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RESUMO

A infeccdo pela Helicobacter pylori, € extremamente frequente em todo o
mundo, com prevaléncia maior em paises em desenvolvimento. Esta associada a
gastrite cronica, Ulcera gastrica e duodenal e é considerada um fator de risco para
cancer gastrico e linfoma MALT do estdmago. As rotas de transmissao desta
bactéria ainda ndo estdo completamente esclarecidas, sendo as mais provaveis a
oral-oral e fecal-oral. A importancia da presenca da bactéria da placa dental
permanece obscura, podendo constituir-se em fonte de infeccdo gastrica.
Objetivando identificar e correlacionar as cepas da H. pylori presentes em biopsias
gastricas e em amostras de placa dental, foram avaliados 99 pacientes adultos
dispépticos, submetidos a endoscopia digestiva alta no Hospital Universitario Jodo
de Barros Barreto, da Universidade Federal do Par&, no ano de 2005. Amostras da
placa dental foram obtidas utilizando coletores esterilizados, e analisadas pelo teste
da urease e pela Reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Durante a endoscopia,
seis biopsias foram retiradas do antro gastrico e analisadas pelo teste da urease,
exame histopatolégico e PCR, apds consentimento informado e aprovacdo pelo
Comité de Etica do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto. Os resultados
obtidos foram analisados utilizando-se o programa BioEstat 3.0. A bactéria foi
identificada em 96% das biopsias gastricas e em 72% das amostras de placas
dentais, diferenca estatisticamente significante (p<0,001). Em relacdo a idade e
sexo, ndo houve diferenca estatistica. Todos os pacientes apresentaram alteracdes
gastricas, sendo que 18% apresentaram grau maior de severidade, com lesbes
ulceradas a endoscopia e/ou lesdo pré-maligna do tipo metaplasia intestinal a
histopatologia, nestes houve concomitancia de infeccdo na placa dental e mucosa
gastrica em 82,4%. Dentre os testes utilizados o de maior sensibilidade foi a PCR,
tanto em amostras gastricas como na placa dental. Nos casos de positividade para a
bactéria na placa dental (71 casos), houve coincidéncia entre as cepas da mucosa
gastrica e placa dental em 89%. O gendétipo mais frequentemente identificado foi
slbml cagA positivo, tanto ha mucosa gastrica, quando na placa dental. As cepas
tipo 1, consideradas as mais patogénicas foram encontradas em 63 pacientes na
mucosa gastrica e em 58 pacientes na placa dental. A frequéncia elevada da H.
pylori na placa dental, pode ser um indicador de que a cavidade oral seria um sitio
de colonizacdo deste micro-organismo, a partir do qual poderia ser diretamente
disseminada, constituindo-se em um fator de risco para infeccéo gastrica.

Plavras-Chave: Helicobacter pylori, slbml cagA, gastrite crénica, Ulcera gastrica e
Ulcera duodenal.



ABSTRACT

Helicobacter pylori infection is extremely frequent over the world, mainly in
development countries, including Brazil. It's associated to chronic gastritis, duodenal
and gastric ulcer, and is considered as an important risk factor for gastric cancer and
gastric MALT lymphoma. The transmission routes remain unclear, but oral-oral and
fecal-oral routs seem to be the most probable ones. The value of the presence of the
bacteria on the dental plaque also remains unclear, and it maybe a source for gastric
infection. Aiming in identifying and correlating the H. pylori stains found in gastric
mucosa and dental plaque of 99 adult dyspeptic patients submitted to upper digestive
endoscopies at Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, in 2005 were
evaluated. Samples from dental plaque were collected by sterile sticks and urease
test and polymerase (PCR) chain reaction were undertaken. During the endoscopic
procedure 6 pieces were collected from antrun and investigated by urease test,
histopathology and PCR, after obtaining informed consent. The results were
analyzed using BioEstat 3.0 package. The bacteria was found in 96% of gastric
samples and in 72% of dental plague samples, and this difference was statistically
significant (p<0,001). There weren'’t statistically significant differences related to age
or gender. Every patient presented gastric diseases. In 18% of the cases lessons
considered as of higher severity such as ulcers or pre-malignant lesions, as intestinal
metaplasia, were found, and, among these, there were 82.4% of cases with both
gastric and dental plague infection. PCR was the most efficient test either on dental
plaque and gastric mucosa samples. Among the 71 cases where the dental plaque
samples were positive for the presence of the bacteria, the stains were identical to
the gastric mucosa H pylori stains in 89%. The most common genotype was
slbmlcagA positive, either at dental plaque and gastric mucosa. The type 1 strains,
considered the most pathogenic ones, were found in 63 patients on gastric mucosa
and in 58 patients on dental plaque. The high frequency of H. pylori found on dental
plague might indicate the oral cavity as a colonizing locus for this bacteria and a risk
factor for gastric infection.

Keywords: Helicobacter pylori, cagA sl1bml, chronic gastritis, gastric ulcer, duodenal
ulcer.
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1 INTRODUCAO

1.1 A BACTERIA Helicobacter pylori

1.1.1 Histérico

Desde o final do século XIX bactérias de forma espiralada vém
sendo descritas, no estbmago de humanos e de animais, porém durante muito
tempo, foram classificadas como micro-organismos comensais (MARSHALL;

WARREN, 1983).

Ao longo do tempo outros autores também observaram a presenca de
micro-organismos espiralados em estdbmagos de homens e animais, como Balfour
(1906 apud MARSHALL; WARREN, 1984, p. 1311) que mostrou a presenca da
bactéria em Ulceras de cdes e macacos e Krienitz (1906 apud MARSHALL,
WARREN, 1984, p.1311) que descreveu a presenga de micro-organismos similares

em biopsias gastricas e vomito de pacientes com cancer gastrico.

No ano de 1975, Steer; Colin-Jones, estudando amostras de bidpsias
gastricas da regido antral, observaram que 80% dos pacientes portadores de Ulcera,
por eles estudados, apresentavam bacilos Gram-negativos, entdo descritos como

pertencentes ao género Pseudomonas.

O patologista Robin Warren, também descreveu a presenca de uma
bactéria curva na superficie das células epiteliais gastricas em pacientes portadores
de Ulcera péptica, porém pouco se conhecia sobre a bactéria devido as dificuldades
de isolamento. Somente em 1983, Marshall e Warren, conseguiram, pela primeira
vez, isolar em cultura a bactéria Helicobacter pylori (H. pylori), aplicando método de

isolamento similar ao género Campylobacter e puderam relacionar a sua presenca
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na mucosa gastrica humana com a ocorréncia de doencas (MARSHALL; WARREN,
1984).

A comprovacao da participacdo da bactéria na patogénese da gastrite foi
demonstrada, de maneira irrefutdvel, em experimento, no qual os pesquisadores se
submeteram a ingestdo de uma cultura de H. pylori, seguida da demonstracéo
histol6gica de gastrite crbnica ativa, além da ocorréncia de sintomas dispépticos,

nao observados anteriormente a ingestao da cultura (MARSHAL et al., 1985).

As descobertas de Marshal e Warren revolucionaram o conhecimento da
patogénese de doencas gastricas, conduzindo a mudancas em condutas
terapéuticas e diagndsticas na gastroenterologia, conferindo-lhes recentemente o
prémio Nobel de medicina de 2005 (VAN DER WEYDEN et al., 2005).

A H. pylori foi inicialmente denominada Campylobacter pyloridis em
funcdo de sua similaridade com as bactérias do género Campylobacter e de sua
localizac&o na regido do antro ou piloro gastrico. Apds estudos sobre a morfologia e
fisiologia ficou evidente que a espécie ndo se enquadrava no género Campylobacter,
fazendo-se entdo necessaria a criagdo do novo género, denominado Helicobacter
(VANDAMME; GOOSENS, 1992).

Em 1994, durante conferéncia do Instituto Nacional de Saude nos
Estados Unidos da América, concluiu-se ser a H. pylori uma das principais causas
de ulceras pépticas (NIH, 1994).

Apbs evidéncias epidemioldgicas e experimentais de sua participacdo na
génese do adenocarcinoma gastrico, a bactéria H. pylori foi classificada como
carcindgeno humano de grau |, pela Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer
(IARC, 1994).

No entanto para melhor entendermos a patologia desta bactéria,
necessitamos esclarecimentos sobre as rotas de transmissdo da infeccdo e a
distribuicdo da bactéria no trato gastrintestinal, incluindo a cavidade oral. H&a
evidéncias de que a bactéria seja encontrada também na cavidade oral, porém
guestdes como qual a relacdo entre a presenca da bactéria da cavidade oral e a
infeccdo no estbmago, permanecem obscuras (SONG et al., 2000c).
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A primeira documentacdo da presenca da H. pylori na cavidade oral
ocorreu em 1989, quando a bactéria foi cultivada da placa dental de um paciente

com doenca gastrica associada a H. pylori (KRAJDEN, 1989).

Estudos comparativos relacionando cepas da bactéria da cavidade oral e
da mucosa gastrica vém sendo realizados, ndo havendo, no entanto uniformidade de
meétodos e consequentemente de resultados. Alguns autores sugerem que a bactéria
nao esteja consistentemente presente na cavidade oral, mas transitoriamente por
meio de alimentos ingeridos ou devido a refluxo gastroesofagico (ISHIHARA et al.,
1997).

O papel da bactéria no desenvolvimento e recorréncia de Ulceras
duodenais e gastricas é bem documentado (DOWSETT; KOWOLIK, 2003), porém a
importancia clinica da presenca da H. pylori na cavidade oral permanece indefinida,
tornando necessarios estudos adicionais, especialmente utilizando técnicas que
adequadamente permitam definir as cepas existentes da cavidade oral e relaciona-

las a infeccdo ou reinfeccao gastrica (SONG et al., 2000c).

1.1.2 Morfologia

A H. pylori (figura 1) é bactéria Gram-negativa, pertencente ao filo
Proteobacteria, classe Epsilonproteobacteria, ordem Campylobacterales, familia
Helicobacteraceae, género Helicobacter e espécie H. pylori, que coloniza a mucosa
gastrica, especialmente o antro. Possui forma de S ou espiralada, medindo 1,5 a 5
um de comprimento e 0,3 a 1,0 um de espessura. Sua motilidade é assegurada pela
presenca de 2 a 6 flagelos unipolares, os quais permitem motilidade e facilitam sua

penetracdo no muco gastrico (DUNN et al., 1997).

Em culturas, cresce preferencialmente em atmosferas com concentragdes
reduzidas de oxigénio (5 a 15%), acrescidas de gas carbbnico, e com temperatura
em torno de 37°C (DUNN et al.,, 1997; RAVEL, 1997; VELAZQUEZ; FEIRTAG,
1999).
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Figura 1. Micrografia Eletronica da H. pylori, demonstrando sua morfologia curvada
e seus flagelos (SUTON, 2001).

Pode se apresentar com as seguintes formas: a espiralada e a cocoide
(CHAN et al., 1994; COLE et al., 1997; ENROTH et al., 1999). Acredita-se que a
forma cocoide seja morfologia de resisténcia, capaz de suportar condi¢cdes adversas
do meio ambiente, podendo retornar a forma espiralada, em condi¢bes favoraveis.
Desta maneira, poderia participar da transmisséo de doencas (CAVE, 1997; COLE
et al., 1999; HULTEN et al., 1996).

Contudo, as caracteristicas da forma cocoide, tais como, sua estrutura,
viabilidade e processo de transformacdo para a forma espiralada permanecem
obscuros. Alguns estudos descrevem a forma cocoide como uma estrutura de morte
bacteriana, ndo viavel (KUSTERS et al., 1997). Outros trabalhos demonstram que
seria uma forma viavel (REN, 1999; SAITO et al., 2003). Segal et al. (1996) sugerem
gue a forma cocoide poderia ser capaz de se ligar e induzir modificacdes celulares
da mesma maneira que ocorre com a forma espiralada.
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1.1.3 Fatores de viruléncia

A H. pylori possui diversos fatores de viruléncia importantes para a
colonizacdo e sua sobrevida no estdbmago do hospedeiro, e fatores que causam
danos a mucosa gastroduodenal (MARSHALL, 1994; COVACCI et al.,, 1999;
TORRES et al.,, 2000). Dentre esses fatores, destaca-se a enzima urease,
responsavel pela degradacdo da ureia em bicarbonato e amoénia, elevando o pH ao
redor da bactéria, criando um ambiente propicio a colonizacdo da mucosa gastrica
(MARSHALL, 1994), por aumentar a ligacdo da bactéria ao epitélio do estbmago,
além de ser importante indutor da resposta do hospedeiro a bactéria. (PANCHAL et
al., 2003).

A presenca de flagelos polares e a forma espiralada conferem a bactéria
eficiente motilidade no muco gastrico, permitindo que alcance o epitélio gastrico
(DUNN et al., 1997; ISRAEL; PEEK, 2001).

A H. pylori possui adesinas, importantes no processo de colonizacao.
Estas sdo responsaveis pela interacdo entre a bactéria e receptores celulares,
estruturas glicoconjugadas, presentes na mucosa gastrica (DUNN et al.,, 1997;
COVACCI et al., 1999).

Os mecanismos de adesdo da bactéria ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Acredita-se que esta ligacao seja mediada por antigenos de grupos
sanguineos Lewis b (Leb) e H tipo 1, os quais sdo expressos na superficie dos
eritrocitos e de células da mucosa gastrica (COVACCI et al., 1999; KANDEL, 2000).

A adesina bacteriana melhor caracterizada é a proteina BAB A, codificada
pelo gene BabA2, a qual se liga ao antigeno de grupo sanguineo Leb no epitélio
gastrico (ILVER et al., 1998; COVACCI et al.,, 1999). O referido gene nao esta
presente em todas as cepas de H. pylori. As cepas BabA2 positivas estao
associadas a risco aumentado de Ulcera péptica e adenocarcinoma gastrico
(ISRAEL; PEEK, 2001).
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Os lipopolissacarideos (LPS), glicolipidios toxicos fosforilados, presentes
na parede celular bacteriana, atuam como principal antigeno de superficie. Séao
também importantes no processo de escape da bactéria ao sistema imune do
hospedeiro. Em algumas cepas da H. pylori, os lipopolissacarideos simulam
estruturas semelhantes aos antigenos de grupos sanguineos Lewis (Lex, Ley, Lea,
Leb), expressos normalmente na mucosa gastrica. Este mimetismo pode resultar em
tolerancia autoimune contra os antigenos da bactéria ou induzir a producdo de
autoanticorpos que reconhecem células epiteliais da mucosa gastrica
(SHIMOYAMA; CRABTREE, 1998; COVACCI et al., 1999). O mimetismo camufla a
bactéria, permitindo que o patdgeno sobreviva e escape do reconhecimento da
resposta imune do hospedeiro, contribuindo para a cronicidade da infeccdo (DUNN
et al., 1997).

Nos ultimos anos, duas proteinas tém sido extensivamente estudadas
como marcadores de viruléncia da H. pylori: a citotoxina vacuolizante (VacA), que
provoca vacuolizacdo celular, e a citotoxina associada ao gene A (CagA) (CENSINI
et al., 1996).

A expressdao destas proteinas relaciona-se a diversidade genética
bacteriana. Estudos de Xiang et al. (1995) consistiram na separa¢ao de cepas de H.
pylori, segundo sua patogenicidade em dois grupos: cepas do tipo | as mais
virulentas, devido a sua positividade para os antigenos CagA, e as cepas do tipo |l
gue nao expressam CagA (TELFORD et al., 1994; CENSINI et al., 1996; ROCHA et
al., 2000).

Os tipos de cepas estdo intimamente relacionados a diferentes
manifestagdes clinicas, a intensidade da inflamacdo e a danos na mucosa gastrica
(CENSINI et al., 1996).
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1.1.3.1 Citotoxina associada ao gene A (Cag A)

Um importante fator de viruléncia da H. pylori estd associado a ilha de
patogenicidade cag (cag-PAl). Sua presenca € indicada pelo gene cagA, que
codifica uma proteina de alto peso molecular, a CagA. Situa-se em lécus contendo
genes que potencialmente codificam o sistema de secrecéo do tipo IV (CENSINI et
al., 1996; GATTI et al., 2004). Sua presenca tem sido utilizada como critério para
classificar as cepas em patogénicas e ndo patogénicas: Tipo |, contendo o gene

cagA e Tipo Il, que nao contem o referido gene (ALI et al., 2005).

A CagA é expressa na superficie externa da membrana bacteriana, e em
funcdo de sua alta imunogenicidade, induz a forte processo inflamatdrio,
caracterizado por denso infiltrado de neutrdfilos, levando a severos danos a mucosa
géastrica (TELFORD et al., 1994; CENSINI et al., 1996; COVACCI et al., 1999).

O sistema de secrecao tipo IV propicia o transporte da CagA para o
interior das células epiteliais gastricas, onde sofre fosforilagcao, resultando em uma
cascata de sinalizacbes, que estd associada a rearranjo do citoesqueleto. Ocorre
aumento da expressao de citocinas pré-inflamatdrias, das quais a interleucina 8 tem
papel importante, causando inflamacdo crbénica no estdmago de individuos
infectados (PANCHAL et al., 2003; BLOMSTERGREN et al., 2004).

Eventos relacionados a transducdo de sinal em resposta a H. pylori
regulam a resposta inflamatoria e de fatores de crescimento da célula epitelial
gastrica, podendo ativar o receptor do fator de crescimento epidérmico, sendo que
as cepas cagA positivas induzem a ativacdo mais pronunciada do que as cepas
cagA negativas (PANCHAL et al., 2003).

A habilidade de cepas cagA positivas ativarem receptores de fatores de
crescimento em células epiteliais gastricas parece importante no estimulo a
proliferacéo celular, além de outras respostas inflamatérias a infeccédo pela bactéria
(PANCHAL et al., 2003).
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Diversos estudos tém associado a presenca desta citotoxina a ocorréncia
de determinadas afeccbes gastricas como Ulcera péptica e adenocarcinoma
(TELFORD et al., 1994; ALl et al., 2005).

1.1.3.2 Citotoxina vacuolizante (Vac A)

O gene vacA codifica uma pro-toxina de aproximadamente 140 kDa de
massa, que € processada antes de ser secretada, para exercer assim o seu papel
na infeccdo da mucosa gastrica. Seu processamento originara a formacdo de uma

toxina com peso de aproximadamente 88 kDa, a VacA (TELFORD et al., 1994).

Alguns estudos tém demonstrado que a VacA possui a capacidade de
ligar-se a diferentes tipos de receptores, apresentando multiplos sitios de ligacdo na
superficie celular (MONTECUCCO et al., 2001).

Experimentos tém demonstrado que a insercdo da toxina VacA na
membrana plasmatica leva a formacao de canais anion seletivos (TOMBOLA et al.,
1999; CZAJKOWSKY et al., 1999), alterando a permeabilidade para pequenas
moléculas orgéanicas e ions, como, Fe3+ e Ni2+, essenciais para o crescimento da
bactéria (PAPINI et al., 1998, MONTECUCCO et al.,, 2001). O mecanismo deste
processo ainda nédo foi identificado, mas sabe-se que esta ligado a presenca da
VacA (PAPINI et al., 1998, MONTECUCCO et al., 2001).

A citotoxina VacA é capaz de causar vacuolizacdo citoplasmatica nas
células eucaritticas. Alguns estudos descrevem que o0 processo de vacuolizagdo
citoplasmatica é consequéncia da formacdo de canais na membrana citoplasmatica
da célula alvo (PAPINI et al., 1998, MONTECUCCO et al., 2001).

A toxina apresenta dois dominios (P58 e P37) que estariam envolvidos na
capacidade de inserir-se na membrana plasmatica da célula alvo e na formacéo de
canais condutores de ions. O dominio P58 seria responsavel pela interagdo com a
membrana plasmatica e pela inser¢do do dominio P37 na porc¢éo transmembrana. O

dominio P37, capaz de suportar a acdo dos lisossomos, seria importante na
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manutencdo dos canais, jA que esse sofre endocitose e é transportado para o
citoplasma dentro de um endossoma (TOMBOLA et al., 1999). No endossoma a
toxina VacA aumenta a permeabilidade de anions deste compartimento, ativando a
bomba de prétons ATPase, que leva a introducédo de hidrogénio no endossoma, que
na presenca da amonia, em particular a gerada pela urease da H. pylori, leva ao
acumulo de ions acidotroficos (NH4+), o que estimula o fluxo de agua para dentro da
célula, sendo essencial para a formacéo dos vacuolos (COVER et al., 1994, PAPINI
et al.,, 1993, TOMBOLA et al., 1999).

Todas as cepas da bactéria secretam VacA, no entanto ha variacdes
entre as cepas em relacdo a atividade da toxina. O polimorfismo alélico do gene em
guestdo esta presente em duas regifes, na sequéncia sinal (s), envolvida no
transporte da toxina, podendo ocorrer os alelos sl e s2 e outra na regido mediana
do gene (m), ocorrendo os alelos m1 e m2 (ATHERTON, 1995; VAN DOORN et al,
1998a; GATTI et al., 2004).

Todas as possiveis combinacdes dessas regides tém sido identificadas. A
viruléncia da bactéria pode variar de acordo com as diferentes combinacdes destes
alelos, sendo o tipo slml associado a maior atividade vacuolizante, slm2 com
toxicidade intermediéria, s2m2 sem toxicidade detectavel. A combinacdo s2ml
raramente ocorre. (ATHERTON, 1995; PAPINI, et al., 1998; GATTI et al., 2004).

Embora H. pylori seja cosmopolita, pouco se sabe sobre a distribuicdo
geografica das diferencas cepas na populacdo global (VAN DOORN et al., 1999).
Trabalhos procedentes da Argentina mostram predominancia os alelos vacAslbml
(CATALANO et al., 2001). No Brasil, cepas isoladas de criancas revelaram que o
alelo s1 esta mais relacionado a Ulcera péptica e o gendtipo slbmlcagA positivo € o
mais frequente em adultos brasileiros (ASHOUR et al., 2002). Estudo mais recente
realizado com populacdo do norte do Brasil mostrou maior prevaléncia do genaotipo
slbmlcagA positivo em pacientes portadores de Ulcera duodenal (MARTINS et al.,
2005).

Estudos mostraram que cepas contendo alelos sl estdo mais
relacionadas a doenca ulcerosa, sugerindo participacdo na patogénese (ATHERTON
et al., 1995; VAN DOORN, 1998b; PAPINI et al., 1998).
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1.1.4 Diagnostico da H. pylori

O diagnéstico da infeccdo da H. pylori na mucosa gastrica é feito por
diferentes métodos, seja por técnica endoscopica, com fragmentos retirados durante

endoscopia, seja por técnicas ndo endoscopicas (COELHO, 2001).

Os mais utilizados na prética clinica, realizados com fragmentos de
bidpsias, consistem na identificacdo da bactéria por exame histopatolégico, no teste

da urease e menos frequentemente, na cultura da bactéria (WILCOX et al., 1996).

As provas soroldgicas podem ser utilizadas por serem relativamente mais
simples, de baixo custo e obtidas sem a necessidade de exames endoscoOpicos.
Existem testes de ELISA com elevada sensibilidade e especificidade (MARSHALL,
1994). Entretanto, métodos sorolégicos baseados em anticorpos do tipo IgG, nédo
devem ser utilizados para monitorar a erradicacao bacteriana, visto que os titulos
destes anticorpos anti-H. pylori especificos diminuem lentamente durante 6 a 12
meses apds a erradicacdo com antibiéticos (DUNN et al.,, 1997; BROWN, 2000;
BRADEN et al.,, 2000). Portanto, a identificacdo destes anticorpos nédo implica em
infeccdo ativa (RAYMOND et al., 2000).

Tem sido avaliado teste diagnostico, baseado na deteccdo de antigenos
bacterianos nas fezes, especialmente para o diagndstico de infeccdo pela H. pylori
na infancia (ODERDA et al., 2001).

Outro método amplamente utilizado é o teste respiratério com carbono
marcado. Trata-se de método ndo agressivo, simples e seguro, tanto para utilizagdo
no diagnostico inicial da infeccdo pela H. pylori, quanto no controle terapéutico
(MARSHALL; SURVEIOR, 1988).

Andlises moleculares empregando a Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) tém sido bastante utilizadas. Tém boa sensibilidade e permitem o diagndstico
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de fatores de viruléncia, como alelos cagA e vacA, dentre outros (MONSTEIN;
ELLNEBO-SVEDLUND, 2002; RAUTELIN et al.,, 2003). Utilizado, com maior
frequéncia, na deteccao bacteriana na placa dental (DUNN et al., 1997; TORRES et
al., 2000).

A deteccdo da H pylori na placa dental poderia fundamentar o papel da
cavidade oral na transmisséo da bactéria, porém a falta de metodologia padronizada
torna necessaria cautela na interpretacado dos resultados publicados (DOWSETT et
al., 1999).

O teste da urease e o teste respiratorio, baseados na capacidade da
producdo de urease pela H. pylori, permitem a confirmacao da presenca da bactéria
de maneira rapida, e segura, por ser a H. pylori a Unica bactéria produtora de urease
no estdmago (KILMARTIN, 2002). No entanto, na cavidade oral, existem outras
bactérias produtoras de urease como Streptococcus spp., Haemophilus spp. e
Actinomyces spp., tornando inapropriado concluir pela presenca de H. pylori na
cavidade oral, utilizando-se exclusivamente estes métodos (PYTKO-POLONCZYK et
al., 1996; DESAI et al., 1991; BUTT et al., 1999; AVCU et al., 2001).

A histopatologia, habitualmente empregada na mucosa gastrica, baseia-
se na morfologia da bactéria. Entretanto, fator limitante para seu emprego na
cavidade oral, é a ocorréncia de outras bactérias na boca que impedem a afirmacéao
diagnéstica da H. pylori considerando-se, apenas o critério morfoldgico. Resultados

destes estudos deveriam ser considerados com prudéncia (BUTT et al., 2001).

O método diagnostico aceito como ideal para comprovacao da H. pylori, é
a cultura. Entretanto, a realizacdo de cultura da H. pylori na cavidade oral é dificil,
guando comparada ao emprego deste método na mucosa gastrica. As dificuldades
decorrem da variada microflora oral, aléem da natureza da bactéria que requer
ambiente microaerofilo, meio suplementar e da presenca de formas cocoides, que
ndo sdo cultivdveis. Diante destas condi¢des o crescimento de outras espécies orais
pode ocorrer e inibir o crescimento da H. pylori, in vitro (ISHIHARA et al., 1997;
KILMARTIN, et al., 2002; DOWSETT, et al., 1999; NDIP et al., 2003).
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A forma cocoide ndo é cultivavel pelas técnicas convencionais, e se
acredita predominar em condicdes desfavoraveis (ISHIHARA et al., 1997). Nao tem
sido associada a doenca, no entanto, estd demonstrado que pode ocorrer reversao
para forma infecciosa quando em condi¢cdes favoraveis. Portanto, sua presenca

pode ser considerada clinicamente significante (DOWSETT et al., 1999).

A primeira documentacdo da presenca da H. pylori na cavidade oral
ocorreu em 1989, quando a bactéria foi cultivada da placa dental de um, dentre vinte

e nove pacientes com doenca gastrica associada a H. pylori (KRAJDEN et al., 1989).

Estudos comparativos relacionando as cepas presentes da cavidade oral
e na mucosa gastrica vém sendo realizados, ndo havendo, entretanto uniformidade
de métodos e consequentemente de resultados. A importancia clinica da presenca
da H. pylori na cavidade oral permanece indefinida, tornando necessarios estudos
adicionais, especialmente utilizando técnicas que adequadamente permitam definir
as cepas existentes da cavidade oral e relaciona-las a infeccédo gastrica (DOWSETT;
KOWOLIK, 2003).

Young et al. (2001) utilizaram microscopia eletrbnica e ndo encontraram
diferencas morfolégicas entre cepas obtidas de bidpsias gastricas e de placa dental,

e relataram a ocorréncia de formas cocoides.

Com a tecnologia da biologia molecular as dificuldades no diagndstico da
H. pylori da cavidade oral tém sido minimizadas pelo uso da reagdo em cadeia da
polimerase. A PCR permite a rapida deteccdo mesmo na eventualidade de baixo
ndamero de bactérias e da ocorréncia da formas nado cultivhveis (DOWSETT;
KOWOLIK, 2003).

Por meio da PCR, a H. pylori tem sido detectada com maior frequéncia
em amostras orais, no entanto, os resultados tém sido discrepantes. Diferencas
metodoldgicas podem ser responsaveis pelas variacdes entre os estudos. Deve ser
considerada a diversidade em relacéo a populacdo estudada, coleta da amostra oral
e procedimento laboratorial de deteccdo (DOWSETT et al., 1999).

Quanto a extracdo e purificacdo do DNA e escolha dos iniciadores para a
PCR, pode haver variacbes, com repercussdes na sensibilidade e especificidade.
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Portanto, o0 método mais apropriado para a deteccdo de H. pylori ainda deve ser
estabelecido. A sensibilidade e a especificidade podem aumentar com uso de
“nested” PCR (LU et al., 1999; SONG et al., 1999).

Diferentes métodos foram usados para o diagnéstico da infec¢do gastrica
e deteccdo da H. pylori oral, com variacbes na sensibilidade e especificidade.
Correlacdo mais consistente entre H. pylori oral e gastrico é obtida por tipagem
molecular e demonstra serem as cepas idénticas ou proximas (KHANDAKER et al.,
1993; PARSONNET et al., 1999) e contestado por Song et al., (2000c).

O genoma da H. pylori tem consideravel diversidade, e a identificacdo de
cepas idénticas, ou proximas em um ou mais sitios ou individuos, poderia sugerir
transmissao entre esses sitios ou uma origem comum de infec¢do. A identificacédo
de uma mesma cepa na boca e no estbmago suportaria a hipétese do papel da
cavidade oral como um reservatorio para a infeccéo gastrica pela H. pylori (TAYLOR
et al., 1998).

1.1.5 Epidemiologia dainfecg¢é&o pela H. pylori

1.15.1 Prevaléncia

A infeccdo pela H. pylori apresenta uma distribuicdo universal, sendo
considerada a segunda infeccdo bacteriana mais comum do mundo, superada
somente pela infecgdo de cérie dental por Streptococcus mutans (TELFORD et al.,
1997).

Sabe-se que a prevaléncia da infeccdo varia de acordo com a éarea
geografica. Aproximadamente metade da populacdo dos paises desenvolvidos
encontra-se infectada. Nos paises em desenvolvimento a taxa de infeccdo pode

variar de 70% a 90% (Bardhan, 1997). Esta prevaléncia apresenta-se diretamente
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relacionada a fatores ambientais, tais como as condi¢cdes socioecondmicas e
sanitarias das regides (TELFORD et al., 1997).

A alta prevaléncia da H. pylori nos paises em desenvolvimento é
constatada em adultos e criancas, provavelmente devido ao baixo nivel
socioeconémico, facilitando a transmissao do micro-organismo, pelas precarias
condicbes de higiene, aglomerados urbanos e por contato mais intimo entre as
criancas e os adultos, aumentando o risco da contaminacdao infantil (COVACCI et al.
1999).

Em paises desenvolvidos a infeccdo infantil é rara antes dos 10 anos,

atingindo aproximadamente 10% da populacdo (DUNN et al., 1997).

Estudos realizados no Brasil demonstraram variacbes de prevaléncia
entre as regides geograficas. Na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, observou-
se a ocorréncia da infecgcdo precocemente na infancia com uma taxa de prevaléncia
de 34,1%. Nos individuos adultos, a prevaléncia observada foi de 65% e 85%
(OLIVEIRA et al.,, 1994). Na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, a
prevaléncia encontrada foi de 24,86% em pacientes pediatricos do Hospital de
Clinicas da cidade (SOUSA et al., 2001). Em Belém, Guimaraes (1999) constatou
prevaléncia em torno de 80% em criangas. Em adultos, a prevaléncia foi em torno de
64 a 74% de pacientes com distUrbios gastricos (SAGICA, 2000; AGUIAR et al.,
2002) e de 82% em individuos com diagnostico de Ulcera gastrica (MARTINS, 2001)
e ainda com relacdo as criancas paraenses infectadas, aproximadamente 87%
apresentavam a cepa virulenta cagA positiva (GUIMARAES, 2003).

A prevaléncia de H. pylori na placa supragengival decresce do molar para
0 pré-molar e desta para a regido dos incisivos (SONG et al., 2000a), sugerindo uma
distribuicdo distinta dentro da cavidade oral. Tem sido detectado na placa
supragengival, (ALLAKER et al., 2002; SONG et al., 2000a,b), na placa subgengival
(PUSTORINO et al., 1996; DOWSETT et al., 1999; RIGGIO; LENON, 1999), na
saliva e em lesdes orais (MRAVAK-STIPETIC et al., 1998; BIREK et al., 1999) e na
mucosa oral (MRAVAK-STIPETIC et al., 1998; DOWSETT et al. 1999; ALLAKER et
al., 2002).
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Estudo realizado em Belém do Par4 com dois grupos sécios econémicos
diferentes demonstrou maior prevaléncia da infeccdo pela H. pylori no grupo de
baixo nivel sécio econémico, sendo que 69% das méaes e 91% das criancas foram
soropositivas para pesquisa de 1gG- H. pylori especifico. No grupo de melhor nivel
econdmico (médio e alto), foi observada taxa de infeccdo de 32% tanto nas maes
guanto nas criancas (BARILE, 2003).

Outro estudo realizado em Belém, relatou alta frequéncia da infeccao por
cepas bacterianas virulentas, positivas para o gene cagA e com os alelos mlslb do
gene vacA, em pacientes adultos com doencas gastricas da regido (MARTINS,
2005).

1.1.5.2 Rotas de transmissao

Apesar da ampla distribuicdo da infeccdo pela H. pylori no mundo, o exato
modo de transmissdo permanece nao esclarecido completamente (DUNN et al.,
1997; COVACCI et al., 1999). A evidéncia universalmente aceita € de que a bactéria
apenas consegue alcancar a mucosa gastrica através da boca, pois se trata de um
microrganismo nao invasivo (KODAIRA et al., 2002), e que o local de colonizacao e

estabelecimento bacteriano é o estbmago (DUNN et al., 1997).

Algumas rotas de transmisséo tém sido sugeridas, como a rota oral-oral, a
fecal-oral e a iatrogénica (MEGRAUD, 1995; DUNN et al., 1997).

Em consideracdo a rota fecal oral, ndo obstante a identificacdo do DNA
da H. pylori nas fezes por PCR, (MAPSTONE et al., 1993; LI et al., 1996; NAMAVAR
et al., 2001), a viabilidade desta bactéria ndo foi provada, e a cultura da H. pylori nas
fezes, apesar de reportada, € de dificil obtencdo (THOMAS et al., 1992; KELLY et
al., 1994).

A transmisséao fecal oral tem sido defendida por trabalhos sugerindo que o
suprimento de agua possa abrigar a bactéria (KLEIN et al., 1991; HULTEN et al.,
1996; BELLACK et al., 2006), e por outros mostrando que o consumo de vegetais
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crus estaria associado a risco aumentado da infeccao (HOPKINS et al., 1993). A
deteccdo da bactéria por PCR em insetos voadores domésticos poderia ter algum
papel na transmisséo fecal oral (GRUBEL et al., 1998; DOWSETT et al., 1999).

Na hipotese da transmisséo oral, a cavidade oral tem sido sugerida como
um possivel reservatorio da H. pylori, no qual o suco gastrico transportaria
organismos viaveis a boca durante regurgitacdo (CHECCHI et al., 2000).
Transmissdo oral-oral tem sido defendida por trabalhos mostrando prevaléncia
aumentada de H. pylori em criancas, filhas de mées africanas as quais faziam pré-
mastigagdo dos alimentos antes de oferecé-los aos filhos (MEGRAUD, 1995).
Publicacdo de Chow et al., em 1995 demonstrou maior prevaléncia de infeccdo pela
bactéria em situacbes em que o uso de utensilios para alimentacdo eram

compartilhados.

A rota de transmissdo iatrogénica também tem sido documentada.
Profissionais que entram em contato com secrecdes gastricas e orais infectadas, ou
ainda com equipamentos de endoscopia ou odontologia utilizados em pacientes
infectados poderiam infectar-se, infectar pacientes sadios e causar reinfeccao
(DUNN et al., 1997). Estudo prospectivo com profissionais da area de odontologia
mostra risco aumentado de infeccéo pela H. pylori (MATSUDA; MORIZANE, 2005).

Embora a bactéria tenha sido isolada em animais, como macacos e gatos
domésticos, em geral, € restrita a mucosa gastrica de humanos (NEWELL, et al.,
1988; BRONSDSON; SCHOENKNECHT, 1998).

Apesar de uma fonte externa de infeccdo ndo poder ser excluida, a
transmissdo de pessoa a pessoa aparentemente é a mais comum. Existe alta
prevaléncia de infeccdo entre aqueles que vivem em instituicbes (PEREZ-PEREZ et
al., 1990) e entre membros da familia (MALATY et al., 1991).

A associacao entre a infecgéo pela H. pylori e fatores como classe social
e condicbes de moradia na infancia sdo bem documentadas (GRAHAM et al., 1991;
WEBB et al., 1994).
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1.1.6 Associacdo com afeccbes gastricas

A infeccdo pela H. pylori é considerada hoje um dos maiores fatores na
patogénese de um amplo espectro de afeccbes gastricas, como a gastrite cronica,
Ulceras pépticas, adenocarcinoma gastrico e linfoma ndo Hodkin da mucosa gastrica
associada a tecido linfoide - MALT (DUNN et al., 1997; PERRI et al., 1997; SMOOT,
1997; COVACCI et al., 1999; SOUZA et al., 2001, MULLER et al., 2005).

O acometimento pela bactéria provoca um processo inflamatério na
mucosa gastrica, cujo grau de inflamac&o no hospedeiro, varia de acordo com o tipo
de cepa, de seus fatores de viruléncia e com fatores genéticos inerentes ao
hospedeiro, conferindo diferentes niveis de susceptibilidade a infeccdo (COVACCI et
al., 1999).

Aproximadamente metade das pessoas infectadas pela bactéria, adultos
ou criancgas, pode permanecer como portadores assintomaticos durante toda a vida.
Este fato esta relacionado, principalmente, a infeccdo por cepas nédo virulentas, ou
Tipo Il (RAVEL, 1997). Entretanto, apds a infec¢do primaria, aproximadamente
metade dos individuos infectados podera apresentar sintomas de gastrite aguda, tais
como nauseas, vomitos, digestdo dificii (EVERHART, 2000), e em criancas
observamos a infeccao relacionada a dores abdominais recorrentes, diarreia cronica
e baixa estatura (KODAIRA et al., 2002). Alguns autores demonstraram a
ocorréncia, em criancas infectadas, de deficiéncia de crescimento quando
comparadas a criancas nao portadoras da bactéria, possivelmente decorrentes de
hipocloridria causada pela bactéria (PATEL et al., 1994; MENDAL; NORTHFIELD,
1995), aléem de outras gastropatias relacionadas a perdas proteicas, ocasionando a

baixa estatura e ma nutricdo (PATEL et al., 1994).

Embora evidéncias demonstrem a importancia da H. pylori na patogénese
das doencas ulcerosas, os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo inteiramente
esclarecidos (MARTINS et al., 2002).

Tanto no cancer gastrico, como na Ulcera péptica, nem todos o0s

individuos estdo infectados pela bactéria, e nem todas as pessoas infectadas
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desenvolvem esta neoplasia. Na natureza multifatorial do cancer, a infeccéo pela H.
pylori € apenas um dos fatores participantes do seu desenvolvimento (FRIEDMAN;
PETERSON, 1998).

O papel da H. pylori na carcinogénese gastrica, ainda nao esta totalmente
esclarecido. Foi inicialmente relacionado apenas ao adenocarcinoma tipo intestinal
de Lauren. Entretanto, extensos estudos epidemioldgicos e biologicos demonstraram
a participacao desta bactéria na ocorréncia de ambos os tipos histologicos, intestinal
e difuso (ASSUMPCAQ; BURBANO, 2005).

Individuos infectados podem desenvolver doencas na dependéncia do
tempo de infeccao, tipo de cepa, resposta imune do hospedeiro e dos fatores de
risco aos quais estiverem expostos (TELFORD et al., 1997; TORRES et al., 2000).

1.2 A PLACA DENTAL

1.2.1 Classificacédo e composicéo da placa dental

A placa dental é um biofilme, formada por uma comunidade microbiana de
multiespécies, associada a uma ampla variedade de diversos ecossistemas, aderida
a superficie do dente ou a qualquer outro material duro ndo descamativo (LANG et
al., 1997).

A comunidade do biofiime €& formada inicialmente por interacdes
bacterianas com o dente. Posteriormente, ocorrem interacdes fisicas e fisiologicas
entre diferentes espécies dentro da massa microbiana. Este fenbmeno comum de
co-agregacao bacteriana, inicialmente reconhecida entre bactérias isoladas da placa
dental humana, consiste em um processo altamente especifico de adesado entre
bactérias geneticamente distintas mediado por uma proteina (adesina) (RICKARD et

al., 2003). Este mecanismo € parcialmente controlado por um mecanismo de
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comunicacao interbacteriana, que € dependente da densidade populacional e esta

associado com mudancas no padrdo de expressao proteica (SAUER et al., 2002).

Sabe-se que, a fisiologia e 0 metabolismo das comunidades do biofilme
sdo complexos, pois 0s micro-organismos exibem uma atividade de cooperacéo
metabdlica que é maior do que aquelas das espécies isoladas, permitindo que cada
uma das bactérias da cavidade oral cres¢ca, onde nenhuma isoladamente cresceria.
Evidentemente, a eficiéncia deste consoércio ajuda a manter a diversidade das
espécies, caracteristica das comunidades do biofilme. Os biofilmes bacterianos sao
dificeis de serem rotineiramente diagnosticados e sao considerados “santuarios”
bacterianos, pois séo protegidos das defesas dos hospedeiros e das terapias
antibioticas. Ao mesmo tempo, o biofilme facilita a disseminacéo da resisténcia aos

antibiodticos pela transferéncia horizontal dos genes (FUX et al., 2005).

A placa dental adere-se a superficie do dente, ou a outra estrutura dura
dentro da cavidade bucal, inclusive restauracdes fixas ou removiveis. Localiza-se na
superficie dental, onde é chamada de supragengival, ou abaixo da margem gengival,

entre o dente e o tecido gengival do sulco, chamada subgengival (HAAKE, 2004).

Formada por micro-organismos, principalmente bactérias (outros micro-
organismos nado bacterianos encontrados incluem espécies de micoplasma, fungos,
protozoarios e virus), e por uma matriz intercelular constituida particularmente por
glicoproteinas. Estas sdo importantes componentes da pelicula que inicialmente
recobrem a superficie do dente limpo, e incorporam-se ao biofime em
desenvolvimento. Os componentes inorganicos predominantes na placa sao calcio e
fésforo, com pequenas quantidades de outros minerais, como sédio, potassio e fltor
(HAAKE, 2004).

A placa € uma estrutura heterogénea com canais preenchidos por fluido
que circula, na matriz. A matriz gera um ambiente especializado, diferenciando as
bactérias existentes no biofilme, daquelas que flutuam livres em solu¢cdes como a
saliva ou o fluido gengival (COSTERTON et al., 1999).

Apos um dia ou mais, sem higiene bucal a placa pode ser visualizada nos

dentes. O movimento natural dos tecidos e alimentos sobre os dentes resulta na
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remocdo mecanica da placa, sendo particularmente eficientes nos dois tergos
coronarios da superficie do dente. Desta forma, a placa é tipicamente observada no

terco gengival da superficie dental (LANG et al., 1997).

Os depdésitos de placa também se formam em fendas, sulcos e fissuras na
estrutura dental, abaixo de restauracbes com excessos, e ao redor de dentes mal
alinhados. A localizacdo e o ritmo de formacédo variam entre individuos, de acordo
com a higiene bucal e fatores do hospedeiro, como dieta, composicéo e quantidade
do fluxo salivar. Pequenas quantidades de placa que nao estejam discerniveis na
superficie dental podem ser detectadas utilizando-se explorador periodontal ou
solucéo evidenciadora (HAAKE, 2004).

A formacéo da placa dental representa uma sucesséao ecoldgica ordenada
e previsivel. Ocorre nas seguintes fases: a formacao da pelicula sobre a superficie
do dente, a colonizacgdo inicial por bactérias e a colonizacédo secundéaria e maturacao
da placa (RICKARD et al., 2003).

A formacédo da pelicula dental na superficie do dente € a fase inicial no
desenvolvimento da placa. Todas as superficies da cavidade bucal, inclusive das
restauracOes fixas e removiveis sdo cobertas com uma pelicula de glicoproteina.
Esta pelicula representada por componentes salivares, do fluido gengival, da
producdo de células bacterianas e dos tecidos do hospedeiro, funciona como uma
barreira protetora, provendo lubrificacdo para as superficies e prevenindo o
ressecamento tecidual. Entretanto, a pelicula também fornece um substrato no qual
as bactérias do meio aderem e acumulam-se progressivamente formando a placa
dental (HAAKE, 2004).

No desenvolvimento do biofilme ocorrem eventos de adesédo e
multiplicagéo. Os primeiros organismos a aderir sdo os colonizadores primarios. Esta
colonizacédo é mediada por interacdes fisico-quimicas com componentes do biofilme.
Se as condi¢des forem favoraveis, os colonizadores priméarios podem se multiplicar
no substrato e formar microcolénias. As condi¢cbes ambientais modificam-se e o
substrato se tornara recoberto por bactérias. Colonizadores secundarios estardo
aptos a aderir aos colonizadores primarios, e o biofilme desenvolver-se-a com uma

comunidade formada por mudltiplas espécies. Elevado grau de especificidade é
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encontrado nas interages entre bactérias na placa dental, como demonstrado pelos

estudos de co-agregacao entre diferentes espécies (RICKARD et al., 2003).

As bactérias que colonizam inicialmente a superficie esmaltada do dente
sdao predominantemente microrganismos facultativos Gram-positivos, tais como
Actinomyces viscosus. Dentro das primeiras 4 horas de formacéo da placa temos
primariamente, Streptococcus gondonii, Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis e Streptococcus oralis (RICKARD et al., 2003).

A massa da placa entdo amadurece com o crescimento das espécies
aderidas, bem como pela colonizagdo e o crescimento de espécies adicionais (figura
2), presentes em propor¢cdes menores incluindo Actinomyces naeslundii, Veillonella
atypica, Fusobacterium nucleatum, entre outras (RICKARD et al., 2003).

Nesta sucessdo ecologica do biofilme, existe uma transicdo do meio
ambiente aerdbico inicial caracterizado por espécies Gram positivas para um meio
altamente privado de oxigénio, no qual os microrganismos Gram negativos
anaerobicos predominam (HAAKE, 2004).

Interacdes fisioldégicas ocorrem entre os diferentes microrganismos da
placa, e entre o hospedeiro e o0s microrganismos. Estas interdependéncias
nutricionais sdo, provavelmente, criticas para o crescimento e sobrevivéncia de
microrganismos na placa dental, e podem explicar, parcialmente, as interacdes
estruturais altamente especificas observadas entre as bactérias na placa (FUX et al.,
2005).

Cocos e bacilos Gram-positivos predominam na superficie dental,
enguanto bacilos e filamentos Gram-negativos predominam na superficie externa da
massa da placa bacteriana (HAAKE, 2004).

Colonizadores secundarios aderem as ceélulas de bactérias presentes na
massa da placa. Estudos de co-agregacdo documentam a habilidade de diferentes
espécies e géneros de microrganismos da placa em aderir umas as outras (figura 2).
Nos dultimos estagios de formacdo da placa, a co-agregacdo entre diferentes

espécies Gram-negativas parece predominar (HAAKE, 2004).
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Fusobacterium nucleatum, € a espécie gram-negativa mais numerosa na
placa dental, nos sitios saudaveis e aumenta marcadamente nos casos de doencas
periodontais. Localiza-se entre os colonizadores iniciais e secundarios, e tém a
capacidade de coagregar com todos os colonizadores, tanto os precoces, como com
os tardios, agindo como uma ponte entre estes colonizadores, o0 que pode
particularmente explicar o porqué sdo tdo numerosos em sitios tanto saudaveis
como doentes (KOLENBRANDER et al. 2002).

A potencial habilidade que tem a H. pylori em colonizar a cavidade oral,
através de aderéncia seletiva ao Fusobacterium spp., possibilita a hiptese de que a
placa dental poderia ser um reservatorio para este patdogeno fora do estdbmago
(ANDERSEN et al., 1998).
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Figura 2. Diagrama da co-agregacao bacteriana na superficie dental, proposta por
Rickard et al., 2003.

As comunidades multiespécies de micro-organismos na cavidade oral
mostram uma estrutura tridimensional complexa com diversos microambientes
diferindo com relacdo a osmolaridade, suprimento nutricional e densidade celular

(figura 3). Esta heterogeneidade produz uma variedade de fendtipos. A resisténcia
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bacteriana para agentes antimicrobianos é significativamente aumentada no
ambiente do microfilme, podendo estar relacionada a limitada difusdo de substancias
dentro da matriz do biofilme, ao padréo lento de crescimento celular no meio
ambiente do biofilme e possivelmente as propriedades bacterianas alteradas em

resposta ao crescimento sobre uma superficie (COSTERTON et al., 1999).

Figura 3. Bactéria embebida no biofilme mostrando uma distribuicdo ndo uniforme
de atividade fisiol6gica (verde) e as demais espécies bacterianas no biofilme
independente de sua atividade (vermelho) (Fonte: Cedido por Ruifang Xu apud Fux
et al., 2005.)

A formacdo da placa dental representa uma estratégia para facilitar a
sobrevivéncia, transmissédo e/ou evolugcdo microbiana, que por um processo de co-
agregacdo se mantem em equilibrio dindmico, proporcionando um ambiente
favoravel e consequentemente, promove vantagem seletiva para certos patégenos
(FUX, et al., 2005; HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2005).
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1.2.2 A infeccdo pela bactéria H. pylori na placa dental

A H. pylori na placa dental € muito frequente em criancas e em adultos
saudaveis indianos (MAJMUDAR et al., 1990; DESAI et al., 1991) e ndo é raro em
pacientes com dispepsia nos paises desenvolvidos (OLSSON et al., 1993;
MAPSTONE et al.,, 1993; KHANDEKAR et al., 1993). Madmujar et al. (1990) na
india, mostraram a presenca da H. pylori na placa dental em 100% (40/40) dos

voluntarios saudaveis.

Desai et al., (1991), detectaram a H. pylori na placa dental, corpo gastrico
e mucosa antral em 98, 70 e 67% respectivamente de 43 pacientes com dispepsia.
20% tinham a bactéria na placa dental na auséncia da bactéria na mucosa gastrica.
Terapia triplice (bismuto, tinidazol e amoxicilina ou doxiciclina) administrada por 15
dias a 24 pacientes, eliminou a bactéria da mucosa gastrica de todos eles e em
nenhum caso da placa dental. Com estes dados, concluiram que a placa dental é
um reservatorio importante e permanente da H. pylori, jA que o0 mesmo nao

responde a terapia sistémica.

A bactéria na placa dental pode ser responsavel pela recorréncia da
infeccdo na mucosa gastrica, baseando-se nos relatos de Shames et al. (1989), os
quais afirmaram que a reinfec¢do ocorre com a mesma cepa, ja que isolaram cepas
idénticas na mucosa gastrica e placa dental de um mesmo paciente. Entretanto,
Krajden et al. (1989), no Canad4a, conseguiram isolar, por cultura a H. pylori da placa
dental em apenas um dos 71 (3,4%) pacientes, dos quais 29 (40,8%) foram positivos
em biopsias gastricas e em nenhuma das amostras da saliva, concluindo que nem a
saliva nem a placa dental poderiam ser implicadas como reservatorios significativos

da H. pylori em paises desenvolvidos.

Banatvala et al. (1993), usando a técnica de PCR na placa dental,
detectaram a bactéria em 18/21 (86%) dos individuos adultos dispépticos que
apresentaram cultura positiva e em 66% (10/15) daqueles com cultura negativa.

E relevante considerar a ineficacia dos esquemas terapéuticos classicos

na erradicacdo da H. pylori da cavidade oral (GURGUZ, 2003), especialmente
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considerando-se que a infec¢do gastrica pela H. pylori € mais comum no homem
(GOODWIN et al.,, 1997), acometendo aproximadamente metade da populacéo
mundial (MITCHELL, 1999; CZINN, 2005), e os crescentes relatos de resisténcia
terapéutica e reinfeccdo do estdbmago apoés tratamento (COELHO et al., 2005).

Investigar o significado da presenca da H. pylori na cavidade oral e suas
possiveis implicacbes na patogénese da infeccdo gastrica faz-se necessario,
principalmente, em funcdo da inconsisténcia das publicacdes sobre este tdpico,
caracterizadas por grande variabilidade de resultados, frequentemente conflitantes,
e possivelmente decorrentes de diferencas metodoldgicas e diversidade de

populacdes estudadas.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Geral

Identificar e correlacionar a presenca das cepas de H. pylori na mucosa
gastrica e placa dental por reacdo em cadeia da polimerase, em pacientes com
afeccbes gastroduodenais, e fornecer subsidios ao entendimento da eventual

participacdo da H. pylori dental na infec¢éo gastrica.

1.3.2 Especificos

a) Identificar a presenca de H. pylori através da deteccao de

DNA em amostras de bidpsias gastricas e placa dental;
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Investigar a ocorréncia de cepas cagA positivas na placa

dental e mucosa gastrica;

Descrever os alelos do gene vacA da bactéria na placa

dental e mucosa gastrica,

Comparar a frequéncia dos tipos de cepas entre a mucosa

gastrica e a placa dental.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CASUISTICA

Foram incluidos neste estudo 99 pacientes submetidos a endoscopia
digestiva alta, no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB), localizado

na cidade de Belém, Estado do Para, no ano de 2005.

De cada paciente foram coletadas amostras de bidpsias géstricas por
endoscopia, da placa dental, e informacBes pertinentes ao estudo, através do

emprego de um questionario padrdo (APENDICE A).

2.2 QUESTOES ETICAS

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.

Previamente, todos os individuos participantes do estudo foram
informados sobre a pesquisa de maneira acessivel. Foi solicitada a sua participacao
através da assinatura de um Termo de Esclarecimento e Consentimento Livre,
conforme rege a Resolucdo 196/96, do Conselho Nacional de Saude, sobre
aspectos éticos envolvendo a pesquisa com seres humanos, assim autorizando a

coleta dos dados e do material bioldgico (APENDICE B).
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2.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO NO ESTUDO

e Na&o apresentar deficiéncia de natureza mental;
e Assinar o Termo de Esclarecimento e Consentimento Livre.
¢ Indicagao clinica de exame endoscoépico.

e Qualquer paciente que ndo cumpra, ou ndo se enguadre, a
gualquer uma das exigéncias descritas acima, sera excluido

do estudo.

2.4 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

2.4.1 Bidpsia gastrica

Foram coletadas seis amostras de bidpsia da mucosa gastrica, do antro,
durante o exame de endoscopia digestiva alta, utilizando pin¢a de bidpsia. Destas,
duas foram armazenadas em microtubo estéril e congeladas, para posterior extracao
de DNA bacteriano, duas encaminhadas para analises histopatolégicas cabiveis, em
frasco contendo formal a 10% e duas para realizacdo de teste da urease, em frasco
contendo meio apropriado (Uretest, RENYLAB).

2.4.2 Placa dental

De cada paciente foram coletadas amostras de placa dental cumulativas,

antes de iniciar o exame endoscoOpico, mediante a raspagem dos depdsitos da



40

porgéo gengival e dos sulcos dos dentes superiores e inferiores, com dois coletores.
O material coletado foi colocado em recipiente com meio especifico para teste da

urease e em microtubo estéril, que foi congelado até a extracdo do DNA.

2.5 DESCRICAO DAS TECNICAS LABORATORIAIS

2.5.1 Deteccéao Histopatoldgica da Helicobacter pylori

As biopsias gastricas foram desidratadas em banhos sequenciais de
etanol 70%, 80%, 90%, 100%, clarificadas em xilol, embebidas e incluidas em
parafina histoldgica, posteriormente foram feitos cortes histolégicos sequenciais de
aproximadamente 4-5um de espessura e dispostos em laminas histologicas e
coradas pela hematoxilina-eosina (HE) para o diagndéstico histopatologico das
doencas gastricas. Na deteccdo da H. pylori sera utilizado o método Gram
modificado e microscopia Optica convencional, identificando a bactéria mediante
suas caracteristicas morfolégicas, forma curva e espiralada, e coloracédo azul intensa
(STEVENS; LOWE, 1998).
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2.5.2 Deteccéao da Helicobacter pylori utilizando teste da urease

Foram coletadas duas biopsias do antro géastrico e imediatamente
acondicionadas em frasco tipo “eppendorf’, contendo 0,5 ml do meio rico em uréia
(Uretest, do fabricante Renylab). O teste € baseado no principio de que a urease
produzida pelos micro-organismos nos fragmentos gastricos, desdobra a ureia
presente no meio e libera aménia, elevando o pH, o que é detectado por indicador,
alterando a cor do meio de amarelo para rosa, interpretado como resultado positivo.
O teste pode tornar-se positivo dentro de minutos, considerando-se como positiva a
mudanca da cor ocorrida em até 12 h, sendo o resultado final aferido apos 12h (NIH,
1994).

2.5.3 Diagnostico e genotipagem da bactéria H. pylori

2.5.3.1 Extracdo de DNA bacteriano

O DNA foi extraido de amostras de biopsias gastricas da regido antral e
placa dental congeladas, utilizando a técnica de fenol-cloroférmio (SAMBROOK et
al., 1989).
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Adicionar a cada eppendorf contendo as biopsias
géastricas de um paciente, 300uL de solucao de lise celular (100 mM Tris-HCI, 20
mM EDTA, 200 mM NaCl, 1% dodecilsulfato de sodio, 0,2% [3 mercaptoethanol) e
20uL de proteinase K.

Agitar no vértex e incubar em banho-maria a 58 °C
por 12 horas.

Inativar a proteinase K, colocando os eppendorf

em agua fervente (100°C) por 5 minutos.

Adicionar a cada eppendorf 300uL de tampéo
saturado de fenol e 300uL de cloroférmio, agitar por 10 minutos em agitador
gangorra e centrifugar por 4 minutos a 14000 rota¢des por minuto (rpm), retirar o
sobrenadante e transferir para um tubo limpo. Repetir esse procedimento mais

uma vez.

Retirar o sobrenadante e transferir para um tubo
limpo. Preparar solu¢do contendo cloroférmio e isopropanol (diluicdo 24:1) e
adicionar a cada eppendorf 500uL dessa solugédo, agitar por 10 minutos e
centrifugar por 4 minutos a 14000 rpm, retirar o sobrenadante e transferir para

um tubo limpo. Repetir esse procedimento mais uma vez.

Retirar o sobrenadante e transferir para um tubo
limpo. Adicionar 900uL de &lcool isopropilico. Centrifugar por 6 minutos a 14000
rpm, lavar o tubo com 200uL de etanol a 70%, esperar o etanol evaporar e
adicionar 200uL de agua estéril, para hidratar o DNA. Apés hidratacdo o DNA foi

congelado a -20°C, para posterior analise.
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2.5.3.2 Condicdes do PCR

A amplificacdo pela PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) foi realizada
em um termociclador. Os pares de oligodesoxinucleotideos iniciadores (primers) que
foram usados para caracterizacdo das linhagens virulentas da H. pylori estao
listados na tabela 1. As misturas de PCR tiveram um volume final de 25 pL,
contendo 0,5 mM de cada primer, 1 X PCR tampéao, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de
cada base nitrogenada, 1,25 U de Taq. Polimerase, 2ul de amostra de DNA e agua

estéril.

Para deteccdo do DNA da bactéria, foram utilizados os primers P1 e P2,
descrito por Hammar et al, 1992, que amplifica um fragmento génico de 298 bp
presente em todas as cepas da H. pylori. Somente os pacientes que foram positivos
para esses primers (P1 e P2) foram tipificados para os alelos vacA e para o gene

cagA.

Para os primers P1/P2, VA3-F/VA3-R, VA4-F/VA4 e F1/B1, as condi¢des
utilizadas foram: a temperatura inicial de desnaturacao foi: 94°C por 2 minutos;
seguida de 40 ciclos (repeticdes), onde a temperatura de desnaturacao foi a 95°C
por 1 minuto, de anelamento a 58°C por 1 minuto, de extensédo 72°C por 1 minuto; e
por fim a temperatura de extenséo final foi de 72°C por 10 minutos.

Para os primers SS1-F, SS2-F, SS3-F/VA1-R, as condicfes utilizadas
foram: a temperatura inicial de desnaturacao sera 94°C por 2 minutos; seguida de 40
ciclos (repeti¢cdes), onde a temperatura de desnaturacao foi a 95°C por 1 minuto, de
anelamento a 63°C por 1 minuto, de extensdo 72°C por 1 minuto; e por fim a
temperatura de extenséao final foi de 72°C por 10 minutos. Os produtos das PCRs
foram aplicados no gel de agarose a 2% corado com brometo de etidium a 5%, que
foram submetidos a um campo elétrico de 100V, durante meia hora. Foi utilizado um
padrao de peso molecular para DNA, que serviu de referéncia para determinar o
peso das regides amplificadas. Em seguida foi visualizado num transiluminador sob

luz ultravioleta.
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram empregados testes estatisticos adequados para detectar ou nédo
diferencas significantes, mediante o programa de computador BioEstat 3.0 (AYRES
et al., 2003), com emprego dos testes do Qui-quadrado, teste G, teste binomial,
entre outros, escolhidos de acordo com a natureza do conjunto de dados. A

significancia estatistica aceita foi de 95%.



Tabela 1 — Iniciadores utilizados na amplificacdo do DNA bacteriano
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Regiao Designagéo Sequéncia do iniciador Tamanho do Fonte de referéncia
amplificada do iniciador produto esperado
Ag P1 5-TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC-3’ 298
P2 5-CCTGCTGGGCATACTTCACCATG-3 Hammar et al, 1992
m1 VA3-F 5-GGTCAAAATGCGGTCATGG-3 199
VA3-R 5-CCATTGGTACCTGTAGAAAC-3’
m2 VA4-F 5-CCATTGGTACCTGTAGAAAC-3’ 290
VA4-R 5-GGAGCCCCAGGAAACATTG-3
s2 VAl-F 5-ATGGAAATACAACAAACCACAC-3 259
VAl-R 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3 Atherton et al, 1995
sla SS1-F 5-GTCAGCATCACACCGCAAC-3 190
VA1-R 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3
slb SS3-F 5-AGCGCCATACCGCAAGAG-3’ 187
VAl-R 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3
CagA F1 5-GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG-3 349
Bl 5-CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA-3’
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3 RESULTADOS

3.1 IDENTIFICACAO DA H. PYLORI DO ANTRO GASTRICO E DA PLACA

DENTAL POR PCR

Dos 99 pacientes analisados, a bactéria H. pylori foi encontrada na
mucosa gastrica de 95 (96%) pacientes e foi positiva na placa dental de 71 (72%)
destes pacientes, quando analisados pela técnica da PCR. Apenas 4 (4%) dos 28
pacientes com H. pylori negativo na placa dental foram também negativos na bidpsia
do antro gastrico (Figura 4). A prevaléncia desta infecgcdo nas amostras do antro
gastrico foi diferente da placa dental (Tabela 2), observando-se uma discordancia
altamente significativa entre a existéncia da infeccdo gastrica pela H. pylori e a
positividade ao DNA de H. pylori na placa dental, podendo-se admitir que a
ocorréncia da H. pylori na mucosa gastrica € superior a da placa dental, com valor
de p <0,001.

Tabela 2 — Prevaléncia da deteccdo do DNA da H. pylori na mucosa gastrica e
placa dental de pacientes do HUJBB, Belém, Para, 2005.

Placa dental
Mucosa Gastrica Total
HP Positivo HP Negativo
HP positivo 71 24 95
HP negativo 0 4 4
Total 71 28 99

Teste McNemar = [12 (b/c) = 22,04; p=0,0001
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Figura 4 — Proporcéo de positividade ao DNA da H. pylori na mucosa gastrica e
placa dental, de pacientes do HUJBB, Belém, Para, 2005.

3.2 ASSOCIACAO DA H. PYLORI NA PLACA DENTAL E ESTOMAGO, COM
IDADE E SEXO

A idade dos pacientes incluidos neste estudo variou de 17 a 82 anos com
média de 37,4 + 11,9 anos. A tabela 3 mostra a relacdo entre a presenca do DNA de
H. pylori no antro gastrico e placa dental com a idade e o sexo dos pacientes
estudados. As prevaléncias de infeccdo gastrica e da deteccdo na placa dental da H.
pylori ndo foram significativamente diferentes entre os grupos de distintas faixas
etarias (estbmago: Teste G Williams = 0,70; p= 0,70/ Placa dental: Gwjjiams = 0,43; p
= 0,81). Assim como, na amostra constituida por 30 homens e 69 mulheres, as

pacientes femininas tinham uma frequéncia da bactéria na placa dental e de
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infeccdo gastrica pelo H. pylori, cujos desvios nao diferiram significativamente
daquelas entre os homens (estomago: Teste Gyates) = 0,10; p = 0,75 / Placa dental:
G (vates) = 0,10; p = 0,71). Do mesmo modo, em relacdo a idade e sexo dos pacientes
estudados, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos
amostrais com ou sem positividade ao DNA de H. pylori, simultaneamente na

mucosa gastrica e placa dental.

Tabela 3 - Distribuicdo de frequéncias da deteccdo do DNA da H. pylori no
estbmago e placa dental de acordo com as caracteristicas de idade e sexo de
pacientes do HUJBB, Belém, Para, 2005.

Mucosa gastrica / placa dental

Variaveis + /+ + /- -/-

Faixa etéaria’ n % n % n % Total
17-39 43 69 16 26 3 4,8 62
40-59 25 73,5 8 23,5 1 3 34

>60 3 100 0 0 0 0 3
Sexo?
Masculino 21 70 8 27 1 3 30
Feminino 50 72 16 23 3 4 69
Total 71 72 24 24 4 4 99

1. Teste G (wiliams)= 0,86; p=0,93; 9. . = 4
2. Teste G (wiliams) = 0,16; p=0,92; 9. |. = 2

3.3 O DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS GASTRICAS E A PRESENCA DA H.
PYLORI NA MUCOSA GASTRICA E PLACA DENTAL

Todos os pacientes apresentaram alteragfes a endoscopia digestiva alta.
A presenca da H. pylori esteve associada a diversos achados endoscopicos,

incluindo: gastrites enantematosas, gastrites erosivas e Ulceras. Dentre estes
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pacientes, 18% (17/95) apresentavam maior grau de severidade representado pela
presenca de lesGes ulceradas a endoscopia e/ou alteracbes pré-malignas, do tipo
metaplasia intestinal a histologia (figura 5). Na tabela 4 estdo especificadas as
frequéncias dos casos de doencas gastricas desenvolvidas pelos pacientes, de
acordo com a presenca de DNA de H. pylori no antro e placa dental. A
concomitancia de H. pylori na mucosa gastrica e placa dental foi de 80% nos
pacientes com gastrite (lesbes menos severas) e de 20% naqueles com Ulcera e/ou
gastrite associada a metaplasia intestinal (lesdes mais severas). Dentre 0os pacientes
com positividade ao DNA de H. pylori exclusivamente na mucosa gastrica, as lesdes
menos severas ocorreram em 87,5% e as mais severas em 12,5%. Nenhuma
associacao significante foi observada relacionada a severidade de doenca gastrica e

a presenca de H. pylori na placa dental.

Tabela 4 — Relacédo entre a deteccdo do DNA da H. pylori na placa dental e
mucosa gastrica e a severidade de doencas gastricas de pacientes do HUJBB,
Belém, Paré, 2005.

H. pylori

. Ulcera elou
Gastrite metaplasia intestinal Total
Mucosa gastrica Placa dental P
+ + 57 (80%) 14 (20%) 71
+ - 21(87,5%) 3 (12,5%) 24
Total 78 17 95

Teste binomial: duas proporgoées (p1=0,20; p2=0,13);Z=0,80; punilateray = 0,21
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Figura 5 — Ocorréncia de doencas gastricas em pacientes com infeccéo da H. pylori,
no HUJBB, Belém, Para, 2005.

3.4 COMPARACAO ENTRE OS TESTES USADOS PARA DETECCAO DA
BACTERIA H. PYLORI

Os resultados obtidos nesta investigacdao, envolvendo espécimes de
mucosa gastrica, demonstraram que 95 (96%) pacientes tinham DNA de H. pylori
positivo pela PCR, 39 (48%) pacientes foram positivos no exame histopatolégico,
enquanto 47 (49%) eram também positivos para o teste da urease (tabela 5). A
diferenca entre a PCR e 0 histopatologico ou entre a PCR e o teste da urease dos
dados acima mencionados foi estimado como sendo menor do que 0,001. Contudo,
os resultados dos histopatolégicos para infeccdo por H. pylori ndo foram
significativamente diferentes daqueles obtidos pelo teste da urease, ambos

realizados em bidpsia gastricas.

Na placa dental, foram testados 93 pacientes pelo teste da urease e
houve positividade para a infecgdo pela H. pylori em 52% (48/93) dos espécimes.
Por PCR na placa dental, o DNA da bactéria foi detectado em 72% (71/99) dos

pacientes (tabela 5). A diferenca foi estatisticamente significante (p<0.001).
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Tabela 5 — Resultados dos diferentes testes diagnosticos na deteccédo da H. pylori
em espécimes de mucosa gastrica e placa dental de pacientes do HUJBB, Belém,
Para, 2005.

H. pylori

Técnicas usadas " : |
nos espécimes Positivo Negativo Tota

n % n %
Placa dental?
PCR 71 72 28 28 99
Urease 48 52 45 48 93
Mucosa gastrica?
PCR 95 96 4 4 99
Histologico 39 48 43 52 82
Urease 47 49 49 51 96

1. Teste G (vawes) = 7,39; p=0,006

2: Teste G wiiams)= 76,82; p=0,0001 (PCR / Histoldgico / Urease)
Teste G (vaes) = 57,14; p=0,0001 (PCR / Histol6gico)
Teste G (vaes) = 58,48; p=0,001 (PCR / Urease)
Teste G (yates) = 0,001; p=0,97 (Urease / Histol6gico)

3.5 CARACTERIZACAO DAS CEPAS DA H. PYLORI DETECTADAS NO

ESTOMAGO E NA PLACA DENTAL

Foram estimadas as frequéncias genotipicas e fenotipicas dos
marcadores de viruléncia bacteriana, identificados na mucosa gastrica e na placa
dental, considerando as variantes do gene vacA: o alelo s, relacionado a sequéncia
sinal, podendo ocorrer sl (sla e slb) ou s2 e o alelo m, relacionado a regiao
mediana do gene, podendo ocorrer ml e m2 e a presenca ou auséncia do gene
cagA (tabela 6).

Em relacdo ao gene vacA, o gendtipo slml caracterizava 54%

(51/95) e 59% (42/71) dos espécimes de bidpsia gastrica e placa dental
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respectivamente, enquanto que 34% (32/95) em amostras gastricas e 18% (13/71)
em placa dental apresentavam a combinacdo alélica s2m2. A presenca simultanea
dos tipos s1lml/s2m2 representava 12% (12/95) na biopsia gastrica e 23% (16/71)

na placa dental.

Dentre as cepas encontradas nos espécimes de mucosa gastrica, 67
foram cagA positivas, e 28 cagA negativas, enquanto que na placa dental, 58 foram
cagA positivas e 13 cagA negativas (figura 6). Esta diferenca observada néo foi
estatisticamente significativa, sendo a prevaléncia deste fator de viruléncia, Cag A,

semelhante nas amostras da placa dental e da mucosa géstrica (tabela 7).

Na mucosa gastrica a cepa mais prevalente foi a slbmlcagA
positivo, presente em 35 pacientes, seguido da cepas s2m2/cagA negativa presente
em 28 pacientes. Os tipos slamlcagA positivo e as infecgcdes mistas genotipadas
como slbml/s2m2cagA positivas, foram isoladas de 16 e 12 pacientes

respectivamente e a cepa s2m2cagA positivas em 4 pacientes (figura 7).

Na placa dental, a cepa mais frequente foi a slbmlcagA positiva,
assim como nas amostras gastricas e estavam presentes em 26 pacientes, seguidas
pelas cepas mlslacagA positivas em 16 pacientes e slbml/s2m2cagA positivas,
em 16 pacientes. As cepas s2m2cagA negativas estavam presentes em 9 pacientes
e cepas s2m2/slbcagA negativas em 4 pacientes, sendo que estas sé foram

encontradas na placa dental (figura 7).

A cepa slmlcagA positiva, considerada a mais patogénica,
independente dos subtipos sla e slb, foi encontrada na mucosa de 63 pacientes e
na placa dental de 58 pacientes.

As cepas encontradas na placa dental foram iguais as cepas
encontradas na mucosa gastrica em 63 pacientes, diferentes em 24 pacientes e em

8 pacientes foram detectadas cepas multiplas (figura 8).

A andlise em conjunto desses marcadores genéticos da bactéria
demonstrou que, a placa dental e a mucosa gastrica dos pacientes possuiam cepas
idénticas, em 89% (dos 71 pacientes positivos na placa, 63 tinham cepas com
genotipo iguais na mucosa gastrica). Nado houve diferenga significativa entre as
frequéncias genotipicas das cepas da H. pylori na placa dental e mucosa gastrica

dos pacientes.
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Tabela 6 — Comparacdo entre os tipos de cepas dos espécimes de mucosa
gastrica e placa dental, pelo método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de

pacientes do HUJBB, Belém, Par4, 2005.

Tipos de
cepas Genotipo Mucosa gastrica Placa dental
Fenotipo VacA CagA N % n %
slaml + 16 17 16 22
slbml + 35 37 26 37
Tipo 1 s2m2 + 4 4 0 0
slbml/s2m2 (mista) + 12 13 16 22
_ s2m2 - 28 29 9 13
Tipo 2 .
slbm2/s2m2 (mista) - 0 0 4 6
Total 95 100 71 100
Teste Mann-Whitney: U = 15,00; Z (U) = 0,48; p=0,63
O CagA +
B CagA -

Mucosa gastrica Placa dental

Figura 6 — Frequéncia das cepas H. pylori cagA na mucosa gastrica e placa dental
de pacientes do HUJBB, Belém, Para, 2005.
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Tabela 7 — Perfil das cepas H. pylori cagA na mucosa gastrica e placa dental, de

pacientes do HUJBB, Belém, Para, 2005.

Espécimes
Gene cagA
Mucosa gastrica Placa dental
Positivo 67 (71%) (82%)
Negativo 28 (29%) (18%)
TOTAL 95

G (vates) = 2,19; p=0,13

35

304

257

204
157
101

B mucosa gastrica
m Placa dental

CagA + CagA + CagA + CagA+ CagA- CagA -
mlslb/ m2s2 m2slb/

mlsla milslb m2s2
m2s2 m2s2
(mista)

(mista)

Figura 7 — Distribuicdo genotipica de vacA / cagA em mucosa gastrica e placa
dental de pacientes do HUJBB, Belém, Paré, 2005.
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Figura 8 — Associacdo das cepas da H. pylori na mucosa gastrica e placa dental de
pacientes do HUJBB, Belém, Para, 2005.
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4 DISCUSSAO

A infeccéo pela bactéria H. pylori no estbmago € uma das mais frequentes
no mundo (DUNN et al.,, 1997; EATON et al.,, 2001), porém o preciso modo de
transmissdo e o reservatério natural da H. pylori ndo estdo ainda completamente
elucidados (CAVE 1996). As rotas de transmissdo mais frequentemente sugeridas
tém sido a oral-oral e fecal-oral (MITCHELL, 1999). Entretanto, a viabilidade da
transmissdo oral-oral depende da ocorréncia da bactéria na cavidade bucal.
Ressalta-se ainda, que permanece obscuro se a cavidade oral teria condi¢cdes
suficientemente favoraveis para o crescimento da bactéria e se seria, portanto uma
fonte para infec¢Bes gastricas, a partir da boca, saliva e placa dental (KILMARTIN,
2002; PATTHY et al., 2002).

O presente estudo detectou a H. pylori em 95 dos espécimes do
estbmago e em 71 amostras de placa dental dentre 99 pacientes estudados. A
cavidade oral tem sido proposta como um reservatdrio para infeccdo baseados em
dados de cultura e PCR, com resultados n&o uniformes. Nesta literatura revisada, 0os
dados séo inconsistentes, com taxas de positividade para H. pylori na cavidade oral
variando de 0% a 100% (KRAJDEN et al.,, 1989; MADMUJAR et al, 1990;
MAPSTONE et al., 1993; NGUYEN et al., 1995; Li et al., 1996; MADINIER et al.,
1997; THOMAS et al., 1997; BERROTERAN et al., 2002; UMEDA et al., 2003; AL-
HAWAJRI et al., 2004; PEREIRA et al., 2005; OLIVIER et al., 2006).

Alguns estudos tém relatado frequente deteccdo da H. pylori de
espécimes orais, principalmente placa dental (BANATVALA et al., 1993; DOWSETT
et al., 1999). Enquanto outros tém mostrado apenas deteccdo ocasional
(MAPSTONE et al., 1993) e outros nem mesmo tém detectado a presenca deste
micro-organismo na boca (BERNANDER et al.,, 1993; LUMAN et al., 1996). Os
resultados conflitantes obtidos por diversos grupos de pesquisa, em relacdo a
incidéncia da H. pylori na placa dental, podem ser explicados pelas diferencas nos
meétodos usados na coleta e processamento das amostras e nas diversas técnicas
de deteccdo e ainda devido a contaminacdo oral causada por refluxo
gastroesofageano e o tipo de populacdo estudada (SONG et al., 2000a, b;
KILMARTIN, 2002; DOWSETT; KOWOLIK, 2003).
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Assim, a elevada prevaléncia da detecc¢éo na placa dental e no estbmago
da H. pylori nos pacientes deste estudo, poderia refletir as condicdes da populagéo e

estar associada a condi¢des sanitarias basicas e nivel sécio econémico.

A frequéncia elevada da H. pylori na placa dental, poderia ser um
indicador de que a cavidade oral seria um sitio de colonizacdo deste micro-
organismo, de onde poderia ser diretamente disseminada de pessoa a pessoa,

constituindo-se em um fator de risco para infeccao gastrica ou reinfecgéo.

Nos pacientes estudados, em relacdo a variavel idade, observou-se um
elevado numero de individuos no grupo de faixa etaria mais jovem (18 a 39 anos),
perfazendo 59% do total de casos analisados. Entretanto, ndo houve diferenca na
taxa de infeccdo gastrica da H. pylori entre os grupos adultos das diversas faixas
etarias. Similarmente, quando estes grupos foram testados estatisticamente para a
positividade do DNA de H. pylori na placa dental, o valor da probabilidade também
nao foi significante. Desta forma, estes conjuntos de dados, corroboram as
evidéncias de que a infeccdo pela H. pylori é adquirida predominantemente na
infancia. Dados epidemiol6gicos mostram que nos paises desenvolvidos as taxas de
infeccdo gastrica pela H. pylori sd&o menores do que nos paises em
desenvolvimento, onde as prevaléncias séo elevadas (MALATY et al., 1991), sendo
que o periodo de aquisicdo da bactéria ocorre nos primeiros anos de vida,
declinando progressivamente apdés os 5 anos de idade (FELDMAN et al., 1997;

ROWLAND et al., 2006).

Paralelamente, no que se refere ao género da amostra estudada,
constata-se que a propor¢cao de mulheres (69%) foi significativamente maior do que
de homens no estudo, porém quanto a presenca da infeccédo géastrica pela H. pylori,
a diferencga na frequéncia entre homens e mulheres infectados pela H. pylori ndo foi
significante. Igualmente, quando analisada a placa dental, ndo foi encontrada
diferenca significativa entre a propor¢ao de homens e mulheres com positividade ao
DNA da H. pylori. Estes achados apoiam e concordam com os resultados descritos
por Gasbarrini et al., (1995), onde a soroprevaléncia da H. pylori foi igual entre
ambos os sexos. Estudo de BERROTERAN et al.,, (2002) detectou indice de
positividade maior em amostras gastricas de mulheres do que de homens, porém na

placa dental, esta diferenca n&ao foi observada. Por outro lado, outros estudos, como
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0 realizado em uma comunidade rural dos Andes colombiano, descreveram taxa

elevada desta infeccdo em homens jovens (GOODMAN et al., 1996).

Todos o0s pacientes investigados apresentavam patologias gastricas
associadas a presenca da H. pylori, com excecéo de 4 pacientes, que eram H. pylori
negativo. Ulceras e metaplasia intestinal, consideradas como lesbes mais
agressivas, foram observadas em 18% (17/95) destes pacientes. Nenhuma
associacao significativa foi verificada entre a ocorréncia de lesdes de maior ou
menor severidade (gastrite x Ulcera e/ou MI) e a presenca do DNA da H. pylori na
placa dental. Entretanto, os dados obtidos confirmam a forte associagdo entre a
presenca da H. pylori no estbmago e o desenvolvimento de doencas gastricas, e
consequentemente reforcam as observacdes anteriormente publicadas de que
pessoas infectadas pela H. pylori desenvolve doencas gastricas, com ou sem
sintomas clinicos, embora seu epitélio gastrico claramente mostre sinais de
inflamagédo (MORRIS et al.,, 1991; BLASER; PARSONNET, 1994). Ao longo do
tempo, aproximadamente 10% das pessoas infectadas, podem desenvolver Ulcera
gastrica ou duodenal (PARSONNET, 1995; VAN AMSTERDAM et al., 2006).

Para a deteccéo da H. pylori na mucosa gastrica, diversos métodos estao
disponiveis e sdo frequentemente empregados. Dentre os testes utilizados séo
citados o teste da urease, o histopatolégico e a cultura da bactéria, tida como
“padrao ouro” (revisados em KILMARTIN et al., 2002; DOWSETT; KOWOLIK, 2003).
Outro método utilizado, a PCR, permite a amplificacdo de regides espécie-
especificas de DNA, para subsequente deteccao pela eletroforese em gel de
agarose. As dificuldades encontradas com o cultivo da H. pylori, servem como um
estimulo ao uso da PCR (RAUTELIN et al., 2003).

Ressalta-se que na literatura revisada, varios aspectos fundamentais sao
citados recomendando maior prudéncia com os dados e a aplicacdo destes métodos
no uso do diagnostico da H. pylori em amostras da cavidade oral (DOWSETT,;
KOWOLIK, 2003).

Em relagdo a aplicacdo do teste da urease nas amostras bucais, existem
varias espécies de micro-organismos produtoras de urease na cavidade oral, sendo
portanto inapropriado concluir que atividade de urease elevada é indicativa da
presenca oral da H. pylori (PYTKO-POLONCZYK et al.,, 1996; BUTT et al., 1999;

AVCU et al, 2001). Quanto ao exame histologico de amostras orais, onde
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espiroquetas, incluindo Treponema spp, Sd40 comumente encontrados, torna-se
provavel os resultados falso-positivos, devido a baixa especificidade deste método
(BUTT et al., 2001). Outra dificuldade é o cultivo da H. pylori de amostras orais,
sendo consistentemente atribuidas a complexidade da microflora oral, com mais de
350 espécies de micro-organismos (SCHEIN; MERYN, 1994), que juntamente com
as exigéncias de condi¢cdes apropriadas ao crescimento da H. pylori, favoreceriam
simultaneamente o crescimento de outras espécies orais, € que possivelmente
atuariam como um fator limitante ao crescimento direto da H. pylori (ISHIHARA et al.,
1997; DOWSETT et al., 1999; KILMARTIN et al., 2002; NDIP et al., 2003), que por
sua vez, poderia assumir uma forma de resisténcia, dita cocoide, que nao é
cultivavel por técnicas convencionais (BODE et al., 1993). Considera-se ainda, que o
namero de bactérias insuficientes nas amostras orais, raramente permite o seu
cultivo (SONG et al., 2000a).

Certamente, algumas dessas peculiaridades inerentes ao cultivo da H.
pylori, perdem o significado com o uso da PCR, que possibilita rapida deteccao
mesmo com um numero pequeno de bactérias nas amostras orais. Desta forma, a
identificacdo oral da H. pylori tem sido mais frequente do que aquelas descritas com
as técnicas de cultivo (SONG et al., 1999; 2000a).

Hammar et al., (1992) detectaram por PCR a presenca da H. pylori em
quatro biépsias que foram negativas por cultura. Clayton et al. (1992) reportaram
que a H. pylori foi detectada por PCR em 15 de 23 biépsias gastricas e que somente
7 destas amostras foram positivas para a bactéria na cultura. Mapstone et al. (1993)
detectaram a bactéria por PCR em 8 amostras gastricas consideradas

histologicamente normais.

Um estudo realizado por Donmez-Altuntas; Guven (2002), detectou maior
especificidade e sensibilidade da PCR em relacéo ao teste da urease, com 93,8% de
positividade para a PCR, que foi significantemente maior que 65,6% de positividade
para o teste da urease. Zsikia et al. (2006) mostraram que a H. pylori pode ser
detectada, por PCR em até 20% dos pacientes histologicamente negativos em

biopsias gastricas, com caracteristicas inflamatorias.

Apesar disto, um dos pontos criticos dos estudos utilizando a PCR, é a
auséncia de uniformidade dos resultados, devido ao estabelecimento de distintos
procedimentos laboratoriais (DOWSETT; KOWOLIK, 2003). Uma das possiveis
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razdes destas discordancias envolve o uso de controles inapropriados na PCR, de
iniciadores com sensibilidade e especificidades diferentes, bem como a
contaminacédo amostral (LU et al., 1999; SONG et al., 1999).

O interessante € que ainda ndo existe e, portanto se faz necessaria, uma
padronizacdo metodoldgica apropriada, particularmente com relagdo a extragdo e
purificacdo do DNA e a escolha de iniciadores para a PCR, que sistematicamente
seja usada na deteccéo oral da H. pylori (DOWSETT; KOWOLIK, 2003).

A andlise deste estudo indicou que a PCR é uma técnica eficiente para a
deteccdo da H. pylori em ambos os espécimes, gastrico e de placa dental,
demonstrando maior sensibilidade e especificidade com relagédo tanto ao teste da
urease na placa dental e biopsias gastricas quanto ao exame histopatolégico da
mucosa gastrica. Nestes termos, a interpretacdo dos resultados obtidos no presente
estudo, com a comparacdo das técnicas empregadas, como 0 exame
histopatolégico, o teste da urease e a PCR, em bidpsia gastrica e/ou placa dental, foi
concordante e compativel com os comentarios detalhadamente discriminados acima

e com os estudos da literatura, também ja referidos neste texto.

Se indubitavelmente, a H. pylori pode ser detectada na cavidade bucal por
PCR, as implicacOes destes achados sao importantes e devem ser avaliados. Em
principio, posto que, possibilita a deteccdo ndo s6 de um numero baixo de
organismos, como também de bactérias ndo viaveis, as quais por definicdo nestes
casos nao seriam suficientemente capazes de causar infeccdo e, portanto sem
qualquer efeito sobre a mucosa gastrica (SONG et al., 2000a). Entretanto, pode
estar realmente identificando isolados viaveis e em quantidades suficientes para ter
significado patogénico e clinico (DOWSETT; KOWOLIK, 2003). Por esta razao, a
aplicacao dos testes moleculares para avaliar a viabilidade e caracterizar cepas da
H. pylori na cavidade oral poderia servir como um recurso complementar e auxiliar

no diagndstico da infeccao gastrica (PEREIRA et al., 2000).

Permanece obscuro, na transmissao da H. pylori, se a cavidade oral
poderia ser uma fonte potencial de infeccdo géastrica (HARDO et al.,, 1995;
CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2004). Particularmente, uma possivel transmissao
por contato intimo oral-oral € sugerida indiretamente pelo fato de parentes (cénjuges

e filhos) de individuos infectados com H. pylori serem mais frequentemente
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soropositivos do que individuos com menor grau de parentesco (MEGRAUD, 1995;
ROTHENBACHER et al., 1999).

Caracterizacdo molecular da H. pylori tanto da boca como do estdmago
foi inicialmente realizada por Shames et al. (1989), que relatoram ser o isolado da
placa dental de um paciente indistinguivel do isolado géastrico. Estes resultados
foram posteriormente confirmados por outros (FERGUSON et al., 1993;
KHANDAKER et al., 1993; CELLINI et al, 1995, OSHOWO et al., 1998;
PARSONNET et al., 1999; HU et al., 2002). Entretanto Song et al. (2000c) usando
“‘nested PCR” seguido pelo sequenciamento do DNA do amplicon demonstraram que
em 3 dos pacientes estudados, as cepas da H. pylori detectadas na boca diferiam

das gastricas.

Como a H. pylori apresenta uma enorme diversidade genética (TAYLOR
et al., 1992; VAN DER ENDE et al., 1996; de VRIES et al., 2002; ARAS et al., 2003),
cepas isoladas de pacientes sdo diferenciadas por métodos moleculares como a
PCR. Assim, neste estudo, foram identificados os tipos de cepas na placa dental e
estbmago do mesmo paciente. A caracterizacdo molecular dos fatores de viruléncia
da H. pylori, CagA e VacA, revelou, em alguns pacientes, a existéncia de cepas
indistinguiveis em ambos espécimes, sugerindo uma fonte comum de infeccéo pela
H. pylori, sendo as cepas mais prevalentes na placa dental e na mucosa gastrica,

do tipo m1slb cagA positiva.

Estudos da distribuicdo geogréafica dos alelos da vacA e cagA em
amostras gastricas, mostraram predominancia do alelo s1b na Espanha e Portugal,
e em outras regides da Europa houve predominéancia do subtipo sla. Na América do
Norte, os alelos sla e slb foram equivalentes e na América Central e América do
Sul o subtipo s1b foi predominante (VAN DOORN et al., 1999). Na Asia estudos
mostraram que o subtipo mais prevalente foi slcmlb, porém este subtipo parece ser
raro em outras partes do mundo (VAN DOORN et al., 1998a; ZHOU et al., 2004).

No Brasil, estudo na populacdo de Belém (PA), sobre a prevaléncia dos
genes cagA e vacA em biopsias gastricas, detectou maior prevaléncia de cepas slb
cagA positivas em pacientes portadores de doenca ulcerosa péptica (MARTINS et
al., 2005). Em Recife, também houve predominancia do subtipo slb, tanto em
pacientes portadores de Ulceras como em pacientes portadores de gastrite (BRITO
et al., 2003).
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Na placa dental, poucos estudos foram encontrados em relacdo a
genotipagem da bactéria. Hu et al. (1999) descrevem prevaléncia de 3,2% de
pacientes cagA positivos em portadores de doenca gastrica e de 3,3% dos pacientes

com periodontite.

Considerando-se que mais de uma cepa da H. pylori pode estar presente
no estdmago, van der Ende et al (1996), encontraram 13% de cepas mdultiplas da H.
pylori detectadas simultaneamente no estdbmago e na placa dental, com perfil
genotipico idéntico. Martins et al. (2005) encontraram em sua casuistica a presenca
de 3,4% de cepas multiplas na infeccdo gastrica pela H. pylori enquanto, Ribeiro et
al. (2002) observaram 4,2% de infeccdo mista em seu estudo. Coinfec¢cdo também

foi observada por Gatti et al. (2004), com prevaléncia de 13%.

Em contrapartida, o estbmago poderia ser a fonte da H. pylori, que atingiu
a boca via vomitos ou refluxo gastrico. Certamente esta rota de transmisséo gastro-

oral tem sido relatada e merece ser investigada (AXON, 1995).

Neste contexto, como afirmaram Nguyen et al. (1995), o reconhecimento
de cepas idénticas da H. pylori na boca e no estbmago indica que, a colonizacao
desta bactéria ndo se limita & mucosa gastrica, e que o nicho bucal poderia ser

considerada como uma fonte de reinfeccdo gastrica.

A influéncia da H. pylori oral no sucesso da terapia contra a bactéria no
estbmago, foi estudada por Miyabayashi et al. (2000) que demonstrou que a bactéria
na cavidade oral afeta a evolucédo da terapia de erradicacdo e foi associada com
recorréncia de infec¢do gastrica. Se a mucosa gastrica for recolonizada por H. pylori
da cavidade oral, a qual ndo € acessivel a antibioticoterapia sistémica, o controle da
placa dental e outros procedimentos periodontais deveriam ser recomendados aos
pacientes com gastrite (BERROTERAN et al., 2002).

Desta forma, a H. pylori participaria da microflora oral (SONG et al.,
2000b) e novos métodos de deteccdo oral da H. pylori reforcariam a sua funcao
nesta rota de transmissédo (YOUNG et al., 2001). Entretanto, o presente estudo néo
detectou a H. pylori colonizando a placa dental em todos os individuos portadores de
infeccdo gastrica pela bactéria. Esta observacao, faz supor que diferencas entre a
suscetibilidade do hospedeiro, e as condi¢des diversas do seu microambiente oral,

bem como a variabilidade genética das cepas, tenham um papel significativo na
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colonizacéo oral da H. pylori. Consequentemente, os fatores que sdo responsaveis
pelo comportamento de crescimento tipico e padrdo de colonizacédo da H. pylori na

placa dental carecem, ainda, de melhor definicéo.

Finalmente, estudos adicionais bem planejados, séo indispensaveis para
entender a colonizacdo da H. pylori na cavidade oral e sua relagdo com a infeccao

gastrica ou reinfeccao apds antibioticoterapia
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CONCLUSOES

A frequéncia de deteccao da H. pylori na placa dental e no estomago foi

elevada.

Houve associacdo entre a ocorréncia de infeccao gastrica pela H. pylori e a

ocorréncia da bactéria na placa dental.

A prevaléncia da infeccdo no antro gastrico pela H. pylori foi maior do que da

placa dental.

N&o houve diferenca entre a taxa de infeccdo pela H. pylori, no estbmago e
na placa dental, em relacdo ao sexo dos pacientes e as diversas faixas

etarias.

Todos os pacientes com infeccdo gastrica pela H. pylori apresentaram
doencas géstricas associadas, embora ndo tenha sido encontrada a presenca
da H. pylori na placa dental em todos os pacientes.

O método de diagnéstico pela PCR, aplicado em espécimes de biopsia
gastrica e placa dental, apresentou maior sensibilidade e especificidade do

gue os testes da urease e deteccdao histoldgica.

O perfil genotipico, vacA e cagA das cepas da H. pylori foi indistinguivel na

placa dental e mucosa gastrica, na maioria dos pacientes estudados.

A cepa mlslcagA positivo, considerada a mais patogénica, foi o tipo mais

prevalente tanto na mucosa gastrica quanto na placa dental.

A frequéncia elevada da H. pylori na placa dental poderia ser um indicador de
que este € um dos sitios de colonizagdo, a partir do qual esta bactéria seria
disseminada de pessoa a pessoa, constituindo-se em um fator de risco para a

infeccdo e reinfeccdo gastrica.
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APENDICES

APENDICE A
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

| - IDENTIFICACAO

Nome: Idade:
Sexo: ( )Masc. ( )Fem. Estado civil: ( ) Solteiro ( ) Casado
Profisséo:

Naturalidade: Data de nascimento / /

Residéncia atual:

81

Escolaridade:

Il - CONDICOES HABITACIONAIS:

Saneamento: ( )Adequado ( )Inadequado

Despejo dos dejetos: () Fossa negra () Fossa sanitaria

Fonte de 4gua: ( )Poco ( )Encanada ( ) Riosoulagos ( ) Outros
I1I- HIGIENE BUCAL: SIM NAO

1- Escovacdo: () ( )

2- NUmero de escovacdes ao dia:
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3- Ultima visita ao dentista:

I11 - ANTECEDENTES PESSOAIS: SIM NAO
1- Gastrite: () ( )

2-Ulcera: () ( )

3 - Cirurgias anteriores () ( )

4 - Reincididas de ulceras () ()

5- Cancer gastrico () ( )

6- Outros

IV - OUTRAS DOENCA

V - HABITOS: SIM NAO
1-Alcool ( )( )
2-Fumo( )( )

OBS:

VI - MEDICAMENTOS FREQUENTE MENTE UTILIZADOS:

VII- PADRAO DIETETICO:
No de refeigdes:

Dieta:

(Observar: excesso de sal, temperos, condimentos, teor de fibras, frutas, verduras,

conservas, farinhas, leite e derivados, enlatados, defumados)

VIII - EXAMES REALIZADOS (RESULTADOS DIGNOS DE NOTA):
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IX - TRATAMENTOS REALIZADOS:

Principalmente para gastrite/ se realizou gastrectomia:

Paciente proveniente hospital/ clinica:
Medico que realizou endoscopia:
Observacgdes macroscépicas:

NUmero e local das bidpsias retiradas:

Responsavel pela coleta:
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APENDICE B
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
TERMO DE ESCLARECIMENTO E CONSENTIMENTO LIVRE

Esta pesquisa possui como principal objetivo estudar a prevaléncia das diferentes cepas da H.
pylori entre os pacientes com afeccdes gastricas, e comparar as cepas existentes na placa
dental e mucosa gastrica. Para tanto é necessario coletar material da placa dental e realizar
bidpsias gastrica (apenas de pacientes com indicacao), além de responder a um questionario

epidemioldgico padrdo. Com essa finalidade prestamos os seguintes esclarecimentos:

1 Serdo realizados exames da placa dental e das bidpsias gastricas para identificar a cepa
do H. pylori.
2 E necessario responder ao questionario epidemiolégico, para maiores informacdes

sobre a pessoa que participa da pesquisa.
3 A pesquisa ndo oferece riscos para quem participa.

4 O beneficio para quem participa da pesquisa é a realizacdo de um exame da placa
dental para o diagnostico da H. pylori, além de um maior conhecimento sobre a infecgdo

causada por esta bactéria em nossa cidade.

5 Os exames realizados pela pesquisa serdo gratuitos, ndo necessitando nenhum custo

por parte do participante para sua realizacao.

6 Os resultados dos exames realizados pela pesquisa serdo usados como dados da

pesquisa, omitindo-se a identidade do participante.

7 O material coletado para a pesquisa sera usado exclusivamente para este fim, assim
como 0 questionario e, apo0s o termino da pesquisa, serdo descartadas de acordo com as

normas de biosseguranca.
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8 Somente o pesquisador responsavel e o médico ficardo sabendo da participacéo e se
for necesséario, autoridades de salde poderdo ser informadas para tomar medidas que

beneficiem o participante da pesquisa ou outras pessoas.

9 Ninguem é obrigado a participar da pesquisa, assim como podera se retirar dela no
momento que desejar, sem qualquer prejuizo pessoal. Solicitamos assim, a sua autorizacéo
para efetuarmos o referido exame e realizarmos uma entrevista, sendo que a mesma é

confidencial; para desenvolvermos o estudo em questéo.

CONSENTIMENTO

Declaro que li as informacgBes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o conteddo do mesmo, assim como seus beneficios. Declaro ainda que
por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de

material para exame.

Belém, //

ASSINATURA DO PACIENTE



