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RESUMO

Desde sua descoberta, na década de 80, a Helicobacter pylori (H. pylori) foi descrita como uma
bactéria Gram negativa e de forma espiralada, associada a etiopatogenia de diversas doencas
do aparelho digestivo. O vacA € o gene que codifica a producdo da citotoxina vacuolizante,
considerada importante fator na etiopatogénese da Ulcera péptica e estd presente em todas
amostras de H. pylori. Estudos comprovaram a existéncia de duas familias de seqgiéncias
sinalizadoras (s1 e s2) e duas medias (m1 e m2) do vacA. O alelo sl se relaciona com a
producdo de citotoxina, e o alelo ml, a produgdo de maior quantidade de proteina. Os
gendtipos s1-ml e sl-m2 sdo mais freqlientemente associados com Ulcera péptica e
carcinoma gastrico. Visto a importancia dos polimorfismos da regido m do gene vacA para o
nivel de toxidade da bactéria, a padronizacéo do alelo foi realizada para genotipagem através
da técnica de PCR ( Reacdo em Cadeia da Polimerase) com as seguintes condi¢fes de 94°C
5',40 ciclos 94°C 1'/51°C 1'/72°C 1’ e 72°C 7’, sendo possivel identificar alteracdes nos alelos.
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ABSTRACT

Since its Discovery in the 80’s the Helicobacter pylori (H. pylori) has been described as a Gram
negative bacterium in a spiral shape associated with pathogenesis of several diseases of the
digestive tract. The vacA is a gene that encodes the production of cytotoxin vacuolizing, an
important factor in the etiopathogenesis of peptic ulcer disease and is present in all samples of
H.pylori. Studies proved the existence of two families of sinal sequence (sl and s2) and two
measures (m1 and m2) of vacA. The sl allele is related to the production of higher amounts of
proteins. The genotypes s1-ml and s1-m2 are most often associated with peptic ulcer and
gastric carcinoma. Seen the importance of polymorphism in the region m of the gene vacA to
level of toxity of the bacteria the standardized of the allele was performed for genotyping by
PCR (Polymerase Chain Reaction) with the following conditions of 94°C 5,40 ciclos 94°C
1'/51°C 1'/72°C 1’ e 72°C 7’ is possible to identify changes in the alleles.
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INTRODUCAO

Desde sua descoberta, na década de 80, a bactéria Helicobacter pylori
(H.pylori) foi descrita morfologicamente como Gram negativa e de forma

espiralada, associada a etiopatogenia de diversas doencas do aparelho



digestorio. (MARSHALL; WARREN, 1984). Sabe — se que a forma helicoidal
favorece a movimentacao impulsionada por flagelos permitindo o cruzamento
da camada de muco que recobre o estbmago. (MONTECUCCO; RAPPUOLI,
2001).

Véarios estudos indicam que pacientes infectados pelo H. pylori
apresentam dano progressivo a mucosa gastrica, sendo que o0s sintomas
clinicos sdo na maioria das vezes diagnosticados na fase adulta do individuo,
porém a aquisicdo do H. pylori ocorre geralmente na infancia. (BONAMICO et
al.,1997; ERNEST; GOLD, 1999).

A infeccdo pelo H. pylori € considerada a principal causa de gastrite
cronica ativa. (ASHOM,1995; KAWAGUCHI et al., 1996). Adicionalmente,
estudos sugerem que essa bactéria desempenha um importante papel na
génese da Ulcera péptica (RAUWS; TYTGAT, 1990). Estudos feitos por Eslick
et al. (1999), mostra que em metanalise envolvendo 42 estudos, determinaram
que a infeccao pelo H. pylori esta associada a um risco duas vezes maior para
0 desenvolvimento de um adenocarcinoma gastrico. A distribuicdo da bactéria
€ universal, estima — se que cerca de 60% da populacdo mundial estejam
acometidos a esse microorganismo. (CAVE, 1996, 1997).

Muitas pesquisas tém sido realizadas a fim de definir os modos de
transmissao do H. pylori, algumas mais aceitas atualmente, incluem as vias de
transmissao fecal-oral e oral-oral. (MARSCHALL, 2000).

Alguns fatores de patogenicidade da bactéria podem ser atribuidos a
producdo de proteases e lipases que interferem na estrutura, integridade,
sintese e secrecdo do muco géstrico e lesam a membrana lipoprotéica das
células epiteliais do revestimento. A urease produzida pelo H. pylori tem a
capacidade de converter a uréia enddégena em amonia e gas carbonico,
ocorrendo assim a neutralizacdo do pH e criando uma camada protetora em
torno da superficie da bactéria. (MARSHALL; LANGTON, 1986).

Com o conhecimento das modalidades genéticas do H. pylori, foi
possivel definir o grau de viruléncia das cepas, ja que algumas induzem a
processos inflamatdrios mais intensos e estdo associadas a patogenias mais
graves. (BEALES; CALAM, 1998; BLASER, 1997).

Relacionadas com a variabilidade genética, as cepas de H. pylori foram
divididas de duas formas: Tipo | e Tipo Il. (XIANG et al., 1995).



Tipo | corresponde os H. pylori que expressam 0S genes vacA
(citotoxina vacuolizante) e cagA (citotoxina vacuolizante associada).

Tipo Il corresponde os H. pylori que ndo expressam em seu genoma o
gene cagA e ndo exporta a proteina vacA.

O vacA é o gene que codifica a producdo da citotoxina vacuolizante,
considerada importante fator na etiopatogénese da Ulcera péptica e esta
presente em todas amostras de H. pylori, apesar que metade delas produz
vacuolizagéo celular in vitro. (ATHERTON et al.,, 1995; COVER et al., 1992;
TEE et al., 1995).

Estudos de Atherton et al, (1995), comprovou a existéncia de duas
familias de seqliiéncias sinalizadoras (sl e s2) e duas medianas (ml1 e m2) do
vacA. O alelo s1 se relaciona com a producédo de citotoxina e o alelo ml a
producdo de maior quantidade de proteina. Portanto as cepas portadoras do
genotipo s1/m1 produzem grande quantidade de toxina, enquanto as cepas
s1/m2 produzem quantidade moderada, e as cepas s2/m2, pouca ou nenhuma
toxina. Os genadtipos s1-m1 e s1-m2 sdo mais frequentemente associados com
Ulcera péptica e carcinoma gastrico. (KIDD et al., 1999; MIEHLKE et al., 2000).

O gene vacA tem ainda como caracteristica o polimorfismo das regides
S e m entre as cepas de H. pylori, sendo s1 subdividido em sla, slb, slc ou s2
(DOORN et al., 1999) e m1 que subdivide em mla, ml*, m1l-m2* m2a e m2b
(CHEN-WEN at al., 2000).

Este trabalho teve como objetivo padronizar a genotipagem do alelo m
do gene vacA da bactéria Helicobacter pylori com a técnica de PCR oferecendo
condi¢Oes ideais para diagnostico molecular. Assim serd possivel identificar
alteracdes alélicas no gene em questdo, contribuindo para futuras prevencées

de doencas gastricas.

MATERIAL E METODOS
A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) consiste na amplificacdo de
um seguimento génico o qual é delimitado com a utilizacdo de “primers”
(iniciadores) que 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 (desnaturacédo do DNA).



- Segunda etapa: os primers (sense e antisense) se associam em regides
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.

As condicdes padronizadas para a deteccdo Molecular do H. pylori

foram descritas na tabela 01 abaixo:

Tabela 01: Condicdes para deteccdo molecular de H. pylori

Primer Condicao 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’

Para amplificacdo do alelo m do gene vacA foram utilizados os seguintes

primers da tabela 02 abaixo:

Tabela 02: Primers utilizados para deteccdo da regido m do gene vacA

Primer Sequéncia (5-3") Gene Bibliografia

Ma CACAGCCACTTTYAATAACGA Sequéncia Mediana Doorn et al.,
1998

Mb CGTCAAAATAATTCCAAGGG Sequéncia Mediana Doorn et al.,
1998

*Y corresponde aC ou T.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A deteccédo dos genes para diagndstico molecular do fragmento de DNA
do H. pylori foi realizado de acordo com condi¢bes padronizadas por Luscenti;
Gatti. (2008), no Laboratorio de Biologia Molecular das FIO-Faculdades

Integradas de Ourinhos, e a partir das amostras positivas para infecgao pela



bactéria, as amostras foram utilizadas para padronizacdo da genotipagem do
alelo m do gene vacA.

Todas as amplificacdes para genotipagem do alelo m do gene vacA
foram padronizadas de acordo com as seguintes condi¢des : 2ul de DNA
gendmico (50ng), 2ul de cada primer (10mM), 0,2ul de Taq DNA polimerase (
1u), 5ul de PCR Buffer (10X), 2ul de MgCI2(50mM) e 5ul de Dntps,
completando o volume para 50l de reacdo com agua destilada pura.

As temperaturas e tempos para cada ciclo da amplificacdo da PCR em
Termociclador foram: 94°C durante 5 minutos (1 ciclo), 94°C durante 1 minuto
para desnaturacdo da fita de DNA, 51° C por 1 minuto para associacdo do
primers utilizado (ma-mb), 72°C por 1 minuto para ligagdo e extensdo da
enzima Taq DNA polimerase para que seja realizada a amplificacéo das bases
complementares (40 ciclos) e para finalizar a reagdo da PCR foi utilizado a

temperatura de 72°C por 7 minutos ( Figura 1).
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Figura 1 - Gel de agarose a 2%, corado com SYB-Safe DNA gel Stain, onde 400pb, refere-se a
amplificacdo do alelo m1ldo gene vacA e 475 pb refere-se a amplificacdo do alelo m2 do gene
vacA .

Utilizando a Técnica de PCR foi observada uma grande sensibilidade no
diagnéstico e genotipagem de genes o que se torna uma ferramenta
extremamente Util na pratica clinica e em pesquisas de interesse molecular.
Desta forma, padronizado a genotipagem da deteccao do alelo m de H. pylori,
torna possivel verificarmos diferentes cepas infectantes que possam trazer ao

hospedeiro, niveis diferentes de viruléncia uma vez que as cepas que possuem



o alelo ml transportam a proteina Vac com maior eficiéncia para a célula

gastrica possibilitando um maior risco para ulceracdo da mesma.
CONCLUSAO

O trabalho consistiu em padronizar a genotipagem do alelo m do gene
vacA em amostras positivas para Helicobacter pylori. Nas analises que foram
realizadas, obtivemos as seguintes condi¢cbes para amplificacdo do gene: 94°C
5’,40 ciclos 94°C 1'/51°C 1'/72°C 1’ e 72°C 7'. Esses resultados séo de grande
interesse para identificar polimorfismos na regido de expressao da proteina

Vac, assim facilitando o diagnostico de doencas gastricas
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