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APRESENTACAO

Trata-se de um Trabalho de Curso (TC) de Graduagdo, intitulado “AVALIACAO DE
GENOTIPO DE VIRULENCIA DE Helicobacter pylori EM AMOSTRAS DE CAVIDADE
ORAL”, elaborado pela académica Pietra Calegari Mendes, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Médica pela Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus
Passo Fundo — RS, sob a orientacdo do Prof. Dr. Gustavo Olszanski Acrani e coorientagao da
Prof®. Dr”. Jossimara Polettini. Estd em conformidade com as normas do Manual de
Trabalhos Académicos da UFFS e com o Regulamento de TC do Curso, sendo composto pelo
projeto de pesquisa, relatdrio de atividades e artigo cientifico, tendo sido desenvolvido ao
longo de trés semestres do curso de Medicina da UFFS. O primeiro capitulo consiste no
projeto de pesquisa, desenvolvido na disciplina de Trabalho de Curso I, no primeiro semestre
de 2023. O segundo capitulo consiste no relatoério de pesquisa, compreendendo os detalhes
ocorridos desde a conclusdao do projeto de pesquisa até a finalizagdo da coleta de dados, no
segundo semestre de 2023, tendo sido desenvolvido na disciplina de Trabalho de Curso II. O
terceiro capitulo, elaborado na disciplina de Trabalho de Curso III, no primeiro semestre de
2024, traz o artigo cientifico, produzido a partir da aplicag¢do pratica do projeto de pesquisa,

por meio da coleta e andlise estatistica dos dados encontrados.



RESUMO

O Helicobacter pylori ¢ um patdogeno de alta prevaléncia na populagdo brasileira e mundial.
Conhecida por sua colonizacao do epitélio gastrico, esta bactéria também ¢ encontrada na
cavidade oral, apesar de sua presenca ainda nao ser esclarecida. As manifestacdes nos
pacientes infectados sdo diversas, variando desde a apresentacdo assintomatica de gastrite
cronica, em sua maioria, até quadros sintomaticos de ulcera péptica, cancer gastrico e linfoma
de tecido linfoide associado a mucosa gastrica. Esta diferenca de apresentacdo demonstra que
a evolugdo clinica da colonizagdo por H. pylori depende de variaveis, como fatores
comportamentais do individuo infectado e expressdo genética, tanto do hospedeiro, quanto da
bactéria colonizadora, como os diversos genes de viruléncia que influenciam na
patogenicidade da bactéria. Dentre eles, o cagd € o mais prevalente, e estima-se que esteja
presente em 60% dos pacientes infectados. Este gene ¢ responsavel pela producdo da
citotoxina CagA, que tem a capacidade de causar alteragdes estruturais na célula hospedeira e
regulacdo transcricional positiva dos genes implicados na carcinogénese do epitélio géstrico.
Sob essa perspectiva, o presente estudo objetiva identificar o gene cagd em amostras de
esfregaco de mucosa oral positivas para H. pylori. Trata-se de um estudo quantitativo,
transversal, descritivo e analitico realizado com pacientes em atendimento nos Ambulatorios
da UFFS, recrutados no periodo de fevereiro de 2021 a agosto de 2023. Apds aceite e
assinatura do TCLE, os individuos foram submetidos a coleta de esfregago de mucosa oral
com uso de escova de coleta estéril e responderam a um questionario padronizado para o
estudo. As amostras tiveram seu DNA extraido e a detecg¢@o da presenca de DNA de H. pylori
foi verificada pela técnica de Nested PCR. A partir das amostras positivas, realizou-se a
pesquisa do gene de interesse, utilizando-se a técnica de PCR convencional. Os dados foram
duplamente digitados no software EpiData versdao 3.1 (distribui¢do livre) e as andlises
estatisticas de frequéncia absolutas, relativa e prevaléncia foram realizadas no software PSPP
(distribuicao livre), assim como as relagdes das varidveis através do teste de Fisher,
adotando-se nivel de significancia de 5%. Com o presente estudo, encontrou-se uma
frequéncia de 13,1% na ocorréncia deste gene nas cepas de H. pylori presentes na cavidade

oral destes pacientes.

Palavras-chave: Helicobacter pylori; cagA4; cavidade oral.



ABSTRACT

Helicobacter pylori is a highly prevalent pathogen in the Brazilian and global population.
Known for its colonization of the gastric epithelium, this bacterium is also found in the oral
cavity, although its presence is not yet clear. The manifestations in infected patients are
diverse, ranging from the asymptomatic presentation of chronic gastritis, in most cases, to
symptomatic conditions of peptic ulcer, gastric cancer and lymphoma of lymphoid tissue
associated with the gastric mucosa. This difference in presentation demonstrates that the
clinical evolution of colonization by H. pylori depends on variables, such as behavioral
factors of the infected individual and genetic expression, both of the host and of the
colonizing bacteria, such as the various virulence genes that influence the pathogenicity of
the bacteria. Among those, cagA is the most prevalent, and is estimated to be present in 60%
of infected patients. This gene is responsible for the production of the cytotoxin CagA, which
has the capacity to cause structural changes in the host cell and positive transcriptional
regulation of genes involved in carcinogenesis of the gastric epithelium. From this
perspective, the present study objectives to identify the cagA gene in oral mucosal smear
samples. This is a quantitative, cross-sectional, descriptive and analytical study carried out
with patients receiving care at the UFFS Outpatient Clinics, recruited from February 2021 to
August 2023. After accepting and signing the informed consent form, the individuals
underwent data collection and oral mucosa swab using a sterile collection brush and
answered a standardized questionnaire for the study. The samples had their DNA extracted
and the detection of H. pylori DNA presence was verified by using the Nested PCR
technique. Some of the positive samples were searched for the gene of interest, using the
conventional PCR technique. The data were double digitized in the EpiData software version
3.1 (free distribution) and the statistical analyzes of absolute and relative frequencies and
prevalence were carried out in the PSPP software (free distribution), as well as the
relationships between variations using Fisher's, adopting the level of 5% significance. With
the present study, a frequency of 13.1% in the occurrence of the gene was found in strains of

H. pylori present in the oral cavity of these patients.

Keywords: Helicobacter pylori; cagA; oral cavity.
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1 INTRODUCAO

Helicobacter pylori ¢ um dos patdogenos mais comumente encontrados no ser humano.
A medida que as condi¢des de vida tém melhorado, a incidéncia da colonizagdo pela bactéria
tem decaido no mundo. No entanto, sua prevaléncia mundial ainda ¢ estimada em mais de
50% e no Brasil este valor ultrapassa os 70% (HOOI et al., 2017). Apesar do modo de
transmissdo da bactéria ainda ser pouco estabelecido, estudos sugerem que as principais
formas sdo as vias oral-oral (em paises desenvolvidos) e fecal-oral (em paises em
desenvolvimento) (STAVOSHI et al., 2005).

Desde a sua descoberta, em 1982, sabe-se que a bactéria ¢ colonizadora do estobmago
e duodeno, ambiente onde ¢ capaz de desencadear um processo inflamatorio na maioria de
seus hospedeiros, podendo este ser assintomatico ou ndo. Além da gastrite cronica ativa, o H.
pylori também esta intimamente relacionada com outros processo patologicos, como a ulcera
péptica, o carcinoma gastrico e o linfoma de tecido linféide associado a mucosa géastrica. Esta
forte relacdo com o desenvolvimento de neoplasias fez com que a H. pylori fosse classificada
pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer como agente carcinogénico do grupo I,
sendo hoje considerada o principal fator de risco para o cancer gastrico (COELHO et al.,
2021).

O tratamento de primeira linha para o H. pylori consiste em uma terapia tripla a partir
de um inibidor de bomba de protons (IBP) e dois antibidticos — claritromicina e amoxicilina.
No entanto, devido aos altos niveis de resisténcia apresentados a claritromicina (>15%), a
terapia composta tem sido aplicada, o que consiste nos medicamentos do esquema triplo
associados ao metronidazol ou tinidazol (COELHO et al., 2018). Dessa forma, tenta-se
reduzir a taxa de falha na erradica¢do da bactéria, principalmente em paises que apresentam
estas taxas elevadas, como o Brasil (16,9%) (SANCHES et al., 2016).

Além da colonizacdo gastrica, a H. pylori tem sido encontrado também em outros
locais, como a cavidade oral humana. Diversos estudos tém registrado a presenca da bactéria
em amostras de saliva (WANG et al., 2014), placa gengival (SOUTO; COLOMBO, 2008) e
lesdes orais (IRANI; ESFAHANI; ZEREHPOUSH, 2013). No entanto, os estudos a esse
respeito ainda sdo controversos e o significado clinico da presenca da bactéria neste sitio
ainda ndo ¢ bem esclarecido.

Ainda que seja um agente importante de doencas gastricas, nem todos os infectados
pela bactéria desenvolvem um quadro clinico. As pesquisas a respeito da patogénese do H.

pylori indicam que a evolucdo clinica de sua colonizagdo depende de fatores genéticos e



comportamentais do hospedeiro e também da expressdo de genes de viruléncia da cepa
bacteriana (AMIEVA; EL-OMAR, 2008).

Atualmente, sdo descritos diversos mecanismos de patogenicidade desta bactéria.
Dentre eles, a producao da enzima urease, que permite a sobrevivéncia no meio acido, a
mobilidade concedida pelos flagelos, as adesinas que permitem a aderéncia da célula
bacteriana ao epitélio gastrico e também citotoxinas, relacionadas com o desenvolvimento de
ulcera péptica, gastrite e cancer gastrico (PROENCA-MODENA; ACRANI; BROCCHI,
2009).

Dentre as citotoxinas conhecidas, a CagA, produzida pelo gene cagA4, ¢ amplamente
estudada devido a alta prevaléncia deste gene — aproximadamente 60% da populacdo
ocidental infectada e mais de 90% nos paises do oriente (NEJATI et al., 2018) — e também
em razdo da sua importancia na patogenicidade da bactéria. Esta toxina estd localizada ao
final na regido gendmica denominada ilha de patogenicidade cag, onde aproximadamente 20
genes codificam uma estrutura denominada sistema de secrecdo tipo IV. Este ¢ responsavel
por mediar a translocagdo da CagA para o citoplasma da célula hospedeira, onde a citotoxina
¢ capaz de causar alteracdes morfologicas, de proliferacdo e apoptose que aumentam o risco
de carcinogénese (AMIEVA; EL-OMAR, 2008).

Apesar do gene cagA ja ter sido identificado em amostras da cavidade oral humana
(MENDOZA-CANTU et al., 2017; SEKAR et al., 2022), ainda sdo poucos os estudos que
abordam esta avaliagdo, que pode contribuir com o entendimento do papel da colonizagdo de
H. pylori na cavidade oral e sua possivel relagdo com as manifestagdes clinicas
gastrointestinais e reincidéncia da infec¢do no ser humano. Ademais, a prevaléncia deste gene
produtor de citotoxina varia segundo a regido estudada, o que torna relevante a busca deste
em diversas populagdes. Desta forma, este estudo objetiva avaliar a presenga do gene cagA
em cepas de Helicobacter pylori a partir de amostras da cavidade oral de pacientes, assim

como a sua relagdo com variaveis sociodemograficas e de saude.



10

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 PROJETO DE PESQUISA

2.1.1 Tema

Prevaléncia do gene de viruléncia cagd de Helicobacter pylori em amostras da

cavidade oral humana.

2.1.2 Problemas

Qual a prevaléncia do gene cagd em amostras de cavidade oral de pacientes positivas
para Helicobacter pylori, em atendimento no Ambulatério da Universidade Federal da
Fronteira Sul?

Quais as principais caracteristicas sociodemograficas e de saide dos pacientes
incluidos na amostra?

Quais as caracteristicas sociodemograficas e de satde estdo relacionadas aos pacientes

que apresentam bactérias portadoras do gene cagA?

2.1.3. Hipoteses

A prevaléncia do gene cag4 nas amostras de H. pylori da cavidade oral sera de 60%.

As principais caracteristicas sociodemograficas dos pacientes serdo mulheres com
mais de 40 anos, escolaridade até o ensino fundamental, residentes de zona urbana, que vivem
com mais de 4 pessoas no domicilio, tabagistas e nao etilistas. A maioria ndo tera realizado
endoscopia prévia. As manifestagdes clinicas mais prevalentes serdo a dispepsia e a pirose.
Em relacao aos medicamentos, a maioria tera feito uso recente de AINE (anti-inflamatorio
ndo esteroidal) mas ndo terd feito uso prévio de IBP (inibidores da bomba de préotons). Havera
maior prevaléncia do acesso a agua encanada. A intolerancia ao café sera mais prevalente em
relacdo a intolerancia a pimenta ou ao refrigerante.

A presenca da bactéria com a mutacdo genética serd mais prevalente no sexo femino,
na faixa etaria de 40-50 anos, escolaridade até o ensino fundamental, residentes de zona
urbana, que vivem com mais de 4 pessoas no domicilio, tabagistas e ndo etilistas. Este

desfecho também estard relacionado a ndo realizagao da endoscopia prévia e a prevaléncia da
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pirose. Em relacdo aos medicamentos, a presenga do gene cagA estard relacionada aos
pacientes que nao fizeram uso de AINE ou IBP previamente. Nao havera relacdo do genotipo
cagA com o acesso a agua encanada ou com a intolerancia ao café, a pimenta ou ao

refrigerante.

2.1.4. Objetivos

2.1.4.1. Objetivo geral

Identificar a prevaléncia do gene de viruléncia cagd de Helicobacter pylori em
amostras da cavidade oral de pacientes em atendimento no Ambulatorio da Universidade

Federal da Fronteira Sul.

2.1.4.2. Objetivos especificos

Descrever caracteristicas sociodemograficas e de satide dos pacientes da amostra;
Verificar quais caracteristicas sociodemograficas e de satde dos pacientes estdo

relacionadas a presenca do gene cagA4 na bactéria.

2.1.5. Justificativa

Estima-se que mais de 70% da populacao brasileira esteja colonizada por Helicobacter
pylori no trato gastrointestinal. Esta bactéria ¢ conhecida por ser causadora da gastrite cronica
ndo erosiva, mas sua infec¢ao também pode evoluir para complicagcdes como a ulcera péptica,
carcinoma gastrico e linfoma de tecido linféide associado a mucosa gastrica (MALT).

Apesar de conhecidos os seus efeitos no estdmago e no duodeno, o H. pylori também ¢
encontrada na cavidade oral humana, mas esta presenca ainda nao foi totalmente esclarecida.

As diferentes manifestagdes clinicas dos pacientes portadores de H. pylori demonstram
a influéncia de variaveis, como fatores comportamentais do individuo infectado e expressdao
genética, tanto do hospedeiro, quanto da bactéria colonizadora, na evolugdo da infec¢do pela
bactéria. Nesse sentido, sdo estudados os genes de viruléncia que influenciam na
patogenicidade da Helicobacter pylori. Dentre eles, o cagd ¢ o mais prevalente, ¢ ¢
responsavel pela producdo da citotoxina CagA, que tem a capacidade de causar alteracdes

estruturais, de proliferacdo e apoptose na célula hospedeira. Todavia, a presenca deste gene
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varia a depender da regido geografica estudada, além de a presenga dos genes de viruléncia
em cepas da cavidade oral humana ainda ser pouco estabelecida. Desta forma, € relevante o
estudo da prevaléncia do gene cagA na regido de Passo Fundo, a fim de compreender o papel

deste sitio como reservatorio da bactéria.

2.1.6 Referencial teorico

Helicobacter pylori ¢ uma bactéria gram-negativa espiralada, flagelada e
microaerdfila, conhecida como um importante patdgeno colonizador da mucosa géstrica
humana. Neste sitio, esta pode ser encontrada nas regides do corpo e do fundo estomacal, mas
¢ principalmente no antro que sua colonizagdo ocorre em maior densidade (LADEIRA;
SALVADORI; RODRIGUES, 2003). Ha quatro décadas, a bactéria tem sido estudada como a
maior causa da gastrite cronica ndo erosiva, além de ser o agente do cancer gastrico, da tlcera
péptica e do linfoma de tecido linféide associado a mucosa gastrica (COELHO et al., 2021;
MITCHELL; KATELARIS, 2016). O H. pylori ¢ classificado, segundo a Organizagao
Mundial da Satde (OMS), como um agente carcinogénico de classe 1, o que significa que
existem evidéncias suficientes para afirmar a capacidade deste patogeno de provocar o
desenvolvimento de um cancer.

Apesar de ja ter sido isolado em diversas amostras, como agua (AL-SULAMI et al.,
2010; AZIZ et al., 2013), fezes (THOMAS et al., 1992; KABIR, 2001) e saliva (FERGUSON
et al., 1993; LI et al., 1994), o modo de transmissao do H. pylori ainda ¢ controverso. Os
estudos sugerem que a principal forma de transmissdo seja intrafamiliar, de forma oral-oral,
especialmente em razdo da presenca da bactéria na cavidade oral humana (BROWN, 2000).
No entanto, em paises em desenvolvimento, a via fecal-oral também pode ocorrer, devido aos
fatores relacionados a higiene e a contaminacdo da agua encontrados nessas regides
(SIAVOSHI et al., 2005).

Em todo o mundo, estima-se que o H. pylori esteja presente em mais de 50% da
populagdo, mas este valor varia segundo o desenvolvimento socioecondmico de cada pais
(PARENTE; PARENTE, 2010). Em relacdo a incidéncia, em muitas regides tem-se observado
uma regressao devido a melhoria das condigdes de vida. Apesar disso, no Brasil, a prevaléncia
da bactéria na populacdo ainda ¢ alta, alcancando valores superiores a 70% (HOOI et al.,
2017), o que configura um problema de satde publica. E necessario ressaltar que o
determinante principal da infeccdo por H. pylori € o nivel socioecondmico durante a infancia,

ja que este reflete as condi¢des de higiene, acesso a agua potavel e saneamento basico,
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numero de pessoas que vivem em uma mesma casa ¢ também o nivel de educagdo. Além
disso, existe também um efeito de coorte, que retrata o risco maior de adquirir o patdogeno em
pessoas nascidas hd mais tempo e, consequentemente, uma prevaléncia maior de acordo com
a idade (COELHO, 2021).

A respeito das manifestacdes clinicas associadas a bactéria, a maioria dos individuos
apresentam gastrite crOnica assintomatica durante a vida. Dentre os sintomaticos,
aproximadamente 10% desenvolvem ulcera péptica, 1-3% evoluem para cancer gastrico e
0,1% para linfoma de tecido linfoide associado a mucosa géstrica (WANG, 2014). Esta
minoria de individuos que apresentam sintomatologia, apesar da grande prevaléncia desta
bactéria, demonstra que a evolucdo clinica da colonizacdo por H. pylori depende de outras
variaveis, como fatores genéticos e comportamentais do hospedeiro e expressao de genes de
viruléncia da bactéria colonizadora (AMIEVA e EL-OMAR, 2008).

Para o diagnostico, o teste respiratdrio com uréia ¢ considerado como o método nao
invasivo padrdo ouro para H. pylori (COELHO et al., 2018). Este consiste na ingestao de
uréia marcada com carbono 13 (ndo radioativo) ou 14 (radioativo) e, caso haja a presenca da
bactéria no estdmago, serd liberado CO:, que ¢ eliminado no ar expirado pelo paciente e
captado por um espectrometro (COELHO et al., 1999; GOMES; LAGO, 2014). Devido a falta
do substrato necessario para este exame, no Brasil ele ainda é utilizado em menor escala.
Como alternativa, tem-se o teste soroldgico ELISA ou por quimioluminescéncia, realizado
através de amostra de sangue ou saliva do paciente, cujo principio se baseia em encontrar
anticorpos anti-H. pylori (GOMES; LAGO, 2014).

Apesar da existéncia de métodos diagnosticos ndo invasivos considerados padrdo
ouro, a biopsia através da endoscopia digestiva alta ainda ¢ o exame mais utilizado para a
identificacao da bactéria (GOMES; LAGO, 2014). A partir da amostra biopsiada, destaca-se a
realizacdo da andlise histopatologica e/ou do teste rapido da urease para o diagndstico da
presenga bacteriana. Em conjunto com estes, também pode ser feita a cultura da amostra, que
fornece ndo somente o resultado da presenca da bactéria, mas também serve como meio para
o antibiograma que propicia o conhecimento da sensibilidade da bactéria quanto aos
antibioticos testados (TEIXEIRA; SOUZA; ROCHA, 2016). Este teste pode servir para o
conhecimento da resisténcia da bactéria e consequentemente a escolha do antibidtico a ser
utilizado para a sua erradicagao.

Atualmente, a primeira linha de tratamento para a H. pylori consiste em uma terapia
tripla realizada por 14 dias com o uso de um inibidor de bomba de protons (IBP) e dois

antibidticos — amoxicilina e claritromicina (COELHO et al., 2018). Neste caso, estudos
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indicam que os IBPs de segunda geragdo (rabeprazol e esomeprazol) podem ter taxas de
erradicacdo superiores aos de primeira geracdo, como omeprazol e pantoprazol
(MCNICHOLL et al., 2012). Como alternativa a este tratamento, tem-se a terapia
concomitante, que utiliza os mesmos medicamentos do esquema triplo associados ao
metronidazol ou ao tinidazol, ou a terapia quadrupla (bismuto, IBP, tetraciclina e
metronidazol), sendo esta menos recomendada devido aos seus maiores efeitos colaterais em
relacdo aos outros esquemas terapéuticos (COELHO et al., 2018).

Apesar da claritromicina fazer parte do tratamento de primeira linha, a resisténcia a
este antibidtico € registrada com valores superiores a 15% em diversas regides do mundo, o
que classifica alta resisténcia microbiana ao medicamento (ALBA; BLANCO; ALARCON.,
2017). Em 2017, a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) classificou as cepas de H. pylori
resistentes a claritromicina como bactérias de alta prioridade para futuras pesquisas e
desenvolvimento de novos fairmacos antimicrobianos. No Brasil, estima-se que a porcentagem
dessa resisténcia seja de 16,9% (SANCHES et al., 2016) o que ja justifica a recomendagao da
terapia concomitante ao metronidazol, na tentativa de evitar falhas no tratamento (COELHO
etal., 2018).

O H. pylori possui diversos mecanismos que o permitem sobreviver no ambiente
estomacal, que devido ao pH acido e a presenga de uma mucosa protetora, ¢ um ambiente
indspito para a maioria dos patdogenos (ANSARI e YAMAOKA, 2019). A respeito disso, sdo
amplamente estudados os genes de viruléncia desta bactéria, que conferem a ela ndo somente
a capacidade de colonizar o trato gastrointestinal, mas também a patogenicidade que ocasiona
as manifestagdes clinicas ja conhecidas (BASSO et al., 2010).

Primeiramente, a caracteristica flagelada do H. pylori permite sua mobilidade — e
consequentemente dificulta seu alcance pelas células imunes e anticorpos do organismo que
normalmente eliminam os patdgenos invasores do estdmago (HATAKEYAMA, 2017) —,
assim como a penetracdo na camada mucosa do estobmago, que ¢ a barreira protetora deste
orgdo. A partir disso, a presenga das adesinas mantém a bactéria aderida ao epitélio gastrico,
onde ocorre a sua colonizacdo (AMIEVA; EL-OMAR, 2008). Dentro do estomago, o
patdégeno ¢ capaz de produzir enzimas que conferem resisténcia ao meio acido, sendo a
principal destas a urease, que catalisa a conversdo de uréia em amoénia e didxido de carbono, o
que eleva o pH local para que a bactéria sobreviva nele (PROENCA-MODENA; ACRANI;
BROCCHLI, 2009).

Apesar da forma espiralada ser caracteristica da bactéria, esta também ¢ encontrada

como coco no epitélio gastrico humano (WING-YEE CHAN et al., 1993; SHARNDAMA e
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MBA, 2022), principalmente em regides mais danificadas do epitélio (JANAS et al., 1995).
Quando comparado com amostras de pacientes com ulcera péptica benigna, a forma cocoide
se mostrou mais prevalente em pacientes portadores de adenocarcinoma gastrico
(WING-YEE CHAN et al., 1993). Este mesmo estudo também demonstrou que nas amostras
de bidpsia de adenocarcinoma, a presenca de H. pylori em forma de cocos se concentrava ao
redor do tumor, enquanto que nos individuos com ulcera péptica, esta morfologia da bactéria
era encontrada em disposicdo aleatdria pelo epitélio e longe da lesdo. Descrita pela primeira
vez na década de 90, a morfologia cocoide de H. pylori ¢ uma provavel forma de adaptacao a
condi¢des adversas do ambiente gastrico, como temperatura, pH, antibidticos e a alta tensao
de oxigénio (LAAM Ll et al., 2014; IERARDI et al., 2020). Ao encontrar-se em um ambiente
favoravel, a bactéria ¢ capaz de retornar a sua morfologia espiralada e infectar o hospedeiro
novamente, o que levanta a hipdtese de esta ser mais uma das formas de resisténcia ao meio
da Helicobacter pylori que permite a reinfeccdo do ser humano mesmo apds o tratamento
(IERARDI et al., 2020).

O H. pylori também pode apresentar a producao de citotoxinas relevantes para a sua
patogenicidade. Dentre elas, tem-se a chamada citotoxina vacuolizante (VacA), expressada a
partir do gene vacA, capaz de induzir a vacuolizagdo citoplasmatica e a apoptose na célula
hospedeira, além de inibir a resposta imune pelos linfocitos T, o que prolonga a infec¢ao
bacteriana e os danos ao epitélio gastrico (PROENCA-MODENA; ACRANI; BROCCHI,
2009). A VacA também ¢ capaz de aumentar a permeabilidade paracelular, provocando a
liberagdo de moléculas pelas células da mucosa gastrica que podem ser usadas como
nutrientes pela bactéria (PAPINI ef al., 1998) e também tornando a célula mais suscetivel a
atividade da enzima urease (SHARNDAMA e MBA, 2022).

O gene vacA ¢ subdivido em 3 segmentos: intermediario (il e i2), médio (ml e m2) e
sequéncia sinalizadora (sl e s2), que influenciam diretamente na expressdo da citotoxina
VacA e sua patogenicidade. E relevante destacar duas familias do vacA: s1/m2, que possui
atividade citotoxica intermediaria, e s1/ml, que possui alta citotoxicidade (SHARNDAMA e
MBA, 2022). Ambas as variagdes genéticas estdo fortemente relacionadas com o
desenvolvimento  de  ulcera  péptica, gastrite  atrofica e  calncer  gastrico
(PROENCA-MODENA; ACRANI; BROCCHI, 2009).

Ademais, existe uma regido gendmica do DNA do H. pylori denominada ilha de
patogenicidade cag (cagPAl), composta por 31 genes, sendo aproximadamente 20 deles
conhecidos como integrantes do sistema de secrecdo tipo IV. Este sistema ¢é capaz de

translocar a citotoxina CagA para o interior das células do epitélio gastrico, onde esta, se



16

fosforilada, causara alteragdes morfoldgicas na estrutura celular. Ainda que ndo seja
fosforilada pelas tirosinas quinases especificas da célula hospedeira, a CagA ainda provoca
efeitos patogénicos capazes de levar a uma regulagcdo transcricional positiva dos genes
implicados na carcinogénese deste epitélio (TAKAHASHI-KANEMITSU; KNIGHT;
HATAKEYAMA, 2020). Ao final da sequéncia genética da cagPAl, esta localizado o gene
cagA, um dos mais estudados devido a sua alta prevaléncia na populacdo portadora da H.
pylori, além de seu importante papel na patogenicidade da bactéria.

O gene cagA, codificador da citotoxina CagA, possui uma prevaléncia estimada de
60% no ocidente ¢ 90% em paises asiaticos (KAO; SHEU; WU, 2016). Esta toxina ¢
responsavel por induzir vias de sinaliza¢do no epitélio que podem ocasionar dissociagdo das
células, alteragdes no formato celular e efeitos prod-inflamatérios e mitogénicos, que
aumentam o risco de carcinogénese (AMIEVA; EL-OMAR, 2008). Individuos portadores de
cepas carreadoras do gene cagA estdo relacionados a um pior progndstico, uma vez que estao
associados ao desenvolvimento de gastrite e ulcera péptica em graus mais elevados, atrofia da
mucosa gastrica e adenocarcinoma gastrico (NEJATI et al., 2018).

A andlise dos genes de viruléncia supracitados ¢ realizada através da técnica de PCR
(reagdo em cadeia da polimerase), que consiste na replicagdo do fragmento do gene de
interesse (KOVACHEVA-SLAVOVA et al., 2021; GAREAYAGHI e KOCAZEYBEK, 2022;
GAZI et al., 2013). Para este processo, ¢ utilizado um iniciador (primer) que deve acoplar-se a
regido em que se iniciaré a sintese do material genético. A partir disso, sdo geradas milhdes de
copias quantificadas através da fluorescéncia de compostos adicionados para a andlise
(NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004). Dentre estes, os mais utilizados sdo TagMan® e SYBR
Green®. O primeiro utiliza uma sonda fluorescente que hibridiza na regido a ser amplificada
pelo primer, enquanto o segundo liga-se a toda a dupla fita de DNA formada, emitindo
fluorescéncia (SUAREZ et al., 2015).

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase ¢ amplamente utilizada para a
identificacao de genes de H. pylori, seja em amostras provenientes de seres humanos ou do
meio ambiente (DIOUF et al., 2009). Desta forma, a PCR tem se mostrado eficiente em
avaliar a presenca dos genes de viruléncia da bactéria (TIRAPATTANUN et al., 2016), como
o cagA. Apesar disso, o estudo da presenca destes genes ainda é pouco explorado em amostras
de cavidade oral humana, mas se mostra necessario a fim de contribuir com o esclarecimento

da presenca de H. pylori neste sitio.
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2.1.7 Metodologia

2.1.7.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal, quantitativo, descritivo e analitico.

2.1.7.2 Local e periodo de realizacio do estudo

O estudo sera realizado nos Ambulatorios da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS), assim como no Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular da UFFS, na cidade

de Passo Fundo — Rio Grande do Sul, no periodo de agosto de 2023 a junho de 2024.

2.1.7.3 Populagio e amostragem

Este estudo ¢ um recorte do projeto de pesquisa institucionalizado na UFFS intitulado
“Detecgdo de colonizagdo por Helicobacter pylori em cavidade oral por técnica de reagdo em
cadeia da polimerase”. O referido projeto encontra-se em andamento desde fevereiro de 2021,
com contribui¢do da presente autora atuando como pesquisadora voluntéria.

A populagdo do projeto supracitado e deste recorte compreenderd os pacientes em
atendimento nos ambulatérios do Hospital de Clinicas e do Hospital Sdo Vicente de Paulo,
localizados nas dependéncias da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Passo Fundo.

A amostra deste estudo ¢ composta pelos pacientes cuja amostra da cavidade oral
resultou positiva para a presenca de DNA de Helicobacter pylori. O tamanho da amostra foi
calculado através da formula de frequéncia em uma populagdo pelo software de dominio
publico OpenEpi, versdo 3.01. Para o célculo, utilizou-se uma frequéncia antecipada de 60%,
considerando o tamanho da populac¢do de 1.000.000, um limite de confianca de 5% e o efeito
de desenho de 1.0. O tamanho da amostra resultante foi de 369. Serdo excluidas do estudo
aquelas amostras que ndo estiverem adequadas para andlise segundo a técnica a ser

empregada.

2.1.7.4 Variaveis e coleta de dados

A etapa da coleta de dados ¢ parte do projeto “Deteccdo de colonizagdo por

Helicobacter pylori em cavidade oral por técnica de rea¢do em cadeia da polimerase” e teve
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inicio em fevereiro de 2021, a ser concluida em agosto de 2023. No presente recorte pretende-
se utilizar as amostras de material biologico coletadas destes pacientes que encontram-se
armazenadas em freezer no laboratorio de pesquisa, assim como os dados provenientes dos
questionarios aplicados. Além disso, novas amostras e entrevistas serdo realizadas durante a
execugao do mesmo.

Durante as coletas os pacientes serdo abordados pela equipe de pesquisa, da qual a
académica responsavel pelo presente estudo faz parte, na sala de espera dos ambulatorios, na
data da consulta, para sua possivel participacdo. Aos pacientes serd explicada a pesquisa e em
caso de aceite em participar, serd lido o TCLE (Termo de consentimento livre e esclarecido).
Ap0s assinatura do termo, sera aplicado o instrumento de coleta de dados em formato de
questionario (ANEXO A) e feita a coleta de amostra da cavidade oral por meio de fric¢ao da
mucosa oral com escova de coleta estéril.

Como desfecho sera avaliada a varidvel categorica dependente “presenca do gene
cagA”, por Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (Real Time PCR), conforme
detalhes a seguir. Como varidveis independentes serdo avaliadas as caracteristicas
sociodemograficas (local de residéncia, escolaridade, idade, sexo, acesso a 4gua encanada e
numero de pessoas no domicilio) de saude (tabagismo, endoscopia prévia, uso recente de IBP
e uso recente de AINE, dispepsia, pirose, nausea, vomitos, intolerancia a café, intolerancia a
refrigerante e intolerancia a pimenta).

Apos a coleta, o questionario sera identificado, assim como o material da cavidade
oral coletado, que serd acondicionado em tampao TET (Tris-EDTA-Tween) e transportado ao
Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular da UFFS, onde sera realizada a extra¢do do
DNA, utilizando-se o método de CTAB/cloroférmio/alcool isoamilico, descrito a seguir:

Primeiramente, ¢ feita a adicdo de proteinase K a amostra em uma concentragao final
de 400pg/ul e, posteriormente, incubagdo a 56°C por 3-12h para a digestdo do material,
seguido da inativagdo da proteinase K por aquecimento a 96°C por 7 minutos. Em seguida,
sdao adicionados 100 ul de solucdo de NaCl 5M e 100ul da solucdo de CTAB/NaCl pré
aquecida a 65°C, com posterior incubacdo a esta mesma temperatura por 10 minutos. Apds a
incubacdo, acrescenta-se 750 pl de cloroférmio - é4lcool isoamilico 24:1 e realiza-se a
centrifugacdo por 5 minutos 12.000 rpm a temperatura ambiente (TA). Entdo, transfere-se o
sobrenadante para novo tubo e adiciona-se 450 pul de etanol absoluto a - 20°C com posterior
incubagdo por 10 minutos a TA para precipitacio do DNA. Apds a centrifugacdo por 15
minutos, 12.000 rpm a 4°C, o sobrenadante ¢ descartado e 450 pl de etanol 70% sao

adicionados ao pellet de DNA. Posteriormente, ¢ feita uma nova centrifuga¢do por 15
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minutos, 12.000 rpm a 4°C, o etanol 70% ¢ removido e as amostras ressuspendidas em 50 pl
de tampao TRIS/EDTA (TE) estéril para posterior utilizagdao na detecgao do DNA através das
técnicas de PCR.

Estas amostras serdo avaliadas para a presenca de DNA de Helicobacter pylori, pelo
método convencional de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), pela equipe de pesquisa do
projeto original, sob supervisdo da Prof'. Jossimara Polettini ¢ do Prof. Gustavo Olszanski
Acrani. Serdo utilizados primers especificos (Quadro 1) previamente descritos
(RAMIREZ-LAZARO, 2011).

As reacdes de PCR e nested PCR serdo realizadas em volume final de 20puL, composto
por 10uL. de Go Taq Green Master Mix 2X (c6d. M 7122- Promega, Madison, Wisconsin,
EUA); 0,6uL de cada primer na concentragao de 10uM; 4,8 uL de agua estéril e 4uL de cada
amostra pesquisada. As incubagdes serao realizadas em termociclador com os parametros
adequados. Em todas as reagdes realizadas sera utilizado um controle negativo, através da
substitui¢do do 4acido nucléico por agua estéril, e um controle positivo contendo DNA
comercial extraido de H. pylori. A eficiéncia das amplificagdes sera monitorada por
eletroforese da reagdo em gel de agarose 1,5%, preparado em tampao 1X TBE (Tris/Acido
Borico/EDTA) e corada com Brometo de Etidio. O tamanho dos produtos amplificados sera
comparado com o padrao de 500 pb e posteriormente fotografados sob transiluminagdo
ultravioleta.

As amostras que resultarem positivas para DNA de H. pylori serdo utilizadas neste
estudo, e secundariamente analisadas utilizando os primers especificos (Tabela 1) previamente
descritos (TIRAPATTANUN et al., 2016) para amplificacdo do gene cagA, através da técnica
de PCR convencional, a fim de identificar a presenc¢a deste.

Para a técnica empregada, as reagdes serdo realizadas em volume final de 25uL,
composto por 100ng de DNA, utilizando-se os reagentes do kit Go Taq Green Master Mix 2X
(c6d. M 7122- Promega, Madison, Wisconsin, EUA); 0,2uM de cada iniciador (primer). A
amplificacdo serd realizada em termociclador seguindo os pardmetros descritos por
Tirapattanun et al. (2016). Os resultados serdo analisados utilizando -eletroforese e

visualizagao sob transiluminagao UV.

Quadro 1: Primers

Gene Primer forward Primer reverse Tamanho
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ureA 5’-CGT GGC AAG CAT | 5°-GGG TAT GCA CGG 77 pb
GAT CCA T-3° TTA CGA GTT T-3’
cagA outer 5’-ACG ATT GGA | outer 5’-CGC CAT TTG 588 pb
ACG CCA CC-3° TAA CGC CTA-3’
inner 5’-ATA ATG CTA | inner 5’-TTA GAA TAA 297 pb
AAT TAG ACA ACT TCA ACA AAC ATC
TGA GCG A-3° ACG CCAT-3’

2.1.7.5 Processamento, controle de qualidade e analise dos dados

Os questionarios e resultados das amostras serdo duplamente digitados em um banco
de dados no software Epidata (distribuicdo livre). Posteriormente, serdo analisados
estatisticamente no sofiware de distribuicdo livre PSPP e consistird na média e desvio padrdao
das varidveis numéricas e distribuicdo de frequéncias, absoluta e relativa, das variaveis
categoricas.

A andlise da relagdo entre a varidvel dependente e as independentes sera realizada
através do Teste de Qui-quadrado ou exato de Fisher, considerando um nivel de significancia
estatistica de 95%. Serd analisada a presenca do gene cagA, assim como o0s aspectos

sociodemograficos e de satude relacionados a esta.

2.1.7.6 Aspectos éticos

O projeto “Deteccdo de colonizagdo por Helicobacter pylori em cavidade oral por
técnica de reacdo em cadeia da polimerase” foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
com seres humanos da UFFS (CEP-UFFS), sob protocolo de aprovacao numero 4.527.806
(ANEXO B), e também pelas institui¢des envolvidas, Hospital de Clinicas de Passo Fundo e
Hospital Sao Vicente de Paulo, sob termo de ciéncia e concordancia, atendendo a resolugdo

466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

2.1.8 Recursos

Todos os custos serao de responsabilidade da equipe de pesquisa.

Quadro 2: Or¢camento do estudo



Item Quantidade Valor unitario Valor total
Reagentes para PCR e 1 R$3.000,00 R$3.000,00
eletroforese
Primers 8 R$200,00 R$1.600,00
Impressdo dos 300 R$0,50 R$150,00
questionarios
Total R$4.750,00
2.1.9 Cronograma
Quadro 3: Cronograma do estudo
Atividades Mles Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més
a serem 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
desenvolvi
das
Levantame X X X X X X X X X X X X
nto
bibliografic
0
Coleta e X X X X X
analise de
dados
Envio dos X
relatorios
parcial e
final para o
CEP
Escrita do X X X X
artigo e
divulgacdo
dos
resultados
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Numero do questiondrio nques
Nome do entrevistador entre
Data coleta data  / [/
Onde vocé reside? (1) zona urbana (2) zona rural resi
Qual a sua escolaridade: (1) Analfabeto (2) Fundamental incomp (3) Fundamental comp (4) Ensino médio incompleto (5) Ensino médio esc_
completo (6) Superior incomp (7) Superior comp

Qual a sua idade? id
Qual o seu sexo? (1) Masculino (2) Feminino Sex0
Qual o nimero de pessoas que residem no seu domicilio? (1) 1(2) 2 (3) 3 (4) 4 (5) 5(6) 6 ou mais pess
Vocé fuma ou ja fumou? (1) Sim (2) Nunca fumou (3) Parou de fumar tabag
Voct bebe ou ja bebeu? (1) Sim (2) Nunca bebeu (3) Parou de beber etil
Voct ja fez endoscopia prévia? (1) Sim (2) Nao endo
Voct tem dificuldade de digestio (dispepsia)? (1) Sim (2) Nao disp
Voct tem pirose? (1) Sim (2) Nao pirose
Vocé tem ndusea? (1) Sim (2) Nao Nau__
Voct tem vomitos frequentes? (1) Sim (2) Néo Vom__
Voct tem intolerdncia a café? (1) Sim (2) Néo (3) Néo consome cafe
Voct tem intoleriincia a refrigerante? (1) Sim (2) Nio (3) Nio consome refri_
Voci tem intolerdncia 4 pimenta? (1) Sim (2) Nio (3) Niio consome pime__
Voci fez uso recente de IBP (omeprazol, pantoprazol, etc)? (1) Sim (2) Nao ibp
Voct fez uso recente de AINE (nimesulida, ibuprefeno, ete?) (1) Sim (2) Nao aine
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Deteccéo de colonizagéo por Helicobacter pylori em cavidade oral por técnica de
reagdo em cadeia da polimerase

Pesquisador: Daniela Augustin Silveira

Area Tematica:

Versédo: 2

CAAE: 40414020.4.0000.5564

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.527 806

Apresentacao do Projeto:
Trata de encaminhamento de protocolo de pesquisa em que permaneceram pendéncias éticas de acordo
com o parecer n°® 4.447.954

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:Avaliar a prevaléncia de Helicobacter pylori em cavidade oral dos pacientes encaminhados
aos ambulatérios da Universidade Federal da FronteiraSul campus Passo Fundo.Objetivo
Secundario:Relacionar a presenca de Helicobacter pylori em cavidade oral com sintomas clinicos.Descrever
0s principais aspectos epidemioldgicos dacolonizagdo oral por Helicobacter pylori.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:Quanto aos riscos, ha o risco de identificagdo do paciente. A fim de minimizar esse risco, o nome do
paciente ndo sera incluido no questionario,sendo apenas utilizado um nimero de identificagdo. Além disso,
os dados serdo manuseados apenas pela equipe de pesquisa que se compromete a ndo divulgar as
informagbes e manter o sigilo nos dados de identificagdo. Caso o risco previsto venha a ocorrer, o
participante sera excluido do estudo e os locais de coleta de dados serdo informados sobre o ocorrido. Os
resultados serdo divulgados em eventos e/ou publicagtes cientificas mantendo sigilo dos dados pessoais
dos pacientes.Na ocasido da coleta de amostra da cavidade oral, existe o desconforto do paciente em
realizar o procedimento de coleta
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com escova estéril,portanto, vai ser tomado o cuidado de estar em ambiente privado, na presenga apenas
do pesquisador. Entretanto, a coleta da amostra em si € um procedimento ndo invasivo que ndo oferece
riscos a integridade fisica do paciente. Caso o risco de desconforto venha a se concretizar sera respeitada a
decis&o do participante em desistir de participar da pesquisa a qualquer momento.A amostra de cavidade
oral seréd numerada dentro da pesqguisa, bem como o questionario aplicado. Nao havera a identificagéo dos
participantes da pesquisa. As amostras coletadas serdo usadas exclusivamente para a analise proposta
nessa pesquisa e apos a analise, as mesmas serdo descartadas de acordo com as normas de
biosseguranga, conforme acordado com o paciente no TCLE.Durante a aplicagdo do questionario, o
paciente pode se sentir constrangido e/ou desconfortavel com alguma eventual pergunta. Nesse caso, sera
respeitada a decisdo do paciente em ndo responder a pergunta em questdo, assim como deixar de
participar da pesquisa caso desejar, como previsto no TCLE.Beneficios:Devido a natureza do estudo, ndo
estio previstos beneficios diretos ao paciente, pois a presenca de H. pylori na cavidade oral ndo &
patolégica,sendo que o estudo visa verificar a sua presenga no sitio oral como possivel forma de
transmiss&o da bactéria. Entretanto, caso deseje, o participante podera receber os resultados da pesquisa
por e-mail, que sera coletado junto ao TCLE. Além disso, a comunidade podera ser beneficiada com esses
resultados na pratica clinica através de possiveis agdes de prevencao e tratamento da infecgdo gastrica por
Helicobacterpylori e suas patologias associadas. Diversos outros estudos foram conduzidos no sentido de
esclarecer a relagdo da bactéria em cavidade oral coma sua infecgdo gastrica, mas com resultados
inconclusivos até entdo. Contudo, a equipe fornecera uma devolutiva a instituigdo envolvida na forma de
relatério, documentando os resultados obtidos na pesquisa. Além disso, a comunidade podera ser
beneficiada com esses resultados na pratica clinica através de possiveis agdes de prevengéo e tratamento
da infecg&o gastrica por Helicobacter pylori e suas patologias associadas

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
As pendéncias foram atendidas

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
Adequados

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Nao ha pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Prezado (a) Pesquisador(a)
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A partir desse momento o CEP passa a ser corresponsavel, em termos éticos, do seu projeto de pesquisa —
vide artigo X.3.9. da Resolugdo 466 de 12/12/2012.

Fique atento(a) para as suas obrigagdes junto a este CEP ao longo da realizagdo da sua pesquisa. Tenha
em mente a Resolucdo CNS 466 de 12/12/2012, a Norma Operacional CNS 001/2013 e o Capitulo 11l da
Resolugdo CNS 251/1997. A pagina do CEP/UFFS apresenta alguns pontos no documento “Deveres do
Pesquisador”.

Lembre-se que:

1. No prazo maximo de 6 meses, a contar da emissao deste parecer consubstanciado, devera ser enviado
um relatério parcial a este CEP (via NOTIFICACAO, na Plataforma Brasil) referindo em que fase do projeto a
pesquisa se encontra. Veja modelo na pagina do CEP/UFFS. Um novo relatorio parcial devera ser enviado
a cada 6 meses, até que seja enviado o relatorio final.

2. Qualquer alteragdo que ocorra no decorrer da execugdo do seu projeto e que nio tenha sido prevista
deve ser imediatamente comunicada ao CEP por meio de EMENDA, na Plataforma Brasil. O ndo
cumprimento desta determinacio acarretara na suspensao ética do seu projeto.

3. Ao final da pesquisa devera ser encaminhado o relatério final por meio de NOTIFICACAO, na Plataforma
Brasil. Devera ser anexado comprovagao de publicizagdo dos resultados. Veja modelo na pagina do
CEP/UFFS.

Em caso de duvida:

Contate o CEP/UFFS: (49) 2049-3745 (8:00 as 12:00 e 14:00 as 17:00) ou cep.uffs@uffs.edu.br;

Contate a Plataforma Brasil pelo telefone 136, opcio 8 e opgado 9, solicitando ac atendente suporte
Plataforma Brasil das 08h as 20h, de segunda a sexta;

Contate a “central de suporte” da Plataforma Brasil, clicando no icone no canto superior direito da pagina
eletronica da Plataforma Brasil. O atendimento € online.

Boa pesquisa!

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1655636.pdf 12:19:12
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Qutros Carta_Pendencias.doc 11/12/2020 |PATRICIA Aceito
12:18:46 | MARCOLIN
TCLE/Termos de |TCLE_corrigido.docx 11/12/2020 |PATRICIA Aceito
Assentimento / 12:17:53 |MARCOLIN
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_corrigido.docx 11/12/2020 |PATRICIA Aceito
Brochura 12:17:34 |MARCOLIN
Investigador
Qutros ANEXO_B_termo_de_ciencia_e_concor| 23/11/2020 |PATRICIA Aceito
dancia_HSVP.pdf 18:47:44 | MARCOLIN
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 23/11/2020 |PATRICIA Aceito
Brochura 17:39:59 |MARCOLIN
Investigador
Qutros ANEXO_A_termo_de_ciencia_e_concor | 18/11/2020 |PATRICIA Aceito
dancia.pdf 17:56:45 | MARCOLIN
Folha de Rosto FOLHADEROQOSTO.pdf 18/11/2020 |PATRICIA Aceito
17:43:28 | MARCOLIN
TCLE / Termos de | Apendice_B_TCLE.pdf 28/10/2020 | Daniela Augustin Aceito
Assentimento / 16:11:05 |Silveira
Justificativa de
Auséncia
Outros Apendice_A_QUESTIONARIO.pdf 28/10/2020 |Daniela Augustin Aceito
16:10:54 | Silveira

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Area Rural
UF: SC

Telefone:

Municipio:
(49)2049-3745

CHAPECO, 08 de Fevereiro de 2021

Assinado por:

Fabiane de Andrade Leite

(Coordenador(a))

CEP: 89.815-899
CHAPECO

E-mail:
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2.2 RELATORIO DE PESQUISA

Este estudo, intitulado “Avaliacdo de gendtipo de viruléncia de Helicobacter pylori de
amostras da cavidade oral” objetiva analisar a presenca do gene cagd em amostras de
cavidade oral positivas para H. pylori identificadas na cavidade oral de pacientes em
atendimento nos ambulatorios da UFFS, assim como a sua relagdo com suas caracteristicas
sociodemograficas e de saude.

O projeto de pesquisa foi redigido no primeiro semestre do ano de 2023, sob
orientagdo do Prof. Dr. Gustavo Olszanski Acrani e coorientacdo da Prof'. Dr”. Jossimara
Polettini, durante a disciplina de Trabalho de Curso I. Nao foi necessaria a submissao
individual ao Comité de Etica, uma vez que esse ¢ um recorte do projeto intitulado “Detecgio
de colonizagdo por Helicobacter pylori em cavidade oral por técnica de reacdo em cadeia da
polimerase”, aprovado em 06 fevereiro de 2021 pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos da UFFS (CEP-UFFS), e também pelas instituicdes envolvidas, o Hospital de
Clinicas de Passo Fundo e o Hospital Sdo Vicente de Paulo — vide parecer de aprovagao em
anexo ao projeto original.

A coleta da pesquisa ocorreu em duas etapas: Primeiramente, foi feita a abordagem
dos pacientes nos ambulatérios da UFFS, convidando-os a participar do estudo e, em caso de
aceite, realizando a coleta de amostra da cavidade oral. Esta etapa comegou anteriormente ao
inicio do presente estudo, em fevereiro de 2021 e transcorreu até agosto de 2023, ja que
compde a pesquisa da qual este estudo é parte. Em um segundo momento, as amostras foram
transportadas ao Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular da UFFS, onde as etapas de
extracdo e quantificacdo do DNA e pesquisa de H. pylori através da reacdo em cadeia da
polimerase foram realizadas. O envolvimento da presente autora teve inicio em junho de
2023, atuando na coleta, nas entrevistas e nos protocolos do laboratério.

Ao final do segundo semestre de 2023, 342 amostras haviam sido coletadas e em todas
realizou-se o processo de extragdo do DNA de H. pylori, segundo protocolo previamente
estabelecido, conforme descrito neste projeto. Apods, quantificou-se a presenca do material
genético desejado em cada amostra e a pureza da reacdo de extragdo. As amostras que
apresentaram quantidade de DNA insuficiente ou pureza abaixo do limiar aceitavel (< 1,4)
foram submetidas novamente ao processo de extragdo para corrigi-las a um valor adequado
para dar seguimento a reagdo de PCR.

Até dezembro de 2023, 228 amostras foram testadas para a presenca de DNA de H.

pylori através da técnica de PCR, utilizando iniciadores especificos, seguido de Nested PCR
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com os mesmos iniciadores, das quais 77 resultaram positivas. Em todas as amostras
utilizou-se um controle negativo, substituindo o DNA por dgua estéril, e também um controle
positivo, que consiste em DNA extraido de H. pylori através de material obtido em biopsia
gastrica. Os primers necessarios para a avaliacdo do gene cagAd foram recebidos no més de
novembro de 2023.

Em marco de 2024, apds estabelecer o protocolo de laboratério para as reagdes de
PCR, deu-se inicio a testagem para a presenga do gene cagA nas amostras positivas para H.
pylori. Das 77 amostras positivas, 10 foram excluidas por falta de informagdes no
questionario respondido. Desta forma, 67 amostras foram analisadas para a variavel
dependente do estudo.

Ao fim das anélises laboratoriais, em abril de 2024 os dados dos questionarios e dos
protocolos de laboratério foram duplamente digitados no programa Excel e no Epidata versao
3.1. Ap6s, foram analisados estatisticamente por meio do software PSPP, no mesmo més. As
variaveis independentes analisadas foram: local de residéncia, escolaridade, idade, sexo,
acesso a agua encanada e numero de pessoas no domicilio, tabagismo, endoscopia prévia, uso
recente de IBP, dispepsia, pirose, nausea, vOmitos, intolerancia a café, intolerancia a
refrigerante e intolerancia a pimenta.

Por fim, em maio os resultados foram interpretados e redigidos em forma de artigo,
segundo as normas da revista Arquivos de Gastroenterologia

(https://www.scielo.br/journal/ag/about/#instructions).
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3. ARTIGO

PREVALENCIA DO GENE DE VIRULENCIA cag4 EM AMOSTRAS DE Helicobacter
pylori DE CAVIDADE ORAL

Pietra Calegari Mendes'

Jossimara Polettini?

Gustavo Olszanski Acrani?

! Discente da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Passo Fundo, RS, Brasil.

2 Docente da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Passo Fundo, RS, Brasil.

RESUMO

Objetivos: Avaliar a presenca do gene cagd de Helicobacter pylori em amostras da cavidade
oral, assim como a sua relagdo com variaveis sociodemograficas e de saide. Métodos: Estudo
transversal, realizado em Passo Fundo - RS. Incluiram-se participantes de ambos 0s sexos,
maiores de 18 anos, que aguardavam atendimento nos Ambulatdrios de ensino da UFFS. Os
participantes foram submetidos a aplicacdo do questionario e a coleta de amostra da cavidade
oral. Para a pesquisa do H. pylori e do gene cagA foi empregada a técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). A analise estatistica consistiu na distribui¢ao de frequéncias das
variaveis descritivas, na prevaléncia da positividade do gene cagA4 e na relagdo obtida entre
essas, com intervalo de confianga de 95%. Resultados: A amostra, (n=67) ¢ composta
majoritariamente por mulheres, residentes em zona urbana e média de idade de 51,4 anos. A
média de pessoas que viviam no mesmo domicilio foi de 2,85 e a prevaléncia de consumo de
alcool e tabagismo foi de 49,3% e 43,3%, respectivamente. O sintoma de pirose foi o mais
referido (52,2%) dentre os entrevistados, seguido de dispepsia (29,9%). O gene cagA foi
detectado em 9 das 67 amostras, demonstrando uma prevaléncia de 13,4% na populagdo
estudada. Houve maior distribuicdo de amostras de H. pylori positivas para o gene de
viruléncia cagd em individuos que relataram apresentar nausea (37,5, p = 0,009).
Conclusao: O estudo demonstrou uma prevaléncia do gene cagAd semelhante ao que ¢
encontrado na literatura atual. Esta pesquisa contribui com o esclarecimento da presenca da
bactéria na cavidade oral humana e com a possibilidade deste método de analise ser utilizado
como forma de rastreio em pacientes de risco ou sintomaticos.

Palavras-chave: Helicobacter pylori; cagA4; cavidade oral.

ABSTRACT

Objectives: To assess the presence of the Helicobacter pylori cagA gene in oral cavity
samples, as well as its relationship with sociodemographic and health variables. Methods:
Cross-sectional study carried out in Passo Fundo - RS. Participants were of both sexes, over
18 years of age, who were waiting to be seen at the UFFS teaching clinics. Participants were
given a questionnaire and had a sample taken from their oral cavity. The Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique was used to test for H. pylori and the cagA gene. The statistical
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analysis consisted of the distribution of frequencies of the descriptive variables, the
prevalence of cagA gene positivity and the relationship between them, with a 95% confidence
interval. Results: The majority of the sample (n=67) were women, living in urban areas and
with an average age of 51.4 years. The average number of people living in the same
household was 2.85 and the prevalence of alcohol consumption and smoking was 49.3% and
43.3% respectively. The symptom of heartburn was the most common (52.2%) among those
interviewed, followed by dyspepsia (29.9%). The cagAd gene was detected in 9 of the 67
samples, showing a prevalence of 13.4% in the population studied. There was a higher
distribution of H. pylori samples positive for the cagd virulence gene in individuals who
reported nausea (37.5, p = 0.009). Conclusion: The study showed a prevalence of the cagA4
gene similar to that found in the current literature. This research contributes to clarifying the
presence of the bacterium in the human oral cavity and the possibility of this method of
analysis being used as a form of screening in at-risk or symptomatic patients.

Keywords: Helicobacter pylori; cagA; oral cavity.

INTRODUCAO

O Helicobacter pylori é uma bactéria colonizadora da mucosa gastrica humana,
responsavel pelo desenvolvimento de doengas como gastrite cronica, Ulcera péptica, cancer
gastrico e linfoma de tecido linféide associado a mucosa gastrica. A forte relacdo com o
desenvolvimento de neoplasias fez com que o H. pylori fosse classificado pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer como agente carcinogénico do grupo I, sendo hoje

considerado o principal fator de risco para o cancer gastrico'.

A prevaléncia desta bactéria varia segundo condi¢des socioecondmicas, mas estima-se
que metade da populagdo mundial esteja infectada®. Sua rota de transmissdao nao ¢ totalmente
esclarecida, mas acredita-se que as vias fecal-oral e oral-oral sejam as principais formas de

contaminagdo deste microrganismo, que ja foi isolado em amostras de 4gua, fezes e saliva®.

Além da mucosa gastrica, o H. pylori tem sido encontrada também em outros locais,
como a cavidade oral humana. Diversos autores tém registrado a presenca da bactéria em
amostras de saliva®, placa gengival* e lesdes orais’. No entanto, os estudos a esse respeito

ainda sdo controversos € a presencga da bactéria neste sitio ainda nao ¢ bem esclarecida.

Ainda que seja um agente importante de doengas gastricas, nem todos os infectados
por H. pylori desenvolvem um quadro clinico. Mais de 80% dos individuos apresentam

gastrite cronica assintomatica durante a vida, o que demonstra que fatores genéticos e
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comportamentais do hospedeiro e expressdo genética de viruléncia da bactéria, além de sua

presenca, influenciam na evolugdo clinica destes pacientes®.

Atualmente, sdo descritos diversos mecanismos de patogenicidade desta bactéria.
Dentre eles, a producdo da enzima urease, que permite a sobrevivéncia no meio acido, a
mobilidade concedida pelos flagelos, as adesinas que permitem a aderéncia da célula
bacteriana ao epitélio gastrico e também citotoxinas’. Dentre estas, a proteina CagA,
produzida pelo gene cagA, ¢ amplamente estudada devido a alta prevaléncia deste fator em
amostras clinicas — aproximadamente 60% na populagdo ocidental infectada e mais de 90%
nos paises do oriente’. Esta toxina esta localizada ao final na regido gendmica denominada
ilha de patogenicidade cag, onde aproximadamente 20 genes codificam uma estrutura
denominada sistema de secrecdo tipo IV. Este ¢ responsavel por mediar a translocagdo da
CagA para o citoplasma da célula hospedeira, onde a citotoxina é capaz de causar alteragdes

morfoldgicas, de proliferacdo e apoptose que aumentam o risco de carcinogénese®.

Apesar do gene cagA ja ter sido identificado em amostras da cavidade oral humana’,
ainda sdao poucos os estudos que abordam esta avaliagdo e a sua relacdo com aspectos
sociodemograficos, comportamentais e de saude, o que pode contribuir com o entendimento
do papel da colonizacdo de H. pylori na cavidade oral e sua possivel relagdo com as
manifestagdes clinicas gastrointestinais e reincidéncia da infec¢@o no ser humano. Ademais, a
prevaléncia deste gene produtor de citotoxina varia segundo a regido estudada'’, o que torna
relevante a busca deste em diversas populagdes. Desta forma, este estudo objetiva avaliar a
presenca do gene cagA em cepas de H. pylori a partir de amostras da cavidade oral de

pacientes, assim como a sua relacdo com varidveis sociodemograficas e de saude.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo transversal, realizado nos Ambulatorios de Ensino e
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS), na cidade de Passo Fundo — Rio Grande do Sul. Este estudo ¢ um recorte do projeto
de pesquisa institucionalizado na UFFS intitulado “Deteccao de colonizagao por Helicobacter
pylori em cavidade oral por técnica de reagdo em cadeia da polimerase”, aprovado no Comité
de Etica em Pesquisa com seres humanos da UFFS (CEP-UFFS), sob protocolo de aprovagio

numero 4.527.806.
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A populacao do estudo compreende pacientes maiores de 18 anos, de ambos os sexos,
que se encontravam em espera para serem atendidos para qualquer tipo de consulta nos
Ambulatérios de Ensino da UFFS no periodo de fevereiro de 2021 a agosto de 2023. Os
pacientes que aguardavam atendimento foram abordados pela equipe de pesquisa e apods
convite e aceitacdo para participar na pesquisa, foram submetidos a entrevista, na qual
responderam ao questionario de pesquisa e posteriormente foram submetidos a coleta de
amostra da cavidade oral por meio de fricgdo da mucosa oral com escova de coleta estéril. A
escova foi acondicionada em tubo estéril contendo solu¢do tampao TET (Tris-EDTA-Tween)
e conservada a temperatura de -20°C até a extracdo do DNA e deteccdo molecular de H.
pylori. A amostra deste estudo é composta por todos os pacientes cuja amostra da cavidade
oral resultou positiva para a presenca de DNA de H. pylori.

Foram avaliadas as varidveis independentes socioecondmicas (local de residéncia,
escolaridade, idade, sexo e numero de pessoas no domicilio) e de saude (tabagismo,
endoscopia prévia, uso recente de Inibidores da Bomba de Protons (IBP), dispepsia, pirose,
nausea, vomitos, intolerancia a café, intolerancia a refrigerante e intolerancia a pimenta). A
variavel categérica dependente (desfecho do presente estudo) foi a “presenca do gene cagA”,
avaliada por Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), conforme descrito a seguir.

A extragdo de DNA das amostras da cavidade oral foi realizada no Laboratorio de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFFS segundo o método de CTAB/cloroférmio/alcool
isoamilico, descrito a seguir: Primeiramente, foi feita a adicdo de proteinase K a amostra em
uma concentragdo final de 400ug/ul e, posteriormente, incubacdo a 56°C por 3-12h para a
digestao do material, seguido da inativagdo da proteinase K por aquecimento a 96°C por 7
minutos. Em seguida, foram adicionados 100 pl de solugdo de NaCl 5M e 100ul da solugdo
de CTAB/NaCl pré aquecida a 65°C, com posterior incubagao a esta mesma temperatura por
10 minutos. Apos a incubagdo, acrescentou-se 750 pl de cloroférmio - dlcool isoamilico 24:1
e realizou-se a centrifugacdo por 5 minutos 12.000 rpm a temperatura ambiente (TA). Em
seguida o sobrenadante foi transferido para novo tubo para a adi¢do de 450 ul de etanol
absoluto a - 20°C com posterior incubagao por 10 minutos a TA para precipitacdo do DNA.
Apds a centrifugacdo por 15 minutos, 12.000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 450 pl de etanol 70% ao “pellet” de DNA. Posteriormente, fez-se uma nova
centrifugacdo por 15 minutos, 12.000 rpm a 4°C, o etanol 70% foi removido e as amostras
ressuspendidas em 50 ul de tampao TRIS/EDTA (TE) estéril para posterior utilizagdo na
detec¢ao do DNA através das técnicas de PCR.
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As reagdes de PCR e nested PCR para deteccdo molecular de H. pylori foram
realizadas em volume final de 20uL, sendo 10uL da enzima Go Taq Green Master Mix 2X
(c6d. M 7122- Promega, Madison, Wisconsin, EUA); 0,6uL de cada primer previamente
descrito'' na concentragdo de 10uM; 4,8 pL de agua estéril e 4ul. de cada amostra
pesquisada. As incubacdes foram realizadas em termociclador com os parametros adequados.
Em todas as reagoes realizadas foi utilizado um controle negativo, através da substituicdo do
acido nucléico por agua estéril, e um controle positivo contendo DNA comercial extraido de
H. pylori. A eficiéncia das amplificagdes foi monitorada por eletroforese da reacdo em gel de
agarose 1,5%, preparado em tampdo 1X TBE (Tris/Acido Borico/EDTA) e corada com
Brometo de Etidio. O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o padrao de 500
pb e posteriormente fotografados sob transiluminagao ultravioleta.

As amostras que resultaram positivas para DNA de H. pylori foram utilizadas neste
estudo, e secundariamente analisadas utilizando os primers especificos (Quadro 1)
previamente descritos'? para amplificagdo do gene cagd, através da técnica de PCR
convencional, a fim de identificar a presenca deste.

Para a técnica empregada, as reacdes foram realizadas em volume final de 25uL,
composto por 100ng de DNA, utilizando-se os reagentes do kit Go Taq Green Master Mix 2X
(c6d. M 7122- Promega, Madison, Wisconsin, EUA); 0,2uM de cada iniciador (primer). A
amplificacdo foi realizada em termociclador seguindo os parametros descritos por
Tirapattanun et al. (2016)2. Os resultados foram analisados utilizando eletroforese e

visualizagao sob transiluminagao UV.
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Quadro 1: Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para amplificacdo do gene ured

para deteccao de H. pylori e gene cagA em amostras de cavidade oral.

Gene Primer forward Primer reverse Tamanho do
produto
ureA 5’-CGT GGC AAG 5’-GGG TAT GCA CGG TTA 77 pb
CAT GAT CCA T-3° CGA GTITT-3
cagA outer 5’-ACG ATT outer 5’-CGC CAT TTG TAA 588 pb
GGA ACG CCA CC-3’ | CcGCcCcTA-
inner 5’-ATA ATG CTA | inner 5’-TTA GAA TAA TCA 297 pb
AAT TAG ACA ACT ACA AAC ATC ACG CCA
TGA GCG A-3’ T-3°

Os questiondrios com as respostas dos participantes, assim como os resultados
moleculares das amostras foram duplamente digitados em um banco de dados no software
Epidata (distribui¢do livre) e analisados estatisticamente no software de distribuicao livre
PSPP, sendo calculados a média e desvio padrao das varidveis numéricas e distribui¢do de
frequéncias, absoluta e relativa, das varidveis categéricas. A analise da relacdo entre a
variavel dependente e as independentes foi realizada através do Teste exato de Fisher,

considerando um nivel de significancia estatistica de 95%.

RESULTADOS

Ao final do periodo de coleta dos dados, 219 individuos aceitaram participar da
pesquisa, resultando em 67 amostras positivas para H. pylori (30,6%). Dentre as amostras
positivas para H. Pylori, houve prevaléncia do sexo feminino (67,2%), residentes em zona
urbana (82,1%) e média de idade de 51,4 anos (+15,04). O numero de pessoas que viviam no
mesmo domicilio variou entre 1 e 6, com uma média de 2,85 pessoas (£1,03). O consumo de

alcool e o tabagismo tiveram uma prevaléncia de 49,3% e 43,3%, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas e comportamentais de individuos com
amostras positivas para Helicobacter pylori na cavidade oral. Passo Fundo, RS, fevereiro
de 2021 a agosto de 2023 (n=67).

Variaveis n %

Sexo

Masculino 22 32,8

Feminino 45 67,2
Faixa etaria

18-29 4 6,0

30-39 14 20,9

40-49 11 16,4

50-59 18 26,9

260 20 29,9
Escolaridade

Até ensino fundamental 30 44,8

Ensino médio 33 49,3

Além do ensino médio 4 6.0

Local de residéncia

Zona urbana 55 82,1

Zona rural 12 17,9
Nimero de pessoas no domicilio

1 pessoa 4 6,0

2 pessoas 24 35,8

3 pessoas 21 31,3

4 ou mais 18 26,9
Tabagismo 29 43,3
Consumo de alcool 33 493

Em relagdo as caracteristicas de saude, como demonstrado na Tabela 2, o sintoma de
pirose se mostrou presente em mais da metade (52,2%) dos entrevistados, seguido de
dispepsia (29,9%). Néausea e vomitos frequentes foram menos prevalentes. A intolerincia a
café, refrigerante e pimenta teve uma prevaléncia de 23,0%, 19,6% e 16,4%, respectivamente.

O uso recente de IBP foi referido por 29,5%.



39

Tabela 2. Caracteristicas de satde de individuos com amostras positivas para
Helicobacter pylori na cavidade oral. Passo Fundo, RS, fevereiro de 2021 a agosto de
2023 (n=67).

Variaveis n %

Endoscopia prévia 27 40,3
Dispepsia 20 29,9
Pirose 35 52,2
Nausea 16 239
Vomitos frequentes 2 3,0
Intolerancia a café (n = 61) 14 23,0
Intolerancia a pimenta (n = 46) 9 19,6
Intolerancia a refrigerante (n = 55) 9 16,4
Uso recente de IBP* 18 29,5

*IBP = inibidor da bomba de préton

O gene cagA foi detectado em 9 das 67 amostras, demonstrando uma prevaléncia de
13,4% na populacdo estudada. As amostras consideradas positivas apresentaram fragmentos
amplificados por reacdo de PCR em gel de agarose do tamanho de 297 pb, correspondentes a

amplificagdo do gene, conforme mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etideo (5uL), apods
eletroforese para separacdo e visualizagdo dos fragmentos amplificados por reagdo de PCR
representativos do gene cagA de 18 amostras. (PM: marcador do peso molecular — Invitrogen
50 pb DNA Ladder; tamanho esperado do produto amplificado de 297 pb; CP: controle
positivo; CN: controle negativo da primeira reagdo de PCR (inner); CN2: controle negativo da

segunda reac¢ao de PCR (outer); linhas 1, 3, 5, 6, 12 e 13: amostras positivas).
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Dentre as caracteristicas de saude avaliadas, observou-se de forma estatisticamente
significativa uma maior distribui¢do de amostras de H. pylori positivas para o gene de
viruléncia cagA em individuos que relataram apresentar nausea (37,5%, p = 0,009) — Tabela
4. Nenhuma relagcdo foi observada (valores de p > 0,05) entre as demais caracteristicas de
saude, sociodemograficas ou comportamentais e a presenga do gene cagA (Tabela 4). Apesar
disso, convém observar que todos os individuos (100,0%) provenientes de zona rural ndo

apresentaram positividade para o gene estudado.
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Tabela 3. Relagdo entre a positividade para o gene cagd e caracteristicas sociodemograficas,
comportamentais ¢ de saide em individuos com amostras positivas para Helicobacter pylori na cavidade
oral. Passo Fundo, RS, fevereiro de 2021 a agosto de 2023. (n=67).

Positivo para cag4d  Negativo para cagA

Variaveis n % n % p*
Sexo 0,465
Masculino 4 18,2 18 81,8
Feminino 5 11,1 40 88,9
Faixa etaria 0,824
18-29 1 25,0 3 75,0
30-39 1 7,1 13 92,9
40-49 2 18,2 9 81,8
50-59 3 16,7 15 83,3
260 2 10,0 18 90,0
Escolaridade 0,775
Até ensino fundamental 4 13,3 26 86,7
Ensino médio 4 12,1 29 87,9
Além do ensino médio 1 25,0 3 75,0
Local de residéncia 0,196
Zona urbana 9 16,4 46 83,6
Zona rural 0 0,0 12 100,0
Numero de pessoas no domicilio 0,397
1 pessoa 1 25,0 3 75,0
2 pessoas 1 4,2 23 95,8
3 pessoas 4 19,0 17 81,0
4 ou mais 3 16,7 15 83,3
Tabagismo 1,000
Sim 4 13,8 25 86,2
Nao 5 13,2 33 86,8
Consumo de alcool 0,734
Sim 5 15,2 28 84,8
Nao 4 11,8 30 88,2
Endoscopia prévia 1,001
Sim 4 14,8 23 85,2
Nao 5 12,5 35 87,5

Dispepsia 0,260
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Sim 1 5,0 19 95,0
Nao 8 17,0 39 83,0
Pirose 1,000
Sim 5 14,3 30 85,7
Nao 4 12,5 28 87,5
Nausea 0,009
Sim 6 37,5 10 62,5
Nao 3 5,9 48 94,1
Vomitos frequentes 0,252
Sim 1 50,0 1 50,0
Nao 8 12,3 57 87,7
Intolerancia a café (n=61) 1,040
Sim 2 14,3 12 85,7
Nao 6 12,8 41 87,2
Intolerancia a refrigerante (n=55) 0,585
Sim 0 0,0 9 100,0
Nao 7 15,2 39 84,8
Intolerancia a pimenta (n=46) 0,708
Sim 2 22,2 7 77,8
Nao 6 16,2 31 83,8
Uso recente de IBP** 0,715
Sim 3 15,8 16 84,2
Nao 6 12,5 42 87,5

*p = teste exato de Fisher; **IBP = inibidor da bomba de proton

DISCUSSAO

A viruléncia da bactéria Helicobacter pylori estd diretamente ligada a sua capacidade
de danificar o epitélio gastrico humano. A citotoxina CagA, produzida pelo gene cagA, ¢
amplamente estudada pelo aumento do risco de carcinogénese em funcdo do dano celular
causado na regido do estdbmago’, além da alta prevaléncia deste gene na populagao'’. Em razao
disso, a presenca de cagA na cavidade oral demonstra que esse sitio pode funcionar como um
possivel reservatorio de cepas virulentas de H. pylori, com maior probabilidade de infec¢cao
dos individuos que as apresentam''. Ressalta-se, no entanto, que a presenca da bactéria na
cavidade oral ainda ndo ¢ bem esclarecida, e ndo se sabe se ela é capaz de colonizar este

ambiente ou migrar para o estdmago.
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A amostra deste estudo compreendeu uma maioria de individuos do sexo feminino, o
que ¢ coerente com a literatura a respeito. Em uma pesquisa de Assumpgao et al. (2010),
realizada no Brasil, foi encontrada uma prevaléncia de 72,5% de mulheres com H. pylori em
amostras da cavidade oral, através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR)!’. Da
mesma forma, Medina et al. (2010), na Argentina, observaram uma maioria feminina
(55,5%'), sob a mesma técnica. Em relagdo a faixa etaria, no entanto, ndo houve
concordancia com alguns dados da literatura. No presente estudo, a média de idade foi de 51,4
anos, o que se aproxima com o descrito por Medina et al. (48,5 anos)'?. Por outro lado,
Assumpcdo et al. ndo analisaram a média de idade, e sim a prevaléncia de faixa etaria
categoricamente, encontrando uma maioria de 75,8% entre 40-59 anos e 58,8% entre 20-39
anos. Neste estudo, os pacientes entre 40-59 anos representaram 43,3% da amostra total e
aqueles entre 18-39, 26,9%, ambos valores consideravelmente menores aos da pesquisa citada

acima.

Neste estudo, a prevaléncia do gene cagd na cavidade oral dos individuos que eram
positivos para o DNA de H. pylori foi de 13,4%, o que ¢ semelhante a valores previamente
descritos na literatura. Flores-Trevifio et al. (2017), na Argentina e Sepulveda et al. (2012), no
Chile, encontraram uma prevaléncia de 21,7%° ¢ 16,7%?3, respectivamente, ambos através de
técnica de PCR, assim como nesta pesquisa. Em outro estudo na Argentina, de Medina ef al.
(2017), a prevaléncia encontrada foi de 45%, no entanto, os participantes da pesquisa eram
pacientes com sintomas dispépticos e indicagdo formal para a realizagdo de endoscopia. Ao
comparar com outros continentes, os resultados também sdo similares. Um estudo de Wang et
al. (2002) nos Estados Unidos descreveu uma prevaléncia de 23% do gene cag4 em amostras
de saliva de pacientes positivos para H. pylori na cavidade oral. Ainda em relagdo as
caracteristicas sociodemograficas, percebe-se que nenhum dos pacientes residentes em zona
rural apresentou positividade para o gene estudado (apesar de p > 0,05), o que ainda nao foi
demonstrado em literatura. Uma possivel explicacdo pode ser a menor concentragao
populacional nestas zonas, o que torna a contaminagao via oral-oral reduzida em relagdo aos
centros urbanos e, consequentemente, pode levar a uma menor variedade de cepas distribuidas

nestes individuos.

Em razdo da falta de dados na literatura sobre a presenga de fatores de viruléncia de H.
pyvlori na cavidade oral que abordam o uso de cigarro, este aspecto dos pacientes com
positividade para cagd foram comparados as pesquisas de amostras de biopsia géstrica ou

sorologia para o gene em questdo. Dessa forma, observou-se que a maioria era ndo tabagista,
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o que vai de encontro ao estudo de Lorenzo et al, realizado através da andlise da
imunoglobulina G (IgG)'’, porém discorda do achado de Santibafiez et al., feito através da
técnica de PCR em amostras de biopsia gastrica e que encontrou uma prevaléncia de
tabagistas com positividade para o gene cagA'’. Apesar disso, nenhum dos estudos apresentou
uma explicagdo para tais achados, ja que ndo ha um mecanismo conhecido entre o tabagismo

e a viruléncia de H. pylori em individuos que apresentam a bactéria.

Dentre as caracteristicas de satde estudadas, observou-se significancia estatistica entre
o sintoma de ndusea e a presenca do cagA. Até o momento, a literatura a respeito da presenga
do gene na cavidade oral ndo conta com a descri¢do de sintomas. Entretanto, o estudo de
Loffeld et al., 2000, realizado através de sorologia para cagd em pacientes submetidos a
endoscopia digestiva alta, encontrou uma prevaléncia estatisticamente significativa (p < 0,05)

de sintomas dispépticos em pacientes com IgG positivo para o gene, incluindo nausea'®.

Alguns estudos demonstram que pode haver a coexisténcia da presenga do gene de
viruléncia da cepa de H. pylori no estomago e na cavidade oral, como demonstrado
recentemente por Wongsuwanlert ef al. (2024). Esses autores demonstraram ainda que mais de
50% das amostras foram positivas para o gene cagA, as quais foram encontradas mais em
pacientes com cancer gastrico (21,0%) do que sem doenca (15,8%) e gastrite (15,8%)''. Nossa
amostra ndo especifica condi¢des gastricas especificas, no entanto, a presenca de DNA de H.
pyvlori com gene cagA na cavidade oral em participantes sintomaticos ou ndo demonstra que o
método de analise neste local pode mostrar-se uma forma de rastreio nao invasiva e eficiente,
J& que a presenga do gene cagA torna a cepa bacteriana mais propensa a causar danos ao
epitélio gastrico, trazendo maiores riscos ao paciente infectado. Além disso, também pode
haver a possibilidade de transi¢do da bactéria da boca para o estdbmago, € pacientes com
amostra negativa para H. pylori em biopsia gastrica através de endoscopia podem ser
infectados tardiamente. Ainda sob essa perspectiva, pacientes que receberam o tratamento de
erradicacdo para H. pylori também poderiam ser reinfectados. Entretanto, ressalta-se que ndo

ha esclarecimento a respeito deste mecanismo na literatura atual.
CONCLUSAO

Esta pesquisa demonstrou uma prevaléncia do gene cagA semelhante a outros estudos
€ encontrou uma associagdo estatisticamente significativa entre a presenca do gene e o
sintoma de nausea, que até entdo s6 foi descrita através da andlise de sorologia. Ademais, a

presenca do cagA na cavidade oral foi relacionada a aspectos comportamentais e
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sintomatologia que até entdo ndo haviam sido descritos na literatura. Cabe ressaltar, no
entanto, que a amostra insuficiente limita as analises possiveis de serem feitas e as correlagdes
com outros estudos. Além disso, o uso de amostras clinicas ¢ uma limitagcdo desta pesquisa, ja
que permite uma variabilidade na quantidade de DNA presente nas amostras e,
consequentemente, pode resultar em falsos-negativos nas andlises laboratoriais através da

PCR.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A execucdo deste projeto atingiu os objetivos propostos, tendo estabelecido a
prevaléncia do gene estudado e as caracteristicas da populagdo e encontrado uma relagdo entre
a presenca do cagA e o sintoma de ndusea. Ademais, o perfil sociodemografico da amostra foi
concordante com outros estudos.

A tematica desta pesquisa ainda ¢ pouco explorada e necessita de mais literatura a
respeito a fim de esclarecer a significancia clinica da presenca do DNA de H. pylori e dos
genes de viruléncia desta bactéria na cavidade oral. Desta forma, pode ser possivel
compreender o papel da boca como reservatdrio para as cepas virulentas deste
microorganismo, o que pode possibilitar a reinfeccdo do hospedeiro apds tratamento para H.
pylori. Além disso, caso comprovada a coexisténcia das cepas virulentas na boca e no
estomago, de forma concomitante, a analise de amostra da cavidade oral pode mostrar-se uma
forma eficiente e ndo invasiva de rastreio.

Espera-se, com o presente estudo, contribuir com a literatura atual sobre o tema e
inspirar novas descobertas a respeito. Ademais, salienta-se a importancia da continuidade do
projeto “AVALIACAO DE GENOTIPO DE VIRULENCIA DE Helicobacter pylori EM
AMOSTRAS DE CAVIDADE ORAL”, do qual esta pesquisa ¢ derivada, a fim de ampliar o

tamanho amostral e possibilitar novas analises.



