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RESUMO

O Helicobacter pylori € uma bactéria caracterizada como Gram negativa microaerofila responséavel
por colonizar seres humanos de forma cosmopolita causando distlrbios gastricos como gastrite
crdnica e cancer gastrico. Sao véarias as combinagfes génicas que podem interferir na infeccéo,
toxidade e processo inflamatério da bactéria em seus hospedeiros. O presente estudo tem como
finalidade analisar material gastrico, detectar e caracterizar a presenca do gene cagA, gene esse que,
se for positivo potencializa o processo inflamatério da mucosa gastrica através da estimulacdo da
Interleucina 8 e, desencadeia uma inflamacéo aguda podendo até evoluir a um cancer gastrico. Pelo
fato desse gene ndo estar presente em toda cepa de H. pylori e sabendo-se que sua presenca pode
variar entre 40 e 60% dessas cepas, variando desta forma a viruléncia da bactéria de acordo com a
presenca ou auséncia do gene. Para a padronizacdo e caracterizacdo do gene cagA foi utilizada a
técnica de PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) para amplificacéo de tal gene, onde através da
técnica obteve-se resultados de uma maneira precisa e eficaz.
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ABSTRACT

The Helicobacter pylori is a bactery known as Gram negative microaerophilic bacillus responsible for
colonizing human as cosmopolit, causing gastric disease and chronic gastritic and gastric cancer.
There are several gene combinations that can interfere with the infection, toxicity and inflammatory
process of the bactery in their hosts. This study aims to examine gastric material, detect and
characterize the presence of the cagA gene, the gene that, if positive potentiates the inflammatory
process at the gastric mucosa by Interleukin 8 and triggers the acute a inflammation and may even
change a gastric cancer. For this gene is not present in all strain of H. pylori and knowing that their
presence can vary between 40 and 60% of strains, this study will be detect this factor. For the
standardization and characterization of the cagA gene it was used the PCR tecnic (Polymerase Chain
Reaction) for the amplification of gene, this way the results were shown accurate.
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INTRODUCAO

As doencas gastricas nada mais sdo do que uma reacdo inflamatdria na
parede do estbmago que por meio de biopsias endoscopicas, podem ser
classificadas como gastrites agudas ou crénicas. Considerada a forma mais comum
de gastrite, a gastrite crbnica caracteriza-se por desencadear uma reacao
inflamatoria na mucosa com infiltrado de leucécitos em proporgcdo e intensidade
bastante variaveis. Tratando-se de gastrite cronica, podem-se considerar trés
causas importantes; a bacteriana, provocada pela bactéria H. pylori, foco de tal
estudo; auto-imune e quimicos como por uso em excesso de antiinflamatérios.
(BOGLIOLO, 2006).

O Helicobacter pylori (H. pylori) tem sido descrito na literatura como o
responsavel pela génese de gastrite, Ulcera péptica e neoplasias gastricas
(ANDERSEN et al.,1998). Descrito primeiramente por Marshall e Warren em 1983,
refere-se a uma bactéria gram negativa, com forma curva, contendo de 6 a 8
flagelos arranjados em forma unipolar ou bipolar. Outra caracteristica tipica desta
espécie € a producdo abundante de uma enzima denominada urease, a qual é
responsavel pela degradagéo da uréia em aménia alcalinizando o pH gastrico. Estas
caracteristicas sdo adaptativas a sobrevivéncia da bactéria no estbmago. (JERRIS,
1995).

A forma exata de transmissao do H. pylori ainda é desconhecida por tratar-se
de um microorganismo ndo invasivo. Assim, € universalmente aceito que essa
bactéria alcanca a mucosa gastrica pela boca. (KODAIRA et al., 2002).

Héa indicios de que a aglomeracdo humana seja um mecanismo importante
guanto a transmissdo pessoa a pessoa do agente segundo Rothenbacher et al.,
(1998), caracterizando-se entdo duas grandes vias transmissoras: a oral-oral e a
fecal-oral.

O gene cagA, presente em 60-70% das cepas de H. pylori codifica uma
proteina imunodominante de alto peso molecular, 120-140 KDa, de funcdo ainda
desconhecida (COVACCI et al., 1993).

Este gene situa-se em um locus gendmico que contem genes que
potencialmente codificam o sistema de secrecdo tipo IV (Hacker et al., 1990).
Portanto, a presenca desta regido pode ser uma indicacdo de maior viruléncia dessa
bactéria. (CENSINI et al., 1996).



Outros trabalhos associam a presenca do gene cagA a uma maior capacidade
de colonizacdo das bactérias, desenvolvimento de um processo inflamatdorio, com
estimulo da liberacdo de interleucina- 8 (IL-8). A IL-8 é responséavel pelo aumento da
migracdo de neutréfilos na regido da infeccdo. Este aumento ndo é suficiente para
reprimir a infeccdo, ocorrendo desintegracdo de neutrofilos, liberacdo de oOxido
nitrico e radical hidroxil. Estes sdo potencialmente mutagénicos induzindo danos na
mucosa, proliferacédo de células com elevado risco de erro na sintese de DNA, perda
de estruturas epiteliais, subsequente atrofia e eventual metaplasia. (CORREA, 1995;
AKOPYANTS, 1998; KEATES et al., 1999).

No Brasil, Queiroz et al., (1998) demonstraram que existe uma correlacéo
entre a presenca do gene cagA e a ocorréncia de cancer gastrico distal.

Em vista da importancia da presenca da bactéria H. pylori e a deteccao da
presenca do gene cagA no desenvolvimento de Ulcera péptica, gastrite e cancer
gastrico, na colonizacdo da bactéria na mucosa gastrica e 0 aumento do processo
inflamatorio através da estimulacdo da secre¢do de Interleucina-8, o objetivo geral
do projeto consiste na padronizacédo e caracterizagdo molecular do gene cagA em

bidpsias gastricas positivas para a presenca de tal bactéria.

MATERIAL E METODOS

Amostras: foram utilizadas bidpsias gastricas de pacientes adultos de ambos os
sSexos 0s quais submeterem-se a esofagogastroduenoscopia por indicacdo meédica,
onde foram coletadas amostras para o teste de Uréase para o diagndstico
bioquimico da bactéria e uma biépsia do antro gastrico para realizacdo da extracédo
do DNA gendmico e deteccdo do DNA da bactéria, utilizando de Iniciadores
(primers) especificos para a amplificacdo dos genes do H. pylori.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificagdo do gene cagA: a
reacdo em cadeia da polimerase consiste na amplificacdo de um seguimento génico
o qual é delimitado com a utilizacdo de “primers” (iniciadores) o qual irdo delimitar o
fragmento génico a ser amplificado.

A técnica consiste em trés etapas principais sendo:
Primeira etapa: as fitas do DNA sao separadas por um aumento da temperatura

através do termociclador (desnaturacdo do DNA).



Segunda etapa: os primers (sense e antisense) se associam em regifes
complementares servindo de “molde” para amplificacdo génica.
Terceira etapa: refere-se a etapa de extensdo onde a enzima Taq DNA Polimerase,
isolada da bactéria Thermus aquaticus a qual fixa os nucleotideos livres formando
novas fitas de DNA.

Para a amplificacdo do gene da fracdo 16s do rRNA de H. pylori utilizado
como diagndstico molecular foram utilizados primers na sequéncia 5°- 3".(Tabela 1).
Os primers utilizados para amplificacdo do gene cagA na mesma sequéncia anterior

encontram-se na tabela 2.

Tabela 1. Primers para amplificacdo do gene da fragdo 16s do rRNA de H. pylori

Oligo Sequéncia (5’- 3') Gene Bibliografia
HPX CTGGAGARACTAAGYCCTCC rRNA 16s Scholte et al., 1997
HPX1 GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA rRNA 16s Scholte et al., 1997
H3 TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC rRNA 16s Hammar et al.,
1992
H4 CCTGCTGGGCATACTTCACCATG rRNA 16s Hammar et al.,
1992
H5 GCCAATGGTAAATTAGTT rRNA 16s Clayton et al., 1992
H6 CTCCTTAATTGTTTTTAC rRNA 16s Clayton et al., 1992

*Y corresponde a C ou T e R corresponde a A ou G.

Tabela 2. Pimers para amplifica¢cdo do gene cagA.

Oligo Sequéncia (5-3") Gene Bibliografia
Cagl ATGACTAACGAAACTATTGATC Cag A Gatti et al., 2003
Cag2 CAGGATTTTTGATCGCTTTATT Cag A Gatti et al.,2003

Condi¢cdes da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): as condicbes para a
realizacdo da Técnica da PCR para o diagnéstico molecular da infeccéo do H. pylori

com a utilizacao de primers especificos encontram-se especificados na tabela 3.



Tabela 3. Condi¢des da Reacdo em Cadeia da Polimerase.

Primer Condicdo da PCR

H3/H4 94°C 5',40 ciclos 94°C 1'/60°C 1'/72°C 1'e 72°C 7’

H5/H6 94°C 5,40 ciclos 94°C 1'/45°C 1'/72°C 1'e 72°C 7’
HPX/HPX1 94°C 5,40 ciclos 94°C 1'/59°C 1'/72°C 1’ e 72°C 7T’

Cagl 94°C 5, 40 ciclos 94°C 1'/94°C 1'/53°C e 72°C 1’

Cag2 94°C 5, 40 ciclos 94°C 1'/94°C 1'/53°C e 72°C 1’

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amplificacbes foram padronizadas de acordo com as condicOes
utilizadas nas tabelas 1, 2 e 3, utilizando em cada reacdo 3ul de DNA gendmico
(50nQ), 2ul de cada primer (10mM), 0,2ul de Tag DNA polimerase (1 unidade), 5ul
de PCR Buffer (10x), 2ul MgCI2 (50mM) e 5ul de Dntps, completando o volume para
25ul com agua destilada pura.

Em todas as reacBes foram incluidos controles positivos (amostras

sabidamente positivas para presenca de H. pylori) e controle negativo (dgua ultra

pura estéril). Os resultados das amplificac6es encontram-se nas figuras 1 e 2.

1 2 3 M

00pb

Figura 1. Gel de agarose a 2%, corado com SYB — Safe DNA Gel Stain, onde
1 refere-se a amplificacdo do primer H3/H4, 2 refere-se a amplificacdo do
primer H5/H6, 3 refere-se a amplificacdo do primer HPX/HPX1 e M refere-se
ao marcador de peso molecular (100pb).



Figura 2. Gel de agarose a 2%, corado com SYB- Safe DNA Gel Stain,
referente ao fragmento de 232pb do gene cagA, utilizando os primers cagA e
cagA2 padronizados para genotipagem do gene. 1-3 Amostras positivas; M
marcador de peso Molecular.

A técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) consiste em um
método muito sensivel para o diagnéstico de H. pylori e para alguns autores, a
técnica € o mais sensivel método para tal diagnéstico. Segundo estudo realizado
por Junior FA e colaboradores em 2004, os mesmos constataram uma sensibilidade
semelhante dos testes da uréase , histologico e PCR na detec¢do do H.pylori no
estbmago de criancas infectadas. Ja estudos realizados por Dzierzanowska et
al.(1996) , utilizando os primers com as mesmas sequéncias do H3/H4 e H5/H6
constataram que o meétodo de PCR identificou um maior numero de casos de
individuos infectados com H. pylori em relacdo a cultura de tecido. Segundo ainda
estudos realizados por Junior FA et al., em 2004. N&o existe diferencas entre a
coleta de biopsia do antro e corpo do estdbmago para deteccdo molecular da
bactéria, resultado este ja obtido em estudos anteriores realizados por Carvalho et
al. (1991).



CONCLUSAO

O estudo proposto alcancou seus objetivos que foi a padronizacdo e
caracterizacdo molecular do gene CagA em bidpsias gastricas positivas para
presenca da bactéria H. pylori em mucosa gastrica de individuos infectados,
fornecendo assim, uma técnica sensivel para deteccdo da infeccdo por tal bactéria

de uma maneira precisa.
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