepas de H.pylori provoca a perda de todos

os flagelos diminuindo assim a densidade de colonizagéo da cepa mutante (WU, 2006).

1.6.2. Moléculas da membrana externa

O H. pylori coloniza a mucosa gastrica por aderir as células do epitélio gastrico. A
adesdo as células gastricas é um passo crucial no estabelecimento de uma infeccdo bem
sucedida, pois fornece protecdo contra mecanismos de compensacao, como o fluxo de liquido,

movimentos peristalticos ou descamacdo da camada mucosa (TOMB, 1997).

A bactéria produz varias moléculas de membrana externa (OMS) que aderem aos
receptores presentes no epitélio gastrico do hospedeiro (figura 2). Este medeia a evasdo de

imunidade do hospedeiro e promove a entrega de toxinas no epitélio (SHEU, 2010).

O H.pylori assim como outros bacilos gram-negativos apresenta em sua membrana
externa lipopolissacarideos (LPS). As LPS do H.pylori apresentam uma particularidade que é
a modificacdo de sua estrutura lipidica que o torna 500 vezes menos endotdxico em

comparacao a outras bactérias gram-negativas (KHAMRI, 2005).
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No inicio dos anos 90 foram identificadas moléculas de aderéncia presentes nas células
epiteliais géstricas para o H.pylori, entre elas temos a Le® que posteriormente ficou
denominada como adesina de ligacdo ao antigénio (Bab A). Foram identificados dois genes
babA séo eles: babAl e babA2, mas apenas o gene babA2 mostrou ser funcionalmente ativo
(ILVER, 1998).
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Figura 2: Diagrama esquematico de colonizacdo do H. pylori. Fonte: adaptacao feita apartir da referéncia (wu
2006).

A bactéria depois de ultrapassar a camada de muco, consegui aderir firmimente ao
antigénio do grupo sanguineo de Lewis fucolisado (figura 2) através da proteina de adeséo
Bab A. Essa proteina de membrana externa da bactéria tem peso molecular 78 k Da
(PORTAL-CELHAY, 2006).

Vérios estudos mostram que pacientes infectados com cepas de H. pylori que
apresentam o gene babA tem maior risco de desenvolver doengas gastrointestinais mais
graves (STYER, 2010).
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1.7. Resposta imunolégica ao H. pylori

A resposta imunoldgica para agentes bacterianos patogénicos pode ser dividida em:
resposta inata e adaptativa. A resposta inata é geralmente um processo inicial ndo especifico,
que reage rapidamente contra vérias moléculas bacterianas para sinalizar um processo
infeccioso, com o objectivo de matar as bactérias. Em contraste, a resposta adaptativa é
retardada e especifica, que leva a ativacdo das células T e B. Essa resposta adaptativa serve
também para modular a resposta imunolégica inata (PORTAL-CELHAY, 2006).

1.7.1. Resposta imunoldgica inata ao H. pylori

A resposta imune inicial a infeccdo pelo H. pylori em adultos se d& por uma intensa
infiltracio de neutrofilos, associada a periodos de acloridria. Cepas cagA positivas (Cag A")
induzem a producdo de niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-8. A injecdo
da proteina Cag A nas células epiteliais gastricas esta associada com a liberacdo de IL-8 que
funciona como fator quimiotatico para neutrofilos e leucdcitos mononucleares, como
macrofagos e monadcitos para o sitio da infeccdo (RAD, 2002). Nesta fase existe uma reducao
na producdo de acido, o que facilita a colonizacdo da bactéria no estbmago (KONONOV,
2006).

A persistente migracdo de neutréfilos mostra-se ineficaz para a erradicagdo da bacteéria,
pois 0 H. pylori possui mecanismos enzimaticos de protecdo que neutralizam a acéo efetora
das células imunoldgicas. Algumas enzimas que participam deste mecanismo de protecdo sao
a catalase e a superdxido dismutase (KONONQV, 2006).

As células mononucleares e os neutréfilos liberam espécies reativas de oxigénio (ERO)
que, juntamente com a redugdo nos niveis de substancias antioxidantes, levam ao stress
oxidativo das células epiteliais gastricas. Tal processo pode ser o responsavel pela leséo e,
posterior, modificacdo da molécula de DNA. Essa modificacdo estrutural pode causar um

desequilibrio no sistema de transducdo de sinais das células epiteliais gastricas, que é
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considerado um importante fator para o desenvolvimento do cancer de estdmago (RIBEIRO,
2003).

1.7.2. Resposta imunologica adquirida ao H. pylori

Embora a reposta imune inata seja predominante na infeccao pelo H. pylori, é observada
uma reposta imune humoral, sistémica e estavel, com producdo, principalmente, de anticorpos
do tipo Ig G. Na infeccdo crénica observa-se, também, a presenca de anticorpos especificos
do tipo Ig A contra o patdgeno. Estes anticorpos tém sido usados como indicadores
especificos da presenca de infeccdo por H. pylori em métodos sorologicos de diagnostico
(SHIMOYAMA; CRABTREE, 1998).

A producdo de anticorpos ndo conduz a erradicacdo da infeccdo, mas pode contribuir
para danos no epitélio gastrico. Alguns pacientes infectados apresentam reposta autoimune
direcionada contra a H'/K*-ATP ase das células parietais gastricas, que esta relacionada com
0 aumento da atrofia do corpo gastrico (NEGRINI; SAVIO; APPELMELK, 1997).

Células imaturas T-helper (ThO) expressdo CD4, que podem se diferenciar em dois
subtipos funcionais. As células Thl, que sdo secretoras de IL -2 e interferon- y (IFN —y), e as
células Th2, que secretam IL-4, IL-6, IL-5 e IL-10. Células Thl e Th2 estimulam
diferentemente a resposta das células B contras 0s microrganismos invasores. As células Thl
estimulam respostas a agente patdgenos intracelulares e as células Th2 apresentam resposta a
patdgenos extracelulares (BAMFORD, 1998).

A resposta imune a maioria das bactérias que se fixam no ambiente extracelular da-se
através do recrutamento de clones de células T, que expressam resposta T-helper 2 (Th-2). No
entanto, o H. pylori provoca no hospedeiro uma resposta diferenciada para um patdgeno
extracelular, uma vez que a maioria dos clones de células T CD4" isoladas de pacientes
infectados com H. pylori e portadores de gastrite cronica secretam altos niveis de interferon

(IFN — y), e secretam em menor quantidade IL-4, o que indica um perfil de resposta T-helper
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(Thl) (HARRIS, 2000). Estudos também mostraram que o H. pylori induz a producdo de IL-
12, citocina que também esta relacionada a resposta Thl (ISRAEL; PEEK, 2001).

Um estudo genético em camundongos mostrou que as citocinas produzidas pelas células
Th1l promovem gastrite, enquanto que as de origem Th2 tém um papel protetor contra a
inflamacédo gastrica (SMYTHIES, 2000). A reposta do tipo Thl combinada com apoptose
mediada por clone de células T especificas contra o H.pylori, podem favorecer a infeccéo
cronica por esta bactéria (WANG, 2001).

1.8. Métodos diagndsticos para detectar infeccdo por H. pylori.

Sdo conhecidos varios métodos para o diagnostico do H. pylori, e estes podem ser
divididos em dois grupos, invasivos e nao invasivos. Os invasivos sdo aqueles que necessitam
de uma endoscopia para serem realizados, pois precisam de coleta de bidpsia. Temos como
exemplo: histoldgico, cultura, teste da urease e PCR. Para os métodos ndo invasivos podemos
citar os métodos soroldgicos, teste respiratorio com ureia marcada com is6topos de carbono
(®C e YC) (CUTLER, 1998), e também mais recentemente o Enteroteste que é uma
alternativa para coleta de material bioldgico (GARCIA; GISBERT, 2006; GONCALVES,
2010).

1.8.1. Métodos Invasivos.

Histoldgico

Este método consiste da visualizacdo direta da bactéria em um fragmento da mucosa
gastrica. Alem da identificacdo da bactéria, tambem pode ser verificado o grau de inflamagéo
do tecido. Possui alta sensibilidade e especificidade, mas ndo esta ausente de erros. A bacteria
pode ser identificada por diversas coloragfes histolégicas, por exemplo, Giemsa,

hematoxicilina e eosina Warthin-Starry, Steiner e carbolfucsina.
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Pode se ter resultado falso negativo quando ha falhas na visualizagdo da bactéria ou
quando a coleta do fragmento foi feito em local inadequado, pois a bactéria possui uma
distribuicdo irregular na mucosa gastrica (ROCHA, 1996).

Cultura

O H. pylori é uma bactéria microaerofila que necessita de condigdes especiais para seu
crescimento. Portanto, alguns fatores podem afetar a sua viabilidade. S&o de extrema
importancia os cuidados com a temperatura, meio e tempo de transporte da bidpsia. Varios
meios podem ser utilizados para o cultivo do H. pylori, como o Brain Heart Infusion (BHI)
agar, Brucella dgar, Columbia Agar ou Skirrow’s Agar suplementado com sangue de cavalo,
soro de cavalo, ou sangue de carneiro. A utilizacdo de agentes antimicrobianos no meio de
cultura torna-o mais seletivo para o H. pylori, pois as amostras podem vir contaminadas por
outras bactérias e fungos, que iram competir com o H. pylori, e dificultar seu isolamento. Na
incubacdo o H. pylori necessita de uma atmosfera microaerofilica com 5-6% de O,, 8-10% de
CO,, 80-85% de N, realizada em jarra especifica para crescimento deste tipo de
microrganismo. O crescimento é observado em aproximadamente sete dias. Sdo necessarios
coloracdo de Gram e testes bioquimicos (uréase, catalase e oxidase) para finalizar a
identificacdo do H. pylori. A cultura é o método mais especifico para identificacdo e o Unico
utilizado para determinacdo da sensibilidade a antimicrobianos (MALFERTHEINER, 2002).
Este método é caro, e geralmente realizado em laboratdrios especializados. Nos estudos dos
fatores de viruléncia e tipagem genética tem um papel relevante (TONELLI; FREIRE, 2000).

Teste Rapido da Urease.

O Teste Rapido da Urease (TRU) baseia-se na caracteristica que o H. pylori tem de
hidrolisar a uréia em amonia, CO, e agua, através da enzima urease. Um fragmento de bidpsia
do antro ou um do antro e outro corpo gastrico sdo colocados, imediatamente apds a coleta,
em uma solucéo de uréia com indicador de pH (vermelho fenol). Se houver presenga de H.
pylori iniciara a quebra da uréia com consequente formacdo de amonia, que torna o pH da
solugéo alcalina, o aumento do pH faz com que o indicador passe da cor amarela para rosa,
mostrando assim que ha presenca de H. pylori na bidpsia. Se a mudanca ocorrer nas primeiras
24 horas, o teste € considerado positivo (ORNELLAS, 2000). Alguns fatores podem
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influenciar na acuracia do TRU, por exemplo, tamanho das bidpsias, temperatura durante a
leitura (LAINE, 1996), tempo e temperatura de estocagem (NG, 1997). Existem alguns
inconvenientes para este método, como a contaminagdo por bactérias produtoras de uréase,
por exemplo, Proteus sp e Peseudomonas sp, que podem alterar a cor da solucdo durante a
estocagem (NG, 1997). Recomenda-se o preparo diario da solucdo de uréia ou estocagem a
4°C para realizacdo do teste, para que sejam mantidas a sensibilidade e especificidade do
método. O TRU é muito usado na clinica por apresentar baixo custo, e ter uma boa acurécia
(ORNELLAS, 2000).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

O PCR apresenta uma alta sensibilidade e especificidade para a identificacdo do H.
pylori. Sdo amplificadas sequéncias especificas do DNA da bactéria, com a finalidade de
reproduzir uma quantidade suficiente de um fragmento para ser avaliado. E uma técnica
muito utilizada para identificacdo de microrganismos de dificil cultivo in vitro. Como o H.
pylori requer condi¢Ges microaerofilicas, o PCR se torna menos oneroso que a identificagdo
por cultura (VALENTINE, 1991). Na amplificacdo do material genético sdo utilizados
oligonucleotideos sintéticos, que agem como “primers” para a replicacdo enzimatica da

sequéncia de DNA definida (CLAYTON, 1992).

1.8.2. Métodos Nao-Invasivos.

Teste Respiratdrio com ureia marcada com isétopos de carbono (TRU- **C ou *C).

Este método diagndstico fundamenta-se no mesmo principio do TRU, com a diferenca
que a uréia utilizada contem is6topo *C ou **C de carbono na sua estrutura molecular, o que
possibilita a identificacdo de CO, produzido pela hidrolise da uréia, realizada pelo H. pylori
com o auxilio da urease. O paciente ingere uma solu¢cdo com ureia marcada e o CO,
produzido pela acdo da urease € absorvido pelo pulmdo. Apds um determinado tempo o
paciente expira em um baldo, nesta amostra de ar pode ser identificada a presenca do carbono

marcado, por cintilagdo ou espectrografia (PETERSON, 2001). O '*C é radioativo e contra
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indicado seu uso em criancas € mulheres gravidas. O método possui uma alta sensibilidade e
especificidade, e por ndo ser invasivo é utilizado para o acompanhamento da eficécia do
tratamento com antimicrobianos. Também ¢ utilizado em estudos epidemioldgicos
(CARDINALLI, 2003). No estudo de validacéo realizado em Belo Horizonte, estado de Minas
Gerais, 0 teste respiratorio da ureia marcado com *C se mostrou com alta sensibilidade
(94,3%) e especificidade (100%), mesmo para criancas com idade inferior a seis anos
(CARDINALLI, 2003). Em outro estudo para avaliar o teste rapido de antigeno do H. pylori
em fezes, 0 TRU-3C foi usado com padréo ouro, o que mostra a grande eficiéncia do método

em diagnosticar a presenca da infeccdo pelo H. pylori (SILVA, 2010).

Enteroteste.

Trata-se de uma técnica alternativa a endoscopia digestiva alta, para obtencdo de

material bioldgico do estdbmago. Foi primeiramente proposta por Perez-Trallero et al. (1995).

A técnica consiste na ingestdo de uma capsula contendo um fio no seu interior. Ao
final de um determinado tempo a cépsula é digerida e o fio entra em contado com 0 suco
gastrico, e absorve o mesmo. O fio € retirado, a partir do suco gastrico obtido pode-se detectar

o H. pylori por cultura e PCR.

Este técnica apresentou altos valores de sensibilidade e especificidade para o
diagndstico do H. pylori, em alguns paises onde ela foi realizada (TORRES, 2001).

No Brasil, em Fortaleza estado do Ceara, o Enteroteste, utilizando cultura e PCR, foi
validado e apresentou valores de sensibilidade de 86% e 77%, respectivamente, e
especificidade de 100% em ambos os testes (GONCALVES, 2010).

Sorolégicos.

A infeccdo pelo H. pylori é crénica, pois a bactéria pode ficar aderida ao epitélio do

estbmago do hospedeiro por toda sua vida, com uma abundante liberagdo de substancias
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altamente imunogénicas. A reposta imunologica do hospedeiro € intensa, mas insuficiente
para eliminar a bactéria. Os principais anticorpos produzidos em resposta ao H. pylori séo Ig
G, Ig A e lg M (LEAL, 2008). Inicialmente temos um aumento transitorio de Ig M, seguido
de um aumento de Ig G e Ig A, onde estes dois Ultimos persistem durante toda a infeccao.
Como os anticorpos Ig M sdo expressos transitoriamente, eles tem uma baixa importancia
para os testes diagndsticos (HERBRINK, 2000). A maioria dos métodos soroldgicos para o
diagndstico do H. pylori baseiam-se na identificacdo de anticorpos especificos Ig G ou Ig A
contra a bactéria. Podemos destacar duas técnicas ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay) e o Immunoblotting.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

E um teste imunoenzimatico, baseado na ligagio especifica entre anticorpo e antigeno.
Os antigenos especificos sdo fixados em uma placa de poliestireno, dai o método segue em
trés etapas. Primeira, contato do soro a ser analisado com o0s antigenos (primeiro anticorpo).
Segunda, lavagem para retirada do primeiro anticorpo que ndo foram incorporados, e terceiro
tratamento com o anticorpo secundario, que se constitui de um anticorpo para o anticorpo
primério (anti Ilg G humana), e que possui uma enzima acoplada a sua estrutura que produzira
uma substancia colorida. Apo6s a ligacdo do anticorpo secundario ao primario, a coloracdo s
aparecera quanto a enzima encontrada no anticorpo secundario é tratado com um substrato
para o aparecimento da coloracdo. Pela intensidade da coloracdo € possivel quantificar e

verificar a substancia de interesse.

Estudos realizados em paises desenvolvidos com adultos, o método sorologico ELISA
apresentou alta sensibilidade e especificidade (EVANS, 1989). Entretanto outros estudos
realizados com criangas mostram baixa sensibilidade e especificidade para esta técnica
diagnostica (CZINN, 1999).

No Brasil, Oliveira et. al. (1999), mostrou que o método ELISA apresenta baixa
sensibilidade e especificidade para criangcas com idade abaixo de 12 anos de idade. Outro
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estudo, também realizado com criangas e adolescentes, para avaliar a acuracia de um Kit
comercial de ELISA, para o diagndstico da infecgdo pelo H. pylori, mostrou que para criangas
com menos de 10 anos, a sensibilidade é 71,4% com ponto de corte de 5 U/mL e 75,6% para
7 U/mL e especificidade de 70,2% e 75,6% com ponto de corte de 5 U/mL e 7 U/mL,
respectivamente. No grupo com idade maior que 10 anos a sensibilidade e especificidade com
ponto de corte de 5 U/mL foi de 96,8% e 61,9%, para 7 U/mL 90,6% e 71,0%,
respectivamente (PORTORREAL e KAWAKAMI, 2002).

Um estudo realizado na Europa, envolvendo individuos adultos infectados e nédo
infectados por H.pylori, revelou que a prevaléncia de sorologia negativa diminuiu de 18,2%
pelo ELISA para 6,8% pelo Immunoblot, ou seja, o método ELISA apresenta menor

sensibilidade quando comparado com o immunoblotting (GONZALEZ, 2011).

Western Blotting

O método soroldgico Western Blotting evoluiu das técnicas de DNA (Southern)
blotting e RNA (Northern) blotting (KURIEN & SCOLFIELD, 2003; 2006).

O western blotting (WB) também conhecido como protein blotting ou
immunoblotting, € um poderoso e importante método utilizado para imunodeteccdo de
proteinas apds a separacdo destas por eletroforese em gel e transferéncia para membrana
adsorvente. Esta técnica permite detectar, caracterizar e quantificar multiplas proteinas,
principalmente aquelas que estdo em baixas quantidades em determinada amostra (KURIEN
& SCOLFIELD, 2003).

Desde a década de 80 o Immunoblotting vem sendo usado na pesquisa, atualmente
apresenta-se como uma importante ferramenta para o estudo epidemioldgico da infecgéo pelo
H. pylori, avaliando as taxa de prevaléncia da infeccdo, principalmente, em individuos
assintomaticos (LEAL, 2008). Com uma maior relevancia para os anticorpos Ig G, pois em
um estudo realizado na Turquia, ensaios utilizando Ig A, se mostraram com baixa

sensibilidade para a identifica¢do da infecgéo pelo H. pylori. (YILMAZ, 2006).
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Como a maioria dos metodos soroldgicos utilizados para determinacdo da infeccdo
pelo H. pylori, o Immunoblotting ndo € indicado para monitoramento da erradicacdo recente
da bactéria, apds tratamento com antimicrobianos, pois 0s anticorpos mesmo com a
eliminacdo da bactéria ficam circulantes no sangue (BLECKER, 1994), podendo apresenta
falsos positivos. Portanto, 0 Immunoblotting reflete o contato crénico com a bactéria e ndo a

infeccdo aguda.

O immunoblotting possui uma grande vantagem que € a possibilidade de avaliagdo de
diferentes perfis antigénicos especificos, tanto para antigenos de baixo peso molecular como
os de alto peso. Os de baixo peso molecular podem ser observados na resposta imune de
criancas e os de alto peso molecular em pacientes crénicos. Dessa forma o immunoblotting
consegue revelar um perfil imunolégico mais fidedigno dos individuos infectados (LEAL,
2008).

Um estudo realizado no laboratério de gastroenterologia da IBIMED, Fortaleza CE,
avaliou o perfil da resposta imune humoral a infeccdo pelo H.pylori em uma comunidade
urbana de Fortaleza e mostrou que o Immunoblot in house pode muito bem ser utilizado como

método diagnostico primario, pois apresentou alta sensibilidade (OLIVEIRA, 2012).

1.9. H.pylori e o cancer gastrico

Ha& vaérios indicios de que a infec¢do por H. pylori é adquirida desde a infancia. E que
individuos infectados com cepas que possuem o gene cagA podem levar ao desenvolvimento
de Ulcera duodenal e carcinoma gastrico (QUEIROZ, 2000; OLIVEIRA, 2003; ROCHA,
2005).

No Brasil, tem sido realizados estudos 0s quais sugerem que cepas cagA positivas
podem ter relevancia clinica, com prevaléncia variando de 61 a 83% nas populagdes
estudadas (MARTINS, 2005).

O risco de desenvolvimento de cancer gastrico € maior para o paciente colonizado
com cepas mais agressivas do H. pylori como as que possuem 0 gene cagA, com expressao
dos sitios de fosforilagdo EPIYA, e 0 gene vacA com o alelo s1/m1 (ATHERTON, 1995).
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A infeccdo pelo Helicobacter pylori € um importante fator no desenvolvimento do
cancer, mesmo sendo essa neoplasia uma doenga multifatorial. Estudos tém demonstrado que
a infeccdo pelo H. pylori juntamente com uma predisposicdo genética e fatores ambientais,

aumentam o risco de cancer gastrico (DANESH, 1999).

Um estudo realizado no laboratério de gastroenterologia da IBIMED, Fortaleza CE,
investigou a prevaléncia dos genes cagA e vacA nas cepas de H.pylori presentes em
individuos portadores e ndo portadores de cancer gastrico, e observou que a presenga dos
genes cagA e vacAslml(mais agressivo) € significante nos individuos com cancer gastrico
(CAVALCANTE, 2010).

1.10. H.pylori e historico familiar de cancer de estomago

E grande a correlacdo entre carcinoma gastrico e historico familiar de cancer de
estdbmago. Estudos relataram que 10-15% dos casos de carcinoma gastrico advinham de
pessoas com historico familiar de cancer gastrico. O risco de trés vezes de desenvolver o
cancer gastrico em parentes de primeiro grau foi constatado em outro estudo (LISSOWSKA,
1999).

A predisposicdo familiar ao desenvolvimento do carcinoma gastrico é bem reconhecida,
especialmente nos casos de mais de um familiar acometido, quando comparado os individuos
infectados sem historico de cancer gastrico na familia (OGAWA, 1985; ZANGHIERI, 1990).

A associacdo da presenca do H. pylori e historico familiar de cancer gastrico eleva este

risco para oito vezes maior no desenvolvimento do cancer gastrico (BRENNER, 2000).

Com relacdo a predisposicdo genética, foi verificado em um estudo, que condicdes pre-
neoplésicas (atrofia, hipocloridia e metaplasia intestinal) ocorrem em 1/3 dos familiares de
pacientes com cancer gastrico e infectados pelo H. pylori (CARNEIRO, 1993).

Um estudo realizado no laboratério de gastroenterologia da IBIMED, Fortaleza CE,

correlacionou o gendtipo para cagA e vacA em individuos dispépticos com e sem histérico
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familiar de cancer gastrico e mostrou que o gene cagA € mais prevalente nos familiares de
cancer gastrico (SILVA, 2009).

Contudo, no Brasil ndo existe trabalhos cientificos analisando e comparando o perfil de
imunorreatividade dos portadores de cancer e ndo portadores de cancer gastrico com e sem
historico familiar de cancer de estdbmago. Sendo necessario dessa forma uma investigacéo e

comparacéo entre esses perfis de imunorreatividade.

2. Justificativa

Vaérios trabalhos ja relataram os perfis de imunorreatividade de individuos com e sem
cancer gastrico. Contudo, ndo ha relatos na literatura sobre a comparagdo entre os perfis de
imunorreatividade de portadores de cancer gastrico, familiares de cancer gastrico e nédo

portadores de cancer gastrico sem histérico familiar de cancer de estbmago.

Logo, existe uma necessidade de se realizar um estudo do perfil de imunorreatividade

desses grupos no Brasil.

3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

e Estudar através do immunoblotting in house o perfil da resposta humoral contra os
antigenos do H. pylori nos pacientes portadores de cancer gastrico, pacientes ndo

portadores de cancer gastrico com e sem historico de cancer de estbmago na familia.
3.2. Objetivos especificos

e Analisar a imunorreatividade aos antigenos do H.pylori em pacientes portadores de
cancer gastrico, pacientes ndo portadores de cancer gastrico com e sem historico de

cancer de estbmago na familia.
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e Avaliar se existe diferencga no perfil de imunorreatividade a determinados antigenos do

H.pylori entre os grupos estudados.

e Comparar a imunorreatividade dos grupos e verificar se existe diferenca na

prevaléncia de anticorpos (Ig G) contra a proteina Cag A.

e Analisar a prevaléncia de anticorpos (Ig G) contra a proteina Cag A por faixa etaria e

género.

4. Materiais e Método

4.1. Casuistica

Foram selecionados 174 individuos infectados com H.pylori, 58 com cancer gastrico e
116 sem céncer gastrico. Dos 116 individuos sem céancer géastrico, 76 eram familiares de
pacientes com cancer e 40 ndo tinham historico de cancer de estomago na familia. Esses

pacientes sdo acompanhados no ambulatério da gastroenterologia do HUWC.

O estudo foi realizado no HUWC. O trabalho foi submetido a analise e, posteriormente,
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa — CONEPE da Universidade Federal do Ceara —
UFC. Todos os participantes e/ou responsaveis por estes, receberam informacdes sobre o

estudo em questdo, fornecendo consentimento por escrito para a realizagdo do mesmo.

4.2. Desenho do Estudo

e Estudo prospectivo.

4.3. Selecéo dos Participantes

Foram critérios de incluséao:
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e Participantes ou, responsavel legal, que assinaram o0 termo de consentimento

informado.

e Individuos que tinham diagndstico de H. pylori através do PCR e teste da urease.

Foram critérios de excluséo:

e Individuos portadores de doencas previas, tais como, Insuficiéncia Renal, Insuficiéncia

Hepatica e Insuficiéncia Cardiaca Congestiva.

e Individuos que se rejeitaram a participar do estudo.

4.4. Critérios de positividade para a infeccdo pelo H. pylori.

Sdo considerados positivos para a infeccdo os individuos que apresentarem teste da
urease positivo segundo Ornellas et al, (2000) e positivo pelo PCR para o gene ureA descrito
por Clayton et al, (1992).

4.5. Producéo e doseamento de antigenos

As cepas de H.pylori foram obtidas a partir da biopsia de 5 pacientes infectados e com
algum tipo de doenca gastrointestinal. Dentre os individuos temos: portadores de cancer

gastrico, gastrite e ulcera péptica.

As bidpsias foram transportadas em meio PBS, com temperatura entre 2 e 8°C. As
biopsias foram maceradas com bisturi, em condi¢fes assepticas. Em seguida, o macerado foi
inoculado em meio de cultura sélido, Brain Heart Infusion (Oxoid LTD, Basingstoke,
Hampshire, England), adicionado de 5% de sangue de carneiro e Skirrow SR069 (Oxoid LTD,
Basingstoke, Hampshire, England). Posteriormente, as placas foram incubadas em condigdes
microaerofilicas, em jarra de Gaspak, utilizando atmosferas Probac® (5%0,, 10% CO, e 85%

N.) a temperatura de 37°, por 7 dias.
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A manutencdo do ambiente microaerofilico foi mantida através da troca das
atmosferas a cada 2 dias. Foram realizados vérios repiques para obtencéo de coldnias puras de
H. pylori. Selecionaram-se as coldnias que apresentaram morfologia caracteristica. As cepas
foram submetidas aos seguintes testes de identificacdo, morfologia da col6nia, coloracdo de

Gram, testes bioquimicos urease, catalase e oxidase.

Para a Preparacdo do pool de antigenos as cepas foram suspensas em agua destilada
estéril, em seguida a suspensdo foi sonicada por 6 (seis) vezes, seguindo o ciclo de 30
segundos de sonicagdo e 15 segundos de banho de gelo. Apos a sonicagdo a suspensao foi
centrifugada por 40 minutos a 10000 RPM. Finalmente o sobrenadante, que contém as

proteinas sollveis, foi separado para ser utilizado como antigenos.

A dosagem das proteinas foi realizada utilizando-se o kit BCA™ Protein Assay
(Pierce®), onde foi construida uma curva de calibracdo, como padrdes de Albumina,
utilizando espectrofotdmetro Eppendorf® Biophotometer Plus (Eppendorf © - Hamburg,
DEU). A concentracdo final de proteinas encontrado foi de 657,5 ug/mL.

4.6. Western Blotting

4.6.1. Eletroforese dos antigenos (SDS-PAGE)

Em ensaios prévios foi definido que a concentragdo a ser usada em cada pogo era de
10 ug. O poco ficou com um volume final de 25,2 ul, com 15,2 ul de solucdo de antigenos e
10 ul de tampdo de diluicdo. Posteriomente a amostra foi centrifugada, em seguida aquecida a
100°C por 5 minutos, para que ocorra a completa desnaturacdo das proteinas, novamente a
amostra é centrifugada, a partir dai a amostra estd pronta para ser inoculada no poco do gel de
poliacrilamida.

A eletroforese foi realizada no equipamento Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-
Rad). A corrida dos antigenos de H. pylori foi feita em gel de bis-acrilamida, onde a
concentracéo do gel de cima (stacking gel) foi de 3% e o gel de corrida (Running gel) foi de

12%. O tampdo de corrida utilizado era composto de Tris-base, glicina e SDS (Sodium
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dodecyl sufate). A tensdo utilizada no gel de cima foi 120 V, em seguida ela foi aumentada
para 180 V no inicio do gel de corrida e foi mantida até final. O padréo de proteina utilizado
para marcagdo dos pesos moleculares foi Precision Plus Protein Standards (Kaleidoscope)

(Bio-Rad Laboratories, Inc).

4.6.2. Eletrotransferéncia

Para a eletrotransferéncia, também foi usado o Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-
Rad). Foi utilizada membrana de nitrocelulose 0,45um (Bio-rad Laboratories). Nesta etapa
foi montado um “sanduiche” com a membrana de nitrocelulose e o gel onde estdo os
antigenos separados por peso molecular. A montagem é feita a partir do &nodo (+) com uma
espoja, um papel de filtro, a membrana de nitrocelulose, o gel, outro papel de filtro e outra
esponja que ficard em contato com o catodo (-), de acordo com a figura 1. A
eletrotransferéncia se deu em tampdo de transferéncia Tris/Glicina, com a seguinte
constituicdo tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol a 20% (v/v), em temperatura de mais ou
menos 4°C a 100 V por 01 hora. Em seguida a membrana foi broqueada com leite desnatado a
3%.
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Figura 3: Transferéncia de proteinas de gel para membrana com o método de transferéncia horizontal. Fonte:
http://www.fermentas.com/techinfo/Electrophoresi/pproteintransfer.htm.
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4.7. Immunoblotting

Nesta etapa é onde haverd propriamente dita as interacGes antigeno-anticorpo. A
membrana broqueada foi toda cortada em fitas, onde cada fita € o que correspondem a um
poco onde os antigenos foram inoculados e separados por peso molecular no processo de
eletroforese. Cada fita foi utilizada para soros de diferentes individuos. As fitas foram
incubadas em tampédo Tris-Buffered Saline (TBS), tris 20 mM, cloreto de sddio 500 mM,
0,3% Tween 20 e pH 7,5 (Bio-Rad Laboratories, Inc). A concentracdao de soro (1° anticorpo)
foi de 1:100, com periodo de incubagdo de 18 horas a temperatura de mais ou menos 4°C em
constante agitacdo. Ap6s contato do 1° anticorpo com os antigenos de H. pylori, foi realizada
uma sequéncia de cinco lavagens para retirada do excesso de soro. Posteriomente foi
incubado, também em TBS, o anti-lgG humana (2° anticorpo), o anti-lgG utilizado foi 0 Goat
Anti-Human Ig G (H+L) AP conjugate (Bio-Rad Laboratories, Inc). O 2° anticorpo foi
incubado com as fitas de nitrocelulose na concentracdo de 1:400 por 2 horas. Em seguida, a
fita foi lavada com tampdo substrato (Tris, cloreto de sodio e cloreto de magnésio) por 10

minutos.

Block
Membrane

Figura 4: Técnica de Western Blotting evidenciando a adigao de anticorpos. Fonte:
http://www.chemicon.com/resource/ ANT101/a2B.asp.
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A revelacdo das bandas proteicas se deu com tampao de revelacdo contento 5-Bromo-
4-chloro-3-Indolyl Phosphate (BCIP) e Nitro Blue Tetrazolium (NBT). As fitas ficaram em
contato com o tampao de revelacdo por cinco minutos, em seguida a reacdo de revelacéo foi

interrompida com agua destilada.

Para controle das reacOes inespecificas com a membrana de nitrocelulose, foram
realizados testes em branco, um com uma fita com antigenos e sem soro e outro com uma fita

sem antl’geno € com soro.

4.8. Interpretacao da imunorreatividade

Para interpretacdo dos resultados, foi seguido o critério utilizado por Lepper et. al.
(2004), onde séo considerados positivos para infecgdo pelo H. pylori pelo Immunoblotting in
house 0s soros que apresentarem pelo menos uma banda de alto peso molecular: 120 ou 87 k

Da e/ou uma combinacéo de pelos menos duas bandas de peso molecular <33 k Da.

As bandas proteicas 120 (Cag A) k Da e 87 (Vac A) k Da no sistema de Lepper et. al.
(2004) equivalem as bandas encontradas entre 150 e 100 kDa e 100 e 75 kDa,
respectivamente. Tal critério também foi adotado no atual estudo.

Para as bandas abaixo de 66 k Da, foram categorizadas em: 55-50, 45-40, 33-30 e 26-
24 k Da, para facilitar a analise das tiras do immunoblotting.

4.9. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o SPSS 16.0 for Windows. A
comparacdo da imunorreatividade entre pacientes portadores e ndo portadores de cancer
gastrico foi feita pelo célculo do Qui-quadrado (X?) e do indice de significancia (p). A
comparacdo entre a média do nimero de bandas entre os grupos foi feita pelo T-teste de
Student.
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5. RESULTADOS

5.1.caracterizacdo da amostra para avaliacdo da resposta humoral em pacientes com e
sem cancer gastrico.

Foram avaliados pelo immunoblotting os soros de 174 individuos infectados por
H.pylori. Em relacdo ao género, (65/174) 37% correspondiam ao género masculino. A média

da idade foi de 49 + 17 anos e variou de 17 a 86 anos.

Dos 174 individuos infectados, 58 (33%) eram pacientes portadores de cancer gastrico
(PC), onde (37/58) 64% correspondiam ao género masculino. A idade média foi de 60 + 15

anos e variou de 22 a 86 anos.

Dos 174 individuos infectados, 116 ndo eram portadores de cancer gastrico (PSC),
onde (28/116) 24% correspondiam ao género masculino. A idade média foi de 43 + 14 anos e

variou de 17 a 81 anos.

Os individuos dispépticos sem cancer gastrico foram divididos em dois grupos: 77
individuos com historico de cancer gastrico na familia (PFC) e 40 individuos sem histérico de
cancer géstrico na familia (PNFC).

A idade dos PFC variou de 17 a 74 anos, com uma média de 43 + 11 anos. O género

masculino correspondeu a (16/76) 20% dos individuos.

A idade dos PNFC variou de 17 a 81 anos, com uma média de 43 + 18 anos. O género
masculino correspondeu a (13/40) 32% dos individuos. A distribuicdo dos grupos por faixa
etaria esta representada na figura 5.
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Figura 5: Distribui¢do dos grupos por faixa etaria.

A maioria dos individuos portadores de cancer gastrico tem idade superior a 60 anos,
com um percentual correspondente a (34/58) 60%. J& no grupo dos ndo portadores de cancer
géstrico, a maioria dos individuos tem idade inferior a 60 anos, onde o percentual
correspondente é de (73/76) 96% e de (35/40) 87% para os PFC e PNFC, respectivamente.

5.2. Analise da prevaléncia de anticorpos contra antigenos do H.pylori em pacientes com
e sem cancer gastrico.

A imunorreatividade analisada nos grupos foi contra os antigenos do H.pylori de peso
molecular: 120 (Cag A), 87 (Vac A), 66 (Ure B), 55-50 (complexo flagelar), 45-40, 33-30,
26-24 (Ure A) e 19,5 (moléculas externas de membrana).
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Comparando os perfis imunoldgicos dos PC e PSC, se observou que existe diferenca

entre 0s mesmos como é mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Comparacao da resposta humoral frente aos antigenos do H.pylori em pacientes com e sem
cancer gastrico.

Imunoreatividade(kDa) Portadores de CA gastrico Nio portadores de CA gistrico p valor
absoluto/(% ) (n=58) absoluto/(% ) (n=116)
120 54/93 80/68 <0,0001
87 581100 113/96 0,055
66 581100 116/99 1
55-50 581100 108/92 0,055
45-40 581100 10791 <0,0001
33-30 581100 106/90 <0,0001
26-24 581100 108/92 0,019
19,5 54/93 83/71 0,001

Temos em destaque o0s anticorpos presentes nos soros dos PC contra proteinas de peso
molecular: 120 kDa, 45-40 kDa, 33-30 kDa e 19,5 kDa. Mostrando uma diferenca
estatisticamente significante entre os PC e PSC em relagdo a imunorreatividade contra as

mesmas.

Analisando o percentual da imunorreatividade contra as proteinas de peso molecular
87, 55-50 e 66 kDa, observamos que a prevaléncia € praticamente a mesma em ambos 0s
grupos, o que resultou em um indice de significancia maior que 0,05, ou seja, sem relevancia

estatistica.

Quando a analise e feita estratificando a amostra de individuos dispépticos e nédo
portadores de cancer em: PFC e PNFC, e comparamos a imunorreatividade contra o0s

antigenos do H.pylori, obtemos os seguintes resultados apresentados na tabela 2.



45

Tabela 2: Comparacdo da resposta humoral contra antigenos do H.pylori entre PC, PFC (Grupo 1) e PNFC (Grupo
2).

Imunoreatividade(kDa) Portadores de CA gastrico Grupo 1 Grupo 2 pvalorl  pvalor2
absoluto/(% ) (n=58) absoluto/(% ) (n=77) absoluto/(% ) (n=40)
120 54/93 60/78 20/50 0,003 <0,0001
87 381100 73197 38/95 0,320 0,010
66 581100 77100 39/97 1 1
55-50 381100 76/98 32/80 0,567 0,004
4540 381100 74196 3382 0,176 <0,0001
3330 381100 73/95 3382 0,054 <0,0001
26-24 581100 753197 33/82 0,550 <0,0001
195 54/93 63/82 20/50 0,850 <0,0001

Diferencas séo observadas nessa tabela, principalmente quando se compara PC com
PNFC. Quase todas as bandas séo diferenciadas nos PC em relagdo aos PNFC, com excecao
da proteina 66 k Da. A imunorreatividade dos PC comparada com os PFC apresenta diferenca
estatistica apenas com relacdo a proteina Cag A (p=0,003). A figura 6 mostra o percentual da

prevaléncia da imunorreatividade contra antigenos do H.pylori entre os grupos.

120 -
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= PFC
= PNFC

20

=]
I

% de prevaléncia da imunoreatividade dos grupos conira antigenos do H pylori

120 (Cag A) 87 (Vac A) 66 (UreB)  55-50  45-40  33-30  26-24 (Ure A) 19.5 (OMS)

Figura 6: prevaléncia de anticorpos contra determinados antigenos do H.pylori. * Nos PC a presenca de anti-Cag A é
estatisticamente significante em relacdo a ambos os grupos (PFC e PNFC).
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Quando avaliamos a diferenca de imunorreatividade entre PFC e PNFC, observamos,
praticamente, a mesma diferenca encontrada quando comparamos a imunorreatividade entre
PC e PNFC (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacéo da resposta humoral contra antigenos do H.pylori em pacientes com histérico familiar de
cancer gastrico (Grupo 1) e pacientes sem histérico familiar de cancer gastrico (Grupo 2).

Imunoreatividade(kDa) Grupo 1 Grupo 2 p valor
absoluto/(% ) (n=76) absoluto/(% ) (n=40)
120 60/78 20/50 0,010
87 75/97 38/95 0,047
66 77100 39/97 1
55-50 76/98 32/30 0,007
45-40 74/96 33/82 =0,0001
33-30 73/95 33/82 =0,0001
26-24 75/97 33/82 =0,0001
195 63/82 20/50 =0,0001

Analisando a imunorreatividade dos grupos em fendtipos diferentes (tabela 4),
podemos observar uma maior prevaléncia de anticorpos contra ambas as proteinas 19,5 e 30-
33 k Da em todos os grupos. Tendo como destaque os PC que apresentam 93% de reatividade

contra ambas as proteinas, os PFC apresentaram 74% de reatividade e os PNFC apenas 40%.

Tabela 4: comparacao dos diferentes perfis de imunorreatividade contra as proteinas 19,5 e 33 k Da com 0s grupos.

» PC PEC PNFC
Fenotipos
absoluto/(%0) (n=58) absolito/(%s) (n=76) absolto/(%%) (n=40)
19.5 (+)/30-33(+) 54/93 = 62/83 = 16/41
19.5 (+)/30-33(-) 0/0 0/0 02/05
19.5 (-)/30-33(+) 04/07 08/12 13/32
19.5 (-)/30-33(-) 0/0 04/05 09/22

* a imunorreatividade contra as proteinas (19,5 e 33-30) foi estatisticamente significante nos PC e PFC em relago aos PNFC
(p< 0,0001). As significancias permanecem mesmo quando as analises feitas levam em consideragdo o sexo e a idade dos
grupos.

Analisando a imunorreatividade dos grupos em fenotipos diferentes (tabela 5), mas

dessa vez foi avaliada a prevaléncia de anticorpos contra ambas as proteinas 19,5 e 120 k Da
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em todos os grupos. Tendo como destaque os PC que apresentam 88% de reatividade contra

ambas as proteinas, os PFC apresentaram 66% de reatividade e os PNFC apenas 25%.

Tabela 5: comparacéo dos diferentes perfis de imunorreatividade contra as proteinas 19,5 e 120 k Da com 0s grupos.

PC PEC PNEFC
Fenotipos
absohito/(%a) (n=58) absolto/(%e) (h=76) absolito/[%e) (n=40)
19.5 (+y/120 (+) 51/88 = 50/66 = = 10/25
19.5 (+)/120 () 03/05 11/13 08/20
19.5 (-y120 (+) 03/05 08/10 10/25
19,5 (/120 (-) 01/02 07/09 12/30

* a imunorreatividade contra ambas as proteinas 19,5 e 120 kDa foi significante nos PC em relagéo aos PFC (p= 0,003) e aos
PNFC (p<. 0,0001). ** a diferenga entre a imunorreatividade dos PFC e PNFC foi significante (p< 0,0001). As significancias
permanecem mesmo quando as andlises feitas levam em consideracdo o sexo e a idade dos grupos.

Analisando a imunorreatividade dos grupos em fenétipos diferentes (tabela 6), mas
dessa vez foi avaliada a prevaléncia de anticorpos contra ambas as proteinas 120 e 87 k Da em
todos os grupos. Tendo como destaque os PC que apresentam 93% de reatividade contra

ambas as proteinas, os PFC apresentaram 73% de reatividade e os PNFC apenas 50%.

Tabela 6: comparagao dos diferentes perfis de imunorreatividade contra as proteinas 120 e 87 k Da com 0s

PC PEC PNEC
Fencs
enotipos absoluto/(%) (n=58) absoluto/(%) (n=76) absohuto/(%) (n=40)
120 (+)/ 87 (D 54/93 - 5773 =+ 20/50
120 (+)/ 87 () 0/0 0/0 0/0
120 (-)/ 87 () 04/07 17124 17/42
120 (-)/ 87 () 0/0 02/03 03/08

grupos

* a imunorreatividade contra ambas as proteinas 120 e 87 k Da foi significante nos PC em relagdo aos PFC (p= 0,006) e aos
PNFC (p<. 0,0001). ** a diferenca entre a imunorreatividade dos PFC e PNFC foi significante (p= 0,014).

5.3. Anélise do nimero de bandas dos pacientes com e sem cancer gastrico.

Com relacdo ao nimero de bandas nos immunoblottings a média geral foi de 9 + 3

bandas, com 0 minimo de 2 bandas e maximo de 14 bandas. Com relacdo aos PC a média foi
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de 10 + 2 bandas, com o minimo de 6 bandas € maximo de 14 bandas. Nos PSC a média foi
de 8,5 + 3 bandas, com o minimo de 2 bandas e maximo de 14 bandas. Os PFC tem média de
9,5 + 3 handas, com 0 minimo de 3 banda e maximo de 14 bandas, os PNFC tem média de 6 +

2,5 bandas, com o minimo de 3 bandas e maximo de 12 bandas.

A diferenca entre a média do nimero de bandas visualizadas no immunoblotting dos

PC em relacdo aos PSC (tabela 7) é significante (p= 0,012).

Tabela 7: Comparagédo da média do nimero de bandas entre pacientes com cancer gastrico e sem cancer gastrico.

Portadores de CA gastrico Nio portadores de CA gastrico p valor

Meédia do N® de handas 10 8,5 0,012

Quando essa analise se estende a uma comparacao entre PC, PFC e PNFC (tabela 8), a
diferenca da média do nimero de bandas entre PC e PFC ndo é significante (p=0, 767), ja
entre PC e PNFC a diferenca é significante (p< 0, 0001). Comparando a média do numero de
bandas entre PFC e PNFC se observou também uma diferenca estatistica significante (p< 0,
0001).

Tabela 8: Comparagdo da média do nimero de bandas entre PC, PFC (Grupo 1) e PNFC (Grupo 2).

Portadores de CA gistrico Grupo 1 Grupo 2 pvalorl pvalor2 pvalorl-2

Média do N° de bandas 10 0,3 ] 0,767 <(,0001 <0,0001

5.6. Andlise da prevaléncia de anticorpos contra Cag A por faixa etaria e género.

A distribuicdo por faixa etaria nos PC mostra que a prevaléncia de cepas de H.pylori
que expressam a proteina Cag A é maior com o aumento da idade (tabela 9). Onde os
pacientes com idade < 40 anos apresentam uma prevaléncia de 15%, enquanto pacientes com
idade entre 41-60 anos apresentam 28% e pacientes com idade acima de 60 anos uma

prevaléncia de 57%. No entanto, a andlise estatistica mostra que ndo existe diferenca
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significante entre as faixas etarias (p= 0,233) com relacédo a prevaléncia de anticorpos contra a
proteina Cag A.

Tabela 9: Analise da prevaléncia de anticorpos contra Cag A por faixa etaria nos PC.

faixa etaria Imunoreatividade contra Cag A PC
posittva (n= 54) negativa (n= 4) total (n= 58) i
absolato/(%o) absohito/(%o) absoluto/ (o)
=40 B/15 0/0 8/14
41-60 15/28 0/0 15/26 0,233
61-90 31/57 4/100 35/60

Na tabela 10 é feita um cruzamento entre a prevaléncia de anticorpos contra Cag A e
as faixas etarias nos pacientes ndo portadores de cancer gastrico. Dos 76 individuos

imunorreativos contra a proteina Cag A, (73/76) 95% tem idade < 60 anos. Contudo, essa

diferenca ndo teve relevancia estatistica (p= 0,360).

Tabela 10: Analise da prevaléncia de anticorpos contra Cag A por faixa etaria nos PSC.

faixa etaria [munoreatividade contra Cag A PSC
positiva (n=76) negativa (n= 40) total (n=116) P
absohito/(%a) absohito/(%a) ahsohito/(%o)
=40 EYEEY! 15/37 46/40
41-60 41/54 20/50 61/52 0.360
61-90 4/5 5/13 9/8

Quando cruzamos a imunorreatividade contra a proteina Cag A e o género dos PC
(tabela 11), se observou uma maior prevaléncia de individuos imunorreativos do sexo

masculino (63%). No entanto, essa diferenca néo foi significante estatisticamente (p= 0,54).
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Tabela 11: Andlise da prevaléncia de anticorpos contra Cag A por género nos PC.

género [munoreatividade contra Cag A pC
positiva (n= 54) negativa (n= 4) total (n= 58) P
absoluto/(%o) absolito/(%a) absoluto/(%o)
masculino 34/63 375 37/64 0.54
feminino 20/37 1/25 21/36

Quando se compara imunorreatividade contra a proteina Cag A e género dos PSC
(tabela 12), se observou uma maior prevaléncia de individuos imunorreativos do sexo

feminino (69%). No entanto, essa diferenca nédo foi significante estatisticamente (p= 0,369).

Tabela 12: Analise da prevaléncia de anticorpos contra Cag A por género nos PSC.

género Imunoreatividade contra Cag A PsC
positiva (n=76) negativa (n= 40) total(n=116) 13
absohuto/(%0) absoluto/[%a) absoluto/(%a)
masculino 23/31 11/27 34130 0.369

feminino 53/69 29/73 82/70
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6. DISCUSSAO

A andlise da resposta humoral do soro dos pacientes infectados por H. pylori mostra
indiretamente quais proteinas bacterianas estimularam o sistema imunolégico do hospedeiro a
produzir uma resposta imunolégica. Os anticorpos presentes no soro (Ig G) dos individuos
com e sem cancer gastrico que formam o complexo antigeno-anticorpo com as proteinas
fixadas no papel de nitrocelulose podem indicar indiretamente algumas proteinas estruturais
conhecidas (Ure A, Ure B, PCF, OMS) e desconhecidas da bactéria (100 kDa, 45-40kDa, 33-
30kDa), ou exotoxinas produzidas pela mesma (Cag A, Vac A). A imunorreatividade é
diretamente proporcional ao grau patogenicidade da bactéria (LEPPER, 2004). Portanto, a
presenca de varias bandas no immunoblotting indica que a bactéria apresenta varios fatores de
viruléncia, o que pode representa ao individuo infectado por essa cepa um sério risco de

lesBes e/ou alteracdes das células epiteliais gastricas.

As bandas analisadas nesse estudo foram escolhidas por serem as mais relatadas nos
artigos cientificos (JANULAITYTE-GUNTHER, 2007; YILMAZ, 2006; ROCHA, 2000;
WANG, 1998), sdo elas: 120 (Cag A), 87 (Vac A), 66 (Ure B), 55-50, 45-40, 33-30, 26-24
(Ure A) e 19,5 (OMS) kDa. Algumas bandas apresentaram peso molecular oscilante,
principalmente se tratando de um immunoblotting in house onde muitas varidveis podem
interferir no resultado final do experimento, como: a ndo homogeneizacdo dos antigenos,
erros de pipetagem, reagentes contaminados, a trama formada pelo gel de poliacrilamida,
desnaturacdo incompleta das proteinas, entre outros (LEPPER, 2004). Alguns autores
mencionam a dificuldade da anéalise dos testes comerciais (helico blot 2.0) pela diferenca de
corrida de antigenos entre diferentes lotes do kit o que pode levar a diferentes conclusées
sobre o peso molecular das bandas (ROCHA, 2000). Por isso, no nosso trabalho algumas
bandas foram categorizadas: 55-50, 45-40, 33-30 e 26-24 k Da, com a finalidade de facilitar a

analise das bandas no immunoblotting.

O perfil de imunorreatividade dos grupos analisados mostra que todos os individuos
apresentam bandas caracteristicas de infeccdo por H.pylori, segundo os critérios de Nilsson et
al. (1997).
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Na comparacao entre o immunoblotting dos PC com os PSC, se encontrou diferencas
na imunorreatividade contra quase todas as proteinas do H.pylori, com excecdo das proteinas
87, 55-50 e 66 k Da. No entanto, quando comparamos o perfil de imunorreatividade dos trés
grupos se observou que os perfis dos PC e PFC sdo semelhantes entre si, e que ambos sao
diferenciados dos perfis de imunorreatividade dos PNFC, com excecdo da banda 66 k Da (Ure
B) que foi comum a todos os individuos infectados (CHOMVARIN, 2009).

Os atuais trabalhos comparam a imunorreatividade entre portadores de cancer e
pacientes sem cancer gastrico e sem historico familiar de cancer de estbmago. Por esse motivo
as referéncias mencionadas a seguir nessa discussdo serviram como base para comparar
apenas PC e PNFC, sendo os PFC um grupo diferenciado, ou seja, ndo sdo portadores de

cancer gastrico, mas que tem o perfil de imunorreatividade semelhante aos PC.

Com relacdo a presenca de anticorpos anti Cag A e anti Vac A nos PC, Mohammadi et
al. (2013), relatam que a imunorreatividade contra as mesmas proteinas esté relacionada com
0 adenocarcinoma gastrico. Esse resultado estd de acordo com 0 nosso estudo, onde houve
diferenca estatisticamente significante entre a prevaléncia de anticorpos contra as proteinas de
peso molecular 120 (Cag A), 87 (Vac A) k Da entre PC e PNFC. Entretanto, Janulaityte et al.
(2007), na Lituénia, estudando 115 individuos com céncer gastrico e 110 individuos sem
cancer gastrico nao encontraram diferenca estatistica com relacdo a imunorreatividade contra
as proteinas Cag A e Vac A entre 0s grupos, mas encontraram com relacdo a proteina 30 (Ure
A). Esse ultimo resultado esta de acordo com nosso estudo, que encontrou anticorpos contra a
proteina de categoria: 33-30 k Da nos PC. Esse resultado é estatisticamente significante frente
0s PNFC (p< 0,0001).

Queiroz et al. (2004), no Brasil, analisaram atraves do helico blot 2.0 a
imunorreatividade de 46 portadores de cancer gastrico e 118 ndo portadores de cancer gastrico
e observaram diferenca significante com relagdo as bandas 116 kDa e 26 kDa. Tais bandas
correspondem as bandas 120 k Da (Cag A) e 24-26 k Da (Ure A) do nosso estudo. No estudo
realizado por O’Toole et al. (1991), no Canada, observaram uma maior frequéncia da banda

de peso molecular 26 k Da nos pacientes portadores de cancer gastrico do que nos ndo
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portadores. Essas bandas também foram significantes no nosso trabalho quando comparamos
PC com PNFC.

Chomvarin et al. (2009), na Tailandia, analisando a imunorreatividade de 22 pacientes
com cancer de estdbmago e 67 pacientes sem cancer gastrico, observou que a presenca de
anticorpos contra ambas as proteinas de peso molecular 19,5 e 35 k Da esté significativamente
associado com os PC. No nosso estudo a banda correspondente a 35 € a banda 33 k Da. A
presenca de anticorpos contra ambas as proteinas foi tambeém significante nos PC em relac&o
aos PNFC (p< 0, 0001). No entanto, a banda 33 kDa isoladamente ndo apresentou
significancia quando se leva em consideracdo o sexo e a idade. Esse resultado estd de acordo
com o encontrado por Mohammadi et al. (2013) que classificou a presenca da banda 35 k Da

como sendo protetora contra o cancer de estdbmago.

Analisando a imunorreatividade contra ambas as proteinas 120 e 19,5 k Da nos PC e
PNFC, observamos uma diferenca significante nos PC (p< 0,0001). Tal resultado j& era
esperado, pelo fato da imunorreatividade contra as proteinas 120 e 19,5 k Da, isoladamente, j&

apresentarem significancia nos PC em relacdo aos PNFC.

Janulaityte et al. (2007), Mohammadi et al. (2013) e Correa et al. (2005), relataram
qgue a imunorreatividade contra ambas as proteinas 120 (Cag A) e 87(Vac A) kDa ¢é
significante nos PC em relacdo aos PNFC. No atual estudo, a presenga de anticorpos contra
ambas as proteinas também foi significante (p<0, 0001).

A comparacdo da média do nimero de bandas entre 0s grupos corrobora com 0s
achados encontrados com relacdo a imunorreatividade nesse trabalho, a diferenca da média do
namero de bandas é estatisticamente significante nos PC em rela¢do aos PNFC (p< 0, 0001).
Essa comparacgdo entre a média do nimero de bandas entre PC e PNFC ndo é relatada na
literatura, ndo sendo possivel uma comparacdo com outros trabalhos. Essa diferenca entre

numero bandas também é encontrada quando comparamos PFC e PNFC (p< 0, 0001).
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Essa diferenca na imunorreatividade também revela a presenca de uma quantidade
maior de fatores de viruléncia presentes nas cepas de H.pylori albergadas pelos PC e PFC do
que nas cepas presentes nos PNFC. Tais fatores de viruléncia podem corresponder tanto a
moléculas de adesdo, como receptores de moléculas presentes na superficie de células
epiteliais gastricas (LeP), como ainda moléculas de funcdo desconhecida. Esses fatores seriam
0s responsaveis pelo sucesso da colonizagdo e maior patogenicidade do H.pylori nos PC
(MARKOVSKA, 2011).

Quando comparamos a imunorreatividade de PC e PFC, se observou que a principal
diferenca € a maior prevaléncia de anticorpos contra a proteina Cag A nos PC, essa diferenca

é significante (p=0,003).

Quando a presenca de anticorpos contra Cag A € comparada com relagcdo aos géneros
e as faixas etérias, tanto nos PC como nos PSC ndo se observou diferenca estatisticamente

significante em relacéo a nenhum dos géneros ou das categorias de faixa etaria.

Todas as comparagdes citadas acima entre a imunorreatividade dos PC em relagdo aos
PNFC também pode ser atribuida aos PFC, ou seja, existe uma diferenca entre o perfil de

resposta humoral dos PFC em relacdo aos PNFC. Tal comparacdo néo € relatada na literatura.

Nesse estudo, observamos que a resposta humoral dos PFC é mais semelhante aos PC
do que os PNFC. Tal fato nos leva a sugere duas hipéteses: Os PC e PFC albergam cepas
semelhantes, mas com a diferenca marcante da expressdao da proteina Cag A na estirpe
presente nos PC e/ou os PFC e PC apresentam uma alteragdo no perfil genético do sistema
imunologico que acentua a resposta humoral desses individuos, provocando uma producéo
aumentada de anticorpos que, consequentemente, levard a um processo inflamatorio mais
intenso, aumentando assim as chances de alteracdo do DNA das células epiteliais gastricas
desses individuos (CORREA, 2005).

As observacdes feitas nesse atual trabalho nos levam a novas perspectivas de pesquisa

relacionadas com a genética dos individuos infectados com H.pylori. Averiguar se existe
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algum polimorfismo genético nos pacientes portadores de cancer gastrico e familiares de
cancer gastrico. Tal alteracdo seria responsavel pela liberacdo de alguma Interleucina ou
molécula capaz de modular a resposta imunolégica e induzir os linfdcitos da linhagem B a

produzir mais anticorpos nesses individuos.
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7. CONCLUSAO

A analise da imunorreatividade (Ig G) através do immunoblotting in house mostrou
que existe uma diferenca na resposta humoral entre pacientes com cancer gastrico e pacientes

sem cancer gastrico e sem historico familiar de cancer de estdmago.

A imunorreatividade contra as proteinas 19,5 e 120 k Da esta significantemente

associada com os pacientes portadores de cancer gastrico.

Os pacientes portadores de cancer gastrico e familiares de céancer gastrico
apresentaram um perfil de imunorreatividade semelhante entre si com excegdo da maior

prevaléncia de anti Cag A nos portadores de cancer.

N&o houve diferenca estatistica na imunorreatividade contra Cag A por faixa etéria e

género nos grupos estudados.
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