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RESUMO

O Helicobacter pylori infecta, aproximadamente, 50% da populagcdo mundial, com
prevaléncia variavel, essa relacionada com o desenvolvimento econémico do pais.
Estudos moleculares de H. pylori reforcam a hipétese, de que a transmissdo da
bactéria ocorre no grupo familiar ocorre, principalmente, entre mée e filho, bem
como entre irmaos. Em parentes de primeiro grau de pacientes com cancer gastrico,
ocorrem de maneira mais frequente alterac6es na mucosa gastrica. Considerando a
infeccdo desde a infancia é maior o risco de desenvolver cancer gastrico em
individuos com histéria familiar de cancer gastrico positiva, a analise do padrao
molecular das cepas de H. pylori nos familiares apresenta-se como uma importante
ferramenta, para determinar o acompanhamento desses individuos. Desse modo,
este trabalho teve o objetivo de realizar uma analise gen6mica entre as cepas de H.
pylori em pacientes com cancer gastrico e em seus familiares. O estudo foi realizado
no laboratorio de Gastroenterologia da Universidade Federal do Ceara. Foram
avaliados 41 individuos positivos para H. pylori, divididos em 8 familias com 1 caso
de cancer gastrico (caso index) em cada, e 72 individuos sem patologias gastricas.
O DNA genbdmico do H. pylori foi extraido das biopsias dos individuos com céancer, e
de seus familiares para identificagcdo dos principais marcadores de viruléncia, bem
como dos individuos controle. Em seguida foram obtidos fingerprints de DNA por
RAPD-PCR, posteriormente analisados no software GelJ2.0., determinando a
similaridade das cepas. O teste ndo paramétrico de Mann Whitney foi utilizado para
comparacao das similaridades entre as familias e a populacdo sem relacdo familiar.
Consideramos estatisticamente diferentes o valor de p<0,05. A similaridade média
do conjunto das familias foi de 18,24% contra 8,12% da populacdo sem relagédo
familiar (72 individuos), (p < 0,001). A similaridade média de cada familia quando
comparada a populacdo sem relacdo familiar foi, significativamente, superior,
variando de 10,00 — 44,44% contra 8,12% (p < 0,05). Desse modo os resultados
desse estudo apontam para a necessidade de acompanhamento préximo dos
familiares de individuos portadores de cancer gastrico, especialmente os irmaos,

devido a alta similaridade das cepas no nicho familiar.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, RAPD-PCR, intrafamiliar, cancer gastrico.



ABSTRACT

Helicobacter pylori infects approximately 50% of the world's population, with variable
prevalence, this related to the economic development of the country. Molecular
studies of H. pylori reinforce the hypothesis, that the transmission of the bacteria
occurs in the family group occurs mainly between mother and son, as well as between
brothers. In first-degree relatives of patients with gastric cancer, occur more frequent
changes in the gastric mucosa. Considering the infection since childhood is greater
than the risk of developing gastric cancer in individuals with a family history of gastric
cancer, the analysis of the molecular pattern of H. pylori strains in the family is an
important tool to determine the follow-up of those individuals. Thus, this work had the
objective of realizing a genomic analysis among the strains of H. pylori in patients with
gastric cancer and their families. The study was conducted in the laboratory of
Gastroenterology of the Federal University of Ceara. 41 individuals were evaluated
positive for h. pylori, divided into 8 families with 1 case of gastric cancer (index case)
in each, and 72 individuals without gastric pathologies. The genomic DNA of H. pylori
was extracted from the biopsies of patients with cancer, and their families to identify
the main virulence markers, as well as of individuals control. Then DNA fingerprints
were obtained by RAPD-PCR, subsequently analyzed in the software GelJ 2.0.,
determining the similarity of the strains. The non-parametric Mann Whitney test was
used for comparison of the similarities between the families and the population with no
family relationship. We considered statistically different the value of p < 0.05. The
average similarity of all the families was 18.24% versus 8.12% of the population with
no family relationship (72 individuals), (p < 0.001). The average similarity of each
family when compared to population with no family relationship was significantly
higher, ranging from 10.00-44.44% versus 8.12% (p < 0.05). Thus the results of this
study point to the need for close monitoring of the relatives of individuals with gastric
cancer, especially the brothers, because of the high similarity of the strains in the

family niche.

Keywords: Helicobacter pylori, RAPD-PCR, intrafamilial, gastric cancer.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO Helicobacter pylori

O Helicobacter pylori infecta, aproximadamente, 50% da populagdo mundial
(Hunt et al., 2011). A prevaléncia dessa infeccdo é variavel, possuindo estrita
relacdo com o desenvolvimento econémico do pais analisado (Kauser et al., 2004;
Hunt et al., 2011).

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a epidemiologia da infec¢ao
pelo H. pylori é caracterizada por uma infec¢cdo, em geral, nas primeiras décadas de
vida, de modo que, aproximadamente, 80% dos infectados, se infectam até os 20
anos de idade (Burucoa e Axon, 2017). Apesar disso, vale destacar que, dentro do
mesmo pais, a prevaléncia da infeccdo varia em subpopulagfes, especialmente, em
relacdo a idade (Graham et al., 1991; Hunt et al., 2011).

Graham et al. (1991) foram um dos primeiros a demonstrar um aumento na
prevaléncia da infecgdo para cada ano de vida. Esse aumento com a idade pode
estar relacionado ao aumento do risco de infecgdo com o passar dos anos.

Outro estudo, em Minas Gerais, verificou uma prevaléncia de 34,1% em
criangas (Oliveira et al., 1994). No Mato Grosso do Sul, a prevaléncia foi de 77,5%
em criancas e jovens, e de 84,7% em adultos, pertencentes a uma populacdo da
area rural (Souto et al., 1998).

Nesse contexto, percebe-se que a prevaléncia da infecgao pelo H. pylori esta
relacionada com baixas condicBes socioecondémicas, principalmente, durante a
infancia, quando o risco de aquisi¢cdo da infeccdo é maior (Burucoa e Axon, 2017).
Outro fator importante é a quantidade de pessoas que residem na mesma habitacéo
e dividindo o mesmo comodo (Mitchell et al., 1992; Malaty et al., 1996). Um estudo
realizado com gémeos encontrou como o0s principais fatores de risco para a
aquisicao da infeccdo a densidade das habitacGes e a baixa renda familiar durante a
infancia (Malaty et al., 1998).

Dentre os fatores que influenciam a patogenicidade do H. pylori, destacam-se
a citotoxina associada ao gene A (CagA) e a toxina vacuolizante A (VacA). A
proteina imunorreativa CagA, é codificada pelo gene cagA, encontrado na maioria
das cepas de H. pylori (Parsonnet, 1998; Blaser e Berg, 2001; Mégraud, 2001,
Suerbaum e Michetti, 2002).
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O gene cagA, mapeado a partir da ilha de patogenicidade cagPAl (conjunto de
29 genes abrangendo 37kb de DNA gendmico). Alguns dos genes na regido cagPAl
codificam o aparelho de secrecdo bacteriano tipo IV, que é capaz de translocar a
CagA para dentro das células hospedeiras. A fosforilagdo da CagA pode ativar
cascatas de sinalizacdo e consequentemente influenciar as fungdes celulares do
hospedeiro, incluindo proliferacdo, apoptose, liberacdo de citocinas e motilidade
celular (Parsonnet, 1998; Blaser e Berg, 2001; Mégraud, 2001; Suerbaum e Michetti,
2002).

Em paralelo, aproximadamente metade das cepas de H. pylori produzem VacA,
gue induz vacuolizacdo de células epiteliais e morte celular (Israel e Peek, 2001;
Mégraud, 2001; Peek, 2002; Bjorkholm e Salama, 2003). O gene vacA apresenta
variacbes na sequéncia de sinalizacdo (sla, slb, slc, s2) e nas regides
intermediarias (m1, m2) do gene (Blaser e Berg, 2001; Israel e Peek, 2001;
Mégraud, 2001; Peek, 2002).

Cepas do H. pylori que possuem o alelo sinal s1 produzem toxina VacA
funcional, enquanto aquelas cepas que possuem o alelo sinal s2 apresentam baixa
capacidade citotoxica (Israel e Peek, 2001; Peek, 2002; Bjorkholm e Salama, 2003).
Nesse sentido, cepas slml sdo mais toxicas do que cepas slm2 e estédo
associados com formas mais severas de gastrite, atrofia e metaplasia intestinal
(Nogueira et al., 2001).

1.2 DOENCAS ASSOCIADAS AO Helicobacter pylori

A infeccdo por H. pylori é um cofator no desenvolvimento de
doencas gastrointestinais. O risco de desenvolvimento dessas doencas em
pacientes com H. pylori varia entre populagdes. Diversos estudos epidemiolégicos
associam a infeccdo por H. pylori e o desenvolvimento de céncer gastrico em
regibes nado cardicas (Sjomina et al., 2017). Em virtude disso, o H. pylori é
classificado como carcinogéno pela OMS.

Além disso, em estudos com individuos com histéria familiar de cancer
gastrico o desenvolvimento de cancer gastrico se apresenta 10% maior em relacao a
populacdo com histéria negativa (Venerito et al., 2017).

Além da infeccdo por H. pylori, que é o fator de risco mais importante para o

desenvolvimento do cancer gastrico, a presenca de cepas mais patogénicas cagA
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positivas, fatores ambientais, predisposicdo genética, historia familiar positiva,

conferem maior risco para o desenvolvimento de cancer gastrico (Braga et al., 2014)

1.3 ESTUDOS NO BRASIL E NO CEARA

Em estudo realizado no Ceara, em uma comunidade urbana de baixa renda,
utilizando teste respiratério marcado com C!, em criancas e adolescentes,
encontrou uma prevaléncia de 30% nas criangcas aos 2 anos de idade, atingindo
74% de infectados aos 20 anos (Rodrigues et al.,, 2004). Estudos anteriores
relataram que, nos individuos acima de 20 anos residentes em comunidade urbana,
a prevaléncia foi em torno de 82% (Braga et al., 1995; Motta et al., 2008).

Outro estudo realizado no Ceara demonstrou, que a infeccdo pelo H. pylori e
a presenca de cepas cagA estdo, significantemente, associados ao cancer gastrico,

e que esses individuos séo infectados na infancia (Cavalcante et al., 2012).

1.4 INFECCAO NA INFANCIA

A infeccdo pelo H. pylori esta associada com baixo nivel socioecondmico,
grande concentracdo de pessoas por residéncia, maus habitos alimentares e falta de
higiene pessoal, sendo geralmente adquirida na infancia (Sarker et al., 1997).

A transmisséo ocorre, principalmente, de individuo para individuo, por via oral-
oral e fecal-oral, principalmente, durante a infancia (Tindberg et al., 2001). A
infeccdo também pode ser oriunda da agua e da comida contaminadas (Hopkins et
al., 1993).

Desse modo, a maioria das pessoas nos paises em desenvolvimento tornou-
se cronicamente infectados pelo H. pylori desde a infancia (Rodrigues et al., 2004)
podendo ser reinfectadas posteriormente. Estudos em comunidades pobres do Peru,
avaliando o percentual de adultos infectados, encontrou uma taxa em torno de 20%
de reinfeccéo por pessoa por ano (Soto et al., 2003). Esta taxa de reinfeccdo é muito
maior do que a observada em estudos clinicos equivalentes em nacdes

industrializadas (< 1% por pessoa por ano) (Soto et al., 2003).

1.5 TRANSMISSAO INTRAFAMILIAR
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Estudos moleculares de DNA das cepas de H. pylori em grupos familiares
obtido por bidpsia gastrica (Roma-Giannikou et al.,, 2003), aspirado gastrico
(enteroteste) (Konno et al., 2005) ou fezes reforcam essa hipotese, de transmissao
da bactéria no grupo familiar (Kivi et al., 2003; Konno et al., 2005). Nesse sentido,
destaca-se, principalmente, a transmissdo entre mae e filho e entre irmaos
(Goodman e Correa, 2000; Tindberg et al., 2001).

O destaque para o papel materno na transmisséao se da principalmente pelo
fato de, em alguns paises, onde por raz6es culturais o contato paterno com os filhos
€, significantemente, menor, a infeccao seria transmitida, principalmente pelas mées
(Malaty et al., 2002; Rodrigues et al., 2004).

Alguns estudos avaliam a transmissdo do H. pylori entre irmdos e
demonstram a relevancia desses na infeccdo, contudo esses estudos néo
consideraram o status infeccioso materno na cadeia de transmissao (Goodman e
Correa, 2000; Weyermann et al., 2009).

Ademais, poucos estudos com irmaos avaliaram a ordem de nascimento e a
infeccdo pela bactéria. Em principio, criangcas mais velhas seriam responséaveis por
transmitir a infeccdo para os mais novos. Esse achado pode variar em diferentes

populacdes (Goodman e Correa, 2000).

1.6 DIVERSIDADE GENETICA

Existe uma importante diversidade genética nas diversas cepas de H. pylori,
demonstrada em isolados clinicos obtidos de diferentes pacientes (Thorell et al.,
2017). Nesse sentido, estudos baseados nas sequéncias gendmicas de duas cepas
de H. pylori (26695 e J99) revelaram que 22% dos genes ndo sao essenciais e
aproximadamente 6% s&o Unicos a cada linhagem (Bjorkholm et al., 2001). Além
disso, é notavel a variacdo na sequéncia de alguns genes ou regides, como a ilha de
patogenicidade cagPAI (Guillemin et al., 2002) e genes de resisténcia a drogas
(Ribeiro et al., 2004).
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1.7 HISTORIA FAMILIAR E CANCER GASTICO

Nesse sentido, o cancer de estdmago € o segundo mais frequente nas
regibes Norte e Nordeste em homens e o quarto mais frequente na Norte em
mulheres (INCA, 2016).

Muitos canceres gastricos sdo esporadicos ou por vezes se desenvolvem
devido a concomitancia com a infeccdo com H. pylori, no entanto, em estudos com
familiares o desenvolvimento do cancer géastrico em familiares se apresenta em
torno de 10% maior (Garziera et al., 2013).

A literatura sugere uma predisposicdo genética entre historia familiar positiva
e o desenvolvimento de cancer gastrico de 10-20% dos casos (Zanghieri et al.,
1990; La Vecchia et al., 1992). Relacionando esse dado a um risco trés vezes maior
de desenvolvimento de cancer gastrico em parentes de primeiro grau (Lissowska et
al., 1999). Quando soma-se a equacao a infeccdo do H. pylori este aumenta acima
de 6 vezes (Hansen et al., 1999; Brenner, Bode, et al., 2000).

Em parentes de primeiro grau de pacientes com cancer gastrico, ocorrem de
maneira mais frequente alteracdes na mucosa gastrica. Tal fato justifica o maior
risco de desenvolver cancer gastrico em virtude da maior prevaléncia de lesdes
precursoras do céncer, relacionadas a presenca do patégeno Helicobacter pylori.
(EI-Omar et al., 2000). A infeccdo do H. pylori € alta em familiares, especialmente
mae e irmaos (Brenner, Arndt, et al., 2000). Além disso, os familiares tém maiores
chances de adquirir cepas virulentas ainda na infancia (Parsonnet, 2000).

Motta et al. (2008) encontraram uma maior prevaléncia de lesdes precursoras
de céncer gastrico nos familiares quando comparado aos controles, ratificando os

familiares como um grupo de risco.

1.8 RANDOM ANALISYS POLIMORPHISM DNA (RAPD-PCR)

Considerando a diversidade e variacado genética, as técnicas de genotipagem
bacteriana e o estudo de marcadores genéticos sao importantes objetos de estudos
epidemioldgicos, patogénicos e de resisténcia bacteriana. Duas técnicas de
genotipagem, que utilizam a técnica de PCR, tém se mostrado importantes no
estudo de genes do H. pylori sao ‘“restriction fragmente length polymorphisms”
(RFLP), “random amplifed polimorphic DNA” (RAPD) (Burucoa et al., 1999).



15

Considerando a infeccao por H. pylori desde a infancia e que em estudos
prévios familiares de cancer tém maior risco de desenvolver cancer gastrico (Herrera
et al., 2008; Motta et al., 2008) a analise de padrdo molecular das cepas de H. pylori
nos familiares de primeiro grau de cancer géastrico apresenta-se como uma

importante ferramenta para o acompanhamento desse individuos.

1.9 JUSTIFICATIVA

A maioria dos estudos avaliando a transmisséo do H. pylori no grupo familiar
através da andlise da similaridade de cepas de H. pylori foram realizados em
criancas (Schwarz et al., 2008), e uma vez que se postula que a infeccao é adquirida
na Infancia, e quando nao tratada, permanece por toda a vida, consideramos
importante avaliar o padrao de similaridade de cepas adultos. Essa investigagao se
torna mais importante ao avaliar familiares de individuos com cancer gastrico, uma
vez que estudos prévios realizados pelo nosso grupo demonstram que esses
pacientes quando comparados com controle apresentam maior risco de desenvolver
cancer gastrico, maior prevaléncia de lesGes precursoras de cancer associadas a
presenca de H.pylori, bem como cepas mais virulentas da bactéria. Além disso, o
risco maior de desenvolver cancer gastrico pode ser decorrente da interacdo entre a
genética do individuo com a infeccdo do H. pylori que deve ter sido adquirida no
grupo familiar. Dessa forma, o presente estudo podera trazer informacdes para
melhor embasamento dessa hipétese.
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2 OBJETIVO GERAL

e Avaliar através de analise genbmica a similaridade entre as cepas de

Helicobacter pylori encontradas nos pacientes portadores de cancer gastrico

e em seus familiares de primeiro grau.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a similaridade das cepas de H. pylori em individuos da mesma

familia;

e Estudar a similaridade da cepa de H. pylori do paciente portador de cancer

com a relacdo de parentesco dentro da mesma familia;

e Estudar a similaridade das cepas de H. pylori entre individuos sem

parentesco;

e Estudar a similaridade das cepas H. pylori entre grupos de individuos com e

sem parentesco.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 TIPO DO ESTUDO

Estudo prospectivo observacional, transversal, analitico.

3.2 CARACTERISTICAS DOS PARTICIPANTES

O presente estudo foi realizado no Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC) da Universidade Federal do Ceard, e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa — CEPE — desse Hospital.

Todos os pacientes assinaram termo de consentimento livre esclarecido. Foi
aplicado questionario padronizado onde foram avaliados véarios aspectos
epidemiolégicos.

Os participantes foram atendidos no ambulatério de Gastroenterologia do
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Cearad — UFC.

Todos os participantes apds o atendimento clinico foram submetidos a
endoscopia na qual foram colhidos fragmentos da mucosa gastrica. Esses
fragmentos foram extraidos da pequena curvatura do antro e na grande curvatura do

corpo gastrico para PCR e teste da urease pré-formada.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no estudo individuos com idade minima de 18 anos,
portadores de cancer gastrico distal confirmado através de exame histopatolégico,
familiares de primeiro grau de céancer e dispépticos que iam se submeter a
endoscopia digestiva alta.

O organograma dos individuos incluidos no trabalho encontra-se descrito na

figura 1.
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Figura 1 — Organograma do estudo.

Excluido

Foram excluidos individuos H. pylori negativo, individuos com doenca ulcerosa

péptica, gravidez ou lactacdo, pacientes tratados anteriormente para H. pylori, que

realizaram cirurgia prévia de resseccao gastrica ou vagotomia, ou portadores de

sindrome de Zollinger-Ellison, estenose pilorica, insuficiéncia renal, insuficiéncia

hepética, insuficiéncia cardiaca congestiva.

3.4 CRITERIOS DE POSITIVIDADE PARA O H. pylori

Os participantes foram considerados H. pylori positivos pelo teste da urease

pré-formada e pelo PCR para o gene ureA.
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3.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

O diagnostico de cancer foi confirmado por analise histopatologica realizada
pelo Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara — UFC utilizando os paramentros determinados por

meio da metodologia de Lauren.

3.6 EXTRACAO DE DNA DAS AMOSTRAS GASTRICAS

As bidpsias dos pacientes e de seus familiares foram coletadas, anteriormente,
pelo laboratério de gastroenterologia da Universidade Federal do Ceara.

Para a extracdo do DNA as amostras foram transportadas ao laboratério de
Gastroenterologia e armazenadas em freezer -70°C, para posterior realizacdo dos
protocolos moleculares.

A extracdo do DNA do H. pylori das amostras de tecido gastrico colhidas dos
individuos estudados, procedeu a partir da maceracdo dos fragmentos de bidpsia
gastrica. O material genbmico foi extraido utilizando QlAamp DNA mini Kit
(QIAGEN®, Hilden, Alemanha), conforme orientacao do fabricante.

Foi realizada a digestdo do material tecidual, na qual as amostras foram
colocadas em tubos de 2 mL, com 180uL de tampé&o ATL e 20uL de Proteinase K, e
submetidos a 56°C em banho-maria por vinte e quatro horas. Apés a digestdo, foram
adicionados 200puL de tampé&o AL, e incubados novamente a 70 °C em banho-maira,
por dez minutos. Em seguida, foi adicionado 200uL de etanol 100%.

O material da lise celular foi transferido para coluna Spin QlAamp®, para
filtrar o conteddo celular, o primeiro filtrado foi centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto
em tubo de microcentrifuga de 2 mL, depois descartado, em seguida adicionou-se
500uL de tampdo AW1 (QIAGEN®), feita eluicdo por centrifugacdo a 8.000 rpm por
um minuto. Em seguida, foram colocados 500uL de tamp&o AW2 (QIAGEN®), com
centrifugacéo a 14.000 rpm por trés minutos.

Por fim, adicionou-se 200uL de tampé&o AE, centrifugando-se a 8.000 rpm por
um minuto e repetindo essa Ultima etapa para uma extragdo precisa do material
genético. Apés a extracdo do DNA, as amostras foram estocadas em freezer a -20°C

até o processamento.
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3.7 GENOTIPAGEM PARA OS GENES ureA, cagA, vacAsls2, vacAmlm2, cagE

O DNA gendmico de H. pylori foi submetido a amplificagdo para os principais
marcadores de viruléncia de H. pylori, Tabela 1.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume final de 25uL contendo
1L tampéo, MgCI2 1,5 mM, 200uM cada um dos quatro desoxinucleotideo trifosfato,
0,2uM, sendo cada um dos iniciadores, 1 uL de Taq polimerase (EUROBIO), e 3uL
do DNA extraido. A amplificagdo do DNA foi realizada em um termociclador iCycler
BioRad (California, USA) Nas condi¢des da Tabelal.

Tabela 1 — Primers utilizados no estudo de PCR.

Primer Sequéncia 5’ - 3’ Amp. Referéncia
F GCCAATGGTAAATTAGTT
ureA 411 (Clayton et al., 1992)
R CTCCTTAATTGTTTTTAC
F ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGGGA , ,
cagA 298 (Covacci e Rappuoli, 1996)
R TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT
F TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC .
cagE 498 (Sozzi et al., 2005)
R GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC
F ATGGAAATACAACAAACACAC
vacAsl 259 (Atherton et al., 1995)
R CTGCTTGAATGCGCCAAAC
F ATGGAAATACAACAAACACAC
vacAs2 286 (Atherton et al., 1995)
R CTGCTTGAATGCGCCAAAC
F GTAATGGTGGTTTCAACACC
vacAm1l 630 (Atherton et al., 1999)
R TAATGAGATCTTGAGCGCT
F GGAGCCCCAGGAAACATTG
vacAm2 352 (Atherton et al., 1995)
R CATAACTAGCGCCTTGCAC

3.8 RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA (RAPD-PCR)

Para a busca de parentesco genético entre as cepas e H. pylori extraidas dos
individuos com céancer gastrico (Index) e de seus familiares (irmaos — FCI, e filhos —
FCF), foi realizado o protocolo de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-
PCR), que consiste em uma técnica de PCR para analises filogenéticas de regides

conservadas do DNA, na qual as amostras diagnosticadas como H. pylori positivas



21

pelo PCR (ureA positivas) foram amplificadas para os iniciadores que flanqueiam

regides conservadas nesse microrganismo. Tabela 2.

Tabela 2 — Primers RAPD-PCR utilizados no estudo.

Iniciador Sequéncia 5’a3’ Condicdes de PCR Referéncia
1254 CCGCAGCCAA 40 Ciclos:
1281 AACGCGCAAC 94°C/1min;
_ (Akopyanz et al., 1992)
1283 GCGATCCCCA 36°C/1,3min;
1290 GTGGATGCGA 72°C/1 min

3.9 ANALISE DO RAPD-PCR

A comparacao de padroes de bandas RAPD-PCR foi realizada utilizando o
software GelJ v.2.0. (Heras et al., 2015), para determinacdo da similaridade das
cepas, com determinacgao da similaridade individual e familiar para os 4 marcadores.
Para a andlise de RAPD-PCR, foram incluidas apenas as bandas reprodutiveis
detectadas software. A andlise de similaridade de resultados foi calculada usando o
coeficiente Dice e o método com média aritmética (UPGMA), essa metodologia
utiliza médias aritméticas simples entre os elementos mais similares entre si e
partem para os menos similares, construindo dessa forma uma arvore filogenética

de similaridade entre grupos.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o SPSS para Windows, versao 17.0; SPSS Inc., Chicago, lllinois.
Utilizando o teste ndo paramétrico Mann-Whithey para comparacdo das
similaridades individuais entre as familias e a populacdo geral. Considerando

estatisticamente diferentes os dados com p < 0,05.
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4 RESULTADOS

Foram recrutadas 14 familias, no entanto de acordo com os critérios de
exclusdo o estudo os estudo ficou restrito a 8 familias. Nessa condigdo, foram
estudados 8 individuos com céancer (7 homens e 1 mulher com média de idade de
58,88 + 14,52 anos), a partir dos quais se recrutaram 0s respectivos familiares,
totalizando 33 familiares (18 homens e 15 mulheres com média de idade de 41,12 +
9,28 anos), sendo incluidos irméos e filhos no estudo. O detalhamento das familias

encontra-se disposto na figura 2.

............

O OO O

1D001 FCl01.1 FCl01.2 FCI01.3 FCI01.4 FCIOL.5 FCF02.1 FCF02.2

Familia 1 Familia 2

—
FCFO3.1 D004 FClo4.1 FClo4.2 FCl04.3
Familia 3 Familia 4
................... FCI06.1 FCI06.2 FCI06.3 1D006
1D005 FCI05.1 FCl05.2 FCI05.3 FCI05.4 FCF06.4 FCF6.5
Familia 5 Familia 6

FCl08.1 10008
1D007 FCl07.1 FCI07.2 FCl07.3 FCl07.4 FCI07.5 FCF08.2 FCF08.3 FCF08.4 FCF08.5 FCF08.6 FCF08.7
rd Bl rd
Familia 7 Familia 8

Sem Dados |:| O Familiar - . Index

Figura 2 — Familias analisadas no estudo.
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A partir das cepas de H. pylori obtidas na endoscopia realizou-se 0s
fingerprints de DNA, obtendo as similaridade das cepas de H. pylori dentro das
familias, foram consideradas as relacdes de parentesco entre irmaos de individuos
com cancer e filhos de individuos com céncer, expostas a seguir.

Além disso, analisou-se 72 individuos sem parentesco entre si (27 homens e
41 mulheres com média de idade de 46 + 14,96 anos) para analise da relacdo de

similaridade em uma populacéo, sendo esses considerados individuos controles.

4.1 RESULTADOS PARA AS FAMILIAS

41.1 Familial

Da andlise de similaridade entre amostras de H. pylori obtidas dos individuos
da familia 1 para os marcadores 1251, 1281, 1283, 1290, verificou-se uma
similaridade moderada entre irmaos superior a 30%, de maneira tal que a cepa de H.
pylori obtida do individuo com cancer (ID001) teve similaridade moderada de 39,17%
com seu irmdo (FCIO1.1), e outro par de irmdos (FCI01.4 e FCI01.5) também
apresentou a mesma similaridade de 39,17%, de modo semelhante um terceiro par
de irmaos (FCI01.1 e FCI01.2) apresentou-se levemente menor de 32,73%. (Tabela
3)

Tabela 3 — Média de similaridade para quatro marcadores de
polimorfismo de H. pylori (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 1.
IDO01 FCIO1.1 FCI01.2 FCI01.3 FCIO1.4 FCIOl1.5

IDO01 - 39,17% 11,11% 11,11% 10,00% 12,50%
FCIO1.1 - - 4,55% 32,73% 16,67% 15,00%
FCIO01.2 - - - 5,00% 14,55% 15,56%
FCI01.3 - - - - 20,78% 16,67%
FCI01.4 - - - - - 39,17%
FCIO1.5 - - - - - -

A partir dos dados de similaridade para os quatro marcadores (1254, 1281,

1283, 1290) foi construido o dendrograma de proximidade entre as cepas de H.
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pylori analisadas na familia 1, destacando a moderada similaridade entre as cepas

dessa familia. (Figura 3).
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Figura 3 — Dendrograma para H. pylori obtido a partir de 4 marcadores de
fingerprint (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 1.

Os dados para a obtencao da similaridade da familia 1 foram obtidos a partir
da analise dos fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281,

1283 e 1290, conforme abaixo na figura 4.
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Figura 4 — Fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281, 1283 e
1290 para a Familia 1.
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4.1.2 Familia?2

Da andlise de similaridade entre as cepas dos individuos da familia 2
verificou-se uma similaridade moderada entre irmaos e entre filhos-pai superior a
41%, de maneira tal que a cepa de H. pylori obtida do individuo com cancer (ID002)
teve similaridade de 41,67% com uma das filhas (FCF02.1) e de 45,83% com a

outra filha (FCF02.2). Entre as irmads a similaridade também se apresentou
moderada na ordem de 45,8%. (Tabela 4)

Tabela 4 — Média de similaridade para

quatro marcadores de polimorfismo de H.

pylori (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 2.
ID002 FCF02.1 FCF02.2

IDO02 - 41,67% 45,83%
FCF02.1 - - 45,83%
FCF02.2 - - -

A partir dos dados de similaridade foi construido o dendrograma de
proximidade entre as cepas de H. pylori analisadas na familia 2, destacando a
moderada similaridade entre as cepas dessa familia. (Figura 5). Destaca-se a

moderada similaridade entre as cepas do index ID002 e seus filhos FCF02.1 e
FCFO01.1.
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Figura 5 — Dendrograma para H. pylori obtido a partir de 4 marcadores de
fingerprint (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 2.
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Os dados para a obtencdo da similaridade da familia 2 foram obtidos a partir
da analise dos fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281,

1283 e 1290, conforme abaixo na figura 6.
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Figura 6 — Fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281, 1283 e
1290 para a Familia 2.

4.1.3 Familia 3

Da analise de similaridade entre as cepas de H. pylori dos individuos da
familia 3 verificou-se uma similaridade fraca entre irmédos e entre o filho e o pai
inferior a 15%, de maneira tal que a cepa de H. pylori obtida do individuo com cancer
(ID003) teve similaridade de 12,50% com a irmé (FCI03.1) e de 10,00% com o filho
(FCF03.2). Entre a tia (FCI03.1) e o sobrinho (FCF03.2) a similaridade foi fraca na
ordem de 12,50%. (Tabela 5)

Tabela 5 — Média de similaridade para quatro
marcadores de polimorfismo de H. pylori (1254,
1281, 1283, 1290) na Familia 3.
IDO03 FCI03.1 FCF03.2
IDO03 - 12,50% 10,00%
FCI03.1 - - 12,50%
FCF03.2 - - -
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A partir dos dados de similaridade foi construido o dendrograma de
proximidade entre as cepas de H. pylori analisadas na familia 3, destacando a fraca

similaridade entre as cepas dessa familia. (Figura 7).
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Figura 7 — Dendrograma para H. pylori obtido a partir de 4 marcadores de
fingerprint (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 3.

Os dados para a obtencao da similaridade da familia 3 foram obtidos a partir
da andlise dos fingerprints de DNA para os marcadores 1254, 1281, 1283 e 1290,

conforme abaixo na figura 8.
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Figura 8 — Fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281, 1283 e
1290 para a Familia 3.
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4.1.4 Familia4

Da analise de similaridade entre as cepas de H. pylori dos individuos da
familia 4 verificou-se uma similaridade fraca entre irm&os inferior a 25%, de maneira
tal que a cepa de H. pylori obtida do individuo com cancer (ID004) teve similaridade
de 20,83% com o irmdo (FCI04.1), de 15,56% com o irmao (FCI03.2) e de 5,56%
com a irma (FCI04.3). Entretanto, verificou-se uma elevacdo na similaridade ao

analisar os irmao FCI04.1 e FCI04.3 que apresentaram similaridade de 30,56%.
(Tabela 5).

Tabela 6 — Média de similaridade para quatro
marcadores de polimorfismo de H. pylori (1254,
1281, 1283, 1290) na Familia 4.

IDO04 FCI04.1 FCl04.2 FCl04.3

IDO04 - 20,83% 15,56% 5,56%
FCI04.1 - - 15,56% 30,56%
FCl042 - - - 17,50%
FCI04.3 - - - -

A partir dos dados de similaridade foi construido o dendrograma de
proximidade entre as cepas de H. pylori analisadas na familia 4, destacando a maior
similaridade entre os irméaos FCI04.1 e FCI04.3. (Figura 9).
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Figura 9 — Dendrograma para H. pylori obtido a partir de 4 marcadores de
fingerprint (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 4.
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Os dados para a obtencdo da similaridade da familia 4 foram obtidos a partir
da andlise dos fingerprints de DNA para os marcadores 1254, 1281, 1283 e 1290,

conforme abaixo na figura 10.
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Figura 10 — Fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281, 1283
e 1290 para a Familia 4.

415 Familiab

Da andlise de similaridade entre as cepas de H. pylori dos individuos da
familia 5 verificou-se uma similaridade fraca entre irméos inferior a 25%, de maneira
tal que a cepa de H. pylori obtida do individuo com céancer (ID005) teve similaridade
de 25,00% com o irméo (FCI05.1) e o irmao (FCI05.2), de 12,00% com o0 irmé&o
(FCI05.3) e nao apresentou similaridade com ultimo irmdo (FCI05.4). Entretanto,
verificou-se uma elevacédo na similaridade ao analisar os irmdo FCI05.2 e FCI05.3

gue apresentaram similaridade moderada de 37,50%. (Tabela 7).

Tabela 7 — Média de similaridade para quatro
marcadores de polimorfismo de H. pylori (1254, 1281,
1283, 1290) na Familia 5.

IDO05 FCI05.1 FCI05.2 FCI05.3 FCI05.4

IDO05 - 25,00% 25,00% 12,50% 0,00%
FCI05.1 - - 25,00 0,00% 8,33%
FCI05.2 - - - 37,50% 0,00%
FCI05.3 - - - - 3,57%

FCl05.4 - - - - -
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A partir dos dados de similaridade foi construido o dendrograma de
proximidade entre as cepas de H. pylori analisadas na familia 5, destacando a

similaridade moderada entre os irmaos FCI05.2 e FCI05.3. (Figura 11).
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Figura 11 — Dendrograma para H. pylori obtido a partir de 4 marcadores de
fingerprint (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 5.

Os dados para a obtencao da similaridade da familia 5 foram obtidos a partir
da andlise dos fingerprints de DNA para os marcadores 1254, 1281, 1283 e 1290,

conforme abaixo na figura 12.
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Figura 12 — Fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281, 1283
e 1290 para a Familia 5.



31

41.6 Familia6

Da anélise de similaridade entre as cepas H. pylori dos individuos da familia 6
verificou-se uma similaridade fraca entre irméos inferior a 25%, de maneira tal que a
cepa de H. pylori obtida do individuo com céancer (IDO06) teve similaridade de
12,50% com os filhos (FCF06.4 e FCF06.5), de 14,58% com o irmao (FCI06.2), e de
37,50% com a irma (FCI06.3). Nao houve similaridade da cepa de um dos irmaos
(FCI06.1) nem com o index (ID0O06) e a irma (FCI06.3). Ao analisar a similaridade
entre os os irmaos FCF06.4 e FCF 06.5 verificou-se uma similaridade de 18,75%.
(Tabela 8).

Tabela 8 — Média de similaridade para quatro marcadores de
polimorfismo de H. pylori (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 6.
IDO06 FCF06.4 FCF06.5 FCI06.1 FCI06.2 FCI06.3

IDO06 - 12,50% 12,50% 0,00% 14,58% 37,50%
FCF06.4 - - 18,75% 6,25% 6,25% 0,00%
FCF06.5 - - - 6,25% 6,25% 6,25%
FCI06.1 - - - - 20,00% 0,00%
FCI06.2 - - - - - 14,58%
FCI106.3 - - - - - -

A partir dos dados de similaridade foi construido o dendrograma de
proximidade entre as cepas de H. pylori analisadas na familia 6, destacando a

similaridade moderada entre os irmaos ID006 e FCI06.3. (Figura 13).



32

100

FCF06.5

FCF06.4

FCI06.1

7 — FCI06.2

FCI06.3

IDO06

Figura 13 — Dendrograma para H. pylori obtido a partir de 4 marcadores de
fingerprint (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 6.

Os dados para a obtencao da similaridade da familia 6 foram obtidos a partir
da andlise dos fingerprints de DNA para os marcadores 1254, 1281, 1283 e 1290,

conforme abaixo na figura 14.
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Figura 14 — Fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281, 1283
e 1290 para a Familia 6.

4.1.7 Familia7
Da andlise de similaridade entre as cepas dos individuos da familia 6

verificou-se uma similaridade alta entre irmaos de 50%. Apesar disso, a cepa de H.

pylori obtida do individuo com céancer (IDO07) e de uma irmad (FCI07.5) néo
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apresentaram similaridade com nenhum dos irmaos. Entretanto, 4 irmaos (FCI07.1,
FCI07.2, FCIO07.3, FCI07.4) tiveram similaridade de 50,00% entre si, conforme a
(Tabela 9).

Tabela 9 - Média de similaridade para quatro marcadores de
polimorfismo de H. pylori (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 7.
IDO07 FCI07.1 FCI07.2 FCI07.3 FCI07.4 FCI07.5

IDO07 - 0,000 0,006 0,00%  0,00% 0,00%
FCI07.1 - - 50,00% 50,00% 50,00%  0,00%
FCI07.2 - - - 50,00% 50,00%  0,00%
FCI07.3 - - - - 50,00%  0,00%
FCI07.4 - - - - - 0,00%
FCIO07.5 - - - - - -

A partir dos dados de similaridade foi construido o dendrograma de
proximidade entre as cepas de H. pylori analisadas na familia 7. (Figura 15).
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Figura 15 — Dendrograma para H. pylori obtido a partir de 4 marcadores de
fingerprint (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 7.

Os dados para a obtencao da similaridade da familia 7 foram obtidos a partir
da analise dos fingerprints de DNA para os marcadores 1254, 1281, 1283 e 1290,

conforme abaixo na figura 16.
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Figura 16 — Fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281, 1283
e 1290 para a Familia 7.

41.8 Familia8

Analisando a similaridade entre os individuos da familia 6 verificou-se uma
similaridade alta entre irméaos e entre filhos-pai. A similaridade do pai (IDO08) com
os 3 filhos (FCF08.5, FCF08.6 e FCF08.7) foi superior a 50% (respectivamente
(58,33%; 75,00%; 50,00%). Entretanto, o index (IDO08) ndo apresentou similaridade
com a sua irma (FCI08.1). Ao analisar os irmaos, filhos do index, verificamos uma

similaridade variando de 0 a 50%. (Tabela 10).

Tabela 10 — Média de similaridade para quatro marcadores de polimorfismo de H. pylori
(1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 8.

IDO0O8  FCIO08,1 FCFO08,2 FCF08,3 FCF08,4 FCFO08,5 FCF08,6 FCFO08,7

IDO08 - 0,00% 50,00% 0,00% 12,50% 58,33% 75,00% 50,00%
FCI08.1 - - 0,00% 26,25% 26,25% 10,00% 0,00%  0,00%
FCF08.2 - - - 0,00%  0,00% 25,00% 50,00% 50,00%
FCF08.3 - - - - 12,50% 0,00% 0,00%  0,00%
FCF08.4 - - - - - 20,83% 0,00%  0,00%
FCF08.5 - - - - - - 50,00% 25,00%
FCF08.6 - - - - - - - 50,00%

FCF08.7 - - - - - - - -
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A partir dos dados de similaridade foi construido o dendrograma de

proximidade entre as cepas de H. pylori analisadas na familia 8. (Figura 16).
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Figura 17 — Dendrograma para H. pylori obtido a partir de 4 marcadores de
fingerprint (1254, 1281, 1283, 1290) na Familia 8.

Os dados para a obtencédo da similaridade da familia 8 foram obtidos a partir

da analise dos fingerprints de DNA para os marcadores 1254, 1281, 1283 e 1290,

conforme abaixo na figura 18.

a
g S
©
(=2
0 =

2'80424
€'80424
'80424
5'80424
'80424
5'80424
1appe
8000l
1°80104
2'80424
€'80424
'80474
5'80424
'80424
$'80424

Figura 18 — Fingerprints de DNA de H. pylori para os marcadores 1254, 1281, 1283
e 1290 para a Familia 8.
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4.2 RESULTADOS PARA POPULACAO SEM PARENTESCO

Da analise de similaridade entre os individuos sem parentesco verificou-se a
alta prevaléncia de similaridade nula e alguns achados de similaridade variando
entre 67 e 40%.

4.3 RESULTADOS COMPARADOS ENTRE O GRUPO FAMILIAR E O GRUPO
CONTROLE

A similaridade média do conjunto das familias foi de 18,24% contra 8,12% da
populacdo sem relacdo familiar, com p < 0,001. A similaridade média de cada familia
guando comparada a populacdo sem relacao familiar foi, significativamente, superior
variando de 10,00 — 44,44% contra 8,12% com p < 0,05. (Tabela 11.)

Tabela 11 — Média de similaridade para 4 marcadores (1254, 1281, 1283, 1290)
por familia em comparagdo com o grupo de dispépticos sem relacéo familiar, e

agrupados no grupo familiar em comparacao com o grupo de dispépticos.

1254 1281 1283 1290 Média
% P % P % P % P % P
Dispépticos 8,21 - 10,74 - 7,97 - 5,57 - 8,12 -

Familiar 13,38 0,018 25,19 0,000 16,31 0,002 18,10 0,015 18,24 0,000

Familial 15,78 0,000 45,09 0,000 6,35 0,114 3,33 0,009 17,64 0,000
Familia2 33,33 0,004 33,33 0,000 44,44 0,002 66,67 0,000 44,44 0,001
Familia 3 0,00 0,000 6,67 0,000 16,67 0,102 16,67 0,014 10,00 0,025
Familia4 18,89 0,002 16,67 0,000 26,48 0,001 8,34 0,028 17,59 0,000
Familia5 13,33 0,001 30,00 O 1,43 0,001 10,00 0,028 13,69 0,007
Familia 6 4,45 0,001 12,00 0,000 16,67 0,000 10,00 0,000 10,78 0,007
Familia7 24,07 0,001 10,16 0,000 16,67 0,005 20,00 0,011 17,72 0,002
Familia 8 5,06 0,002 36,61 0,000 16,79 0,021 26,07 0,000 21,13 0,001

Analisando a similaridade dos 33 individuos familiares em relagdo ao
respectivo caso index obteve-se que 6 individuos ndo apresentaram nenhuma

similaridade com o Index, 16 apresentaram similaridade de < 25%, 6 apresentaram
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similaridade de 25-50%, 3 apresentaram similaridade de 50-75%, e 1 apresentou
similaridade de até 75-100%. (Tabela 12)

Tabela 12 — Média de similaridade das cepas de H. pylori entre os familiares com o

respectivo index na mesma familia em 4 niveis de proximidade.

Similaridade

0% < 25% 25-50% 50-75% 75-100%
Familiares 6 182% 16 48,5% 6 182% 3 91% 1 3,0%
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5 DISCUSSAO

Como muitos outros agentes patogénicos, a epidemiologia da infeccdo do H.
pylori e doengas associadas variam consideravelmente entre as populacdes
humanas (Herrera et al., 2008). Entender como ocorre a contaminacao do H. pylori e
a relacdo entre a bactéria e seus hospedeiros é fundamental para identificar
populacdes de risco e controlar a propagacdo da infeccdo (Nahar et al., 2009;
Mamishi et al., 2016). Este trabalho reforca a no¢ao de que a bactéria é adquirida na
infancia e permanece até a vida adulta de acordo com a similaridade entre as cepas
de H. pylori.

Nesse trabalho utilizou-se a técnica de RAPD seguida da construcdo de
arvores filogenéticas, uma vez que trabalhos recentes demonstraram ndo haver
diferencas significativas entre os resultados obtidos por RAPD e por
sequenciamento (MLST) (Yokota et al., 2015). Vale destcar que, a técnica de RAPD
identifica polimorfismos gerados por mutacdes nos genomas (Junqueira et al., 2000).
Ou seja, demonstra a evolugdo molecular de determinado patégeno, num contexto
epidemioldgico (Forattini, 2005). Utilizando a filogenética é possivel inferir como
ocorreu a infeccdo em um determinado grupo (Etienne et al., 2003). O RAPD tem
consideravel capacidade discriminatdria, sendo eficaz na genotipagem do H. pylori.
Contudo, devem-se estabelecer critérios rigidos de trabalho para manter a
estabilidade e reprodutibilidade desse método (Kidd et al., 2001; Godoy et al., 2007).

Akopyanz et al. (1992) demostraram a possibilidade de se distinguir as cepas
de H. pylori utilizando apenas um primer RAPD, no entanto optamos por utilizar 4
primers de RAPD (1254, 1281, 1283 e 1290); uma vez que 0s quatro em conjunto
apresentam maior poder discriminatério entre as cepas conforme trabalhos
anteriores que também utilizaram 4 primers (Dubois et al., 1999; Yakoob et al.,
2001).

A diversidade genética do H.pylori encontrado nos diversos trabalhos se
justifica, pois o genoma se modifica durante a colonizacdo por meio de transferéncia
de DNA (Suerbaum et al., 1998; Falush et al., 2001).Este fenbmeno pode explicar a
baixa similaridade entre cepas de H. pylori fora das familias inferior a 10% em
conformidade com trabalhos anteriores (Herrera et al., 2008).

Considerando a importancia dos fatores de viruléncia, buscou-se uma relacdo

entre os referidos fatores e os resultados de RAPD. No entanto, os fingerprints de
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DNA observados neste estudo ndo apresentaram relacdo com os fatores de
viruléncia (CagA, VacA, CagE, UreA) em acordo com trabalhos anteriores (Kidd et
al., 2001; Godoy et al., 2007), embora Go et al. (1995), em um estudo nos EUA,
tenham encontraram relacdo entre os perfis obtidos por RAPD e os fatores de
viruléncia.

Apenas os fingerprints ndo oferecem uma resposta consideravel e definitiva.
E necessario para tanto a construcdo de arvores filogenéticas que permitem inferir
acerca da histéria evolutiva das cepas de H. pylori e, portanto, da via de
transmissdo. Vale ressaltar que diversos métodos podem ser utilizados para
construcdo dessas arvores. Porém, métodos objetivos de agrupamento de
distancias, como o UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean),
utilizado nesse estudo, séo diretos e reprodutiveis, construindo a arvore né a no,
conectando as cepas mais proximas a cada etapa da construcdo da arvore (Caldart
et al., 2016).

Muito se preconiza acerca da transmissdo do H. pylori. As principais
evidéncias de transmissao intrafamiliar desse patégeno encontram-se baseadas em
estudos epidemiolégicos anteriores que consideraram apenas resultados de
sorologia, teste respiratério, ou antigenos (Konno et al., 2008; Burucoa e Axon,
2017).

Diversos estudos sustentam a hipotese da transmissao oral-oral,
especialmente, de mae para filho (Miyaji et al., 2000; Sinha et al., 2004; Cartagenes
et al.,, 2009; Caldart et al.,, 2016; Mamishi et al., 2016). Essa colonizagéo,
geralmente, comeca na infancia e pode persistir durante toda a vida (Nahar et al.,
2009). Outras evidéncias sugerem que a infeccdo pode ser adquirida na
comunidade. Ambas as rotas de infeccdo podem ser primarias em criancas e de
reinfecgcdo em criancas e adultos (Leung et al., 1999; Lehours e Yilmaz, 2007).

Alguns estudos evidenciaram que a transmissdo do H. pylori pode acontecer
mais comumente de um irmao para o outro do que de pais para os filhos. (Wang et
al., 1993). Wang et al. (2003) observaram diferentes tipos de DNA de H. pylori entre
0s pais e as maes de uma mesma familia, enquanto que o DNA de H. pylori entre os
irmaos era sempre de um mesmo tipo, inclusive, em alguns casos, sendo diferente
dos tipos encontrados em seus pais, os dados obtidos nesse trabalho corroboram a

hipotese de transmisséo entre irmaos e apontam para uma maior prevaléncia de
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similaridade das cepas de H. pylori ha mesma familia em conformidade com
trabalhos anteriores (Mamishi et al., 2016).

Considerando que a transmissao oral-oral ocorre, sobretudo, devido aos
habitos dos individuos e ao nivel de contato intimo entre eles (Cartagenes et al.,
2009), a bactéria, no estbmago, alcanca a cavidade oral por refluxo e coloniza a
boca, particularmente a placa dental e a lingua (Cartagenes et al., 2009).

Entre individuos que convivem no mesmo ambiente, como familiares, ou em
creches, as rotas fecal-oral e oral-oral podem atuar simultaneamente, incluindo a
gastro-oral, pois os vomitos sdo mais comuns em criangas (Vandenplas e Blecker,
1998; Leung et al., 1999; Sinha et al., 2004; Cartdgenes et al., 2009).

Fatores de risco comportamentais como o uso comum de colheres, partilha de
chupetas e provar a comida da crianca pode implicar na transmissao do H. pylori de
méae para filho (Schwarz et al., 2008; Nahar et al., 2009).

Em estudos anteriores de cepas de H. pylori verificou-se que 0s pais
desempenham um papel crucial na infeccdo das criancas, em especial as maes
(Herrera et al., 2008; Nahar et al., 2009; Mamishi et al., 2016). Varios estudos tém
identificado cepas de H. pylori iguais ou similares usando fingerprints de DNA,
(Roma-Giannikou et al., 2003; Konno et al., 2005; Konno et al., 2008; Mcmillan et al.,
2011; Yokota et al., 2015). Os achados de um estudo realizado no Peru sugerem
gue, na transmissao intrafamiliar, cada membro do agregado pode servir igualmente
como fonte de infecgao, independente de idade (Herrera et al., 2008).

De acordo com os dados encontrados nesse estudo a relacdo entre as cepas
da mesma familia € muito mais proxima do que entre cepas de individuos sem
relagdo familiar (18,24% vs. 8,12%). Esses dados estdo de acordo com trabalho
realizado no Peru no qual as cepas de criangcas eram mais similares as de outros
membros da propria familia (30%) em contraste com a similaridade com a
Comunidade em geral (1%) (Herrera et al., 2008).

Uma analise de familias, com diferentes graus de parentesco pode fornecer
novos insights em relagéo a transmissao intrafamiliar (Schwarz et al., 2008).

Outro achado importante foi visto nas familias 5 e 7 nas quais alguns
individuos foram muito diferentes dos demais individuos da familia. Achado
semelhante pode ser visto no trabalho Schwarz et al. (2008), no qual uma crianca
diferiu do restante da familia. Esses dados fortalecem o pressuposto de Schwarz et
al. (2008) que ressaltam, ainda, a importancia de se observar os cuidadores sem
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relacdo de parentesco em creches e escolas, uma vez que estes podem representar
uma importante fonte de contaminacéo.

O foco nos familiares € importante, pois fatores genéticos do hospedeiro
parecem ter significativo papel na progressdo da infeccdo do H. pylori e podem
explicar o desenvolvimento do céncer gastrico, gastrite e Ulcera (E-Omar et al.,
2000). Outro elemento, a predisposicao familiar ao cancer gastrico € um fator de
risco importante, sendo maior em individuos com historia familiar positiva, em
especial quando mais de um familiar é acometido (Zanghieri et al., 1990; La Vecchia
et al., 1992).

A infecc@o pelo H. pylori € mais prevalente nos familiares de pacientes com
cancer gastrico (Siman et al.,, 1998; Fox et al., 1999). Quando existe um caso
relatado de céncer géstrico na familia, em familiares de primeiro grau, os demais
podem ser infectados pela mesma cepa, e estes apresentam um maior risco de
desenvolver o carcinoma gastrico (Niv, 2003). Em nosso estudo, verificando também
uma maior similaridade entre as cepas de irmaos, apontando para importancia
desse tipo de transmissao conforme identificado em trabalhos anteriores (Osaki et
al., 2015). Portanto, compreender a transmissédo do H. pylori nos grupos familiares é

primordial para entender a dindmica da infec¢do na sociedade (Fialho, 2012).
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6 CONCLUSAO

Apesar do poder discriminatério da técnica € importante reconhecer algumas
limitacbes desse estudo . Em primeiro lugar, ndo podemos extrapolar os dados para
todo o pais, devido a limitagdo geografica do estudo e o tamanho da amostra. Em
segundo lugar, as arvores filogenéticas obtidas pelo RAPD néo fornece uma rota de
transmissao definitiva, conforme relatado em outros estudos (NAHAR et al., 2009).

Desse modo os resultados desse estudo apontam para a necessidade de
acompanhamento proximo dos familiares de individuos portadores de cancer
gastrico, especialmente os irméos, devido a moderada similaridade das cepas entre

irmaos.
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