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AVALIAQ[\O DO POTENCIAL PATOGENICO DOS GENES sabA E hopZ DE
ESTIRPES DE HELICOBACTER PYLORI ISOLADAS NUMA POPULAQAO

PORTUGUESA
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Resumo

Estudo do potencial dos genes sabA e hopZ como marca-
dores de viruléncia para a doenca ulcerosa péptica (DUP)
em estirpes de H. pylori de doentes portugueses, 106 iso-
ladas de adultos (50 com DUP, 56 com dispepsia nao
ulcerosa - DNU) e 74 isoladas de criancas (21 com DUP, 53
com DNU), por PCR e sequenciacao.

O genotipo sabA on relacionou-se significativamente com a
DNU em estirpes isoladas de criancas, enquanto que o
genétipo hopZ on foi o mais prevalente em estirpes isola-
das de doentes com DUP. Também se verificou a associa-
¢ao significativa entre o genétipo sabA on e os genétipos
cagA-, vacAs2 e oipA off, nas estirpes isoladas de criancas,
nao tendo havido qualquer associaco entre a funcionalida-
de de sabA e hopZ com outros genes, na populacio adulta.
A anadlise de combinacdes de genétipos mostrou que, nas
estirpes de criancas, o risco para a DUP aumentou quando
se associou o genétipo sabA off aos genétipos cagA+,
vacAsl e cagA+/vacAsl.

Concluiu-se que os genes sabA e HopZ nao constituem
marcadores de viruléncia para DUP numa populacao Por-
tuguesa. No entanto, sabA off pode contribuir para a dis-
tincio entre a DUP e a DNU, quando associado a outros
marcadores de viruléncia.

Summary

To study the potential of sabA and hopZ genes as virulence
markers for peptic ulcer disease (PUD) in H. pylori strains
isolated from Portuguese patients, 106 isolated from adults
(50 with PUD, 56 with non-ulcer dyspepsia) and 74 from
children (21 with PUD, 53 with non-ulcer dyspepsia).
Genotyping was performed by PCR and sequencing of the
5’ region of the genes was done.

We observed that sabA on was significantly more often
associated with gastritis only in strains isolated from
children. hopZ on was more prevalent in strains from PUD,
although this difference was not significant. We also found
that sabA on was significantly associated with cagA,
vacAs2 and oipA off genotypes in the strains isolated from
children and that there was no association between any
functional status of sabA and hopZ with other genes in the
adult population. Finally, we compared some genotype
combinations. In strains isolated from children, the risk for
PUD increased when sabA off was associated with: cagA+,
vacAsl and cagA+/vacAsl.

We concluded that neither sabA nor hopZ are
pathogenicity markers for PUD in this Portuguese
population. However, the sabA off genotype can contribute
to the distinction between PUD and gastritis when
associated with other virulence genes.
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Helicobacter pylori (H. pylori) € uma bactéria
Gram negativa que coloniza o estdbmago humano,
através da aderéncia as células epiteliais gastricas
(1,2). Neste mecanismo, intervém moléculas recep-
toras, que se encontram nas células do hospedeiro,
e adesinas presentes na superficie das bactérias.
Existem proteinas que foram j4 identificadas como
estando implicadas na aderéncia as células epite-
liais gastricas, nomeadamente, BabA, SabA, SabB
e HopZ, sendo todas proteinas da membrana exter-

na. A expressao dos genes respectivos sabA, sabB
e hopZ é regulada por uma zona de repeticdo de
dinucledtidos CT na regido 5’ do gene que codifica
para o péptido sinal. O nimero de repeticdes CT vai
influenciar as grelhas de leitura inserindo ou remo-
vendo um coddo stop, o que se traduz em dois
estados de funcionalidade do gene, on ou off e con-
sequentemente na formag¢ao ou ndo de uma proteina
madura. Este mecanismo de regulacio genética é
denominado de “slipped strand mechanism mispai-
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rig” (3,4). A adesina SabA (sialic acid-binding
adhesin), que consiste numa proteina de 651 ami-
nodcidos, e que pertence a familia das proteinas de
membrana externa de H. pylori, liga-se as glicopro-
teinas sialil-Lewis* e sialil-Lewis’, que constituem
receptores das células da mucosa do hospedeiro (5).
Outro gene pertencente a esta familia é o gene
hopZ, que se pensa estar igualmente implicado na
adesdo da bactéria a mucosa géstrica. Estudos de
imunofluorescéncia permitiram localizar a proteina
hopZ. na superficie da bactéria, e ensaios de adesao
mostraram uma perda considerdvel na capacidade
da bactéria em aderir as células da mucosa géastrica
quando se compararam estirpes com o gene intacto
e estirpes mutadas. No entanto, o facto de a bactéria
poder abandonar a expressdo do gene hopZ, atra-
vés do mecanismo de “slipped strand mispairing
mechanism”, revela que a proteina ndo € essencial
a sobrevivéncia da bactéria (6).

Para além das adesinas, H. pylori possui outros fac-
tores de viruléncia nomeadamente factores com ac-
¢ao toxica nas células da mucosa. A citotoxina va-
cuolizante VacA, codificada pelo gene vacA, é uma
proteina excretada por H. pylori e que se pensa
estar associada a lesdo do epitélio, o que resulta da
sua accdo téxica em vdrios organitos (7,8,9).
Outro factor de toxicidade de H. pylori ndo ubiqui-
tario consiste no conjunto de 31 genes inseridos no
gene glutamato racemase denominado ilhéu de pa-
togenicidade cag (cag PAI). Esta regido codifica
para proteinas responsaveis pelo aumento do estado
inflamatdrio da mucosa géstrica ja que favorecem a
infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleados e au-
mentam o nivel de produgdo de interleucina 8 (9,
10). Um dos genes constituintes deste grupo € o
cagA, que se situa no final do ilhéu de patogeni-
cidade cag PAI e que codifica para a proteina CagA
(cytotoxin-associated gene). Esta &€ translocada
para o interior das células epiteliais géstricas pro-
vocando alteracdes no citoesqueleto e na mor-
fologia destas (11).

Este trabalho foi realizado no ambito da pesquisa
de novos marcadores de viruléncia de H. pylori, na
sequéncia de varios estudos que apontam para uma
correlac@o entre determinados genes de H. pylori e
a frequéncia de patologias géstricas severas. Para
tal, procedeu-se a caracterizagdo genotipica de dois
genes implicados na adesao de H. pylori a mucosa
géstrica, sabA e hopZ, e ao estudo da sua preva-
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léncia, numa amostra de estirpes de H. pylori
isoladas de doentes apresentando ulcera péptica
(PUD) e dispepsia nao ulcerosa (DNU). O seu es-
tudo reveste-se de grande importincia na medida
em que, como estes genes codificam para adesinas
bacterianas, poderao contribuir para a viruléncia da
estirpe infectante.

MATERIAIS E METODOS
Estirpes Bacterianas

Foram estudadas estirpes de H. pylori, isoladas de
biopsias do antro gdstrico, que integram a colec¢@o
de estirpes do Centro de Bacteriologia do Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge de Lisboa. No
total, utilizaram-se 180 estirpes bacterianas, das
quais 106 isoladas de doentes adultos com DUP
(n=50, 13 com ulcera géstrica e 37 com tlcera
duodenal, idade média 49.5 * 16.2, 52% do sexo
masculino) ou DNU (n=56, idade média 51.3 *
14.6% do sexo masculino) e 74 isoladas de criancas
com DUP (n=21, 3 com ulcera gastrica e 18 com
tlcera duodenal, idade média 11.72 = 3.76, 64% do
sexo masculino) ou DNU (n=53, idade média 9.11
+ 3.26, 56.6% do sexo masculino). Foram ainda
utilizadas 2 estirpes de referéncia de H. pylori, a
estirpe 26695 (ATCC 700392) e a estirpe J99 (AT
CC 700824) para as quais o genoma se encontra
sequenciado (12,13).

Isolamento de DNA

O DNA a partir do qual se trabalhou foi previa-
mente isolado e extraido, tendo-se utilizado, para
esse efeito, o Qiamp DNA mini kit 250 (Qiagen
SA, Courtaboeuf, France). As estirpes incluidas nes-
te estudo encontravam-se previamente caracteriza-
das no que respeita aos gendtipos cagA, vacA,
iceA, babA2, oipA e hopQ (14).

Anadlise de sequéncias dos Genes sabA e hopZ

Para cada gene, a regido 5’ codificante do péptido
sinal foi amplificada por PCR. Para o gene sabA,
utilizaram-se os iniciadores F1-663-HP726 e R1-
663-HP725. Em 7.7% das estirpes nao foi obtido
produto de amplificacdo, pelo que foi desenhado
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Quadro 1 - Iniciadores utilizados nas reaccoes de amplificacao realizadas.
Gene Iniciador Sequéncia (5°-3’) (Tamanho em pb) Tamanho do Fragmento pb Referéncia
bA F1- 663-HP726 TTT TTG TCA GCT ACG CGT TC (20) 585 Lehours et al,
sa R1- 663-P725 ACC GAA GTG ATA ACG GCT TG (20) 2004 (15)

sabA F2- 663-HP726

GCA ATG TGT GGC AGC AAC AAA C (21)

692 -

R1- 663-HP725 ACC GAA GTG ATA ACG GCT TG (20)
»B HopZF1 GCC TGA TAT GGG TGG CAT GGG (21) 666 Peck et al, 1999
sa HopZR2 GCG TGT TTG CTT TTA AAT TAT CG (23) (6)

outro iniciador, F2-663-HP726. Para o gene hopZ
utilizaram-se os iniciadores HopZF1 e HopZR2
(Quadro 1). A reac¢do de PCR consistiu em 35 ci-
clos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 56° C e
30 segundos a 72° C. Procedeu-se a um ciclo inicial
de 30 segundos a 94°C e finalizou-se com um ciclo
de 7 minutos a 72° C, num termociclador (Gene
Amp, PCR System 9700 Applied BioSystems).
Para comprovar que houve amplificacdo dos frag-
mentos pretendidos, recorreu-se a uma electrofore-
se em gel de agarose a 1,5% e coloragdao com bro-
meto de etidio. Esses produtos de amplificagao,
previamente purificados com o kit Jetquick (Geno-
med, Lohne, Alemanha), foram sujeitos a sequen-
ciac@o enzimadtica, utilizando-se os iniciadores R1-
663-P725 e HopZR2 para os genes sabA e hopZ,
respectivamente. Para tal, efectuou-se o método de
Sanger, cujo programa de sequenciagdo consistiu
num ciclo inicial de 30 segundos a 96° C seguido de
25 ciclos, de 10 segundos a 96° C, 5 segundos a 50°
C e 4 minutos a 60° C. Para a sequenciacdo utili-
zou-se o reagente Big Dye Terminator (Applied
Biosystems Chemistry, Foster City, E.U.A.) e uti-
lizou-se o sequenciador automdtico 3100 (Genetic
Analyser, Abi-Prism).

Analise Estatistica

A associacio entre gendtipos e as patologias gas-
tricas foi avaliada por intermédio do teste exacto de
Fisher. Em todos os testes o nivel de significancia
estabelecido foi 5%, rejeitando assim a hipdtese de
ndo associagdo (hipdtese nula) sempre que o valor
p foi menor que 0.05. De modo a definir grupos de
genodtipos, incluindo os genes sabA e hopZ, e ou-
tros ja caracterizados para a amostra de estirpes
estudada, recorreu-se a analise de clusters utilizan-
do a distancia Euclideana Quadrética para definir
as distancias (grau de associacdo) entre os genes

estudados e o método Average Linked (Média dos
Grupos) para estabelecer os grupos. Por fim, uti-
lizou-se um dendrograma para representar grafica-
mente os grupos de genes encontrados. Toda a ana-
lise estatistica foi realizada recorrendo ao pacote de
programas estatisticos SPSS 13.0.

RESULTADOS

Mecanismos de Regulacio da Expressiao dos
Genes sabA e hopZ

A funcionalidade dos genes sabA e hopZ foi obtida
pela andlise da sequéncia 5° da regido que codifica
para o péptido sinal, utilizando-se as técnicas de
PCR e sequenciag@o enzimadtica. Foi entdo determi-
nado o nimero de repeticdes de dinucledtidos CT,
que permitiu distinguir dois estados de funcionali-
dade, on ou off. Relativamente ao gene sabA, ob-
tiveram-se 12 perfis diferentes, e para o gene hopZ,
10 perfis. Ao analisar estes perfis, verificou-se que
a expressdo dos genes sabA e hopZ é regulada pelo
mecanismo de “slipped strand mechanism mispai-
ring”. Este mecanismo consiste na alteracdo do sta-
tus do gene tendo em conta o nimero de repeticoes
CT, na medida em que este influencia as grelhas de
leitura inserindo ou removendo um codao stop. Ve-
rificou-se também a existéncia dos dois estados fun-
cionais dentro do mesmo perfil de repeticoes, su-
gerindo um outro mecanismo de regulacdo. Assim,
para 6 perfis do gene sabA e 5 perfis do gene hopZ,
observou-se que a diferenca no status correspon-
dia a inser¢des e/ou dele¢des de grupos de nucled-
tidos (entre 3 e 9 bases para o gene sabA e entre 4
e 5 bases para o gene hopZ) adjacentes a zona das
repeticoes CT (Quadro 2).
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Quadro 2 - Regiao codificante da sequéncia sinal dos genes sabA e hopZ e respectivos perfis e status dos genes, de algumas estirpes de H.
pylori estudadas.

N°
o de Status do
. Sequéncia de bases do DNA-SabA repetigdes
Estirpe or gene
670/99 ATGAAAAAACGATTTTTT ATCCCTTGCAGCGTCATTACTTTATGCTGAAGACAACGGCTTT 3 (1+2) ON
24/00 ATGAAAAAACGATTTTTAICTCTCTCT, CGCTTGCGGTATCATCGCTCCACGGACAACGGCTTTTT 4 OFF
E18A ATGAAAAAAACGATTTTTA CTCTCTCTCT] CGCTT- - - -CATCGCTTTTGCGTG 5 ON
553/02 | ATGAAAAAA-CGATTTTTAICTCTCTCTCT|CGCTT- - - - CATCGCTTTTGCACG (...) CC 5 OFF
713/99 ATGAAAAAACGATTTTTA- —ICTCTCTCTCTC EICGCTT ——————— CATCGCTCTTGCGCG AGACAACGGCT 6 OFF
500/02 ATGAAAAAACGATTTTTA- - CTCTCTCTCTCT||CGTTTGCGGTATCATCGCTC- - - CACG AGACAACGGCT 6 OFF
574/02 ATGAAAAAGACAATTT CTCTCTCTCT||CGCTTCATCGCTCTTAAACGCTGAAGACAACGGCTTTTTT 6 (1+5) ON
296/01 ATGAAAAAACGAT TTTTAICTCTCTCTCTCTC EICGCTT ——————— CATCGCTCTTAAACGCTGAAGACA 7 ON
124/99 ATGAAAAAACGATTTTTAICTCTCTCTCTCTC EICGCTTGCGGTATCATCGCTC ---CACG AGACAACGGCT 7 OFF
207/97 ATGAAAAAACGATTTTTA.T CTCTCTCTCTCTICGCTTGCGGTATCATCGCTCCACGCTGAAGACAAC 7 (1+6) ON
M7A ATGAAAAAACGATTTTTA|CTCTCTCTCTCTCTCT]CGTTTGCGGTATCATCGCTC- - -CACGCTGAAGACAACGGCT 8 ON
289/99 ATGAAAAAACGATTTTTACTCTCTCTCTCTCTCT|CGCTT-~--~---~ CATCGCTCTTAAACGC AGACAACGGCT 8 OFF
801/99 ATGAAAAAGACAATTTTAICTCTCTCTCTCTCTCTC ;ICGCTT ——————— CATCGCTCTTAAACG AG 9 OFF
767/99 ATGAAAAAGACAATTCTAICTCTCTCTCTCTCTCTCTC IC ——————— GCTTCATCGCTCTTGCGCGCTGAAGACAACGGCT 10 ON
194/99 ATGAAAAAACGATTTTTAICTCTCTCTCTCTCTCTCTC ;IC —————— GGTAGCATCGCTC- -~ CACG AGACAACGGCT 10 OFF
648/02 ATGAAAAAACGATTTTTTICTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC ICGTTTGCGGTATCATCGCTCCACGCTGAAGACAACGGCT 11 ON
586/99 ATGAAAAAGACAATTCTAICTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC ;ICGCTTCATCGCTCTTGCACGCAGACAACGGCT 12 OFF
N° d
A s . e,. Status do
. Sequéncia de bases do DNA-hOpZ repetigdes
Estirpe or gene
86/98 ATGAAAAAAACCTTTTTA|CTCTCTCT) CGCTTACATCGCTTTTAAACG AGACAACGGCT 4 OFF
292/99 ATGAAAAAAACCCTTTTA|CTCTCTCTCTIATCTCGCTTCATCGCTTTTAAACGCTGAAGACAACGGCT 5 ON
767/99 ATGAAAAAAACCTTTTTACTCTCTCTCTC CGCTTCATCGCTTTTGAACG AGACAACGGCT 6 OFF
499/02 ATGAAAAAAACCTTATTAICTCTCTCTCTCTC‘I‘CGCTTCATCGCTTCTAAACGCTGAAGACAACGGCT 7 ON
379/01 | ATGAAAAARACCCT-TTTA CTCTCTCTCTCTCTCT|CGCTTCATCGCTTTTAAACGCTGAAGACAACGGCT 8 OFF
887/03 ATGAAAAAAACCCTATTTA|CTCTCTCTCTCTCTCT|CGCTTCATCGCTTTTAAACGCTGAAGACAACGGCT 8 ON
107/98 ATGAAAAAAACCTTTTTAICTCTCTCTCTCTCTCTCT‘— ---TCATCGCTTTTAAACGCTGAAGACAACGGCT 9 ON
364/01 ATGAAAAAAACCTTTTTAICTCTCTCTCTCTCTCTC ;ICGCTTCATCGCTTTTAAACG AGACAACGGCT 9 OFF
771/99 ATGAAAAAAACCTTTTTAICTCTCTCTCTCTCTCTCTC ICGCTTCATCGCTTTTAAACGCTGAAGACAACGGCT 10 ON
601/99 ATGAAAAAAACCTTTTTAICTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC;ICGTTT— -TTGCTT- - -CACGCTGAAGACAACGGCT 11 ON
822/99 ATGAAAAAAACCCTTTTAICTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC;ICGCTTCATCGCTTCGCTGAAGACAACGGCT 11 OFF
430/02 ATGAAAAAAAC(.J.TTTTAICTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCEICGCTTCATCGCTTTTAAACGCAGACAACGGCT 12 OFF
600/99 ATGAAAAAAACCTTTTTAICTC'TCTCTCTCTCTCTCTCTCTC'TC'IlCGCTTCATCGCTTTTAAACGCTGAAGACAACGGCT 13 ON
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Quadro 3 - Frequéncia dos genétipos sabA e hopZ em estirpes de H. pylori isoladas de adultos e criancas com gastrite e ulcera.

Genotipo N° de estirpes (%) Valor de p O.R. IC 95%)
Gastrites Adultos (n = 56) Ulceras Adultos (n=50)
sabA on 39 (69.6) 28 (56.0)
sabA off 17 (30.4) 22 (44.0) 0.163 0.555 [0.250-1.232]
hopZ on 27 (49.1) 30 (60.0)
hopZ off 28 (50.9) 20 (40.0)
Gastrites criancas (n=53) Uleeras criancas (n= 21)
sabA on 30 (56.6) 5(25.0)
sabA off 23 (434) 15 (75.0) 0.019 0.256 [0.081-0.806]
hopZ on 34 (64.2) 14 (66.7)
hopZ off 19.(35.8) 7(33.3) 1.000 1.118 [0.385-3.248]

OR- odds ratio; IC- intervalo de confian¢a

Prevaléncia dos Genoétipos sabA e hopZ na Po-
pulacao em Estudo

A andlise da distribuicdo dos dois genétipos, on e
off, para cada gene mostrou que o gene sabA se
encontra funcional (estado on) em 63.2% das estir-
pes isoladas de adultos e em 48.6% das estirpes
isoladas de criangas. Relativamente ao gene hopZ,
0 gendtipo mais prevalente foi o hopZ on, em am-
bas as populagdes (53.8 % de estirpes isoladas de
adultos e 66.7 % de estirpes isoladas de criancas).

Distribuicao dos Genétipos sabA e hopZ por
Tipo de Patologia Gastrica (DNU e Ulcera
Péptica)

Tendo em conta apenas a populacdo adulta, verifi-
cou-se que o genotipo sabA on foi o mais prevalen-
te em ambas as patologias, pois representa 69.7%
das estirpes isoladas de individuos com DNU e
56.0% das estirpes isoladas de doentes com DUP
(p=0.163). Relativamente ao gene hopZ, o genoti-
po hopZ on foi o mais frequente nas ulceras
(60.0%), enquanto que o gendtipo hopZ off foi o
mais prevalente na DNU (51.0%) (p=0.328). Na

Quadro 4 - Genétipos associados a DUP em estirpes isoladas de
criancas.

Genotipo Valor de p 0. R. (IC 95%)
cagA+ <0.001 9.17 [2.99-28.04]
vacAsl <0.001 13.76 [4.07-46.48]
cagA+/vacAsl <0.001 8.13 [2.612-25.274]
cagA+/SabA off <0.001 11.73 [3.280-41.970]
vacAsl/SabA off <0.001 15.60 [4.362-55.792]

cagA+/vacAs1/SabA off <0.001 13.50 [3.560-51.011]

populagdo pedidtrica, e tendo em conta o grupo da
DNU, verificou-se que a maior prevaléncia corres-
pondeu ao genétipo sabA on, com um valor de
56.6%, enquanto nas tlceras, houve predominancia
do gendtipo sabA off, com uma percentagem de
75.0 % (p=0.019). Quanto ao gene hopZ, nao hou-
ve diferenca entre DNU e DUP, tendo sido o hopZ
on o gendtipo mais prevalente, em ambas as patolo-
gias (p=1.000) (Quadro 3).

Relacao entre Genétipos sabA e hopZ com os
Restantes Genes Estudados.

A associacdo de gendtipos sabA e hopZ com ou-
tros gendtipos jd estudados, nomeadamente, cagA,
vacA, babA2, iceA, hopQ e oipA, foi também
avaliada. Verificou-se que, e apenas para as estir-
pes isoladas de criangas, os gendtipos hopZ on e
sabA on tendem a associar-se aos genotipos cagA,
vacAs2, babA2 e oipA off (cluster A), enquanto
que os gendtipos hopZ off e sabA off estdo mais
relacionados com os gendtipos opostos - cluster B
(Figura 1).

Avaliacdo de Genoétipos de H. pylori como Po-
tenciais Marcadores de Viruléncia

Tendo em conta os resultados da genotipagem pre-
viamente obtidos, verificou-se que os gendtipos
cagA+ e vacAsl constituem marcadores de virulén-
cia em estirpes isoladas de criancas, e que a pre-
senca do gene cagA constitui também um marcador
de viruléncia na populacio de estirpes isoladas de
adultos. Também nestas estirpes se verificou que
existem outros genotipos associados a DUP, nomea-
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Figura 1 - Associaciio entre genétipos em estirpes de H. pylori, isoladas de doentes com DNU e DUP.

damente, babA2+, oipA on, cagA+ |/ vacAsl e
cagA+/vacAsl / babA2+. Relativamente aos gen6-
tipos sabA e hopZ, verificimos que por si s6 ndo
constituem marcadores de viruléncia da DUP em
nenhuma das populagdes estudadas. No entanto, a
associagdo do gendtipo sabA off quer aos genotipos
cagA+ e vacAsl quer ao grupo cagA/vacAsl apre-
senta uma forte associagdo com DUP nas estirpes
isoladas de criancas (p <0.05) (Quadro 4), contri-
buindo mesmo para um aumento do risco para esta
doenca (Figura 2). De facto, observando o grifico
da figura 2 verificou-se que o valor do O.R. au-
mentou sempre que se associou o genotipo sabA
off aos restantes gendtipos, sendo que a associagdo
vacAsl/sabA off (OR = 15.60) foi a que revelou
um maior poder discriminatério entre a DNU e a
dlcera. No entanto, estas diferengas ndo foram sig-
nificativas, tendo que ser validadas com um nu-
mero maior de casos. Nas estirpes isoladas de adul-
tos, os gendtipos sabA nado contribuiram para uma
melhor distingdo entre DNU e DUP. A mesma
situac@o se verificou para os gendtipos hopZ, em
ambas as populacdes estudadas.

DISCUSSAO

A genotipagem da regido 5’ dos genes sabA e hopZ
permitiu identificar diferentes mecanismos de re-
gulacdo da tradugdo génica. Um dos mecanismos
de regulacdo do status dos genes sabA e hopZ en-
contrado, e o mais importante, consiste na variagdo
do nimero de repeti¢cdes CT, sendo este mecanis-
mo conhecido por slipped strand-mechanism mis-
pairing, ja descrito por outros autores para varios
genes codificantes de OMPs, nomeadamente, sabA
e hopZ (3,5,6,16). O outro mecanismo de regu-
lacdo encontrado consiste na delecdo ou insercdo
de grupos de bases nas regides adjacentes a zona
das repeticdes. As inser¢des/delegdes e o nimero
de repeticdes CT alteram a fase de leitura, inserin-
do ou removendo um codio stop. Deste modo, hd a
tradugcdo de uma proteina completa ou incompleta
(ndo activa), isto €, hda producdo ou nao das pro-
teinas sabA e hopZ. Esta regulacido da-se ao nivel
da traducdo génica, e pode representar uma forma
de adaptacdo de H. pylori as condi¢des do seu ni-
cho ecoldgico.
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Figura 2 - Aumento do risco para a DUP, quando se associa o genétipo sabA off aos genétipos cagA+, vacAsl e cagA+/vacAsl, em estirpes

de H. pylori isoladas de criancas.

Neste trabalho também se procedeu ao estudo da
distribui¢do dos gendtipos sabA e hopZ por tipo de
populagd@o e por patologia. Relativamente ao pri-
meiro caso, verificou-se que o sabA on foi o geno-
tipo mais prevalente nas estirpes isoladas de adul-
tos, enquanto que, nas estirpes isoladas de criangas,
o gendtipo SabA off foi o mais prevalente. Estes
dados podem traduzir a diferenga existente entre a
mucosa géstrica de uma crianga e de um adulto, sa-
lientando a importancia das caracteristicas do hos-
pedeiro na infec¢do por H. pylori. De facto, sabe-se
que a colonizac¢do por H. pylori pode ocorrer atra-
vés do contacto com as microvilosidades do estd-
mago ou por adesdo as células epiteliais géstricas,
verificando-se que nas criancas a colonizagio ocor-
-re predominantemente através do contacto da bac-
téria com a mucosa, enquanto que nos adultos é
utilizada preferencialmente a via da adesdo, através
de proteinas especificas (17,18). O facto de o gend-
tipo sabA off ser o mais prevalente nas criancas su-
gere que de facto a colonizacdo por H. pylori
ocorre preferencialmente por contacto e ndo por
adesdo. Outra hipétese prende-se com o facto de
existirem, para além das adesinas sabA e hopZ, ou-
tras proteinas com a mesma funcdo, nomeada-
mente, a proteina BabA, através da qual a bactéria
se liga a receptores diferentes. No entanto, um es-
tudo efectuado anteriormente, utilizando a mesma
populac@o de estirpes, mostrou que a prevaléncia
do gene babA em estirpes isoladas de criangas foi
bastante baixa (11.3% no caso da DNU e 28.6% no

caso das ulceras), o que vem também apoiar a hi-
pétese de colonizacdo preferencial por contacto
[14]. Por outro lado, a disponibilidade de determi-
nados receptores na mucosa gastrica pode variar
com o grau de infec¢do e também com a idade do
hospedeiro. Sabe-se que a infeccdo por H. pylori
induz a sializacdo da mucosa géstrica, como parte
da resposta crénica inflamatdria, e que niveis ele-
vados de glicoconjugados sialisados sdo encontra-
dos em individuos infectados e estdo associados a
doenca géstrica severa, incluindo a displasia e o
cancro (5,19,20). Assim, se considerarmos que o
grau e intensidade da infeccdo, e respectiva res-
posta imunitdria, ¢ muito diferente nos adultos e
nas criangas, poderd justificar-se a diferenca de ge-
nétipos sabA entre as duas populacdes. Relativa-
mente ao gene hopZ, o gendtipo funcional foi o
mais prevalente em ambos os casos. Estudos de
mutagénese sugerem que a proteina HopZ é uma
adesina importante na medida em que uma mutacio
no gene correspondente, traduz uma perda consi-
derdvel na capacidade de adesdo da bactéria a
mucosa gastrica, o que pode explicar a preferéncia
da bactéria pela funcionalidade do gene hopZ em
ambas as populacdes (6).

A distribuicao dos gendtipos sabA por patologia,
nos adultos, revelou que o genétipo funcional foi o
mais prevalente tanto nos casos de DUP como de
DNU, o que pode ser explicado pelo que foi refe-
rido anteriormente. O grau de inflamacdo da mu-
cosa de um individuo adulto infectado é favoravel
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a existéncia de uma quantidade elevada de recep-
tores aos quais a proteina SabA se pode ligar, inde-
pendentemente da patologia géstrica. Nas estirpes
isoladas de criancas, foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa entre a DNU e a
DUP, sendo a maior prevaléncia do gene sabA fun-
cional encontrada nas estirpes isoladas de DNU.
Pode ser postulado que a presenca de uma doenca
ndo ulcerosa ou de uma tlcera péptica ird disponi-
bilizar diferentes receptores na mucosa infantil, se-
leccionando estirpes com diferentes fenotipos de
adesdo. Por outro lado, e assumindo um papel im-
portante da proteina HopZ na adesdo da bactéria, a
associacdo entre o gendtipo hopZ off e a DUP po-
derd reflectir uma desvantagem das estirpes ade-
rentes, ja que diminui a capacidade da bactéria de
escapar a resposta imunitdria do hospedeiro, tal co-
mo sugerido por Jonge et al (16).

Quanto ao gene hopZ, o facto de este se encontrar
funcional em ambas as patologias, nas estirpes iso-
ladas de criancas, mas ser ligeiramente menos pre-
valente no caso das estirpes isoladas dos adultos
com DNU, comparativamente com os casos de
DUP, devera estar relacionado mais com diferen-
cas ao nivel dos receptores do hospedeiro, do que
associado ao tipo de patologia apresentada pelo
individuo.

Em relacdo ao potencial como marcadores de viru-
Iéncia, verificou-se que nem o gene sabA nem o
gene hopZ estdo, por si s6, associados a DUP, quer
na populacdo pediatrica, quer na populagdo adulta.
A suportar estes resultados, observou-se uma forte
associacdo entre os gendtipos sabA on e hopZ on e
os gendtipos de menor viruléncia, nomeadamente,
cagA-, vacAs2 e oipA off, nas estirpes isoladas de
criancas. No entanto, nestes casos, o estado nao
funcional do gene sabA encontrou-se estatistica-
mente associado a DUP. Mais, ao analisarmos a
combinacdo de gendtipos, verificamos que o gend-
tipo sabA off pode contribuir para a distin¢cao entre
a DUP e a DNU, quando associado aos genotipos
cagA+, vacAsl, e cagA+ / vacAsl, sendo que a
combinacdo que apresentou um maior poder
discriminatério entre DUP e DNU foi a associacdo
vacAsl / sabA off.

Outros trabalhos realizados com estirpes de H. py-
lori isoladas de diferentes patologias géstricas, no-
meadamente, DNU, dlcera péptica e Linfoma de
Malt referem também a auséncia de relagdo entre a
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funcionalidade dos genes sabA e hopZ e o tipo de
patologia (15,16).

Em conclusao, os resultados obtidos neste estudo
suportam a complexidade da interaccido entre H.
pylori e o hospedeiro, demonstrando diferencas de
gendtipos em estirpes isoladas de pacientes com
diferentes caracteristicas, criancas e adultos, e dife-
rentes patologias. Entre os dois genes estudados,
apenas o gendétipo ndo funcional do gene sabA mos-
trou correlagdo com a DUP nas criangas, contri-
buindo para a distingdo entre a DNU e a DUP,
quando associado a outros genes de viruléncia de
H. pylori.
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