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RESUMO

O Helicobacter pylori tem um importante papel na etiologia de doencas gastricas,
incluindo a gastrite cronica, Ulceras pépticas, linfoma do tecido linfoide associado a mucosa
(MALT), além de estar relacionado ao desenvolvimento do cancer géastrico. Desde 1994 este
microrganismo foi considerado um agente carcinogénico humano pertencente ao grupo 1. No
Brasil, o cancer gastrico aparece em quarto lugar na incidéncia entre homens e em sexto entre
mulheres. Estima-se que cerca de 50% da populacdo mundial esteja infectada pelo
microrganismo, sendo a maior prevaléncia em paises em desenvolvimento. A prevaléncia no
Brasil, permanece elevada em localidades urbanas, rurais e comunidades indigenas. Em
Recife-PE, no entanto, ndo existem estudos recentes que demonstrem a relacdo da presenca
do H. pylori e casos de doengas gastricas. A terapia tripla € o esquema terapéutico mais
prescrito na erradicacdo, incluindo dois antibioticos, com crescente aumento de resisténcia
principalmente a claritromicina, contribuindo para a falha terapéutica. Portanto, este trabalho
teve o objetivo de realizar através da técnica de PCR convencional, identificacdo e
sequenciamento dos principais genes de viruléncia e de resisténcia a claritromicina,
encontrados em isolados de H. pylori obtidos de pacientes acometidos por doencas gastricas,
em hospital publico de Recife-PE. Sendo realizada investigacdo experimental em laboratério,
com biodpsias do estbmago obtidas de pacientes positivos para H. pylori. Os fragmentos de
biopsias foram obtidos por demanda programada no periodo de outubro de 2018 a marc¢o de
2019. Foram coletadas amostras de corpo e antro de 91 pacientes, totalizando 182 amostras.
Destas, 45 (49,5%) foram positivos para o H. pylori sendo os homens mais frequentes
(66,6%) e em relacdo a faixa etéria, 31 pacientes acima de 44 anos (68,8%) de idade
encontraram-se infectados. Na avalia¢do histologica, dos 45 pacientes com laudos positivos
para H. pylori, foram observadas 59 e 68 alteragdes na regibes do corpo e antro,
respectivamente. A deteccdo dos genes de viruléncia cagA, cagM, vacA e oipA nas regides
de corpo e antro ndo apresentaram diferenca siginificativa. Observou-se alta prevaléncia
desses genes nas amostras analisadas, destacando a combinacdo alélica vacA slml que esteve
presente em todos os grupos de alteragdes gastricas. Os resultados encontrados demonstraram
que a resisténcia da H. pylori a claritromicina foi de 17,7%, sendo relacionado as mutacfes
A2142G e A2143G do dominio V da fracdo 23S do RNAr da bactéria. Desta forma, sdo

necessarios mais estudos de monitoramento de resisténcia a esse antibiotico.

Palavras chave: Helicobacter pylori. Carcinogénico. Viruléncia.



ABSTRACT

Helicobacter pylori plays an important role in the etiology of gastric diseases, including
chronic gastritis, peptic ulcers, lymphoma of the mucosa-associated lymphoid tissue (MALT),
in addition to being related to the development of gastric cancer. Since 1994 this
microorganism has been considered a human carcinogenic agent belonging to group 1. In
Brazil, gastric cancer appears in fourth place in the incidence among men and in sixth among
women. It is estimated that about 50% of the world population is infected with the
microorganism, with the highest prevalence in developing countries. Prevalence in Brazil
remains high in urban, rural and indigenous communities. In Recife-PE, however, there are no
recent studies that demonstrate the relationship between the presence of H. pylori and cases of
gastric diseases. Triple therapy is the most prescribed therapeutic scheme for eradication,
including two antibiotics, with increasing resistance, mainly to clarithromycin, contributing to
therapeutic failure. Therefore, this work aimed to perform, through the conventional PCR
technique, identification and sequencing of the main virulence and resistance to
clarithromycin genes, found in H. pylori isolates obtained from patients affected by gastric
diseases, in a public hospital in Recife -PE. Experimental laboratory research was performed,
with stomach biopsies obtained from patients positive for H. pylori. The biopsy fragments
were obtained by programmed demand from October 2018 to March 2019. Samples of body
and antrum were collected from 91 patients, totaling 182 samples. Of these, 45 (49.5%) were
positive for H. pylori, the most frequent men (66.6%) and in relation to the age group, 31
patients over 44 years old (68.8%) were found if infected. In the histological evaluation, of
the 45 patients with positive reports for H. pylori, 59 and 68 changes were observed in the
body and antrum regions, respectively. The detection of viruses of cagA, cagM, vacA and
0ipA virulence in the body and antrum regions did not show significant difference. A high
prevalence of these genes was observed in the samples analyzed, highlighting the allelic
combination vacA slml that was present in all groups of gastric changes. The results found
showed that H. pylori resistance to clarithromycin was 17.7%, being related to the A2142G
and A2143G mutations in domain V of the 23S fraction of the bacterial RNR. Thus, further

studies to monitor resistance to this antibiotic are needed.

Keywords: Helicobacter pylori. Carcinogenic. Virulence.
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1 INTRODUCAO

A patogénese de varias doencas gastrointestinais, tais como gastrite cronica, Ulceras
gastricas, linfoma do tecido linfoide associado a mucosa (MALT) e cancer gastrico podem
estar relacionados a presenca do Helicobacter pylori, encontrado no epitélio gastrointestinal
(HOOQI et al., 2017; MALFERTHEINER et al., 2017). A prevaléncia desta infeccdo esta
relacionada com aspectos dos hospedeiros, como: idade, género, condi¢fes socioeconémicas;
fatores ambientais e areas geogréaficas e fatores bacterianos. (ARCHAMPONG et al., 2017).

A colonizacéo gastrica por H. pylori pode contribuir para o desenvolvimento de uma
inflamacdo na mucosa, caracterizado pela presenca de células mononucleares e neutrofilos
(ESTEVAM et al., 2017). A principio a patogénese assume um aspecto superficial que pode
ser assintomatica com manifestacdes clinicas de curta duracao, progredindo para uma gastrite
cronica, que evolui para gastrite atrofica, desenvolvendo posteriormente metaplasia intestinal,
displasia intestinal e cancer gastrico (CARRASCO et al., 2013).

Em 1994, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) juntamente com a Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancro (IARC), consideraram o H. pylori um agente
carcinogénico humano pertencente ao grupo 1 (SANTOS et al., 2015). O cancer gastrico é o
quarto cancer mais comum no mundo e a segunda principal causa de mortes por cancer
(MELCHIADES et al., 2017). No Brasil, aparece em quarto lugar na incidéncia entre homens
e em sexto entre mulheres (INCA., 2020). Estima-se que cerca de 50% da populacdo mundial
esteja infectada pelo H. pylori, sendo mais prevalente em paises em desenvolvimento
(QUAGLIA et al., 2018). No Brasil, a prevaléncia permanece elevada em locadidades
urbanas, rurais e comunidades indigenas (ROQUE et al., 2017). Em Recife-PE, no entanto,
nédo existem estudos recentes que demonstrem a relacdo da presenca do H. pylori e 0s casos
de doencas gastricas.

O H. pylori apresenta um elevado grau de diversidade dos genes de viruléncia,
dentre eles a ilha de patogenecidade cag-PAl e o gene vacA sdo considerados os principais
fatores de viruléncia, assim como fatores carcinogénicos (ABDULLAH et al., 2018; BAKHT
et 1.,2019). Além disso, genes como o cagM, localizado nessa ilha de patogenicidade e 0 0ipA
também se destacam por ser encontrados em cepas de pacientes com H. pylori positivo
acometidos por doencas gastricas (FELICIANO et al., 2015).

Doencas relacionadas a infec¢do causada por H. pylori, normalmente sdo tratadas
com uma terapia tripla que inclui principalmente um inibidor da bomba de protons (IBP) e

prescricdo simultanea de dois antibidticos, dentre eles, os mais utilizados sdo a claritromicina,
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amoxicilina e metronidazol (KIM et al., 2015; HANAFIAH et al., 2019). A claritromicina tem
se destacado por apresentar maior falha no tratamento, deixando de apresentar eficicia em
isolados relacionados a infec¢cdes em todo o mundo, confirmando um déficit na erradicacdo da
bactéria (VIANNA et al., 2016). Em 2017 a Organizacdo Mundial de Saude publicou uma
lista de patOgenos prioritarios resistentes a antibioticos, formado por doze bactérias que
representam maior ameaga a satude humana. O H. pylori foi considerado como alta prioridade,
destacando a resisténcia a claritromicina e estando no mesmo grupo de bactérias como
Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus (WHO., 2017).

A resisténcia das cepas de H. pylori a antibiéticos podem variar em diferentes regides
geogréficas, estando associada ao uso de antibioticos nessas areas (LEE et al., 2019). Estudos
recentes propGem que 0s mecanismos de resisténcia ocorrem principalmente, devido a
presenca de zonas de plasticidade encontradas no genoma do H. pylori, resultando em
mutacdes que diferem as cepas existentes (ALI et al., 2014; HASHEMI et al., 2019). A
resisténcia a claritromicina estd associada a mutacfes na sequéncia de nucleotideos
encontrados na fracdo do gene 23S do RNAr, o qual é responsavel pela atividade da
peptidiltransferase do ribossomo (MEGRAUD et al., 2015). Essas mutacBes pontuais,
envolvem a substituicdo de A - G nas posi¢des 2142 e 2143, que afetam o dominio V do gene
23S RNA, inibindo a atividade antimicrobiana (VALA et al., 2016; PARK et al., 2018).

Devido a escassez de dados recentes relacionados a presenca e caracteristicas
genéticas de isolados de H. pylori em Recife-PE, pretende-se, com este trabalho, realizar uma
analise para identificacdo dos genes de viruléncia e de resisténcia a claritromicina,
encontrados em isolados de H. pylori obtidos de pacientes acometidos por doengas gastricas
em hospital pablico de Recife-PE.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Determinar caracteristicas bioldgicas de pacientes infectados pelo Helicobacter pylori e
acometidos por doencas gastricas e caracterizar 0s genes de viruléncia e resisténcia a

claritromicina dos isolados.
1.1.2 Especificos

a) Relatar as alteracdes histopatologicas encontradas nos pacientes positivos para H.
pylori;

b) Determinar a ocorréncia dos genes de viruléncia cagA, cagM, vacA e OipA em
isolados de H. pylori;

c) ldentificar a presenca de alteragcdes gastricas com a prevaléncia das combinacgdes
alélicas s e m do gene vacA em isolados positivos;

d) Determinar a ocorréncia do gene de resisténcia 23S do RNAr;

e) Determinar a presenca das mutacdes A2142G e A2143G no gene que codifica a fracdo

23S do RNAr do H. pylori envolvidas na resisténcia a claritromicina.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Helicobacter pylori

O género Helicobacter foi definido através de estudos realizados com material
genético de RNA ribossémico pelos métodos de sequenciamento e hibridacdo do DNA da
bactéria. Esse género pertencente a superfamilia VI de bactérias gram-negativas que
apresentam atualmente mais de 27 espécies identificadas, destacando a grande importancia do
Helicobacter pylori para o homem (OWEN., 1998; LADEIRA et al., 2003). Em 1983,
Warren e Marshall, na Australia (Prémio Nobel de Medicina - 2005), descreveram o bacilo
pela primeira vez, apresentando em suas caracteristicas bioquimicas a producdo de grande
quantidade de citotoxinas vacuolizantes, enzimas tdxicas, especialmente lipases, ureases e
proteases, desregulando os fatores defensivos do epitélio (MARSHALL e WARREN., 1984;
SIQUEIRA et al., 2007).

A H. pylori é um bacilo gram-negativo microaerofilo que apresenta estrutura
encurvada ou espiralada, de superficie lisa e extremidades arredondadas. Mede
aproximadamente de 0,5um a 1um de largura e 3um de comprimento e possui crescimento
lento. A capacidade de locomocdo esta relacionada a presenca de quatro a sete flagelos
unipolares embainhados e bulbos terminais que permitem sua adesdo as células da mucosa
gastrica (MONTECUCCO e RAPPUOLI, 2001; JOSENHANS E SUBERBAUM, 2002)
(Figura 1).

Figura 1 Estrutura morfoldgica do Helicobacter pylori.

Fonte: Marshall et al., 2002.

Esta espécie coloniza normalmente o estbmago e pode localizar-se principalmente
no corpo e no antro gastrico (Figura 2), sendo o antro a regido onde se encontra em maior

densidade pela baixa producao de acido (LEE et al., 2011).



19

Figura 2 Sitios anatdmicos do estdmago.
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Fonte: Adaptado de Kang et al., 2013.
E um patdgeno altamente sensivel ao pH acido, porém devido a presenca da urease,

responsavel por combater a acidez do ambiente, transformando ureia em aménia e dioxido de
carbono, é criado um envoltério que permite sua colonizagdo (MONTECUCCO e
RAPPUOLLI, 2001) (Figura 3). A urease € considerada um potente fator de viruléncia, sendo
necessaria para a sobrevivéncia do microrganismo (QUAGLIA et al., 2018). Além disso, a
amonia produzida pode contribuir para o desenvolvimento de algumas doencas gastricas, tais

como, Ulceras gastricas e pépticas (RIZVI et al., 2019).

Figura 3 Funcdo da urease na colonizagdo da mucosa gastrica pelo H. pylori. Os nimeros dos painéis
representam estagios sucessivos na colonizagdo da mucosa hospedeira. Formacdo e atividade de ureias
extracelulares (1 e 2), levando a agregacdo (3) e o surgimento de danos as células da mucosa (4).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

A H. pylori tem distribuicdo cosmopolita e estima-se que cerca de metade da
populacdo mundial encontra-se infectada (HANAFIAH et al., 2019). Estudos relatam que a
prevaléncia da infeccdo por H. pylori em adultos europeus é de cerca de 20% a 40%
(PELETEIRO et al., 2014). Em paises do sul e leste Europeu, como a Letbnia, Polbnia e
Portugual a prevaléncia é mais alta quando comparado com as demais areas do continente,
sendo superior a 50% da populacdo (LEJA et al., 2012; BASTOS et al., 2013; LASZEWICZ
et al., 2014). Entre a regido Asia-Pacifico, a distribuicio da infeccdo varia entre os paises.
Essa prevaléncia estd associada ao nivel socioecondmico, que é mais baixo nas regides mais
desenvolvidas. No Vietnd, a taxa de soroprevaléncia foi de 53,2% (TRUNG et al., 2019). A
india apresentou valores semelhantes, atingindo cerca de 55% (MUKHERJEE et al., 2019).
Um estudo em Bangladesh apresentou maior taxa de ocorréncia na populagdo, com 71,8%
(RAHMAN et al., 2019). Na Australia, regido desenvolvida, a soroprevaléncia foi de 24,6%
(HOOI et al., 2017). Nas regides do leste asiatico, estudos relataram a positividade em 35,1%
no Japao, 25,6% em Taiwan, 62,3% e na China (KUBOSAWA et al., 2019; CHUNG et al.,
2016; FRANG et al., 2019). Os paises do sudeste asiatico exibiram estudos com taxa de
infeccdo, atribuida a 31% em Cingapura, 20% na Malésia e 40% na Tailandia (QUACH et al.,
2018).

No Brasil, a infec¢do por H. pylori pode variar de 60% a 90% (SUZUKI et al., 2012).
Uma pesquisa realizada apresentou mais de um milhdo de casos de infecgfes e 783.000
mortes relacionadas a essa infecgdo ocorridas no ano de 2018 (BRAY et al., 2018). Um
estudo em criangas e jovens até 18 anos, evidenciou um percentual de 24,7% e 25% de
soropositivos respectivamente. (OGATA et al., 2018; TOSCANO et al., 2018). A prevaléncia
da infeccdo aumenta progressivamente com a idade, e é igualmente encontrada em homens e
mulheres (MCCALLION et al.,, 1995; MITCHELL et al., 2003), sendo influenciada
principalmente por fatores como baixo nivel socioecondmico e conforme relatado em estudos,
com familias que moram em condic¢des de aglomeracdo (ROMA-GIANNIKOU et al., 2003).
Ensaios utilizando tipagem de DNA confirmaram que membros de uma mesma familia
tendem a ser infectados pela mesma cepa de bactéria (SILVA et al., 2004; CHEY et al.,
2017). Considerando as grandes dimensdes geograficas do Brasil, com suas condigdes
socioeconbmicas e culturais regionalmente especificas refletidas pela alta e variavel

prevaléncia de H. pylori, existem poucos estudos epidemioldgicos sobre doencas gastricas.
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A infeccdo por H. pylori ndo € autolimitada, podendo ser adquirida na infancia e
persistir por muitos anos, ocorrendo por vias oral-oral, fecal-oral e gastrico-oral, acometendo
em geral o sistema gastrointestinal (ZHOU et al.,, 2018; CASTILLO et al.,, 2019).
Reservatorios ambientais podem existir, entretanto, a principal fonte de contaminacdo s&o
aguas e alimentos contaminados. (QUAGLIA et al., 2019).

2.3 PATOGENESE E FATORES DE VIRULENCIA

A viruléncia do H. pylori estd comumente associada a um risco aumentado de
disturbios gastrointestinais e podem variar entre as areas geograficas, a prevaléncia da
infeccdo e a distribuicdo de genotipos variados entre regides, grupos étnicos e paises (WANG
et al., 2015; BAGHERI et al., 2016; SALLAS et al., 2018). As cepas de H. pylori possuem
um elevado grau de heterogeneidade genética devido a mutacBes pontuais e rearranjos
gendmico (WHITIMIRE et al., 2019). A identificagdo de fatores bacterianos associados aos
desfechos das doencas foi dificultada devido a diversidade genética, entretanto, foram
localizadas regides especificas que aumentam o risco de carcinogénese (ONO et al., 2019).

A ilha de patogenicidade cag-PAI constitui uma regido do genoma da H. pylori, de
aproximadamente 40kb de DNA cromossdmico, composto de até 32 genes que formam um
sistema de secrecdo do tipo V. Esse sistema estd presente na maioria das espécies bacterianas
e é utilizado para a translocacdo de produtos bacterianos diretamente para o citoplasma da
célula hospedeira. A cag-PAI foi adquirida através de um evento de transferéncia horizontal
de DNA por um ancestral cerca de 60.000 anos e pode ser dividido em duas regides, cag | (16
genes) e cag Il (14 genes) (ANSARI et al., 2019; YANOVISH et al., 2019).

=  (Gene cagA

O gene cagA foi 0 primeiro marcador genético encontrado na regido de cag |, a direita
da ilha de patogenicidade cag-PAl. Essa proteina de 120 a 140-kDa atua como um antigeno
altamente imunogénico que interage com proteinas das células hospedeiras, induzindo
mudancas morfologicas (ANSARI et al., 2019). As cepas cagA positivas tendem a ser mais
virulentas e estdo associadas aos casos clinicos mais graves, como Ulceras duodenais e cancer
gastrico (NEJATI et al., 2018; DAVARPANAH et al., 2019). Além disso, induzem niveis
mais altos de expressédo de citocinas, tais como IL-1b e IL-84, causam mudancas na estrutura
celular e também sédo responsaveis pela desregulacdo da polaridade, da proliferacdo celular e
do processo mitotico, agindo como uma engrenagem na desregulacdo de mdltiplas vias de
sinalizacdo celular (MURATA-KAMIYA, 2011; COSTA et al., 2015). Estudos relatam que a
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relacdo de antigenos em amostras cagA positivas e o cancer gastrico foi maior que em outros
antigenos estudados, destacando a importancia de compreender a associac¢do da infeccdo com
o fenotipo cagA para prevencao do cancer gastrico (MUSHEN et al., 2019).
= (Gene cagM

O gene cagM é um marcador da regido cagll (HSU et al., 2002), localizado a esquerda
da ilha cag-PAI. Sua importancia pode ser observada pela alta frequéncia em doencas
gastricas (PACHECO et al., 2008). A proteina codificada por este gene atua como agente
indutor do fator nuclear kB (NFkB), que estd associada a producdo de IL-8 (ISRAEL et al.,
2018). Além disso, esse gene codifica proteinas envolvidas na repressdo por HKa e esta
envolvida na repressdo da transcri¢cdo de enzimas, inibindo significativamente a secrec¢do de
acido gastrico pelas células. Diante do exposto, a expressdo de cagM representa uma primeira
linha de defesa de H. pylori contra o 4cido gastrico (SAHA et al., 2010; LING et al., 2013).
Alguns estudos relataram que a presenca desse gene esta diretamente associada aos casos de
Ulceras pépticas e cancer gastrico (LAl et al., 2013; KHATOON et al., 2017).

= Gene vacA
O gene vacA € uma importante toxina composta de dois dominios funcionais (p33) e

de ligacédo (p55), secretada pelo patégeno que pode induzir multiplas atividades celulares, tais
como a vacuolizacdo da célula, formacdo de canais na membrana, interrupcdo das funcdes
endossomais e lisossomais, apoptose e imunomodulacdo (FAHIMI et al., 2017; ISRAEL et
al., 2018; STERBENC et al., 2019). Apesar de estar presente em todas as cepas de H. pylori o
gene vacA apresenta sequéncias diferenciadas quando geneticamente relacionadas ao
desenvolvimento de doencas gastricas, apresentando dois tipos de regides: a regido de sinal
(s1 e s2) e a regido media (ml1 e m2) (Figura 4), que possuem diferentes atividades de
vacuolacdo, sendo classificado em 4 linhagens, incluindo: slm1, sim2, s2m2 e s2m1 (BIBI et
al., 2017). Em geral, a combinacdo alélica vacA slml produzem grandes quantidades de
toxina e induzem maior atividade vacuolante no epitélio gastrico, quando comparado ao
gendtipo vacA slm2, em contrapartida, a combinacdo vacA s2ml € rara e a vacA s2m2
produz pouca ou nenhuma toxina (MARTINEZ-CARRILLO et al., 2014; MENDONZA-
ELIZALDE et al., 2016). As cepas de H. pylori foram divididas em dois grupos: tipo | (cag +
/ vacA slml) que estdo mais associadas ao adenocarcinoma gastrico e suas lesdes pré-
malignas, e tipo Il (cag - /vacA s2m2) que induz menos inflamacdo e dano tecidual
(KORONA-GLOWNIAK et al., 2019).
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Figura 4 Polimorfismo do gene vacA do H. pylori.
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Fonte: Adaptado de Blank. 2005.
. Gene 0ipA

O gene oipA codifica uma proteina inflamatdria externa de aproximadamente 33 a
35 kDa (LANDARANI et al., 2014). O estado funcional desse gene esta associado a
expressao funcional dessa proteina inflamatdria, que é regulado por um sistema baseado na
quantidade de repeti¢des dos dinucleotideos CT na regido 5°, que indicara se 0 gene esta
ativado (oipA “on”) ou desativado (oipA “off”) (BRAGA et al., 2019). As cepas que
expressam a proteina em seu estado “ativado” sdo associadas a um risco mais elevado de
doencas, como Ulcera duodenal e cancer gastrico (SALLAS et al., 2018). Além de
desempenhar um papel significativo na colonizagdo da mucosa, promovendo a inducdo de
IL-8, facilitando a aderéncia bacteriana &s células epiteliais e consequentemente 0 processo
inflamatdrio, a proteina tem sido associada a reducdo da expressao da IL-10 e da maturagéo
de células dendriticas, contribuindo para o alto nivel de carga bacteriana, estabelecendo uma
infeccdo crénica. (MIFTAHUSSURUR et al., 2017).

2.4 ASPECTOS CLINICOS

O H. pylori € o principal agente etiologico das doencas gastrointestinais (DHAR et al.,
2016). Apos sua descoberta na década de 80, foi possivel relacionar a presenca do patdgeno
com as gastrites e doenga ulcerosa peptica (SIQUEIRA et al., 2007). Na década seguinte,
através dos relatos de infec¢des associadas aos casos de cancer gastrico, foi classificado com

um agente carcindgeno humano tipo I (CHMIELA et al., 2017).
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2.4.1 Gastrites

A infecgdo pelo H. pylori é considerada a principal causa da gastrite, sendo a primeira
condicdo relacionada a colonizacdo (BIE et al., 2019). A inflamacdo inicialmente
desenvolvida ocorre na superficie da mucosa, quando a acidez do estomago € neutralizada por
intermédio de uma reacdo quimica envolvendo a uréia presente no lumem géstrico e a uréase
sintetizada pelo microrganismo (TAKAHASHI-KANEMITSU et al.,, 2019). Apés a
colonizacdo, a interacdo ocorrida com as células epiteliais gastricas ativadas estimulam a
producdo de citocinas inflamatorias, especialmente a I1L-8 (LIMA et al., 2011; MA et al.,
2017). Durante esse processo, também ocorre ativacdo dos mastocitos que contribuem para a
liberacdo de ativadores inflamatérios, promovendo o aumento da permeabilidade vascular e
migracao dos leucocitos. Esta fase é caracterizada como gastrite aguda (ANDERSEN 2007).
Nesse estagio, o quadro clinico do paciente é variavel, durante ou apds o periodo de
incubacdo pode se desenvolver sintomas, tais como, nduseas, vomitos, dor epigastrica e
pirose, que duram cerca de uma a duas semanas (CARRASCO et al., 2013).

O déficit na resposta imunolégica para erradicar a bactéria contribui para o aumento
de células inflamatorias, onde a infiltracdo neutrofilica e proliferacdo de polimorfonucleares
por alguns dias altera o padréo da gastrite aguda para cronica (SIPPONEN et al., 2015). A
infeccdo pelo H. pylori é altamente significativa quando relacionada aos casos de gastrite
cronica, sendo considerado o principal fator etiolégico da doenca (LAHNER et al., 2019;
MANDAL et al.,, 2019). Nesse estagio, a apresentacdo clinica é caracterizada por uma
condicdo assintomatica, porém com evidente infiltrado inflamat6ério mononuclear, podendo
acometer a mucosa do corpo, do antro ou ambas (ANDERSEN 2007).

A gastrite atrofica (GA) é considerada uma lesdo pré-canceorsa, caracterizada pela
diminuicdo ou perda das estruturas glandulares géstricas, contribuindo consequentemente para
0 desenvolvimento da metaplasia intestinal (CHOI et al., 2018; LAHNER et al., 2019).
Estudos demonstram a associacdo entre a infec¢do por H. pylori e o desenvolvimento de GA,
e confirmam que a lesdo desenvolvida € essencial na cascata de desenvolvimento do cancer
gastrico (PLUMMER et al., 2007; SHIN et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

2.4.2 Ulcera péptica

A Ulcera péptica é caracterizada por uma inflamacgéo cronica que ultrapassa a camada
submucosa, resultando em cicatrizes. E classificada em ulcera gastrica ou ulcera duodenal, de

acordo com a regido do estdbmago que sdo encontradas (GRAHAM et al., 2014). A Ulcera
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duodenal procede da gastrite, forma mais comum causada pela infec¢éo por H. pylori (TOPI
et al., 2020). Alteracbes hormonais regulatorias também estdo associados a essa inflamacéo
(NURITDINOV et al., 2002). A somatostatina, produzida pelas células D pode sofrer
influéncia do H. pylori, inativando as células G, e assim facilitando a producéo excessiva de
gastrina, favorecendo a secrecdo de acido e constituindo a base patogénica para o surgimento
da doenca ulcerosa (AHMED et al., 2019). Em contrapartida, a Ulcera gastrica é derivada,
principalmente, da gastrite corpal, contribuindo para o desenvolvimento de atrofia gastrica e
metaplasia intestinal (GRAHAM et al., 2014). A Uulcera gastrica duodenal tem o H. pylori
presente em 90% dos casos, localizando-se preferencialmente no antro gastrico proximo a
incisura angularis. Sua patogenia € pouco entendida, porém sabe-se que o fato da localizacdo
da inflamacdo ser mais comum em corpo e antro, o processo inflamatorio fica mais evidente,

pois é sitio preferencial de colonizacdo da bactéria (ATHERTON 2006).

2.4.3 Cancer gastrico

O cancer gastrico € um dos tipos de canceres mais comuns em todo o mundo,
considerado a segunda principal causa de morte relacionada ao cancer (AMORIM et al.,
2014). O H. pylori é o seu principal agente etiologico, destacando sua importancia desde
1994, quando a Agéncia de Pesquisa em Cancer definiu a bactéria com carcindgeno tipo |
(SANTOS et al., 2015). Durante o diagndstico inicial, a maioria dos pacientes apresentam a
doenca em estagio avancado, resultando em uma baixa sobrevida global (BAO et al., 2019). O
processo inflamatorio € a base de toda carcinogénese. A producéo de radicais livres, apoptose
e morte das células epiteliais necréticas sdo fatores que estdo associado ao desenvolvimento
do cancer gastrico (WANG et al., 2015). Baseados em aspectos morfoldgicos, varios sistemas
de classificacdo histologica tém sido propostos, no entanto, a classificagdo de Lauren é a mais
utilizada, que divide o adenocarcinoma gastrico em dois tipos: intestinal e difuso (SEDEF et
al., 2019).

Outros mecanismos envolvidos na indugéo a carcinogénese envolvem a ativagéo pelo
H. pylori do Fator Nuclear (NF-kB) e inativagéo de genes supressores de tumor, como 0 p53,
onde sua inativacdo por mutagdes é registrada em casos de cancer gastrico e sua associacao
com individuos infectados com genoétipo cagA do H. pylori é comum (YONG et al., 2015).
Varios fatores etiologicos do hospedeiro (genéticos e epigenéticos) e ambientais, como a dieta
rica em sal, obesidade, hiperglicemia e tabagismo podem estar envolvidos no

desenvolvimento do cancer gastrico, contudo, a infeccdo por H. pylori continua sendo um dos
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principais fatores ambientais causadores desse tipo de neoplasia (NEGOVAN et al., 2019;
SONG et al., 2019). Estudos sugerem que esses fatores a interacdo entre os fatores
bacterianos, a resposta do hospedeiro e fatores ambientais séo essenciais para o surgimento de
alteracbes genéticas de protooncogenes e genes supressores do tumor, favorecendo o

desenvolvimento da cascata carcinogénica (CORREA et al., 2011). (Figura 5).

Figura 5 Cascata carcinogénica.
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Fonte: Adaptado de Irsael et al., 2018.
2.4.4 Outras doencas

O H. pylori esta envolvido em outras doencgas gastricas, como os linfomas do tecido
linfoide associado a mucosa gastrica (MALT), que sdo um grupo de linfomas de células B que
podem surgir no estbmago, pulmdes, tiredide e outros orgaos (SALAR 2019). Apesar do
aumento na incidéncia desse linfoma recentemente descrito, os linfomas MALT gastricos sao
uma neoplasia pouco frequente, geralmente induzido pela infeccdo com H. Pylori
(MATYSIAK-BUDNIK et al., 2019). A acdo da bactéria ocorre através da estimulacédo
antigénica com inflamacéo do tipo pangastrite, considerado comum linfoma de baixo grau.
Um estudo demonstrou que casos de Linfoma MALT foram revertidos histologicamente apds
tratamento realizado e erradicagéo do H. pylori (DU et al., 2002).

O H. pylori também esta associado a etiologia de outras doencas. A deficiéncia de ferro
de causa indefinida e a trombocitopenia tem sido associado a infecgdo desse microrganismo e
sua erradicacdo mostra o aumento dos niveis de hemoglobina e plaquetas em pacientes
infectados (VENDT et al., 2011; FRANCESCHI et al., 2019 ). Manzon et al. observaram a
anemia por deficiéncia de ferro em 38,1% de casos positivos para H. pylori. Papagiannakis et
al. (2013) analisando estudos que evidenciavam a resposta plaquetéria apds erradicacao,
observaram uma variagao entre 13 a 100% dos casos.
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2.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico de infeccdo por H. pylori incluem testes invasivos e ndo invasivos,
sendo esse Gltimo grupo de maior acessibilidade (WANG et al., 2015). Os métodos nao
invasivos incluem teste respiratdrio da ureia, teste de excrecao urinaria, antigenos em fezes ou
resposta de anticorpos como um marcador da doenca, porém, a utilizacdo de antigenos
especificos e a presenca de outros microrganismos que hidrolisam ureia diminuem a
especificidade e a sensibilidade do diagnostico (DELGADO et al., 2017). Os métodos
invasivos sdo mais utilizados, tais como, a analise histoldgica de bidpsias através do exame de
Endoscopia Digestiva Alta (EDA), que permite a realizacdo do teste rapido da uréase e o
iIsolamento da cultura da H. pylori (MIRANDA et al., 2019).

A cultura de H. pylori é considerada padrdo ouro para determinacéo e susceptibilidade
aos antibidticos in vitro, contudo, devido as exigéncias do microrganismo, que possui
crescimento lento, esse método néo é utilizado na rotina da maioria dos laboratorios clinicos
(ROJAS et al., 2013; LEE et al., 2017). O exame histopatoldgico se destaca por fornecer
informacdes adicionais como a presenca da gastrite e grau de inflamacdo, presenca de
metaplasia e displasia intestinal, linfoma MALT gastrico e cancer. As limitacdes dessa técnica
incluem a experiéncia do patologista, o tipo de coloracao e a densidade do H. pylori, que varia
nos diferentes locais podendo levar ao resultado falso negativo (POHL et al., 2019;
SYAHNIAR et al., 2019). Com o avanco das técnicas, métodos moleculares tém sido
realizados para determinagdo de diagnostico. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
conjunto com a analise histoldgica, que pode ser realizada através de amostras de bidpsia
gastrica, suco gastrico, placa dentéria, saliva, cultura e fezes, sdo considerados testes de alta
sensibilidade e especificidade (MAKRISTATHIS et al., 2019).

2.6 TRATAMENTO

A terapia tripla utilizada no tratamento empirico de primeira linha, compreende a
combinacdo de claritromicina (CLA) utilizado como componente central, amoxicilina
(AMX), metronidazol (MTZ) e um inibidor da bomba de protons (IBP) (PARRA-
SEPULVEDA et al., 2019). Contudo, as taxas de erradicacio variam de acordo com o nivel
de prevaléncia de resisténcia a antibioticos em determinadas &reas geograficas (HASHEMI et
al., 2019). Estudos revelam que a erradicacdo do H. pylori é complexa e tem apresentado
falhas em todo 0 mundo (KIM et al, 2013), destacando a alta resisténcia a claritromicina que

atinge cerca de 25% das cepas em varios paises, sendo considerado o principal fator de risco
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para falha no tratamento (PICHON et al., 2019). Estudos recentes realizados na Europa
apresentaram 19% e 20,9% de isolados resistentes (BARONI et al., 2018; MORILLA et
al.,2019). Um levantamento realizado em dados de paises do Vietnd mostrou que a resisténcia
da claritromicina pode chegar a 34,1% (KHIEN et al., 2019). No Brasil, estudos recentes
apresentaram a resisténcia em até 16,9% dos isolados (SANCHES et al., 2016; MARTINS et
al.,, 2016; VIANNA et al., 2018). A elevada taxa de falha na terapia é observada,
principalmente devido a bomba de efluxo de drogas, mecanismo que dificulta a ligacdo do
antimicrobiano ao alvo nas bactérias e a aquisi¢cdo de mutacGes pontuais do H. pylori, sendo
este ultimo considerado o principal mecanismo de resisténcia (MEGRAUD et al., 2007;
HUANG et al., 2019). Esse mecanismo esté relacionado ao uso frequente ou inadequado dos
antimicrobianos utilizados na pratica clinica, que podem exercer pressao seletiva sobre cepas
resistentes (KIM et al., 2015).

A claritromicina € um macrolido que apresenta boa estabilidade &cida e absor¢cdo na
camada mucosa gastrica. O antibidtico interage com a peptidil transferase no dominio V da
subunidade 23S RNAr, suprimindo a atividade do ribossomo bacteriano e inibindo a sintese
de algumas proteinas da bactéria (MEGRAUD et al., 2015; SANCHES et al., 2016) (Fiura 6).
Porém, fatores geograficos apresentam variacGes nessa resisténcia (SANTOS et al., 2015),
que esta associada a mutacdes pontuais ocorridas no dominio V do gene 23S RNAr, dentre
elas a transicdo (A — G) ocorrida nas posigdes 2142 e 2143, sdo consideradas as principais
mutacgdes encontradas em 81% das cepas resistentes a claritromicina (CAMBAWU et al., 2009;
ONG et al., 2019).
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Figura 6 Representacdo do mecanismo de resisténcia do H. pylori a claritromicina. A: Esquema representativo
das fragBes 23S do ribossomo e sitios de ligacdo P e A. B: Sequéncia parcial do dominio V da fragdo 23S RNAr,
destacando os nucleotideos associados as mutagdes. C: Esquema representativo do ribossomo destacando em

amarelo o sitio de acdo da peptidiltransferase (sitio P).

A. C.

Ribossomo Ribossomo

Sitio de agao da
Peptidiltransferase

Sitio P Sitio A

v
B. cgcggcaagacgdABRrgaccccgtgga DomiioV
I I l l ' Fragao 23S

A2142G
A2143G

Fonte: Suzuki., 2013.
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3 JUSTIFICATIVA

Doencas gastrointestinais associadas a presenca do H. pylori estdo relacionadas aos
diferentes fatores de viruléncia e a resisténcia a antimicrobianos, os quais interferem com a
evolugdo da doenca e favorecem o crescimento bacteriano. Devido a problematica encontrada
diante da infecgdo por H. pylori e da auséncia de relatos clinicos recentes, evidencia-se a
necessidade de novos estudos que possam avaliar o perfil molecular das cepas de H. pylori em
Recife-PE, identificando seus principais fatores de viruléncia, resisténcia e alteragdes

genéticas que possam tornar esses isolados mais agressivos nas infeccBes gastricas.
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4 METODOLOGIA
4.1 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Pernambuco, sob o numero de protocolo CAAE 94004818.3.0000.5208 (Anexo 1),
observando as normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satde. Foram incluidos neste estudo apenas aqueles individuos submetidos ao
exame de Endoscopia Digestiva Alta (EDA), que ap6s serem informados sobre a pesquisa,
concordaram em participar dela, assinando espontaneamente o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Anexo I1).

4.2 AMOSTRAS E AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Os fragmentos de biopsias das regides de antro e corpo do estbmago foram obtidos por
demanda espontanea no periodo de outubro de 2018 a marco de 2019. As amostras foram
obtidas de pacientes atendidos no hospital de referéncia em gastroenterologia, localizado em
Recife-PE. Os dados histopatoldgicos foram extraidos dos laudos patoldgicos, presentes nos

respectivos prontuarios dos pacientes.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram inclusos pacientes de ambos os sexos, maiores de 18 anos, que receberam
atendimento especializado no referido hospital por ocasido da entrada referente a realizacao
do exame de Endoscopia Digestiva Alta (EDA) e que apresentaram alteragcdes na mucosa do
estdmago, sendo confirmadas posteriomente pelo laudo histopatolégico.

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Foram excluidos do estudo pacientes internados ou que foram submetidos a tratamento
recente com uso da claritromicina, e fragmentos de biopsias que ndo foram fornecidos em

armazenamento adequado ou ndo estiveram devidamente armazenados.
4.5 BIOPSIAS GASTRICAS E IDENTIFICAGAO DA H. pylori

As coletas das bidpsias foram realizadas por profissional médico, sem interferéncia ou
contato de quaisquer profissionais vinculados ao exercicio dessa pesquisa. As amostras das

regides de corpo e antro do estbmago foram obtidas por demanda espontanea. A partir das
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amostras foram extraidos o DNA total, em seguida foi identificado a presenca do H. pylori,
analisando in vitro seu perfil genético de viruléncia e resisténcia.

As bidpsias gastricas foram fornecidas em tubos secos, em até 4 horas ap6s a coleta 0s
fragmentos foram conduzidos ao Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do
Departamento de Parasitologia do Instituto Aggeu Magalhées (IAM), para armazenamento a -
80°C até o momento da extracdo. A identificacdo bacteriana foi realizada pela técnica de PCR
através do gene ureC F-5-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3  R-5’-
AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC -3’ (294kb). Todo o material genético foi mantido a -

20°C no laboratdrio de pesquisa para realizacdo das analises.

4.6 EXTRACAO DE DNA

O DNA gendmico foi extraido dos fragmentos de biopsias congelados utilizando
brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), adaptado do método de Foster e Twell (1996). A
extracdo de DNA foi realizada nos fragmentos de corpo e antro de cada paciente. De acordo
com este método, os fragmentos do tecido foram macerados com auxilio de pistilo
esterilizado em microtubos de 2 ml e, em seguida, adicionou-se o tampdo de extracdo (2%
CTAB; 14 M de NaCl; 20 mM de EDTA; 100 mM de Tris-HCI pH 8,0; 0,2% de
2Mercaptoetanol), obedecendo-se propor¢do de 400 ul de tampé&o de extragdo para cada tudo
contendo tecido. Apoés esta etapa as amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C por 10
minutos, submetendo os tubos a algumas inversdes. Apos a incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 13000 rpm por 5 min e em seguida o sobrenadante foi transferido para outro
tubo, adicionando volume igual de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) para purificagdo,
seguido novamente de centrifugacdo a 13000 rpm por 5 min. Essa etapa € realizada duas
vezes. Em sequida, a fase superior foi transferida para outro microtubo de 2 ml e o DNA foi
precipitado com o0 mesmo volume de isopropanol a 100%. Apoés essa etapa as amostras foram
armazenadas a -20°C por 30 min e em seguida foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 min.
Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 1 ml de etanol 70% gelado e
centrifugado a 13000 rpm por 2 min. Apds essa etapa desprezou-se o etanol e o DNA foi
exposto a temperatura ambiente com o0s tubos abertos e invertidos por 20 min. Depois de
seco, 0 DNA foi ressuspendido em 30 pL de agua milli-Q estéril e armazenado a -20°C. A
integridade foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1%. Além disso, a quantidade

de DNA foi determinada usando o fluoroscopémetro NanoDropTM 3300.
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4.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A amplificacdo dos genes vacA, cagA, cagM, oipA e 23S RNAr foi realizada pela
técnica de PCR convencional utilizando o conjuntos de primers mostrados na Tabela 1. As
reacOes de amplificacdo foram realizadas segundo instru¢des do kit Tag DNA polimerase
(Promega), com um volume total de 25 pL por tubo, compreendendo 1pL de DNA gendmico
a 20ng/uL, 0,2 pL da enzima Tagq DNA polimerase, 0,75 pl de MgCI2, 1 pl dos primers (10
pmol), além de 2,5 pl de tampao (10x). As amplificacdes foram realizadas seguindo protocolo
utilizado pela equipe, em termociclador (Biometra), utilizando a seguinte ciclagem: 5 minutos
a 96°C para desnaturacdo, seguido de 35 ciclos consistindo em cada ciclo de 1 minuto a 96°C
para desnaturacdo, 1 minuto a temperatura otimizada para anelamento e 1 minuto a 72°C para
extensdo. Apos os 35 ciclos foi realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos a
72°C. Para a visualizagdo dos resultados, os amplicons foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, corados com 3 pL de Blue green (LGC Biotecnology) e migrados com
tampdo TBE 0,5x em cuba de eletroforese horizontal por 25 minutos, sob as seguintes
condicdes: 100V, 150mA, 400W. Os produtos da amplificacdo foram visualizados sob luz
ultravioleta em transiluminador (Transiluminator LOCCUS biotecnologia — L. PIX) e em
seguida fotos documentadas. Como controle positivo foram utilizadas duas amostras positivas
(corpo e antro) para H. pylori, onde foram identificados e sequenciados todos os genes do

estudo.

Tabela 1 Conjunto de iniciadores para amplificacdo dos genes cagA, cagM, vacA, oipA e 23S RNAr.

Genes Sequéncias primers Temperaturas  Produtos de  Referéncias
de anelamento PCR
cagA F-5’ ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3’ 56°C 297pb Rasheed et al.,
R-5’TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT-3’ 2016
cagM F-5’ACAAATACAAAAAAGAAAAAGAGGC-3’ 52°C 587pb Rasheed et al.,
R-5’ATTTTTCAACAAGTTAGAAAAAGCC-3’ 2016
vacA F-5’ ATGGAAATACAACAAACACAC-3’ 54°C 259/286ph Bibi et al.,
s1/s2 R-5’CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’ 2017
vacA F-5’ATGGAAATACAACAAACACACG-3’ 56°C 567/642ph Sarma et al.,
m1/m2 F-5’CTGCTTGAATGCGCCAAA-3’ 2018
OipA F-5’GTTTTTGATGCATGGGATTT-3’ 55°C 401pb Ranjbar et al.,
R-5’GTGCATCTCTTATGGCTTT-3’ 2018
23S F- 5"CCACAGCGATGTGGTCTCAG-3’ 56°C 425pb Agudo et al.,

RNAT R-5’CTCCATAAGAGCCAAAGCCC-3’ 2010
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4.8 SEQUENCIAMENTO

Para a confirmacéo dos genes, alguns amplicons foram sequenciados utilizando o kit
EX0oSAP-IT®, conforme instru¢bes do fabricante, no qual 5uL do produto da PCR foi
adicionado a 2pL da enzima ExoSAP-IT e incubadas em termociclador a 37°C por 15 mine a
80°C por mais 15 min. O sequenciamento dos produtos de PCR foi realizado com amostras de
DNA fita dupla, através do método de Sanger et al. (1970) que consiste na adicdo de
didesoxiribonucleotideos marcados que impedem o crescimento de um fragmento de DNA
em replicagdo pela DNA polimerase. Utilizando primers iniciadores, a partir do molde, a
enzima adiciona o nucleotideo complementar ao grupo hidroxila livre (OH) na posi¢ao 3°,
componente do desoxinucleotideo anterior. Para identificar a sequéncia de uma molécula de
DNA, adiciona-se a essa reacdo didesoxinucleotideos (ddNTP). Durante os ciclos de
polimerizagéo, os ddNTPs véo sendo incorporados aleatoriamente, produzindo fragmentos de
tamanhos diferentes. A mistura de fragmentos é submetida a uma eletroforese para separacao
por tamanho. Em sequenciadores automaticos, os diferentes ddNTPs sdo ligados a moléculas
fluorescentes, que quando estimuladas por raio laser, emitem diferentes comprimentos de
ondas, sendo reconhecidas por programas apropriados e convertidas a determinada base
nitrogenada (A, T, G ou C).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Além da analise descritiva dos dados, utilizou-se o programa PRISM® versao 5.0 para
a realizacdo das andlises estatisticas. O teste de Qui-Quadrado (x2) foi utilizado para
comparar variaveis entre a prevaléncia dos genes de viruléncia nas amostras de corpo e antro.

Os resultados foram considerados significativos quando o valor de p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DA VARIAVEL BIOLOGICA DOS PACIENTES E DADOS
HISTOPATOLOGICOS

No periodo de outubro de 2018 a marco de 2019, foram coletadas amostras do corpo e
do antro gastrico de 91 pacientes submetidos a EDA e que apresentaram alteraces na mucosa
géstrica. As amostras foram avaliadas para identificacdo da presenca do H. pylori através da
andlise histolégica. Dos 91 pacientes coletados, quarenta e cinco (49,5%) encontraram-se
positivos com a presenca do bacilo em suas amostras. Dos pacientes positivos, 0os homens
foram mais frequentes 20/30 (44,4%), porém, nao houve diferenca significativa entre a taxa
de infeccdo entre mulheres e homens, e em relagdo a faixa etaria 31 pacientes acima de 44
anos (68,8%) de idade encontraram-se infectados (Tabela 2).

Tabela 2 Relag&o entre resultados histopatoldgicos e dados bioldgicos dos pacientes.

Casos analisados Diagnostico H.pylori
n (total) % Positivo % Negativo %
91 100 45 49.5 46 50.5
Sexo
Feminino 61 67 25 55,6 36 59
Masculino 30 33 20 44,4 10 16,3
Idade
18-24 2 2,19 1 2,2 1 2,17
24-34 8 8,79 5 11,1 3 6,52
34-44 15 16,4 6 13,3 9 19,5
> 44 58 63,7 31 68,8 27 58,6
Né&o 8 8,79 2 4,44 6 13,0
informados

Na avaliacdo histoldgica dos 91 pacientes analisados, foram encontrados 45 pacientes
com laudos positivos para H. pylori. A partir da analise feita nas amostras das regides do
estdmago (corpo e antro), foi possivel avaliar pacientes apresentando mais de um achado
histopatoldgico. Das 45 amostras obtidas da regido do corpo foi possivel observar 59
alteracdes gastricas classificadas da seguinte forma: 45 (76,2%) gastrites cronica, 3 (5,08%)
gastrites atréficas, 8 (13,5%) metaplasias, 1 (1,69%) displasia e 2 (3,88%) hiperplasias faveolar.
Das 45 amostras da regido do antro foi observado 68 alteraces gastricas, caracterizadas como
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45 (66,1%) gastrites cronica, 6 (8,82%) gastrites atroficas, 13 (19,1%) metaplasias, 1 (1,4%)
displasia e 2 (3,88%) hiperplasias faveolar (Figura 7).

Figura 7 Representagdo dos tipos das alteragdes gastricas nas amostras das regides do corpo e antro em pacientes

positivos para H. pylori.
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Distribuig8o de pacientes positivos para H. pylori positivos em diferentes grupos de resultados clinicos. GC:
gastrite cronica; GA: gastrite atrofica; MI: metaplasia intestinal; DI: displasia intestinal; HF: hiperplasia

faveolar.

Das 45 amostras analisadas foi detectada a presenca do gene ureC (Figura 9A) em
100% (45/45) e 95,5% (43/45) das amostras da regido do corpo e antro respectivamente.

52 DETECQAO DOS GENES DE VIRULENCIA EM AMOSTRAS POSITIVAS PARA H.
pylori

A amplificacdo dos genes foi realizada em todas as bidpsias do estbmago positivas

para o H. pylori (Figura 8).
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Figura 8 Eletroforese em gel para os produtos de PCR especificos para os genes ureC, cagA, cagM e o0ipA em

alguns isolados de H. pylori.

M: marcador; (9A) 1: controle positivo para ureC, 2,3,4,5,6,7 e 8: amostras positivas, 9: controle negativo; (9B)
1: controle positivo para cagA, 2,3,4 e 5: amostras positivas, 6: controle negativo; (9C) 1: controle positivo para
cagM, 2: amostra negativa, 3 e 4: amostras positivivas, 5: controle negativo; (9D) 1: controle positivo para 0ipA,

3,9: amostras negativas, 2,4,5,6,7,8 e 10: amostras positivivas, 11: controle negativo.

Na regido do corpo o gene de viruléncia cagA foi detectado em 33/45 (73,3%), o
cagM em 24/45 (53,3%) e 0 oipA em 29/45 (64,4%) amostras. Na regido do antro o cagA foi
detectado em 30/43 (69,7%), o cagM em 21/43 (48,8%) e 0 0ipA em 24/43 (55,8%) amostras.
Sendo observado a partir destes resultados que a regido do corpo e antro ndo apresentaram

diferenga significativa na prevaléncia dos genes (p= 0.96) (Figura 10).
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Figura 9 Frequéncia dos genes de viruléncia da H. pylori.
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O gréfico representa a prevaléncia dos genes nas regides de corpo (45/100%) e antro (43/100%).

5.3 DISTRIBUIGAO DA EXPRESSAO ALELICA DO GENE vacA

O alelo vacA sl foi expresso em 31/45 (71,1%) nas amostras da regido de corpo e
29/43 (67,4%) na regido do antro. O vacA s2, expresso em 12 amostras nas regides de corpo
(26,6%) e antro (27,9%) respectivamente. Ja os alelos s1 e s2 foram expressos em 2 amostras
em ambas regides sendo, (4,4%) e (4,6%). A ocorréncia deste gene na regido média foi 21/45
(46,6%) para 0 m1 na regido do corpo e 21/43 (48,8%) na regido do antro. Para o m2, 3/45
(6,6%) no corpo e 2/43 (4,6%) no antro. Os alelos m1 e m2 foram detectados em ambas
regides 21/45 (46,6%) no corpo e 20/43 (46,5%) no antro (Tabela 3).

Tabela 3 Resultado dos alelos presentes no gene vacA nas regides de corpo e antro.

Frequéncia

Alelos vacA

Corpo Antro

n= 45 (%) n= 43 (%)

vacA sl 31(71,1) 29 (67,4)
vacA s2 12 (26,6) 12 (27,9)
vacA s1/s2 2 (4,4) 2 (4,6)
vacA ml 21 (46,6) 21 (48,8)
vacA m2 3(6,6) 2 (4,6)

vacA m1/m2 21 (46,6) 20 (46,5)
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A combinagdo alélica vacA s1/m1 foi expressa em 30/45 (66,6%) amostras da regido
do corpo e 29/43 (67,4%) do antro, encontradas em todos os grupos de alteracOes
histopatolégicas. O vacA s1/m2 foi encontrado em 18/45 (40%) das amostras do corpo,
associados apenas aos casos de gastrite crénica. J& na regido do antro, foi encontrado 16/43
(37,3%) das amostras associados aos casos de gastrite cronica, metaplasia e atrofia. A
combinacédo vacA s2/m1 foi expressa em 11/45 (24,4%) e 9/43 (20,9%) das amostras do corpo
e antro respectivamente, associadas apenas aos casos de gastrite cronica. O vacA s2/m2 foi
detectado em 3/45 (6,6%) e 3/43 (6,9) casos de gastrite cronica em ambas regiGes. Sendo
observado a presenca desta combinacdo em um caso de hiperplasia na regido do antro (Figura
10).

Figura 10 Frequéncia da combinagdo alélica do gene vacA nas regides de corpo e antro.
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GC: gastrite cronica; GA: gastrite atrofica; MI: metaplasia intestinal; DI: displasia intestinal; HF: hiperplasia
faveolar.

5.4 RESISTENCIA A CLARITROMICINA

A avaliacéo da suscetibilidade a claritromicina foi realizada pela analise de sequéncia
do gene 23S RNAr em amostras da regido do corpo e antro. Porem, ndo houve diferenca entre
as regides. No geral, 8 das 45 (17,7%) amostras continham pelo menos um ponto de mutacéo
em suas sequéncias de 23S RNAr. As mutacdes predominantes entre os isolados resistentes a
claritromicina foram de 13,3% (A2143G) e a presenca das duas mutacGes (A2142G e
A2143G) em 4,4% dos casos (4,4%).

Tabela 4 Resultado encontrado das mutagdes A2142G e A2143G em isolados de H. pylori.

Pontos das Mutages n (%)
A2142G -




A2143G
A2142G + A2143G

6 (13,3%)
2 (4,4%)

40
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6 DISCUSSAO

Em nossos resultados a maioria dos pacientes positivos para H. pylori encontraram-se
na faixa etaria acima de 44 anos de idade, sendo este 0 grupo que apresentou maior
positividade. Um quantitativo relativamente menor foi observado na faixa etaria de 34 a 44
anos, corroborando com estudos recentes de Frang et al. (2019) que detectou a bactéria em
individuos mais velhos comparado-se aos mais jovens. No Brasil um estudo mostrou maior
prevaléncia da infeccdo entre pacientes de 40 a 60 anos de idade (TOSCANO et al., 2018). A
menor frequéncia de pacientes com idade >44 anos pode ser explicada pelo fato da coleta ter
sido realizada em hospital publico, no qual predominam individuos de baixa renda, que na
maioria dos casos buscam realizar a EDA quando a doenca ja apresenta estagio avancado.

Apesar de varios relatos apontarem que a prevaléncia do H. pylori é igualmente
encontrada entre homens e mulheres, neste estudo, embora 0 maior numero de participantes
corresponda ao sexo feminino, os homens apresentaram maior positividade, 0 mesmo
observado por Trindade et al. (2017), Toscano et al. (2018) e Afsharpooyan (2019), quando
também relataram em seus estudos 0s homens como o grupo de maior positividade. Pan et al.
(2019) em seu trabalho teve como maior grupo de participantes e positividade individuos do
sexo masculino, sugerindo através de estudos mais recentes a possivel variacao existente entre
0s géneros e a relevancia de novos estudos epidemioldgicos que apresentem com clareza essa
diferenca e os possiveis fatores relacionados.

No presente estudo foi investigado a presenca do H. pylori em alteracbes
histopatoldgicas, identificando-se uma positividade relevante entre as alteracdes encontradas e
a presenca do H. pylori, em quase 50% (45/91) dos pacientes. Um estudo com desenho
experimental semelhante ao nosso, realizado na Italia detectou o H. pylori em 52,1% das
amostras analisadas (BASSO et al., 1996). Estudo similar realizado no Ceara detectou o
microrganismo em 68% das amostras de biopsias (LIMA et al., 2011). Em outros paises,
estudos recentes detectaram o H. pylori em 50,7% e 64,9% (SHETTY et al., 2019;
YANOVICH1 et al.,, 2019), confirmando a variacdo da infeccdo em diferentes areas
geograficas.

Nosso estudo foi o primeiro a realizar identificacdo histologica e molecular
separadamente nas regides de corpo e antro, com base nos resultados histopatologicos, apesar
de ndo apresentar diferenca significativa, no geral, a regido do antro apresentou maior
quantidade de alteracBGes histopatologicas. Sendo coerente com Montecucco e Rappuoli
(2001) e Quaglia et al. (2018), isso pode ser justificado pela preferéncia da colonizac¢do do H.
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pylori na regido do antro, por ser um ambiente mais adequado para sua colonizagdo e
sobrevivéncia.

Em nosso estudo ndo houve diferenca da presenca do H. pylori nas duas regides
avaliadas através da técnica molecular, diferenciando dos achados de Johannessen et al.
(2013) que utilizou a PCR em tempo real em seu estudo mostrando que a presenga do H.
pylori no antro foi de 1,83 vezes maiores que no corpo. No presente estudo a avaliagdo da
prevaléncia dos genes de viruléncia do H. pylori ndo apresentou diferenca significativa entre
as regides (p= 0.96), porém revelou que o gene cagA, cagM, oipA e a combinacdo vacA
slml, encontram-se associados as alteracbes descritas, corroborando com estudos de
identificacéo realizados por Lai et al. (2013) e Sarma et al. (2017).

O cagA ¢é um dos genes de viruléncia mais estudados do H. pylori, a positividade
obtida no nosso estudo nas regides de corpo (73,3%) e antro (69,7%) estdo de acordo com
achados anteriores na cidade do Recife, por Brito et al. (2003) onde o cagA apresentou alta
prevaléncia em amostras de gastrites analisadas através de laudos endoscépicos. Como
também pesquisas Brasileiras realizadas nas regides norte e nordeste, onde o cagA foi
relatado de forma expressiva (VINAGRE et al., 2015; SOUZA et al., 2018). O cagM é
necessario para a translocagdo da proteina cagA, sua importancia pode ser observada pela alta
frequéncia em doencas gastricas (LIA et al., 2013). Nosso estudo identificou o gene em
53,3% dos isolados de corpo e 48,8% de antro. Um estudo semelhante detectou 51,5% da
presenca desse gene em casos de gastrite atrofica (YANOVICH et al., 2019). Outros estudos
envolvendo alteracdes relevantes como Ulceras pépticas e cancer gastrico dectaram o cagM
em 47,8% das amostras (KHATOON et al., 2017). Em nosso estudo, o cagA associado ao
cagM foi observado em 72,7% (corpo) e 70% (antro) das amostras, sugerindo o uso de ambos
como marcadores para presenca da ilha cag-PAIl, assim como em estudo realizado por
Yanovich et al. (2019).

No presente estudo a citotoxina vacuolizante (vacA) encontrou-se presente em todas
as amostras avaliadas para H. pylori, sendo a combinacgéo alélica vacA s1lml encontrada em
todos os grupos de alteracdes histopatologicas em ambas regides. Nosso estudo foi realizado
apenas em pacientes com dispepsia funcional e gastrite, confirmados através de exames
histologicos. Encontrou-se alta prevaléncia de cepas slml, cepas que estdo frequentemente
associados a casos de cancer gastrico como demostrado nos estudos de Ki et al. (2014) e Abdi
et al. (2016).

Avaliando a combinagdo s1m2 observamos uma semelhante associagdo em ambas

regibes nos casos de GC, assim como em slml. Foi encontrado também associacdo nos
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grupos de alteracGes histopatoldgicas da GA, M1 e HF, apenas na regido do antro. Situagdo ja
citada anteriormente em casos de gastrite analisados por Cavalcante et al. (2012) e em estudos
que comprovam a relacdo dessa combinacdo com doencas gastricas, confirmando sua
presenca em até 50% das amostras analisadas, valores semelhantes ao observado por nossos
grupos (LINK et al., 2017). As combinacdo s2ml e s2m2 estiveram associadas a poucos
casos, corroborando com estudos onde a prevaléncia dessa variagdo ndo ocorreu ou ocorreu
em baixo percentual (HONARMAND-JAHROMY et al., 2015; YADEGAR et al., 2015; EL-
KHLOUSY et al., 2016). Esses resultados corroboram com caracteristicas patogénicas desse
gene, uma vez que, cepas com genoétipos slml e s1m2 sdo consideradas altas e moderadas
produtoras de toxinas, respectivamente. Em contrapartida as cepas com genotipo s2m2
produzem baixas concentracdes de toxina. Além disso, a combinacdo s1ml € toxica para uma
maior quantidade de células epiteliais quando comparadas a combinac&o s1m2 (MARTINEZ-
CARRILLO et al., 2014; MENDONZA-ELIZALDE et al., 2016).

Avaliando a prevaléncia da proteina inflamatoria A (oipA) foi detectada sua presenca
em mais de 50% nas amostras da regido do corpo e antro. Esses dados estdo em concordancia
com um estudo realizado por Saeidi et al. (2017) que identificou o0 gene em 52,6% de isolados
obtidos de pacientes acometidos por doencas gastricas. Outros estudos detectaram o gene
0ipA em menor quantidade em isolados de H. pylori (HEMMATINEZHAD et al., 2016;
RANJBAR et al., 2016). Um estudo no Brasil identificou o gene oipA em 79% das amostras
de pacientes acometidos por gastrite crénica e cancer gastrico (SALLAS et al., 2018). A
variacdo existente para o status positivo desse gene entre as regiGes do pais, assim como em
outros paises, aponta a necessidade de mais estudos que avaliem a prevaléncia e a associacdo
do gene aos casos de doencas gastricas.

As transicOes nas posi¢oes A2142G e A2143G conferem resisténcia a claritromicina e sao
predominantes em isolados clinicos como ja descrito por Stone et al. (1996) e Versalovic et
al. (1996). Em nosso estudo, as mutagdes foram detectadas em 17,7% das amostras analisadas
nas regides de corpo e antro dos pacientes, sendo considerado o primeiro estudo com maior
indice de resisténcia no Brasil. Nossos dados corroboram com uma pesquisa brasileira
realizada por Sanches et al. (2016) que avaliou a presenca das mutacbes A2142G e A2143A
em biopsias de corpo e antro nas regides Sul, Sudeste, Norte, Nordeste e Centro-Oeste do
Brasil. Um percentual menor foi encontrado em estudos realizados em Sao Paulo, onde a
claritromicina estava presente em 12,5% e 8,7% das amostras (MARTINS et al., 2016;
VIANNA et al., 2018). Estudos realizados em outros paises ja apresentam uma maior

resisténcia, justificando através desses achados a variagdo da resisténcia encontrada em



44

diferentes &reas geograficas. (SALVODI et al., 2018; SEO et al.,2019). Diante disso,
evidencia-se a necessidade de ampliar estudos nas regides, que possam contribuir para uma
possivel mudanca na terapia padrdo, como recomendado pela maioria dos consensos e, além
disso, realizar testes de sensibilidade antes da erradicacdo do H. pylori em cada individuo

infectado.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Em nosso estudo observamos uma associagao significativa do H. pylori em amostras
de pacientes acometidos por doencas gastricas;

e Observamos uma alta prevaléncia dos genes de viruléncia, previamente relatados
como o0s principais marcadores do H. pylori, em todos os grupos de alteragdes
histopatoldgicas;

e Encontramos uma associacdo significativa entre a combinacdo alélica slml do gene
vacA e os grupos de alterac6es histopatoldgicas encontrados;

e A combinacdo slm2 foi encontrada em alguns casos de GA e MI, sugerindo a
importancia de novos estudos que avaliem também a associacdo dessa combinacgéo aos
casos mais graves de doencas gastricas;

e Observamos uma alta prevaléncia da resisténcia do H.pylori a claritromicina devido a
substituicdes de nucleotideos A2142G e A2143G no do 23S RNAr em Recife-PE.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Caracterizacdo dos
genes de resisténcia e viruléncia de Helicobacter pylori obtidos de pacientes acometidos por cancer
gastrico ou gastrite crdnica, que estd sob a responsabilidade da pesquisadora Thaynara Millena de
Oliveira Bezerra, com endereco Rua Patativa, n° 76 — Cruz de Reboucas, Igarassu/PE - Brasil, CEP:
53.625-546, telefone: (81) 98575-6556, e-mail: thaynaramillena22@gmail.com.

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dra. Dyana Leal Veras Telefone: (81)
2101.2693 e Dr. Fabio André Brayner dos Santos Telefone: (81) 2101.2693 do Instituto Aggeu Magalhaes
(IAM/FIOCRUZ) e esta sob a orientacdo de Luiz Carlos Alves Telefone: (81) 2101.2693, e-mail:
able.lcalves390@gmail.com.

Todas as suas davidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas
guando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que
rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma via lhe sera entregue e a
outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé estard livre para decidir participar ou recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo havera
nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer
fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

O objetivo desta pesquisa é relacionado a obtencdo de informagfes sobre a associacdo da bactéria
(microrganismo) Helicobacter pylori frente a gastrite crénica, motivo pelo qual o senhor estd sendo
convidado a participar deste estudo. A realizagdo desta pesquisa é importante, pois pretendemos obter um
maior conhecimento sobre esta bactéria que pode causar doencas gastrointestinais, disponibilizando
informacgOes para o combate dessas infeccdes com base nas caracteristicas do H. pylori.

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdes que ndo Ihe sejam compreensiveis, as
dividas podem ser tiradas com o pesquisador responsavel antes da assinatura deste documento. Apenas ao
final, quando todos os esclarecimentos forem fornecidos, caso concorde com a sua participacdo neste
estudo e que assine este documento, necessitariamos realizar uma coleta de pequenos fragmentos de tecido
(bidpsias) do seu estbmago, durante a endoscopia solicitada pelo seu médico para acompanhamento do seu
quadro clinico. Informamos ainda que nenhum procedimento serd realizado sem necessidade de
acompanhamento clinico do senhor. A retirada de pequenos pedacos do tecido do seu estdbmago sera
realizada independente de sua participacdo neste estudo para seu acompanhamento clinico. Se o senhor
permitir, mais dois ou quatro fragmentos serdo retirados, para utilizacdo neste trabalho. A amostra coletada
para realizacdo deste trabalho serd utilizada apenas para realizagdo de testes em laboratorio, para
isolamento do microrganismo que desejamos analisar.

Apos a realizacdo da bidpsia, o material coletado do seu estdbmago sera encaminhado ao Laboratoério
de Microscopia Eletronica, localizado no Laboratério de Imunopatologia Keiso Azami (LIKA), no térreo
do prédio do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ — PE, localizado na Av. Professor Moraes
Rego, s/n - Campus da UFPE - Cidade Universitaria. Uma vez no laboratorio, o material da bidpsia sera
utilizado para pesquisa e isolamento da bactéria H. pilory. Posteriormente o material de bidpsia sera
descartado, ndo havendo armazenamento em laboratério do seu material bioldgico.

Os riscos que o senhor corre ao participar desta pesquisa estdo associados com a coleta da amostra,
que incluem: infeccbes e sangramentos. Estes riscos estdo também vinculados ao procedimento solicitado
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para o seu acompanhamento clinico, pela realiza¢do de endoscopia e bidpsia, independente deste estudo. O
presente projeto ird trabalhar para minimizar todo e qualquer risco sendo garantido o carater confidencial
da instituicdo de salde onde serd realizada a pesquisa assim como das informagdes contidas nos
prontuérios dos pacientes. Os pesquisadores se comprometem, portanto, em manter o sigilo de toda e
qualquer informacdo pessoal ou que possa levar a identificacdo dos participantes da pesquisa ou Hospital
relacionado ao estudo. Sendo assim, serdo seguidos os preceitos éticos determinados pelo Conselho
Nacional de Salde (CNS) conforme a Resolucdo 466/12 que regulamenta as diretrizes de pesquisas
envolvendo seres humanos.

Os beneficios obtidos com a realizacdo desta pesquisa incluem a determinacdo do perfil
epidemioldgico relacionado a gastrite cronica, além das caracteristicas genéticas de resisténcia e viruléncia
dos isolados de H. pylori em pacientes com gastrite cronica, visando estabelecer subsidios teéricos aos
6rgdos de controle publico em Recife-PE.

Todas as informagGes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacGes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo
estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa tais como
dados de prontuarios, ficardo armazenados em computador sob a responsabilidade da pesquisadora
Thaynara Millena de Oliveira Bezerra, no endereco Laborat6rio de Imunopatologia Keiso Azami (LIKA),
no térreo do prédio do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ — PE, localizado na Av. Professor
Moraes Rego, s/n - Campus da UFPE - Cidade Universitaria., pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada Ihe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo é voluntéria,
mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da
participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas
para a sua participacao serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao).

Em caso de dlvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n —
1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apds a
leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido
as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo Caracteriza¢do dos
genes de resisténcia e viruléncia de Helicobacter pylori obtidos de pacientes acometidos por céancer
gastrico e gastrite cronica, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a
qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento.

Local e data
Assinatura do participante:

Impresséo
digital
(opcional)

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0 aceite do
voluntério em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):
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