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RESUMO

Helicobacter pylori € uma bactéria Gram negativa, conhecida por colonizar a
mucosa gastrica humana, e tem sido associada a gastrite cronica, Ulcera péptica e
duodenal e € um importante fator de risco no desenvolvimento do cancer gastrico.
Fatores de viruléncia produzidos por essa bactéria, tém sido alvo de vérias
pesquisas cientificas, entre eles o gene dupA (duodenal ulcer promoting A) que pode
estar envolvido no desenvolvimento de Ulceras duodenais e parece ser um fator
protetor contra o cancer géstrico. Assim, 0 presente estudo teve como objetivo
detectar o marcador de patogenicidade dupA do H. pylori, através da técnica de
PCR e associa-lo ao gene vacA e a presenca do gene cagA, em amostras
infectadas pelo H. pylori. Foram utilizadas 205 amostras de bidpsia géstrica,
submetidas a extracao de DNA, diagnéstico e genotipagem do H. pylori pela PCR. O
gene dupA foi detectado em 85 (41,5%) amotras, o gene cagA foi encontrado em 98
(47,8%), os gendtipos s1/ml e s2/m2 de maior e menor patogenicidade do gene
vacA foram encontrados em 103 (50,24%) e 75 (36,58%) amostras respectivamente,
outros gendtipos do gene vacA foram diagnosticados (s1/m2, s2/m1l e s1/s2/m1/m2)
em 27 pacientes (13,17%). A analise estatistica revelou uma associacao significativa
entre as amostras dupA+ e cagA+ (p=0.0003, relative risk (RR) 1.73 and confidence
interval [Cl]=1.3-2.3). Uma segunda correlacdo foi verificada entre as amostras
dupA+ e gendtipo s1/ml1 do gene vacA (p=0.0001, RR: 1.72 and CI: 1.3-2.2). A
combinagdo mais virulenta dupA+ / cagA+ / s1/ml foi obtida em 47 pacientes,
sugerindo uma associacao entre os principais marcadores de viruléncia do H. pylori.
Em resumo o gene dupA apresentou uma alta frequéncia nos pacientes estudados e
foi associado a presenca do gene cagA e alelos s1/m1 do gene vacA, podendo ser
considerado um importante fator de viruléncia envolvido na etiologia das doengas
géstricas.

Palavras-chave: Helicobacter pylori. dupA. cagA. vacA. Doencas géstricas.



ABSTRACT

Helicobacter pylori is a Gram negative bacteria, known to colonize the human
gastric mucosa, and has been associated with chronic gastritis, peptic and duodenal
ulcers and is a major risk factor for the development of gastric cancer. Virulence
factors of Helicobacter pylori have been demonstrated to be predictors of gastric
diseases. Duodenal ulcer-promoting gene A (dupA) is a novel virulence factor in the
Helicobacter pylori and it was associated with the duodenal ulcer development and a
reduced risk for gastric carcinoma in some populations. The present study aimed to
determine the presence of dupA gene and evaluate the association among dupA and
other virulence factors such as cagA, vacA in Brazilian patients. Gastric biopsies
were obtained from 205 dyspeptic patients, 100 pediatric and 105 adult ones. DNA
was extracted and analyzed for the presence of H. pylori and virulence factors using
the polymerase chain reaction method. Patients with gastritis had a higher frequency
of H. pylori-positive. The dupA gene was detected in 41.5% (85/205); cagA gene was
obtained with 98 isolates (47.8%) and vacA genotypes s1/ml 50.2%, s1/m2 8.3%,
s2/m2 36.6%, s2/m1 0.5% and s1/s2/m1/m2 4.4% were found respectively. We also
verified a significant association between cagA and dupA genes (p=0.0003, relative
risk (RR) 1.73 and confidence interval [CI]=1.3-2.3). The genotypes s1/m1l were also
associated with dupA gene (p=0.0001, RR: 1.72 and CI: 1.3-2.2). The same
associations were verified when analyzing pediatric and adults groups of patients
individually. dupA is highly frequent in Brazilian patients and it was associated with
cagA gene and vacA sl/ml genotype, and it may be considered an important
virulence factor in the development of gastric diseases in adult or pediatric patients.

Keywords: Helicobacter pylori. dupA. cagA. vacA. gastroduodenal diseases.
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1 INTRODUCAO

O Helicobacter pylori (H. pylori) € um importante patégeno que coloniza a
mucosa gastrica humana e induz a uma inflamacdo cronica, resultando numa
variedade de doencas gastroduodenais variando de gastrite e Ulcera péptica
superficial a adenocarcinoma gastrico e linfoma de MALT (Mucosa Associated
Lymphoid Tissue). (CAO et al., 2014; DE JESUS et al., 2012). Apesar de um declinio
geral na incidéncia de céancer gastrico, ele continua a ser o quarto cancer mais
comum e a segunda principal causa de mortes relacionadas ao cancer em todo o
mundo. (YAMAOKA, 2012).

Trata-se de uma bactéria bacilar, Gram negativa, microaerdfila e com flagelos,
que lhe oferecem uma eficiente motilidade, além de ser uma grande produtora da
enzima urease. (MARSHALL, WARREN, 1984; ZHAO et al, 2014).

A infeccdo pelo H. pylori é quase sempre associada a uma resposta
inflamatoria, no entanto, Ulcera péptica e cancer géstrico ocorrem apenas em um
subgrupo de individuos cronicamente infectados pelo H. pylori. Presume-se que
ambos, os fatores bacterianos e do hospedeiro contribuam para esta resposta
diferencial. (VIKRAM; ANANTHAKRISHNAN; TOVEY, 2013).

A infeccdo por este microorganismo € muito comum e afeta
aproximadamente metade da populagdo mundial, porém o modo de transmissdo é
incerto e nenhuma via tem sido claramente identificada. E normalmente adquirida na
infancia, e uma vez estabelecida, pode persistir durante toda a vida do hospedeiro
se ndo proceder a sua erradicagdo com antibioticos. (PORTAL-CELHAY, PEREZ-
PEREZ, 2006; BATESON, 2006). E a cronicidade desta infeccdo que pode levar ao
desenvolvimento das doengas gastricas mais severas, aparecendo as
manifestacdes clinicas normalmente na idade adulta. (BLASER, ATHERTON, 2004;
BATESON, 2006).

A prevaléncia da infec¢@o por H. pylori nos adultos é maior em paises em
desenvolvimento se comparado com os paises desenvolvidos podendo estar
correlacionado a falta de saneamento basico, renda, educacdo, entre outros.
(SUERBAUM, MUCHETTI, 2002; KASPER et al., 2008).

Ha diversos fatores que contribuem para colonizagdo e persisténcia da
bactéria e estdo inerentemente relacionados com a viruléncia do H. pylori. A

resisténcia ao acido géastrico, a motilidade e a adesdo sdo processos fundamentais
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para a colonizacdo das células epiteliais gastricas.(AGUILAR, AYALA, FIERROS-
ZARATE, 2001; TRABULSI, 2002)

E de grande importancia o conhecimento das caracteristicas genéticas do H.
pylori, pois permite compreender que as espécies podem diferir em viruléncia,
aumentando o risco de doencga gastrica. (FAJARDO et al., 2013; SIDDIQUE et al.,
2014).

A presenca ou auséncia de determinados genes e suas associacfes esta
relacionado com um maior grau de patogenicidade do. A literatura destaca trés
genes como sendo os principais marcadores de patogenicidade H. pylori; gene cagA
(cytotoxin associated gene A), o gene vacA (vacuolating cytotoxin), e o0 mais recente
gene dupA (duodenal ulcer promoting gene). (FAJARDO et al., 2013; SALAMA et al.,
2001).

Todas as cepas do H. pylori possuem o0 gene vacA, que € um importante
fator de viruléncia do H. pylori e esta associado com a producdo de uma citotoxina
vacuolizante conhecida como vacA. A atividade protéica do vacA envolve alteragbes
no citoesqueleto das células, apoptose e vacuolizacdo celular. (DEBELLIS et al.,
2001; TOMBOLA et al., 2001).

O gene vacA é composto basicamente por trés regifes variaveis conhecidas

como regido “s”, regido “m” e regido “i". A regido “s” é responsavel por codificar o
peptideo sinal e pode se apresentar como alelos “s1” efou “s2”, j& a regido “m”,
localizada na regido mediana do gene, pode apresentar-se como alelos “m1” e/ou
“m2” e a regido “i” considerada como intermediaria (CHIOZZI et al., 2009; SIDDIQUE
et al., 2014).

O gene cagA esta diretamente relacionado & doengas géastricas sendo o mais
patogénico fator de viruléncia expresso pelo H. pylori. Presente em 50-70% das
cepas de H. pylori estd associado ao aumento da sintese de interleucinas proé-
inflamatorias pelo epitélio gastrico, intensificando a resposta inflamatoria e
aumentando significativamente o risco do desenvolvimento de gastrites, Ulceras
pépticas, atrofia e cancer gastrico. (RASMI; RAEISI; SEYYED MOHAMMADZAD,
2012).

Em 2005, LU et al., identificaram um gene bacteriano associado a Ulcera
duodenal, nomeado de dupA. A bactéria portadora do gene dupA esta presente em
aproximadamente 42% das Ulceras duodenais e em apenas 21% dos pacientes com

gastrite, apresentando-se como um novo marcador de risco para Ulcera duodenal e
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de risco reduzido para cancer géstrico. Os resultados dos ensaios clinicos séo ainda
mais significativos, demonstrando que a erradicagéo de H. pylori pode promover a
cura da Ulcera péptica .(ARKKILA et al., 2005).

A funcgéo do dupA ainda é desconhecida, mas de acordo com LU et al. (2005)
hé& relagdo com a absor¢do de DNA durante a transferéncia do material genético em
conjugacao bacteriana, divisdo da célula e transferéncia de proteinas.

Por fim, dada a importancia do Helicobacter pylori na etiologia de doencas
géstricas, o pouco conhecimento sobre o marcador de patogenicidade dupA e a
relagdo com o gene cagA e alelos do gene vacA, o presente trabalho é bastante
original podendo contribuir significativamente no entendimento das doencas
géstricas e do H. pylori. (RASMUSSEN et al., 2013).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BREVE HISTORICO

Um dos primeiros registros sobre a observacdo de bactérias espirais na
mucosa géstrica foi realizado em cachorros, em 1890. (BIZZOZERO et al., 1892).
Em 1982 uma bactéria foi descrita pela primeira vez em humanos, por Marshall e
Warren, a partir de fragmentos de bidpsia gastrica de pacientes com fortes dores
estomacais, diagnosticadas como gastrite crdnica e Ulceras pépticas. Esses
pesquisadores acreditavam que a bactéria referida pertencia ao género
Campylobacter. (MARSHALL,1984; GOODWIN, ARMSTRONG 1990).

Em 1989 foi realizado o sequenciamento do RNA do Campylobacter pylori;
sendo associado as técnicas de biologia molecular, a caracterizacéo de proteinas e
lipidios da parede celular, & caracterizagdo soroldgica e andlise das propriedades
bioquimicas, demonstrando que esta espécie ndo pertencia ao género
Campylobacter, sendo necessério reclassifica-la para um novo género, o
Helicobacter, adequando a classificagdo taxonémica do microrganismo para
Helicobacter pylori. (GOODWIN et al., 1989; MURRAY, ROSENTHAL, PFALLER,
2006).

Antes do primeiro isolamento da bactéria e sua documentacédo, a comunidade
médica da época ndo reconhecia a bactéria H. pylori como um agente responsével
por potencializar e/ou contribuir para o aparecimento de Ulceras estomacais e
gastrites, pois acreditava-se que o estdbmago fosse um ambiente estéril, devido a
sua acidez, impossibilitando que este fosse nicho ecoldgico de qualquer organismo.
(GUZMAN, 2006; TORTORA, FUNKE, CASE, 2000). No entanto o H. pylori &
totalmente adaptado ao estbmago humano, seu principal reservatério, tornando-se
alvo de incontaveis pesquisas e estudos microbiolégicos, histolégicos,
epidemioldgicos, imunoldgicos, ecoldgicos e clinicos. (LAMBERT et al., 1995; VAZ,
ZATERKA, 2005).
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2.2 ASPECTOS GERAIS DO H. PYLORI

O H. pylori é provavelmente o agente de infeccdo crdonica mais comum em
seres humanos e é o principal fator de risco para o desenvolvimento de cancer
gastrico. (YAMAOKA, 2012; PASECHNIKOV et al., 2014). Este coloniza
especificamente a mucosa gastrica e as microvilosidades gastricas das células
epiteliais e acredita-se que contribua diretamente na destruicdo da célula gastrica
por producdo de citotoxinas e enzimas toxicas, desregulando os fatores defensivos

do epitélio. (VAZ; ZATERKA, 2005).

Figura 1 - H. pylori invadindo as células epiteliais do
estdbmago e duodeno.
Fonte: DAVIDSON (2010).

Em 1994, H. pylori foi classificado como um carcinogeno de classe | pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Segundo a propria OMS, 550.000 novos
casos por ano de cancer de estdbmago sdo atribuidos ao H. pylori, 0 que
corresponde a aproximadamente 55% dos casos de neoplasias. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000). Desta forma, cepas diferentes da bactéria com padrbes de
viruléncia distintos, atuam de forma diferenciada no hospedeiro, levando a distintos
graus de inflamacdo da mucosa do estdmago, incluindo a producéo de urease, a
citotoxina vacuolizante e a presenca de flagelos. (THOMAZINI et al., 2006).

A colonizacdo da bactéria no tecido gastrico é quase sempre acompanhada
por processo inflamatério agindo como resposta imunoldgica do corpo frente a
bactéria. Com o tempo a inflamacéo vai se estendendo, resultando na reducdo da

secrecdo e, as vezes, na perda de células parietais, causando atrofia gastrica. Em
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consequéncia disso, a inflamagédo pode passar de gastrite superficial para cancer
géstrico. (SUERBAUM; MICHETTI, 2002).

A infeccdo pelo H. pylori € normalmente adquirida na infancia, e uma vez
estabelecida, pode persistir durante toda a vida do hospedeiro, se ndo proceder a
sua erradicagdo com antibidticos e a cronicidade desta infeccdo pode levar ao
desenvolvimento das doengas gastricas mais severas, aparecendo as
manifesta¢cfes clinicas normalmente na idade adulta. (PORTAL-CELHAY; PEREZ-
PEREZ, 2006).

2.3 MORFOLOGIA

O H. pylori € um bacilo, apresenta uma forma helicoidal, gram negativo,
microaerdfilo, curvo e espiralado; mede em torno de 2,4 a 4,0 pm de comprimento e
0,5 a 1,0 um de largura, apresenta de dois a seis flagelos unipolares que atravessam
a parede celular e estéo ligados & membrana citoplasmatica por um disco basal. Na
extremidade, os flagelos apresentam uma forma de bulbo bastante caracteristica e
sdo constituidos por uma unidade central envolvida por uma bicamada fosfolipidica
que os protege da acidez géastrica. (BROWN, 2000; VAZ, ZATERKA, 2005).

Em condicdes de stress fisico ou quimico o H. pylori pode apresentar uma
forma cocéide com um tamanho variavel entre 0,8 a 1,0 um e nao cultivavel in vitro.
Estas formas também possuem flagelos unipolares, e apesar de ndo serem
cultiviveis, mantém aparentemente a capacidade de sintetizar DNA. (MARSHALL,
WARREN, 1984; ALARCON, DOMINGO, LOPEZ-BRES, 1999).

2.4 H. pylori E CANCER GASTRICO

O céncer géstrico é a segunda causa mais comum de morte por cancer no
mundo e quase dois tercos dos casos ocorrem em paises em desenvolvimento.
(YAMAOKA, 2012; PASECHNIKOV et al., 2014).

A maioria dos casos de cancer géstrico estdo relacionados a infeccao por H.
pylori, sendo este o principal fator de risco para o desenvolvimento da doenga, com
uma estimativa conservadora de 74,7% de todos os carcinomas gastrico ndo-cardia.
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) havia classificado em 1994 o H. pylori

como carcindégeno de classe | e recentemente isso tem sido reforgado, pela Agéncia
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Internacional para Pesquisa sobre Céancer (IARC). (PASECHNIKOV et al., 2014).

Apos a infecgdo pelo H. pylori, ocorre ativagdo de midltiplas vias intracelulares
em células epiteliais, tais como MAPK, NF-kB, ativador de proteina (AP) -1,
Wnt/a-catenina, PI3K, transdutores de sinal e ativadores de transcricdo 3 (STATS3),
ciclooxigenase 2, que afetam as fungbes celulares tendo como consequéncia a
producdo elevada de citocinas inflamatérias, alteracdo das taxas de apoptose,
proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais, e mais importante, resultam
na transformag@o oncogénica de células epiteliais. (CAO et al., 2014; CHIURILLO
et al., 2013). Os fatores de viruléncia como o cagA, vacA, dupA e as proteinas de
membrana externa (OMPs), sdo responsaveis por muitos destes efeitos. O H. pylori
induz alteracdes epigenéticas, como a metilacdo do DNA e a modificacdo das
histonas, que s&o importantes na transformac¢do oncogénica. (DING; GOLDBERG;
HATAKEYAMA, 2010).

2.5 EPIDEMIOLOGIA E ROTAS DE TRANSMISSAO DO H. pylori

A gastrite por H. pylori € uma das infec¢des mais comuns entre 0s seres
humanos, comprometendo cerca da metade da populagdo mundial, sendo mais
frequentemente adquirida na infancia e em paises em desenvolvimento. (BATESON,
2006). A bactéria é cosmopolita, sendo, portanto, encontrada em habitantes dos
cinco continentes. (FOX; WANG, 2002). O baixo nivel socioeconémico e suas
consequéncias naturais, como condi¢cdes de higiene precérias, aglomeracdo nas
moradias e auséncia ou deficiéncia de saneamento basico, sdo fatores que
favorecem a aquisicao da bactéria. (BROWN, 2000).

O modo de transmissdo do H. pylori € incerto, nenhuma Unica via tem sido
claramente identificada. O contato pessoa a pessoa é considerado a mais provéavel,
quer seja por via oral-oral, gastrica-oral ou oral fecal. (WEYERMANN et al., 2006).
Porém, a infecgdo por vegetais e/ou dgua contaminada e transmissdo zoonGtica
também tem sido sugerida, principalmente nas populagdes servidas por agua
municipal. (STONE, 1999; KODAIRA; ESCOBAR; GRISI, 2002).

A prevaléncia da infeccdo por H. pylori, nos adultos, é superior a 80% na
maioria dos paises em desenvolvimento e varia entre 20 e 50% nos paises
desenvolvidos. (SUERBAUM, MUCHETTI, 2002; KASPER et al., 2008).
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Em estudos realizados no Brasil as prevaléncias encontradas foram: 59,5%
no Rio de Janeiro (RJ); 76,3% em Sao Paulo (SP); 83% em Santa Maria (RS);
84,7% em Nossa Senhora do Livramento (MT); 85,18% em Botucatu (SP); 87% em
Aracuai (MG); 89,6% em Campinas (SP) e 96% em Sao Luis (MA). (LADEIRA,
2003). Em uma pesquisa feita no estado de S&o Paulo foi observado que a
prevaléncia do H. pylori em adultos é de 65,6%; apresentando correlacdo com a
raca, idade, exame endoscoépico prévio, areas populosas, tipo de agua, falta de
saneamento durante a infancia, baixa renda e educacéao. (VERGUEIRO et al., 2008).

No Brasil, ha poucos estudos avaliando a prevaléncia da infeccdo em
criangcas. Um estudo realizado na periferia de Fortaleza e na é&rea rural de
Melquiades (MG), sugere que as taxas de prevaléncia da infec¢do entre as criancas
sao superiores a 56,8%, e deve-se salientar que atingem 75,4% nas criancas entre
12 e 14 anos de idade. (ROCHA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004).

A prevaléncia € ainda mais elevada em popula¢des ribeirinhas e indigenas de
Rondénia, onde atinge o percentual de 83,1%. (CUNHA et al., 2003). Célculos de
incidéncia mostram que a infeccdo € adquirida muito precocemente nas regides
menos favorecidas do pais, podendo atingir até 25,0% de criancas de até 2 anos de
idade. (ROCHA et al., 2003; CUNHA et al., 2003). Por outro lado, em paises
desenvolvidos, a infecgcdo ocorre em apenas 10% das criangas abaixo dos 10 anos
de idade, e um declinio acentuado da prevaléncia vem sendo verificado.
(EVERHART, 2000).

Figura 2 — Distribuicdo mundial da infec¢éo pelo H. pylori
Fonte: Comparative Bioinformatcs Services (2011)



18

2.5.1 Transmissao por via oral-oral e gastro oral

Na contaminagdo oral-oral, a cavidade bucal tem sido proposta como
reservatério de infecgéo e reinfec¢do pela H. pylori. A regurgitagdo do suco géastrico
pode contaminar a boca, predispondo a colonizacdo por essa bactéria por tempo
indeterminado. Dentre as principais fontes de infecgdo oral incluem a saliva, a placa

dental, o contetdo do refluxo géstrico e o vomito. (BROWN, 2000).

2.5.2 Transmissao por via fecal-oral

J& na contaminacao fecal-oral, o isolamento da bactéria das fezes em meios
de cultura foi realizado por varios pesquisadores do mundo todo, sugerindo assim
uma possivel via de transmissédo. (BLASER, ATHERTON, 2004; BATESON, 2006).
No entanto o isolamento da bactéria das fezes é dificultado pela necessidade de
utilizagdo de fezes ndo armazenadas por longos periodos para a obtencédo de
melhores resultados. (BROWN, 2000).

2.5.3 Transmisséo iatrogénica ou gastro-gastrica

O material clinico que contém o H. pylori utilizado para procedimentos
diagnésticos realizados por via endoscoOpica pode servir como uma fonte de
infeccdo. Mesmo com procedimentos de desinfecgdo, instrumentos utilizados
durante bidpsia por via endoscopica também sdo a causa de infecgdes. (KODAIRA;
ESCOBAR; GRISI, 2002).

2.6 VIRULENCIA DO H. pylori
Como citamos anteriormente o H. pylori infecta cronicamente a mucosa

géstrica humana, o que pode contribuir no desenvolvimento das doencgas pépticas.

Os fatores que contribuem para colonizacdo e persisténcia da bactéria estdo
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inerentemente relacionados com a viruléncia do H. pylori. A resisténcia ao &cido
géstrico, a motilidade e a ades&@o séo processos fundamentais para a colonizacdo
das células epiteliais géastricas. A afinidade do H. pylori pelas células muciparas
gastricas deve-se a composicdo neutra do muco gastrico, diferente dos
mucopolissacarideos &cidos produzidos pelas células caliciformes da metaplasia
intestinal. (QUEIROZ; MENDES, 1993).

Sua capacidade de aderir a mucosa gastrica propriamente dita por meio de
adesinas € uma forma da bactéria ndo ser eliminada pelo peristaltismo gastrico e,
assim, poder provocar inflamacéo (gastrite) e colonizar focos de metaplasia gastrica
no duodeno, promovendo inflamacéo (duodenites) e facilitando a ulceracdo da
mucosa duodenal. (TRABULSI, 2002; CLYNE, DOLAN, REEVES, 2007).

A potente atividade de secrecdo ureasica desempenha papel fundamental na
sobrevivéncia da H. pylori em meio &cido. A urease que é liberada hidrolisa a uréia
presente no estdbmago produzindo ions amdnia e CO2. (VOLAND et al., 2003). Os
ions de amobnia alcalinizam o 4cido do estbmago nas proximidades da bactéria, fato
que possibilita a sua multiplicagdo. (HARVEY et al., 2008). A atividade citotoxica da
amonia aumenta a permeabilidade das células epiteliais para protons, desta forma
podendo contribuir como mediador de resposta imunoldgica no local, pois € um
potente ativador de macréfagos in vitro. (GOBERT et al., 2002).

Os flagelos propiciam a locomog&o da bactéria através da mucosa gastrica
até alcancar o pH mais alcalino abaixo da mucosa. Essa propriedade também serve
como defesa da bactéria contra as contracdes que regulam o estdmago vazio.
(AGUILAR, AYALA, FIERROS-ZARATE, 2001).

O H. pylori também é protegido pela producdo de enzimas, sintetizadas pela
bactéria, tais como superoxido dismutase, catalase e arginase, que conferem
protecdo contra a atividades de macrofagos e neutréfilos, impedindo uma resposta
eficaz do hospedeiro. (MURRAY et al., 2006). Além disso, fatores genéticos da
bactéria parecem estar relacionados ao prognostico do hospedeiro, grau de infeccao
e inflamacgé&o gastrica. (MARIE, 2012).

O conhecimento das caracteristicas genéticas do H. pylori tem permitido
compreender que as espeécies podem diferir em viruléncia, aumentando o risco a
doenga gastrica. Dentre os marcadores de patogenicidade do H. pylori podemos
citar os genes: cagA (cytotoxin associated gene A), o vacA (vacuolating cytotoxin), o

babA (blood group antigen-binding adhesin) e o iceA (induced by contact with
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epithelium) e o mais recente dupA (duodenal ulcer promoting gene). (RASMUSSEN
et al., 2013).

2.6.1 Gene vacA (Citotoxina Vacuolizante A)

O gene vacA é considerado um importante fator de viruléncia do H. pylori na
patogénese da ulceragdo péptica e do cancer gastrico. Este gene codifica a
producdo de uma citotoxina vacuolizante conhecida como vacA. A atividade protéica
da vacA envolve mudltiplas atividades celulares, incluindo vacuolizacdo da célula,
formagdo de canais da membrana, liberagdo do citocromo C levando a apoptose,
interrupcgéo das fungdes endossomais e lisossomais e imunomodulagéo. (DEBELLIS
et al., 2001; SHIOTA, SUZUKI, YAMAOKA, 2014).

O gene vacA esta presente em todas as cepas de H. pylori, e compreende
duas partes variaveis, conhecidas como regido “s” e regiao “m”. A regiao “s” do gene
vacA é responsével por codificar o peptideo sinal e esta localizado na extremidade 5’
do gene e pode se apresentar como alelos “s1” e/ou “s2”. (CHIOZZI et al., 2009;
SIDDIQUE et al., 2014). A regido “m”, localizada na regido mediana do gene, pode
apresentar como alelos “m1” e/ou “m2”. O alelo s1 se relaciona com a producéo de
citotoxina e o alelo m1 a producdo de maior quantidade de proteina. Dessa forma,
linhagens bacterianas classificadas como s1/ml estdo envolvidas com produgéo de
altos niveis de citotoxina de vacuolizag&o e linhagens tipo s1/m2 estdo associadas
com producdo de médios niveis de toxina. No entanto, as linhagens classificadas
como s2/m2 induzem a produgd@o de baixos niveis ou até mesmo associam-se a
nenhuma producdo de citotoxina de vacuolizagdo. As cepas vacA do tipo s1/ml
parecem ser mais patogénicas que as s2/m2, sendo mais relacionadas a Ulcera
péptica e cancer gastrico. (VAN-DOORN et al., 1998; ATHERTON et al., 1999).
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Gene vacA - Diversidade
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Figura 3 - Diversidade alélica do gene vacA.
Fonte: Elaborada pelo autor.

2.6.2 Gene cagA (Citotoxina - Associada A)

O primeiro gene especifico identificado no H.pylori foi o gene cagA
(cytotoxina-Associada A), este gene esta diretamente relacionado a doencas
géstricas sendo o mais patogénico fator de viruléncia expresso pelo H. pylori. Esta
presente em 50-70% das cepas de H. pylori, codifica uma proteina imunodominante
de alto peso molecular, 120-140 KDa. (COVACCI et al., 1993). Localizado em uma
regido denominada ilha de patogenicidade cromossémica (Cag PAI) de
aproximadamente 40kb, compreende diversos genes que podem transcrever entre
27 e 30 proteinas. (RASMI, RAEISI, SEYYED MOHAMMADZAD, 2012)

A proteina cagA do H. pylori atua como antigeno altamente imunogénico.
Essa proteina é injetada na célula hospedeira, via sistema de secre¢édo do tipo IV,
induzindo alteragbes na fosforilagdo de tirosinas, nas vias de sinalizacdo e de
transdugcdo da célula hospedeira, resultando em rearranjos do citoesqueleto e
alteragbes morfologicas que estimulam a célula a se espalhar e se alongar de
maneira idéntica a produzida pelo fator de crescimento de hepatocitos da célula
hospedeira. (CRABTREE et al., 1999).

Vérios genes, localizados na ilha de patogenicidade cag PAI codificam
proteinas que aumentam a producdo de interleucinas pro-inflamatérias como
interleucina 1B (IL -1B) e interleucina -8 (IL -8 ) pelo epitélio gastrico, assim o
gene cagA é encontrado com frequéncia em pacientes que apresentam altos titulos
de anticorpos anti-cag e que apresentam uma intensa resposta inflamatéria gastrica

aumentando significativamente o risco do desenvolvimento de gastrites, ulceras
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pépticas, atrofia gastrica e cancer géstrico. (LADEIRA, SALVADORI, RODRIGUES,
2003; RASMI, RAEISI, SEYYED MOHAMMADZAD, 2012).

2.6.3 Gene dupA (Gene promotor de ulcera duodenal)

Atualmente, a associagdo entre H. pylori e Ulcera péptica esta definitivamente
comprovada. Em 2005, LU et al. identificaram um gene bacteriano associado a
Ulcera duodenal, nomeado de dupA.

De acordo com SHIOTA (2014), e colaboradores o gene dupA é o primeiro
fator genético do H. pylori detectado a ser associado com uma susceptibilidade
diferencial de Ulcera duodenal e cancer géstrico e, portanto, pode ser considerada
como um marcador de viruléncia especificos da doenga.

As cepas portadoras do gene dupA estdo presentes em aproximadamente
42% das Ulceras duodenais e em apenas 21% dos pacientes com gastrite,
apresentando-se como um novo marcador de risco para Ulcera duodenal e de risco
reduzido para cancer gastrico. Os resultados dos ensaios clinicos sdo ainda mais
significativos, demonstrando que a erradicagéo de H. pylori pode promover a cura da
Ulcera péptica. (ARKKILA et al., 2005).

O marcador de viruléncia, dupA, esta localizado na regido de plasticidade do
genoma do H. pylori e é composto por 2 genes: Jhp0917 e Jhp0918 que formam
uma abertura para a leitura continua da sequencia, através da inser¢cdo de uma base
T ou C ap0s a posicao 1385 na regido 3’ do gene Jhp0917. (Lu et al., 2005).

A fung@o do dupA ainda é desconhecida, mas ha relagdo com a absorcéo de
DNA durante a transferéncia do material genético em conjugacgéo bacteriana, divisao
da célula e transferéncia de proteinas. (LU et al., 2005)

Similarmente ao observado para outros marcadores de viruléncia, a presenca
do gene dupA em cepas de H. pylori e sua associagdo com doengas variam
consideravelmente, dependendo a populagdo estudada e as &reas geograficas do
mundo. No Brasil h4 poucos estudos que detectam a presenca do gene dupA,
tornando essa abordagem extremamente original e interessante no entendimento da
etiologia das doencas géstricas. (ZHANG et al., 2008; HUSSEIN et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

Considerando amostras de bidpsia gastrica coletadas de criangas e adultos,
com sintomas pépticos, o presente trabalho, teve como objetivos:
a) Caracterizar o marcador de patogenicidade dupA do Helicobacter
pylori, por meio da técnica de PCR;
b) Associar os alelos do gene vacA e a presenca do gene cagA,

previamente detectados, a presenca do gene dupA.
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas um total de 205 amostras, sendo: 105 amostras de
pacientes adultos, (média de idade: 47.8 + 14.3 e 577/48%), e 100 de pacientes
pediatrico,( média de idade: 10.9 + 3.7 e 413/59%) todos positivos para a infeccdo
pelo H. pylori.

E importante destacar que o presente projeto faz parte do projeto de auxilio a
pesquisa “Caracterizagdo do Marcador de Patogenicidade dupA, do Helicobacter
pylori, Genotipagem e Andlise da Expressdo dos Genes do Fator de Necrose
Tumoral e E-caderina em Amostras de Criancas e Adultos com Sintomas Pépticos”
aprovado recentemente pela FAPESP (2012/18333-3), o qual também foi aprovado
pelo Comité de Etica Local (parecer n° 086/12).

4.1 AMOSTRA DE DNA

Todas as amostras foram coletadas e submetidas a extragdo de DNA, para o
diagnéstico e genotipagem do H. pylori pela técnica da PCR ( Polymerase Chain
Reaction). As referidas amostras foram provenientes de pacientes com dor
abdominal da cidade de Marilia e regido, atendidos no Servico de Gastroenterologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Marilia, submetidos a
endoscopia digestiva alta e que ndo receberam drogas quimioterdpicas,

antiparasitarias ou antibigticos nos ultimos 30 dias.

4.2 COLETA DO MATERIAL, EXTRACAO DE DNA, DIAGNOSTICO E
GENOTIPAGEM DO H. pylori

O estudo em questéo foi desenvolvido em colaboracdo com o Laboratério de
Genética da Faculdade de Medicina de Marilia, sob coordenagdo do Prof. Dr.
Spencer Luiz Marques Payao.

E importante destacar que o Laboratério de Genética da Faculdade de
Medicina de Marilia apresenta implantado e padronizado h& anos o servico de
Coleta de Biopsia Gastrica, Extracdo de DNA, Diagndstico e Genotipagem do H.
pylori pela PCR. Desta forma o Laboratério de Genética da Faculdade de Medicina

de Marilia forneceu todas as amostras de DNA além do diagndstico e genotipagem
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dos marcadores de patogenicidade cagA e vacA do H. pylori, assim a coleta do
material, extracdo de DNA e diagnostico do H. pylori ndo ser@o descritos no
presente estudo, porém todos os detalhes estdo descritos na literatura em artigos
publicados pelo nosso grupo de pesquisa. (GATTI et al., 2006; RASMUSSEN et al.,
2010; RASMUSSEN et al., 2013). Vale ressaltar, que as amostras foram fornecidas ,
e todas positivas para o H. pylori, de forma randomizada e blindada na qual os
pesquisadores do presente projeto tiveram acesso as informacdes de cada amostra

apenas apos a concluséo do projeto.

4.3 DETECCAO DO FATOR DE VIRULENCIA DO H. pylori, Gene dupA

A deteccéo do gene dupA foi realizada através da técnica da PCR, utilizando
o par de primers: sense 5, - CGTGATCAATATGGATGCTT — 3’ e 0 antisense 5'-
"TCTTTCTAGCTTGAGCGA -3'descritos por GOMES et al., (2008), o qual amplifica
um fragmentos de 197pb referente ao gene em questdo (Figura 1). Controles
negativo e positivo foram incluidos em todos os experimentos. As condi¢des de
amplificagcdo para a reagao da PCR foram de 35 ciclos de amplificagcdo, onde cada
ciclo consistiu de 45 segundos de desnaturagcdo a 94° C, 45 segundos de
associagdo a 53 °C e 45 segundos de extenséo a 72° C.

Os fragmentos foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 2,0%,
documentados e analisados através do sistema de captura e andlise de imagens

Alpha Imager 2000 (Alpha Innotech Coorporation) (Figura 4).
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300pb —»
200pb —*

100p —»

<“—— 197pb

Figura 4 - Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio para visualizacdo do fragmento de
197pb referente a presenca do gene dupA. Slot 1: Ladder 100pb; Slot 2 e 3: Controles
positivo e negativo, respectivamente; Slot 4: Amostras negativa para a deteccdo do
gene dupA; Slot 5, 6 e 7: Amostras positivas para o gene dupA.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As associagcbes entre os marcadores de patogenicidade foram analisadas
pelos testes: x* com correcéo de Yates e/ou Exato de Fisher. As anélises estatisticas
foram realizadas utilizando-se 0 pacote estatistco SPSS®, versdo 20.0 e

consideradas estatisticamente significante quando p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 DETECCAO DO GENE dupA

Foram analisadas um total de 205 amostras de bidpsias géstricas de
pacientes adultos e pediatricos, todas positivas para a infecgdo pelo H. pylori, o
gene dupA foi detectado em 85 (41,5%) amostras, destas, 105 séo provenientes de
pacientes adultos nas quais o gene dupA foi detectado em 48 (45,7%), amostras;
entre os 100 pacientes pediétricos estudados, o gene dupA foi encontrado em 37
amostras (37%). (Tabela 1).

A analise histopatologica foi realizada em 154 (75,13%) pacientes (99 adultos
e 55 pediatricos) e revelou a presenca de gastrite cronica em 144 (93,5%) (97
adultos e 47 pediatricos), sendo que apenas 10 (6,5%) pacientes (2 adultos e 8

pediatricos) apresentavam a mucosa géastrica normal.

Tabela 1 - Detecgdo do marcador de patogenicidade do Helicobacter pylori, gene
dupA em amostras de pacientes adultos e pediatricos.

Pacientes N (%) dupA Positivo dupA Negativo
Adultos 105 (100%) 48 (45,7%) 57 (54,3%)
Pediatricos 100 (100%) 37 (37,0%) 63 (63,0%)
Total 205 (100%) 85 (41,5%) 120 (58,5%)

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 PRESENCA DO GENE cagA E ALELOS DO GENE vacA

Em relacdo a presenga dos outros marcadores de patogenicidade do H.
pylori, 0 gene cagA foi detectado em 51 (48,57%) das 105 amostras de pacientes
adultos e em 47 (47%) das 100 amostras de pacientes pediatricos. Em relagdo ao
gene vacA, em amostras de adultos, a combinacgao alélica mais virulenta, s1/ml foi
detectado em 58 (55,23%) pacientes, por outro lado o alelo s2/m2 foi encontrado em
33 (31,42%) individuos, outras combina¢bes, sl1/m2 e sl/s2/ml/m2 foram
encontradas em 14 pacientes (13,33%) (Tabela 2).

Quanto as amostras de criancas, o genétipo s1/ml foi detectado em 45 (45%)

amostras, por outro lado o genoétipo s2/m2 foi encontrado em 42 (42%) individuos,
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outras combinagbes sl1l/m2, s2/mle sl1/s2/ml/m2, foram encontradas em 13
pacientes (13%).

A andlise histopatoldgica foi realizada em um total de 166 pacientes, destes
166 pacientes, 153 apresentavam gastrite cronica e 13 apresentavam a mucosa

gastrica normal.

Tabela 2 - Distribuicdo do gene dupA, cagA e genotipos do gene vacA em amostras
de pacientes adultos e pediatricos com gastrite cronica e mucosa normal
(GC: Gastrite Cronica e MN: Mucosa Normal).

Histopatolégico

N Amostras De
Genes GC MN

Total Adultos Criangas Adultos Criangas Adultos Criancas
cagA + 98 51 47 47 26 1 4
cagA - 107 54 53 48 32 1 7
dupA + 85 48 37 44 26 1 2
dupA - 120 57 63 51 32 1 9
sl/ml 103 58 45 54 26 2 4
s2/m2 75 33 42 28 26 0 4
s1/m2 17 10 7 10 4 0 2
s2/ml 1 0 1 0 0 0 0
s1/s2/m1/m2 9 4 5 3 2 0 1
Total 205 105 100 153 13

Fonte: Elaborado pela autora.

Notas: Sinais utilizados:
GC: Gastrite Crbnica
MN: Mucosa Normal

5.3 ASSOCIACAO ENTRE OS MARCADORES DE PATOGENICIDADE: GENES
dupA, cagA e vacA

A andlise estatistica revelou uma associa¢do estatisticamente significante
entre o gene dupA e o gene cagA (p=0.0003, risco relativo (RR) 1.73 e intervalo de
confianga [Cl]=1.3-2.3). Uma segunda associagdo estatisticamente significante foi

observada entre o gene dupA e o geno6tipo s1/ml do gene vacA (p=0.0001, RR: 1.72
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and Cl: 1.3-2.2). Como esperando o gene cagA também foi associado aos alelos
s1/ml do gene vacA (Tabela 3).

Vale ainda salientar que a combinagcdo dos marcadores de patogenicidade
genes dupA+/cagA+/s1/ml foi encontrada em 47 amostras revelando uma possivel
associagéo entre os principais marcadores.

E importante destacar que os resultados mencionados acima foram obtidos
qguando analisadas todas as 205 amostras simultaneamente (pacientes adultos e
pediatricos) porém, as mesmas associa¢fes foram encontradas quando 0s grupos

foram analisados separadamente.

Tabela 3 - Associacdo entre os marcadores de patogenicidade do H. pylori, gene
dupA, cagA e gendtipo do gene vacA em amostras de pacientes com
sintomas pépticos.

Genes cagA vacA total
dupA Positivo  Negativo | s1/ml s2/m2 outros
Positivo 54 31 59" 19 7 85
Negativo 44 76 44 56 20 120
Total 98 107 103 75 27 205

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: *Associacao estatisticamente significante
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6 DISCUSSAO

O H. pylori apresenta uma grande diversidade genética e foi na regido de
plasticidade do genoma do H. pylori, que o gene dupA foi descrito. Primeiramente, o
gene dupA foi associado ao desenvolvimento de Ulceras duodenais e considerado
um fator protetor contra o céncer géstrico. (Lu et al.,, 2005). Entretanto estes
resultados séo controversos e podem variar de acordo com a populagéo e
principalmente com a &rea geogréfica estudada.

Estudando pacientes com sintomas pépticos, da cidade de Marilia e regido,
atendidos pelo Sistema Unico de Salde o presente estudo detectou o gene dupA
em 85 (41,5%) pacientes, sendo 48 (23,4%) adultos e 37 (18,1%) criangas.
Contrariando nossos resultados, Gomes et al., (2008) relataram uma alta frequéncia
do gene dupA e reportam sua presenca em 89,46% e 100% dos pacientes adultos e
pediatricos estudados, respectivamente. E importante destacar que para a deteccio
do gene dupA, utilizamos primers especificos para cepas brasileiras e descritos por
Gomes et al., (2008) porém, os resultados distintos podem ser, em parte, explicados
pela heterogenia populacional, area geografica estudada e/ou perda de material
genético ou rearranjos na zona de plasticidade do genoma do H. pylori.

Arachchi e colaboradores (2007), estudando a populagao Indiana, detectaram
0 gene dupA em 37,5% dos pacientes com Ulcera duodenal e em 22,9% dos
pacientes com sintomas pépticos. Resultados similares foram encontrados por
Zhang et al., (2008) e Wang et al., (2013) que diagnosticaram o gene dupA, em
35,3% e 31%, respectivamente. Ambos os autores, Arachchi et al., (2007) e Zhang
et al., (2008), revelaram uma associacdo entre a presenca do gene dupA e Ulcera
duodenal, resultado ndo observado em relacdo ao cancer géastrico e gastrite. Wang
(2013) e colaboradores associaram a presenca do gene dupA com resultados
clinicos mais graves e um pior prognastico.

Recentemente, Imagawa et al., (2010), revelaram que pacientes infectados
por cepa dupA positiva apresentam uma maior secrecdo de &cido gastrico, além
disso Abadi et al., (2012) concluiram que cepas dupA positivas sdo mais resistentes
a acidez estomacal e adaptadas ao microambiente &cido, contribuindo para o
desenvolvimento de Ulceras.

Shiota (2012) e colaboradores estudaram 142 pacientes e nao verificaram

associacdo entre o dupA e doencas gastrointestinais, sua meta-analise confirmou a
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importancia do gene dupA na formagé@o de Ulceras duodenais, especialmente em
paises asiaticos.

Em relagéo a presenca do gene cagA, nossos resultados confirmam estudos
anteriores com 47,8% de positividade. (GATTI et al., 2006, GOMES et al., 2008,
GONCALVES et al., 2013; GATTI et al.,, 2003; RASMUSSEN et al., 2012). Outro
resultado interessante foi a associagéo entre a presenga dos genes dupA e cagA,
em pacientes adultos e pediatricos com gastrite. Arachchi et al., (2007) e Gomes et
al., (2008) encontraram resultados semelhantes porém apenas em pacientes com
Ulcera duodenal.

Também encontramos uma importante associa¢cdo entre a presenca do gene
dupA e o gendtipo mais virulento do gene vacA, sl/ml. Resultados que véo ao
encontro dos relatados por Arachchi et al., (2007) que associaram o gene dupA com
os alelos s1 e ml separadamente. Interessantemente, cepas H. pylori dupA positivo,
cagA positivo e gendtipos s1/ml do gene vacA foram encontrados em 47 (23%)
pacientes. Arachchi et al., (2007) encontrou esta mesma associagdo, porém, em
apenas trés pacientes com sintomas pépticos.

Marie (2012), observou em seu estudo, uma correlacdo entre o genotipo
s1/ml do gene vacA e Ulcera péptica, além da associacdo entre os alelos s1/ml e a
presenca do gene cagA, associagdo também observada em nosso estudo.

No entanto, nosso estudo apresenta algumas limitagbes. Os pacientes
estudados apresentavam apenas gastrite e seria interessante reproduzir o estudo
em pacientes com Ulceras e cancer géstrico. Outro aspecto relevante é que o gene
dupA foi detectado pela PCR, demonstrando a presenca dos genes jhp0917 e
jhp0918. Queiroz, et al. (2011) sugerem que apenas a presenca destes genes pode
ndo ser suficiente para caracterizar o gene dupA funcional, assim a utilizagdo de
outras ferramentas molecular seria interessante.

Nossos resultados demonstram que o gene dupA apresenta uma alta
prevaléncia na regido estudada e pode ser considerado um marcador de viruléncia
importante, mas sdo necessarios mais estudos, para afirmar que € um marcador
doenga-especifica. Em adicional, as associa¢gbes encontradas representam uma
nova informacdo que sugerem uma intima relacdo entre os marcadores de

patogenicidade e o desenvolvimento de doengas gastricas mais severas.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, o gene dupA tem moderada frequéncia em pacientes
brasileiros e foi associado com o gene cagA e o com o genoétipo s1/m1 do gene
vacA, e é considerado um importante fator de viruléncia no desenvolvimento de

doengas gastricas em pacientes adultos e pediatricos.
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Abstract

Background: Virulence factors of Helicobacter pylori have been demonstrated to be predictors of
gastric diseases. Duodenal ulcer-promoting gene A (dupA) is a novel virulence factor in the
Helicobacter pylori and it was associated with the duodenal ulcer development and a reduced risk for
gastric carcinoma in some populations. The present study aimed to determine the presence of dupA
gene and evaluate the association among dupA and other virulence factors such as cagA, vacA in
Brazilian patients. Methods: Gastric biopsies were obtained from 205 dyspeptic patients, 100
pediatric and 105 adult ones. DNA was extracted and analyzed for the presence of H. pylori and
virulence factors using the polymerase chain reaction method. Results: Patients with gastritis had a
higher frequency of H. pylori-positive. The dupA gene was detected in 41.5% (85/205); cagA gene
was obtained with 98 isolates (47.8%) and vacA genotypes s1/m1 50.2%, s1/m2 8.3%, s2/m2 36.6%,
s2/m1 0.5% and s1/s2/m1/m2 4.4% were found respectively. We also verified a significant association
between cagA and dupA genes (p=0.0003, relative risk (RR) 1.73 and confidence interval [CI]=1.3-
2.3). The genotypes s1/m1 were also associated with dupA gene (p=0.0001, RR: 1.72 and CI: 1.3-2.2).
The same associations were verified when analyzing pediatric and adults groups of patients
individually. Conclusion: dupA is highly frequent in Brazilian patients and it was associated with
cagA gene and vacA s1/ml genotype, and it may be considered an important virulence factor in the
development of gastric diseases in adult or pediatric patients.

Keywords: Helicobacter pylori, dupA, cagA, vacA, gastroduodenal diseases, PCR.

Background
Helicobacter pylori (H. pylori) is a Gram-negative spiral bacterium which colonizes the

human stomach and approximately half of the world’s population is infected with it [1, 2]. In 1994, the

International Agency for Research on Cancer categorized the H. pylori infection as a definite group |
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carcinogen and several authors report the chronic infection may induce gastritis, peptic ulcer, gastric
adenocarcinoma and gastric mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma [3-5].

It is interesting to note that, only a minority, approximately 20%, of H. pylori-infected
individuals develop severe gastric diseases, suggesting that clinical outcomes are determined by the
interaction of bacterial virulence, host genetic susceptibility and environmental factors [2, 6].

Virulence factors of H. pylori, including vacA, cagA and babA play important roles in gastric
diseases. The vacA gene is present in all H. pylori strains and it is composed of two main regions: the
signal region (sl or s2) and the middle region (m1 or m2), which contributes to variations in the
vacuolating activity of different H. pylori strains. s1/m1 strains are the most cytotoxic, followed by the
s1/m2 strains and the s2/m2 [7].

In addition, cagA gene, is present in approximately 60 to 70% of H. pylori strains and several
epidemiological studies have revealed that the presence of cagA-positive strains is correlated with a
higher risk of developing peptic ulceration, gastric atrophy and gastric cancer [8, 9].

Most recently, Lu, et al. [10] described a novel virulence factor, a virboB4 homologue, called
duodenal ulcer promoting gene (dupA), it is located in the “plasticity region” of H. pylori genome and
composed of 2 genes, jhp0917 and jhp0918, which form one continuous open reading frame by the
insertion of a base T or C after the position 1385 in the jhp0917 3’ region [6, 11].

The function of the dupA gene is unclear, but Lu, et al. [10] suggested this gene involvement
in cell division and chromosomal DNA transfer, and reported that infections with dupA-positive
strains increased the risk for duodenal ulcer but they were protective against gastric atrophy, intestinal
metaplasia and gastric cancer in the Japanese, Korean and Columbian patients.

The involvement of virulence factors of H. pylori in gastric disease has been demonstrated
around the world and the aim of the present study was to evaluate the presence of the cagA, vacA and
dupA genes in Brazilian patients (children and adults) and analyze a relationship between virulence

factors and gastroduodenal diseases.

Methods
Patients and Samples

We analyzed 205 samples which were obtained from 100 pediatric patients (413/599 mean
age 10.9 + 3.7) and 105 adult patients (573/489 mean age 47.8 + 14.3) with abdominal symptoms and
who had been submitted to upper gastrointestinal endoscopy in the Department of Gastroenterology of
the School of Medicine of Marilia, Brazil. All subjects or their parents signed an informed consent
form approved by the local Ethical Committee.

Two biopsies were taken endoscopically from the gastric antrum of each patient, one for
genotyping and detecting H. pylori by polymerase chain reaction and the second for histopathological

analyses. Just the patients H. pylori positive.were included in this study
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All patients were from the same socioeconomic level and had similar cultural habits.
Regarding the ethnic origins: approximately 40% were of European origin, 45% were of Amerindian
origin, and 15% were of mixed origin. The ethnic origins were determined by self-report and by the

family geographical origin.

DNA Extraction and H. pylori Isolation

DNA from the gastric biopsies was extracted using the QlAamp® tissue kit (Qiagen,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. For detection of the H. pylori, PCR assays
were performed using one set of oligonucleotides Hpx1/Hpx2 that amplifies a 150bp fragment
corresponding to 16S-rRNA from H. pylori (Table 1). In each experiment, positive (strain 26695) and

negative (water) controls were included.

Detection of cagA, vacA and dupA genes

The analyses of the presence of the target genes, cagA, dupA and vacA genotypes were
performed through PCR, using one set of oligonucleotides for each gene fragment (Table 1)

Genomic DNA was PCR amplified for cagA by the methods of Rasmussen, et al. [9], van
Doorn, et al. [12], amplifying a fragment of 232pb. The vacA “s” and “m” regions were genotyped
with the previously described primer sets SA/SC and MA/MB. The SA/SC primers amplified “s1”
fragments of 176 bp and “s2” fragments of 203 bp. The “m1” fragments were 400 bp and the “m2”
fragments were 475 bp [9, 12-14] (Table 1).

To evaluate the presence of the dupA gene, we used the primers described by Gomes, et al. [6]
which amplifies a 197bp fragment. It is important to note that these primers were constructed in well-

conserved regions based on Brazilian strains.

Histopathology

Gastric mucosal biopsy specimens were fixed in 10% buffered formalin, embedded in
paraffin, cut in sequential and stained with Haematoxylin & Eosin and Giemsa stain. The histological
parameters were graded using the criteria described in the Sydney system for analysis of chronic

inflammation, polymorphonuclear activity and intestinal metaplasia [15].

Statistical Analysis
Associations among the virulent factors were evaluated by the two-tailed Chi-square test with
Yates’ correction for each group of patients separately. Differences were considered significant with a

p value lower than 0.05. All statistical analyses were performed with SPSS version 20.0.

Results
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Histopathology analyses were performed in 168/205 (82%) patients (99 adults and 69
children) and they revealed 153 patients with chronic gastritis, 13 patients with normal gastric mucosa
and just two patients with duodenal ulcer. These results suggest an association between chronic

gastritis and the presence of H. pylori.

cagA, vacA and dupA status

Overall, the cagA gene was obtained in 98/205 (47.8%) samples. If we considered the age,
cagA gene was detected in 51/105 and 47/100 samples of adults and pediatric patients respectively
(Table 2).

Regarding the vacA gene, the most virulent allelic combination s1/ml1 was found in 58
(55.2%) of the H. pylori strains, the s2/m2 was detected in 33 (31.4%) and the other genotypes, s1/m2
and s1/s2/m1/m2 were verified in 14 (13.4%) samples from adults. In children, we isolated 45 (45%)
strains of the common vacA genotype s1/ml and 42 (42%) strains of vacA s2/m2. Thirteen percent (13
strains) of the H. pylori bacterium had vacA genotype s1/m2, s2/m1 and s1/s2/m1/m2 (Table 2).

The dupA gene was considered positive when harboring the jhp0917 and jhp0918 genes. dupA
gene was detected in 48 (45.7%) and in 37 (37%) H. pylori strains from adults and children,
respectively. (Table 2)

When children and adults were compared, the dupA gene was more frequent in strains from
adults, but this difference was not statistically significant (p = 0.2610). Similar results were observed

for cagA gene (p = 0.932) and genotypes of vacA (p = 0.1414).

Association of dupA gene with cagA and vacA genes
When the total gastric samples were analyzed collectively, (adults and children) the presence
of the dupA was associated with strains cagA positive (p=0.0003; RR 1.73; Cl = 1.3-2.3). A Similar

association was verified between the dupA gene and the s1/ml genotypes of vacA gene (p=0.0001;
RR: 1.72; Cl: 1.3-2.2). As expected, the virulent allelic combination s1/m1 was associated with cagA
positive (p = 0.0001; RR 3.52; ClI = 2.5-4.99). When children and adults were analyzed separately, a

similar association was observed (data not shown).
It is worthwhile to emphasize that the combination of dupA positive, cagA positive and s1/m1
genotype was found in 47 strains of H. pylori suggesting a possible relationship among the main

virulent factors.

Discussion
H. pylori shows a large degree of genomic and allelic diversity, in special for the “plasticity
region” of the genome, which is, composed of dupA gene, described by Lu, et al. [10]. First, dupA

gene was associated with an increased risk of duodenal ulcer and protection against gastric cancer in
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Japan and Korea, but these results are controversial and there can be variables depending mainly of the
geographic areas studied.

Studying the Brazilian population, we detected the dupA gene in 85 (41.5%) patients, 48
(23.4%) adults and 37 (18.1%) children respectively. In contrast,Gomes, et al. [6] reported different
rates and revealed the presence of dupA gene in 89.46% and 100% of adults’ and children patients,
respectively. Although, we used the primers described by Gomes, et al. [6], these discordant results
may be explained by the geographic areas of Brazil, the population study, the method for molecular
analyzes and lost or rearrangement in the plastic zone.

On the other hand, Arachchi, et al. [16], studying the Indian population, reported the presence
of dupA in 37.5% of patients with duodenal ulcer and 22.86% in patients with functional dyspepsia. In
addition, Zhang, et al. [17] detected dupA gene in 35.3% in the Chinese population. Both authors
revealed that the prevalence of the dupA was significantly higher in strains from duodenal ulcer
confirming the original results, which showed dupA was associated to DU and can be a virulence
marker to this specific-disease; however the present study reported a similar prevalence of dupA in
patients with gastritis.

Recently, Imagawa, et al. [18] showed that patients infected with dupA-positive strains have a
gastric acid output significantly higher than dupA-negative patients. In addition, Abadi, et al. [19]
observed higher acid resistance of the dupA-positive strains which suggest these strains are adapted to
a stomach with high gastric acid output. Together, these results may explain the associations between
the dupA gene and an increased risk for DU formation.

Regarding the detection of cagA gene, our results confirmed previous studies in Western
countries, with 47.8% of cagA-positive patients, without significant differences between adults and
children [6, 9, 14, 20, 21]. Other interesting result was the association between the presence of dupA
and cagA genes in adults, children and when both groups were analyzed simultaneously. Arachchi, et
al. [16] and Gomes, et al. [6] also found similar results, however these authors showed this association
just in patients with DU and in adults.

vacA genotypes were also investigated in this study, and an important association was found
between s1/ml genotype and the presence of dupA gene, in contrast, strains H. pylori dupA-negative
were associated with genotype s2/m2 of vacA gene. Similar results were reported by Arachchi, et al.
[16] but with the allele s1 and m1 separately. Interestingly, strains of H. pylori with the combination
dupA positive, cagA positive and s1/m1 were found in 47 (23%) patients and to our knowledge, just
Arachchi, et al. [16] had described the same association, but they found only three patients with
functional dyspepsia and infected with strains dupA positive, cagA positive and s1/ml. These results
reveal an important association and suggest a possible relationship among the main virulent factors
and the development of severe gastric disease.

However, our study includes some limitations. The patients studied had only gastritis and it

would be interesting to conduct the same study in patients with duodenal ulcer and gastric cancer. It is
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important to note that dupA gene was detected using PCR methods, showing the presence of genes
jhp0917 and jhp0918. Queiroz, et al. [11] suggest that the presence of jhp0917 and jhp0918 genes may
not be enough to characterize an intact and maybe functional dupA and that an analysis of dupA gene

with other molecular biology techniques is important.

Conclusions
DupA is highly frequent in Brazil and it can be considered an important virulence marker.

However, more studies are necessary to affirm this is a specific-disease marker. In addition, the
association among the major virulence marker in adults and children represents new information that

can be associated with the prognosis of patients and a severe gastric disease.
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Table 1: Primers and condition of amplification used in the study

Primers Primer Sequence (5'- 3") Amplification Condition Gene Reference

Hpx1®

CTGGAGARACTAAGYCCTCC
40 cycles at: 1 min, 94°C; 1 min,  16S rRNA

599C and 1 min, 72°C. Scholte et al., 1997

Hpx2 GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA
SA ATGGAAATACAACAAACACAC Atherton et al., 1995
40 cycles at: 45 sec, 94°C; 45 vacA-s
sec, 54°C and 45 sec, 72°C.
SC*  CCTGARACCGTTCCTACAGC Doorn et al., 1998
MA® CACAGCCACTTTYAATAACGA
35 cycles at: 45 sec, 94°C, 45
sec, 55°C and 1 min, 72°C. vacA-m Doorn et al., 1998
MB CGTCAAAATAATTCCAAGGG
Cagl ATGACTAACGAAACTATTGATC
40 cycles at: 1 min, 94°C; 1 min, cagA Rasmussen et al.,
53°C and 1 min, 72°C. 9 2010
Cag2

CAGGATTTTTGATCGCTTTATT
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DupAl CGTGATCAATATGGATGCTT

35 cycles at: 45 sec, 94°C; 45
sec, 52°C and 45 sec, 72°C. dupA Gomes et al., 2008

DupA2 TCTTTCTAGCTTGAGCGA

. Genotype vacA: s1/m1 - strain 60190 of H.pylori (GeneBank U05676).
. Genotype vacA: s2/m2 - strain Tx30a of H.pylori (GeneBank U29401).
e *R=aAorG andY=CorT.

Table 2: Frequency of genes cagA and dupA and genotypes of vacA in H. pylori strains isolated from

105 adults and 100 children with gastric chronic and normal gastric mucosa (GC: Gastric Chronic e

NGT: Normal Gastric Tissue).

Histopathology

N Samples from
Genes CG NGT

Total Adults Children Adults Children  Adults Children
cagA + 98 51 47 47 26 1 4
cagA - 107 54 53 48 32 1 7
dupA + 85 48 37 44 26 1 2
dupA - 120 57 63 51 32 1 9
sl/ml 103 58 45 54 26 2 4
s2/m2 75 33 42 28 26 0 4
s1/m2 17 10 7 10 4 0 2
s2/ml 1 0 1 0 0 0 0
s1l/s2/ml/m2 9 4 5 3 2 0 1
Total 205 105 100 153 13




