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RESUMO

Com a descoberta do Helicobacter pylori e a utilizacio do diagnéstico com **C-
urea breath test (*C-UBT) analisado por espectrometro de massa de razdo isotopica -
IRMS o diagnéstico tornou-se mais simples, mas no Brasil esse tipo de diagnostico
ainda n3o é utilizado. O objetivo deste trabalho é avaliar o **C-UBT analisado por
IRMS para deteccdo da infeccdo por H. pylori comparando com o0 exame
histopatoldgico em pacientes submetidos ao exame de endoscopia digestiva alta no
Hospital das Clinicas de Botucatu. Os resultados mostraram que a avaliacdo do método
de diagnéstico *C-UBT analisado com IRMS para detec¢do de infeccdo por H. pylori

foi excelente considerando a comparacdo com o exame histopatolégico.
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1 INTRODUCAO

Apos a descoberta do Helicobacter pylori em 1979, que rendeu o Prémio Nobel
de Medicina e Fisiologia em 2005 para B. J. Marshall e J. R. Warren, houve uma
mudanca revolucionaria no entendimento do processo de causa, diagnostico e
tratamento de varios processos patologicos do tubo digestivo alta (Marshall et al.,
1984). Esta descoberta contribuiu para inumeras publicacdes cientificas sobre o tema
que concluiu que a bactéria infecta a mucosa gastrica da maioria dos individuos com
doenca ulcerosa duodenal ou gastrica e gastrite antral. A erradicacdo da bactéria cura a
gastrite e as Ulceras duodenais, bem como, diminui a recidiva de ulcera duodenal
(Selgrad et al., 2009).

O género Helicobacter foi definido por estudos de composicdo do RNA
ribossdmico, de sequenciamento e hibridacdo do DNA da bactéria. Este género,
juntamnete com outros (Campylobacter, Arcobacter e Wolinella), constitui a

superfamilia VI de bactérias gram-negativas.

A morfologia do H. pylori, observada & microscopia Otica e eletrbnica, €
homogénea, apresentando-se com estrutura encurvada ou espiralada, de supreficie lisa e
extremidades arredondadas, movel, ndo-esporulada e microaerdfila. Mede
aproximadamente 0,5um a 0,1um de largura e 3um de comprimento, possuindo de

quatro a seis flagelos unipolares embainhados e bulbos terminais nas extremidade lisas.

O género Helicobacter é composto atualmente de, no minimo 27 espécies que
compartilham propriedades comuns, especialmente aquelas relacionadas com a vida no
estdbmago, onde podem localizar-se no fundo e no corpo, mas é principalmente no antro
onde as bactérias sdo encontradas em maior densidade. O H. pylori pode distribuir-se de
maneira focal, segmentar ou difusa ao longo da mucosa gastrica, localizando-se no
interior ou sob a camada de muco que recobre o epitélio da superficie ou das fovéolas,
em intimo contato com a membrana luminal das células epiteliais que revestem a

mucosa gastrica.

O H. pylori possui capacidade excepcional de aderéncia. E adaptado para

colonizar somente a mucosa gastrica, sendo observado raramente em éareas de



mataplasia intestinal. No duodeno, a bactéria coloniza areas de mataplasia gastrica, fator
de grande importancia para seu papel na patogénese da Ulcera péptica duodenal. A
afinidade do H. pylori pelas células muciparas gastricas deve-se a composi¢ao neutra do
muco gastrico, diferente dos mucopolissacarideos acidos produzidos pelas células
caliciformes da metaplasia intestinal (Ladeira et al., 2003).

O contéagio com o H. pylori ainda ndo esta bem estabelecido, mas acredita-se que
a principal forma de aquisicdo da bactéria seja por meio de alimentos mal lavados. O
tratamento com antibi6ticos tem mostrado eficiéncia na maioria dos casos e 0s metodos
diagnosticos para identificar a bactéria sdo divididos em dois grupos: invasivos e ndo

invasivos (Selgrad et al., 2009).

Os métodos diagndsticos invasivos sdo realizados, na grande maioria, por
endoscopia digestiva alta, onde se realiza bidpsia para 0 exame histopatoldgico e para
cultura, ou aplicar o teste rapido de uréase. Destes, 0 exame histopatoldgico é o que
possui maior sensibilidade e especificidade para deteccdo de infeccdo por H. pylori. Nos
centros de diagnosticos brasileiros este exame predomina devido ao baixo custo e ao
aproveitamento da infraestrutura para realizacdo da endoscopia gastrica.

Os diagndsticos ndo invasivos mais utilizados séo o teste respiratério com ureia
marcada no Carbono - C-UBT e o teste fecal. Destes 0 C-UBT é o mais aceito por
possuir maior sensibilidade e especificidade quando comparado com o teste fecal
(Selgrad et al., 2009), (Calvet et al., 2009) e (Peng et al., 2009). O C-UBT utiliza a ureia
marcada com Carbono que € ingerida via oral. Quando presente no estomago o H. pylori
degrada a ureia liberando o carbono marcado, que é absorvido pelo organismo e
expelido como didxido de carbono pela respiracdo. Caso o didxido de carbono nédo
contenha o carbono marcado em doses mais elevadas que o valor basal, o paciente ndo
possui infeccdo por H. pylori (Gisbert et al., 2004), (Braden et al., 2007) e (Braden et al.
2009).

Inicialmente usou-se o **C-UBT, que é um radiois6topo ou is6topo radioativo,
para marcar a ureia e um detector de radiacdo para analisar o sopro (Braden et al.,
2007). Atualmente o uso do **C na marcagéo da ureia para este teste foi substituido pelo
B3C-UBT que néo é radioativo, e portanto, um is6topo estavel (Graham et al., 1987). O



desuso do **C aconteceu devido ao controle rigoroso para uso de material radioativo e a

exposicdo do paciente a radiacéo.

Na ureia marcada com **C, a analise do sopro do paciente é feita pela razdo
isotopica *3C/**C. Se a razdo aumentar o paciente apresenta infeccdo por H. pylori
(Braden et al., 2007). A razéo isotopica *C/**C é expressa em %o e é apresentada em
Delta over baseline-value - DOB que a diferenca do valor da amostra menos o valor
basal (Braden et al., 2007).A anélise da raz&o isotopica **C/**C pode ser realizada por
quatro tipos de equipamentos: Isotope Ratio Mass Spectrometer - IRMS; Non-
Dispersive Isotope-Selective Infrared Spectroscope - NDIRS (Kato et al., 2004),
(Machado et al., 2006) e (Leal et al., 2011); Laser-Assisted Ratio Analyser - LARA
(Savarino et al., 2000); e Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FTIR (Motta et al.,
2009), mas estes dois Ultimos ndo sdo tdo utilizados quanto os IRMS e NDIRS.

O NDIRS € mais utilizado devido ao baixo custo inicial, mas possui menor
sensibilidade e especificidade fazendo apenas uma analise qualitativa, e leva maior
tempo para realizar a analise do que o IRMS (Parente et al., 2001) e (Machado et al.,
2006). Por outro lado o IRMS, além de mais preciso, tem a capacidade de analisar
maior numero de amostras igualando ou diminuindo seu custo ao do NDIRS a longo
prazo. Ambos tém a facilidade de ndo precisar deslocar o paciente para um local

especifico, podendo ser realizado até mesmo em um leito de Hospital.

A dose de ureia utilizada no teste respiratorio ja foi alvo de controveérsias, mas
hoje a literatura chegou a um consenso que 0 MiniMo necessario para 0 exame em
adultos e criancas € de 75 mg de ureia com 1,4 g de &cido citrico (Parente et al., 2001),
(Kopacova et al. 2005), (Calvet et al., 2009) e (Braden et al., 2009), sendo que quase

todos os fabricantes utilizam estas doses independentemente do tipo de analisador.

N4o existe registro no Brasil do uso do **C-UBT analisado por IRMS.



2 OBJETIVO

O objetivo é a comparacao dos resultados obtidos através do **C-UBT analisado
por IRMS (Espectrémetro de Massa de Raz3o Isotdpica) com 0s da EDA (Endoscopia
Digestiva Alta), e verificar possiveis relagdes do resultado com a idade, sexo dos

pacientes e o horéario de coleta.

3 MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados 52 pacientes todos adultos que se apresentaram na Sec¢éo de
Endoscopia do Hospital das Clinicas de Botucatu para realizar o exame de endoscopia
digestiva alta pré-agendado. Na selecdo foram observadas quatro contra indicacfes para
0 °C-UBT: 1) ndo querer participar da pesquisa; 2) estar em jejum menor que 4 horas;
3) possuir menos de dezoito anos de idade; 4) ter administrado inibidores de bomba de

prétons (omeprazol) ou antibidticos nas dltimas quatro semanas.

A ureia marcada com '*C utilizada no trabalho foi o composto liquido
comercializado com a forma farmacéutica e conteudo de solu¢do para uso oral em
frasco de 10 ml contendo as seguintes especificacdes: principio ativo de 75 mg de **C-
ureia (is6topo estavel, ndo radioativo de carbono); excipiente de (substancia inativa
usada como veiculo do principio ativo que completam a massa ou volume especificado)

acido citrico monohidratado em &gua depurada g.b. a 10 ml (Braden et al., 2009).

O C-UBT nos pacientes selecionados foi realizado na Secéo de Endoscopia do
Hospital das Clinicas de Botucatu e consistiu em trés etapas: 1) coleta do sopro em
duplicata antes da ingestdo da ureia e em jejum; 2) ingestdo oral da ureia dissolvida em
200 ml de agua, inicio do registro do tempo e bochecho com &gua na boca sem ingestéo
(Calvet et al., 2009) e (Leal et al., 2011); 3) coleta do sopro em duplicata apds ingestdo

da ureia em 15 minutos.

Cada coleta de sopro é feita por meio de um canudo onde o paciente assopra
dentro de um tubo de 12 ml com tampa de rosca que é fechado imediatamente ap6s o

sopro (Braden et al., 2007). Os canudos e 0s tubos sao descartaveis e fornecidos em um
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kit junto com a ureia marcada. As analises dos sopros devidamente armazenados nos
tubos foram realizadas em um IRMS (Espectrometro de Massa de Razdo Isotopica) no

Centro de Isotopos Estaveis do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu.

Apbs 0 *C-UBT os pacientes foram submetidos & endoscopia digestiva alta
onde foi realizada bidpsia de antro e corpo gastrico para histologia. Este trabalho foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa local da Faculdade de

Medicina de Botucatu e possui nimero de protocolo (292.236).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados dos pacientes e os resultados do **C-UBT e do teste histopatolégico
para infeccéo por H. pylori séo apresentados na Tabela 1. Considera-se o valor de corte
entre 3,5 e 5,0 %o.

Tabela 1: Diagnostico da Infecgdo do Helicobacter pylori em humanos pelo teste respiratério com ureia marcada
com carbono-13 (13C-UBT): andlise comparativa com exame histopatoldgico.

Paciente BC-UBT Exame histopatoldgico
N° | Idade | Sexo | Horario DOB* Antro Corpo
1 37 M | Manha 28,88 Positivo Positivo
2 53 F Tarde 31,43 Positivo Positivo
3 48 F Tarde -0,48 Negativo Negativo
4 41 F Manha 0,34 Negativo Negativo
5 31 F Tarde 14,15 Positivo Positivo
6 44 M Tarde 91,58 Positivo Positivo
7 34 F Tarde 18,55 Positivo Positivo
8 55 M Tarde 0,45 Negativo Negativo
9 30 F Tarde 0,23 Negativo Negativo
10 32 F Manha 103,44 Positivo Positivo
11 49 F Manhé 28,64 Positivo Positivo
12 47 M | Manha 9,96 Positivo Positivo
13 62 F Tarde -0,05 Negativo Negativo
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14 69 F Manha 0,43 Negativo Negativo
15 62 M | Manha 1,34 Negativo Negativo
16 58 F Tarde 28,88 Positivo Positivo
17 59 M Tarde 33,24 Positivo Positivo
18 20 F Tarde 1,12 Negativo Negativo
19 18 F Tarde 0,64 Negativo Negativo
20 36 M | Manha 19,09 Positivo Positivo
21 29 F Tarde 0,65 Negativo Negativo
22 41 M Tarde 0,77 Negativo Negativo
23 64 M Tarde 53,14 Positivo Positivo
24 52 M Tarde 47,58 Positivo Positivo
25 34 F Manha 0,69 Negativo Negativo
26 55 F Manha 0,77 Negativo Negativo
27 48 M Tarde 79,31 Positivo Positivo
28 52 M Tarde 0,62 Negativo Negativo
29 59 M Tarde 12,63 Positivo Positivo
30 30 F Manha 0,75 Negativo Negativo
31 69 M | Manha 0,40 Negativo Negativo
32 62 M Tarde 12,81 Positivo Positivo
33 54 M Tarde -0,01 Negativo Negativo
34 42 F Tarde 0,94 Negativo Negativo
35 69 F Tarde -0,16 Negativo Negativo
36 47 M Tarde 0,53 Negativo Negativo
37 67 F Tarde 0,44 Negativo Negativo
38 53 F Tarde 0,44 Negativo Negativo
39 70 M Tarde 0,57 Negativo Negativo
40 51 F Tarde 38,39 Positivo Positivo
41 57 M Manha 0,45 Negativo Negativo
42 40 F Tarde 0,62 Negativo Negativo
43 40 F Tarde 0,52 Negativo Negativo
44 48 M Tarde -0,03 Negativo Negativo
45 75 M Tarde 0,77 Negativo Negativo
46 61 F Tarde 0,23 Negativo Negativo
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47 66 F Manhé& 104,31 Positivo Positivo
48 53 F Tarde 39,17 Positivo Positivo
49 42 F Tarde -0,77 Negativo Negativo
50 53 F Manhé 1,71 Negativo Negativo
51 59 M | Manha 31,67 Positivo Positivo
52 56 F Tarde 0,32 Negativo Negativo

*DOB - Delta Over Baseline-value

foram ambos de 100%.

Os resultados mostraram que a sensibilidade e a especificidade do **C-UBT

Os valores do *C-UBT séo fornecidos em %o (permil) no IRMS e apresentados

em DOB, que é a diferenca entre o valor da amostra e o valor basal inicial sem ingestdo

da ureia marcada, devido a uma padronizacao universal para o **C-UBT.

Estes resultados do IRMS possuem precisdo de £ 0,2 %o e a coleta do sopro

dentro do tubo é totalmente automatizada, portanto as possiveis discrepancias dos

resultados podem estar associadas mais a coleta do sopro para o tubo pelo paciente do

que pela analise no IRMS.

Verificou-se se a idade, género e o horario da coleta influenciam no resultado do

exame. Vemos na Tabela 2, se 0 género da pessoa influencia no resultado do teste.

Tabela 2: Comparagdo entre os géneros dos pacientes e se isso influéncia na presenca de H. pylori.

Presenca de H. Total Porcentagem
pylori
Masculino 11 22 50%
Feminino 9 30 30%
Total 20 52




13

Tabela 3: Tabela de confusao.

Positivo Negativo
Precisdo:
Positivo 38,46% 0,00% 100,00%
Valor Preditivo

Negativo 0,00% 61,54% Negativo:
100,00%
Sensibilidade: Especificidade: Acurécia:

100,00% 100,00% 100%

Com a tabela de confusdo acima podemos ver que a acuracia do teste € de 100%
mostrando que o exame é uma exame de alto acerto, mostra também a sensibilidade de
100% e a especificidade de 100%.

Como ainda ndo havia sido feito no Brasil, ajudard de uma forma boa o
diagnostico da bactéria, pois € um exame ndo invasivo, com um valor baixo para o
exame. Mostrando que o exame por **C-UBT analisado por IRMS podera ser utilizado
na pesquisa e na clinica médica brasileira para a deteccdo de infeccdo por H. pylori.
Agora gue temos uma padronizacdo para a populacdo da regido de Botucatu, ficara mais

facil ainda o diagnostico.

O exame ir4 facilitar e muito na area de clinica médica pois facilitara o
diagnostico e o tratamento da infec¢do por H. pylori contribuindo assim para a area de

Fisica Médica, como também a area de epidemiologia e farmacologia.

Mas a frente poderemos estender o estudo com criangas, havendo algumas
alteracdes no protocolo, pois ndo se sabe exatamente se em criangas a resposta é a

mesma ou nao.

Em sintese 0 estudo mostra que o método do *C-UBT é adequado e muito
importante para o diagnostico de infec¢do por H. pylori em pacientes brasileiros. Sendo

um grande avango nessa area.
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5 CONCLUSAO

A avaliago do teste *C-UBT foi excelente, pois mostrou que sua especificidade
e sensibilidade sdo de 100% se comparado com o Padrdo Ouro que é a endoscopia dos
pacientes submetidos a esse exame no Hospital das Clinicas de Botucatu. N&o foram

encontrado diferenca estatistica nos resultados entre sexo dos pacientes.
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