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RESUMO 
 

O dupA (“duodenal ulcer promoting gene A”) é constituído por dois genes homólogos 

ao virB4, jhp0917 e jhp0918, que pela inserção de uma base T ou C depois da 

posição 1385 da região 3’ do jhp0917, forma um gene único de 1839 pares de 

bases. O gene foi descrito como um provável marcador de virulência do H. pylori 

associado exclusivamente à úlcera péptica duodenal em pacientes asiáticos. 

Entretanto, a pesquisa desse marcador em linhagens isoladas de diferentes 

populações tem mostrado grande variação na associação com doenças. No Brasil, a 

prevalência de linhagens consideradas dupA-positivas por PCR é muito alta e a 

presença do gene não tem sido associada com as doenças decorrentes da infecção 

pelo H. pylori. As diferenças observadas na literatura podem-se dever à detecção 

apenas parcial do gene, quando métodos usuais são usados, visto que 

polimorfismos que criam stop codon prematuros têm sido descritos. O objetivo desse 

estudo foi investigar, por sequenciamento gênico, a presença de polimorfismos em 

toda a extensão do gene dupA de amostras de H. pylori isoladas de pacientes com 

gastrite (n=26), úlcera duodenal (n=29) e carcinoma gástrico (n=20), usando a 

metodologia de Primer Walking. Das 75 amostras, 41 (54,7%) não apresentaram 

polimorfismos que geram stop codons à montante da posição 1839 e foram 

consideradas dupA-intactas. Por outro lado, 34 (45,3%) amostras apresentaram um 

ou mais polimorfismos que criam stop codons prematuros, rompendo o gene em 

produtos menores que o descrito como sendo dupA. A presença de dupA intacto foi 

mais frequentemente observada nas amostras isoladas de pacientes com úlcera 

duodenal [n=19 (65,5%)] que naquelas de pacientes com gastrite [n=12 (46,2%)] ou 

carcinoma gástrico [n=10 (50%)]. Na análise logística, ajustando para sexo e idade, 

a presença de dupA intacto associou-se independentemente com úlcera duodenal 

(p=0,02; OR=5,06; IC 95%=1,22 - 20,96), indicando que o gene é um fator de risco 

para a doença na nossa população.  

 

Palavras-chaves: Helicobacter pylori, dupA, polimorfismos.  

 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 

The dupA (“duodenal ulcer promoting gene A”) is constituted by two virB4 genes, 

jhp0917 and jhp0918, that forms one single gene of 1839 base pairs when there is 

an insertion of a T or C base after the position 1385 of the jhp0917 3’ region. The 

gene was described as a putative virulence marker of H. pylori associated exclusively 

with duodenal peptic ulcer in Asiatic patients. However, the study of this marker in 

strains isolated from different populations has showed wide variation in its 

association with diseases. In Brazil, the prevalence of strains considered to be dupA-

positive by PCR is too high and the presence of the gene has not been associated 

with the diseases associated with H. pylori infection. The differences observed in the 

literature may be due to the detection of only part of the gene, when conventional 

methods are used, since polymorphisms that create premature stop codon have 

been described. The aim of this study was to investigate, by gene sequencing, the 

presence of polymorphisms in the entire extension of the dupA gene from H. pylori 

strains isolated from patients with gastritis (n=26), duodenal ulcer (n=29) and gastric 

carcinoma (n=20), using the methodology of Primer Walking. From the 75 strains, 41 

(54.7%) did not have polymorphisms that create stop codons before the 1839 

position and were considered as dupA-intact. On the other hand, 34 (45.3%) strains 

had one or more polymorphisms that create premature stop codons, splitting the 

gene in smaller products than the one described as dupA. The presence of the intact 

dupA was more frequently observed in strains isolated from patients with duodenal 

ulcer [n=19 (65.5%)] than those from patients with gastritis [n=12 (46.2%)] or gastric 

carcinoma [n=10 (50%)]. In logistic analysis, adjusting for gender and age, the 

presence of intact dupA independently associated with duodenal ulcer (p=0.02, 

OR=5.06, IC 95%=1.22 – 20.96), indicating that the gene is a risk factor for the 

disease in our population.  

 

Key-words: Helicobacter pylori, dupA, polymorphisms.  
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 13

1.0 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  

 

O Helicobacter pylori é, atualmente, aceito como o principal agente etiológico 

de gastrite em seres humanos e um fator essencial na patogênese da úlcera péptica, 

desempenhando, também, papel fundamental na cadeia de eventos que culmina 

com o desenvolvimento de carcinoma gástrico. Apesar de úlcera péptica e 

carcinoma gástrico serem doenças graves e comuns, ocorrem em apenas uma 

minoria das pessoas com a infecção gástrica pelo H. pylori.  

Como a presença da bactéria no estômago simplesmente não é suficiente 

para explicar porque apenas uma pequena porcentagem dos indivíduos infectados 

irá desenvolver doenças mais graves ou porque a infecção pode levar ao 

aparecimento de duas doenças consideradas mutuamente exclusivas, a úlcera 

péptica duodenal e o carcinoma gástrico, a influência de fatores de virulência 

bacterianos e de fatores ligados ao hospedeiro e ao ambiente tem sido investigada. 

Identificar quais fatores determinam ou influenciam os eventos que irão culminar na 

gênese dessas doenças seria de crucial importância para a prevenção das mesmas.  

Vários marcadores de virulência do H. pylori já foram relatados, mas nenhum 

que estivesse associado exclusivamente à úlcera duodenal ou ao carcinoma 

gástrico. O dupA (“duodenal ulcer promoting gene A”), gene presente na região de 

plasticidade genética do H. pylori, foi o primeiro marcador de virulência associado a 

um risco maior de desenvolvimento de úlcera duodenal e a um certo grau de 

proteção contra o carcinoma gástrico em pacientes asiáticos. O dupA é constituído 

pelos genes jhp0917 e jhp0918 que formam um único gene pela inserção de uma 
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base T ou C depois da posição 1385 do gene jhp0917. A pesquisa desse marcador - 

que normalmente é feita pela detecção por PCR dos genes jhp0917 e jhp0918, além 

da pesquisa da inserção de T ou C que caracteriza o gene - em linhagens isoladas 

de diferentes populações tem mostrado grande variação na prevalência do gene e 

associação com doenças. 

No Brasil, nosso grupo de pesquisa não encontrou associação entre a 

presença de dupA e úlcera péptica ou carcinoma gástrico, tendo sido observada 

uma frequência muito alta de linhagens dupA-positivas (GOMES et al., 2008). 

Entretanto, quando um fragmento de 214 pares de bases do gene dupA foi 

sequenciado para a detecção da inserção de uma base T ou C depois da posição 

1385, dois polimorfismos que criam stop codons prematuros, possivelmente 

resultando na interrupção ou alteração da expressão do gene, foram encontrados 

com mais frequência em linhagens isoladas de pacientes com carcinoma gástrico. 

Cálculos considerando essas linhagens como dupA-negativas, demonstraram que a 

presença do gene associou-se à um risco reduzido de carcinoma gástrico 

(QUEIROZ et al., 2010).  

Hussein e colaboradores (2010) também observaram polimorfismos no dupA, 

tendo classificado o gene em dupA1 e dupA2 de acordo com o tamanho do produto 

gerado. Nas amostras dupA1 há uma inserção de adenina depois da posição 1733 

que resulta na formação de um produto com 1884 pares de bases. De acordo com 

os autores, quando a inserção de adenina não está presente, há possivelmente 

versões truncadas dos produtos do dupA, linhagens que foram denominadas dupA2.  

Com base na variabilidade das sequências do gene até então demonstrada, 

pode-se supor que haja outros polimorfismos ainda não descritos que poderiam ser 
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responsáveis por versões truncadas da proteína. Portanto, um mapa completo dos 

polimorfismos potencialmente funcionais do dupA permitirá uma avaliação mais 

acurada da associação do gene com as doenças decorrentes da infecção pelo H. 

pylori, fornecendo subsídios para justificarem os resultados contraditórios da 

literatura no que diz respeito à virulência do gene.  
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2.0 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Características do Helicobacter pylori 

O Helicobacter pylori é uma bactéria Gram-negativa espiralada, isolada da 

mucosa gástrica de seres humanos em 1982 (WARREN & MARSHALL, 1983). 

Inicialmente, o micro-organismo foi denominado Campylobacter pylori devido à sua 

semelhança quanto aos aspectos morfológicos e fisiológicos característicos desse 

gênero bacteriano (MARSHALL & GOODWIN, 1987). Entretanto, estudos relativos à 

ultraestrutura, composição de ácidos graxos e à análise da sequência do gene que 

codifica o RNA ribossômico 16S demonstraram que a bactéria não pertencia ao 

gênero Campylobacter, tendo sido proposta a criação de um novo gênero, 

Helicobacter, no qual o micro-organismo foi incluído, passando a ser denominado 

Helicobacter pylori (ROMANIUK et al., 1987; GOODWIN et al., 1989). 

O H. pylori é uma bactéria não esporulada, de superfície lisa, que mede 

aproximadamente 0,5 m de largura e 2,0 a 3,0 m de comprimento, é móvel, com 

quatro a seis flagelos uni ou bipolares embainhados e com bulbos terminais nas 

extremidades distais (GOODWIN et al., 1985b; GEIS et al., 1989; TAYLOR, 1992; 

O’TOOLE et al., 2000). Tem um genoma circular com 1.667.867 pares de bases 

(com cerca de 1.590 sequências codificadoras), contendo um repertório metabólico e 

capacidade biossintética limitados (TOMB et al., 1997).   

O micro-organismo é microaerófilo, cresce a 37°C depois de 3 a 7 dias de 

incubação. É uma bactéria fastidiosa, sendo necessários meios de cultura 

enriquecidos para o seu crescimento, acrescidos de antimicrobianos para a inibição 
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de micro-organismos contaminantes (WARREN & MARSHALL, 1983; GOODWIN et 

al., 1985a; QUEIROZ et al., 1987).  

 O H. pylori coloniza a mucosa gástrica, preferencialmente a região antral, mas 

também coloniza o corpo e fundo gástricos (TAYLOR et al., 1987; QUEIROZ et al., 

1988; BLASER & BERG, 2001).  

 

2.2 Aspectos epidemiológicos da infecção por H. pylori 

 O Helicobacter pylori é uma bactéria de distribuição cosmopolita. A infecção 

pelo micro-organismo acomete cerca de 60% da população mundial. Nos países em 

desenvolvimento 80 a 90% da população encontram-se infectados (BLASER, 1993; 

BLASER & PARSONNET, 1994; HAMILTON-MILLER, 2003), enquanto que em 

países desenvolvidos a prevalência da infecção permanece entre 25% e 50% 

(HAMILTON-MILLER, 2003).  

 A infecção pelo H. pylori é adquirida predominantemente na infância, em 

idade pré-escolar, por via oral-oral ou fecal-oral (LEE, 1994; ROCHA et al., 2003). A 

transmissão do micro-organismo ocorre principalmente no ambiente familiar 

especialmente entre mães e filhos e entre irmãos (ROCHA et al., 2003) e está 

associada a diversos fatores como o baixo nível socioeconômico, uma maior 

aglomeração familiar, condições de higiene precárias e ausência ou deficiência de 

saneamento básico (MALATY & GRAHAM, 1994; GOODMAN et al., 1996; SARKER 

et al., 1997).  
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2.3 Doenças associadas à infecção por H. pylori 

 Atualmente, o H. pylori é reconhecido como o principal agente etiológico de 

gastrite crônica em seres humanos e um fator essencial na patogênese da úlcera 

péptica. A bactéria desempenha, também, papel fundamental na cadeia de eventos 

que culmina com o desenvolvimento do carcinoma gástrico e do linfoma gástrico do 

tipo MALT (tecido linfóide associado à mucosa) (FORMAN et al., 1991; 

PARSONNET et al., 1991; WOTHERSPOON et al., 1991; MÉGRAUD & 

LAMOULIATTE, 1992; MARSHALL, 1994; COVER & BLASER, 1995; 

WOTHERSPOON & PATH, 1998). Em 1994, a Organização Mundial de Saúde 

considerou a infecção pelo H. pylori como carcinogênica (IARC, 1994). 

Apesar de a infecção pelo H. pylori estar nitidamente associada à presença 

de gastrite crônica à histologia (BLASER, 1990), na grande maioria das pessoas, a 

gastrite permanece assintomática e complicações como úlcera péptica e carcinoma 

gástrico ocorrem apenas em 10 a 15% dos indivíduos H. pylori positivos (FORMAN 

et al., 1991; MÉGRAUD & LAMOULIATTE, 1992; PARSONNET et al., 1991; 

WOTHERSPOON et al., 1991; WOTHERSPOON & PATH, 1998).  

 O H. pylori adere nas células epiteliais gástricas (HESSEY et al., 1990; 

THOMSEN et al., 1990), interfere na integridade da mucosa gástrica pela produção 

de uma variedade de enzimas e toxinas e desencadeia um processo inflamatório 

caracterizado por um infiltrado de células mono e polimorfonucleares (SCHEIMAN & 

CUTLER, 1999).  

A infecção pelo H. pylori inicialmente se estabelece no antro gástrico. A 

produção elevada de ácido pelas células parietais protege a mucosa do corpo 

gástrico da colonização inicial, ficando a reação inflamatória restrita ao antro 
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gástrico. Entretanto em alguns indivíduos, o micro-organismo é capaz de colonizar 

também o corpo gástrico, levando a uma reação inflamatória generalizada, 

denominada pangastrite, condição que predispõe à gastrite atrófica, lesão que 

antecede ao carcinoma gástrico (COVER & BLASER, 1996; HOWDEN, 1996; DUNN 

et al., 1997; EL-OMAR, 2001). Estima-se que 10% dos pacientes com gastrite 

atrófica irão desenvolver carcinoma gástrico em um período máximo de 15 anos 

(SCHEIMAN & CUTLER, 1999). Por outro lado, quando restrita ao antro gástrico, a 

infecção pelo H. pylori pode culminar com o aparecimento da úlcera péptica 

duodenal (SIPPONEN, 1992).  

 

2.4 Marcadores de virulência do H. pylori 

O sucesso das bactérias patogênicas advém, em muito, à sua capacidade de 

colonizar, multiplicar e infectar novos hospedeiros. O H. pylori coloniza o ambiente 

hostil do estômago, onde, deve sobreviver em condições ácidas, penetrar no muco e 

se aderir à mucosa gástrica, apesar do peristaltismo e rápida renovação do epitélio 

do estômago (LU et al., 2005b).  

A resistência à acidez é de vital importância visto que, sem esse atributo 

biológico, o H. pylori não teria condições de colonizar a mucosa gástrica. O micro-

organismo produz de forma constitutiva a enzima urease, uma potente proteína de 

peso molecular ao redor de 550 kDa que se localiza no espaço periplasmático e na 

membrana externa da bactéria. Promove a hidrólise da uréia, presente na mucosa 

gástrica, levando à produção de amônia. A amônia atua como receptor de íons H+, 

tamponando a ação deletéria do ácido (BODE et al., 1989; MARSHALL et al., 1990; 

WEEKS & SACH, 2001). Além da urease, o H. pylori também produz uma extensa 
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variedade de enzimas, muitas das quais estão provavelmente envolvidas na 

patogênese, como superóxido dismutase, catalase e arginase, que conferem 

proteção ao micro-organismo contra a atividade lítica de macrófagos e neutrófilos 

polimorfonucleares, impedindo uma resposta inflamatória eficaz do hospedeiro 

(HAZELL et al., 1991).  

Alguns fatores de virulência estão presentes em apenas determinadas 

linhagens de H. pylori e parecem estar relacionados ao surgimento das doenças 

graves associadas à infecção, apesar de a presença desses fatores não ser 

argumento suficiente para predizer se um determinado paciente irá desenvolver uma 

doença grave ou não. Dentre os marcadores de virulência, se destaca a ilha de 

patogenicidade cag (PAI) composta por vários genes de virulência como o cagA. 

Outros fatores de virulência importantes do H. pylori são a citotoxina vacuolizante 

(VacA) e os genes babA, sabA e dupA.  

O gene cagA (cytotoxin-associated gene A), primeiro marcador genético 

detectado em amostras de H. pylori, é um marcador da presença da ilha de 

patogenicidade cag (PAI), composta por um fragmento de DNA de 40 Kb com cerca 

de 31 genes, incluindo o gene cagA na extremidade 3’ da ilha (CENSINI et al., 

1996). O conteúdo de G + C (35%) da ilha cag PAI difere do conteúdo G + C do 

genoma do H. pylori (39%), sugerindo que esse fragmento tenha sido adquirido 

horizontalmente e integrado ao cromossomo da bactéria (TOMB et al., 1997; ALM et 

al., 1999; COVACCI et al., 1999). A ilha cag PAI contém genes homólogos aos de 

outras bactérias que codificam componentes do sistema de secreção do tipo IV, 

responsável pela translocação de proteínas da bactéria para o interior da célula 

hospedeira, que pode interferir em vias do metabolismo celular, incluindo a 
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expressão de proto-oncogenes (COVACCI et al., 1999; COVACCI & RAPPUOLI, 

2000).  

O gene vacA (vacuolating cytotoxin gene A) é responsável pela codificação da 

proteína VacA (citotoxina vacuolizante A) (ATHERTON et al., 1995). Apesar de o 

gene estar presente em todas as amostras de H. pylori, apenas cerca da metade das 

linhagens é capaz de produzir vacuolização celular in vitro (COVER et al., 1992; 

ATHERTON et al., 1995). O VacA é uma exotoxina que, na forma madura, tem 88 

kDa, sendo constituída por dois pequenos peptídeos associados de maneira não-

covalente (COVER et al., 1994). Essa exotoxina é capaz de induzir diretamente a 

formação de vacúolos intracitoplasmáticos, a destruição de mitocôndrias, a liberação 

de citocromo C e morte de células epiteliais por apoptose, eventos que lesam a 

mucosa gástrica. Além disso, a toxina aumenta a permeabilidade epitelial, o que 

pode facilitar tanto a passagem de substâncias tóxicas para dentro do epitélio, como 

também a difusão de nutrientes para a camada mucosa favorecendo a sobrevivência 

da bactéria (COVACCI et al., 1999; KUCK et al., 2001; GEBERT et al., 2003; BASSO 

& PLEBANI, 2004; NAKAYAMA et al., 2004).  

O gene vacA é polimórfico (ATHERTON et al., 1995). O genótipo vacAs1 é 

considerado mais virulento e é mais frequentemente encontrado nas amostras de 

pacientes com úlcera péptica (ATHERTON et al., 1995; VAN DOORN et al., 1999; 

GUSMÃO et al., 2000) e carcinoma gástrico (EVANS et al., 1998; KIDD et al., 1999; 

VAN DOORN et al., 1999; NOGUEIRA et al., 2001) que naquelas isoladas de 

pacientes com gastrite.  

O gene babA codifica uma adesina de peso molecular de 78 kDa, situada na 

membrana externa do H. pylori, permitindo uma ligação específica da bactéria a 
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antígenos de Lewis b e H–1, expressos na superfície das células da mucosa gástrica 

(ILVER et al., 1998). Essa adesina é denominada BabA (“blood group antigen-

binding adhesin”) e é considerada um importante fator de virulência ao permitir a 

adesão e o contato da bactéria com o epitélio gástrico (PRINZ et al., 2001).  

O gene sabA codifica a proteína SabA (“sialic acid-binding adhesin”), que 

também é considerada um fator importante na aderência do H. pylori à mucosa 

gástrica. Essa proteína se liga a resíduos glicoconjugados de ácido siálico expressos 

na superfície das células epiteliais na vigência do processo inflamatório ou 

neoplásico. A expressão de ácido siálico é considerada rara na mucosa gástrica 

normal, sendo induzida pela bactéria, o que pode contribuir para a cronicidade da 

infecção (MAHDAVI et al., 2002). Unemo e colaboradores (2005) relataram que a 

adesina SabA participa da ativação de neutrófilos por outros mecanismos que não 

envolvem a opsonização do H. pylori.  

 

2.5 dupA 

 O sequenciamento completo do genoma de duas linhagens distintas de H. 

pylori (26695 e J99) permitiu uma análise detalhada da diversidade genética da 

bactéria (ALM & TRUST, 1999). A comparação das sequências do genoma revelou a 

presença de outras regiões que, à semelhança da cag PAI, apresentam conteúdo G 

+ C diferente, representando ilhas de patogenicidade em potencial. Entre elas, foi 

encontrada uma região “hiper-variável”, denominada de região de plasticidade (ALM 

et al., 1999).  
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 Recentemente, Lu e colaboradores (2005a) descreveram um provável novo 

marcador de virulência, o dupA (“duodenal ulcer promoting gene A”), localizado na 

região de plasticidade do genoma de H. pylori que, diferentemente dos outros 

marcadores de virulência como o cagA e vacA, estaria associado exclusivamente à 

úlcera péptica duodenal. A infecção por linhagens dupA-positivas não só foi 

associada a um risco aumentado de desenvolvimento de úlcera duodenal em 

pacientes do leste Asiático (Coréia e Japão) como também à proteção contra câncer 

gástrico em pacientes asiáticos e colombianos. Esse achado é muito interessante, 

pois espelha a observação clínica de que a úlcera duodenal “protege” contra o 

carcinoma gástrico (LU et al., 2005a).  

 Como indivíduos com gastrite crônica atrófica são mais propensos a 

desenvolver carcinoma gástrico, enquanto que a úlcera duodenal está comumente 

associada à gastrite não-atrófica predominantemente antral, os autores sugerem que 

os produtos do dupA devem estar direta ou indiretamente relacionados ao 

desenvolvimento de gastrite não-atrófica (LU et al., 2005a). Além disso, Lu e 

colaboradores (2005a) associaram a presença do dupA com um aumento do grau de 

inflamação da mucosa antral e aumento dos níveis gástricos de IL-8, fatores 

associados à úlcera duodenal.  

 O dupA é constituído por dois genes homólogos ao virB4, jhp0917 e jhp0918, 

que pela inserção de uma base T ou C depois da posição 1385 da região 3’ do 

jhp0917, forma um gene único de 1839 pares de bases (Figura 1). A função do gene 

é desconhecida, mas de acordo com Lu e colaboradores (2005a), produtos do dupA 

são homólogos à ATPase VirB4, cuja função é produzir energia para a formação de 

um sistema secretor com função de transferir DNA e outras moléculas bacterianas 

para o interior da célula do hospedeiro. Além disso, uma região do gene é homóloga 
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a membros da família TraG/TraD que são potenciais NTP hidrolases, essenciais 

para a transferência de DNA na conjugação bacteriana e ao domínio FtsK/SpoIIIE, 

que está envolvido com divisão celular e transferência de DNA cromossômico (LU et 

al., 2005a).  

 

 

Figura 1: Representação esquemática do gene dupA de Helicobacter pylori. nt = nucleotídeos 

 

Desde a descrição do dupA, nove trabalhos avaliaram a prevalência do gene 

e sua associação com as doenças decorrentes da infecção pelo H. pylori.  

Em um trabalho realizado no norte da Índia, Arachchi e colaboradores (2007) 

relataram uma prevalência significativamente maior de linhagens dupA-positivas em 

pacientes com úlcera duodenal que em pacientes apenas com gastrite, confirmando 

a associação da presença do gene com úlcera duodenal como descrito por Lu e 

colaboradores (2005a). De forma semelhante, Zhang e colaboradores (2008) 

demonstraram uma prevalência maior do dupA em linhagens de H. pylori isoladas de 

pacientes com úlcera duodenal quando comparados com pacientes sem a doença, 

mas não observaram efeito protetor do dupA contra lesões pré-neoplásicas e 

carcinoma gástrico. Hussein e colaboradores (2008) também encontraram 

associação entre o dupA e úlcera duodenal em pacientes iraquianos. Por outro lado, 
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ainda no Iraque, Douraghi e colaboradores (2008) não encontraram associação 

entre a presença do dupA e úlcera duodenal. Entretanto, os autores demonstraram 

associação entre infecção por amostras dupA-negativas e lesões gástricas pré-

malignas, como displasia, resultado que sugere que o dupA tenha um possível efeito 

protetor contra o câncer gástrico.  

Argent e colaboradores (2007) determinaram a prevalência do dupA em 

amostras de H. pylori de quatro populações independentes: Bélgica, África do Sul, 

China e Estados Unidos. Nesse estudo não houve uma associação significativa 

entre a presença do dupA e úlcera duodenal, bem como câncer gástrico em 

nenhuma das populações quando analisadas separadamente. Curiosamente, 

entretanto, quando as populações da Bélgica e África do Sul foram estudadas 

conjuntamente, os autores observaram associação significativa entre a presença do 

dupA e carcinoma gástrico, mas não úlcera duodenal (ARGENT et al., 2007); 

resultado oposto ao observado em todos os estudos anteriormente citados ( LU et 

al., 2005a ; ARACHCHI et al., 2007; HUSSEIN et al., 2008; ZHANG et al., 2008).  

Schmidt e colaboradores (2009), estudando populações da Suécia, Austrália e 

de três etnias distintas residentes na Malásia e Singapura, apesar de terem 

observado uma grande variação na prevalência do dupA de H. pylori entre os grupos 

de pacientes estudados, não demonstraram  associação entre a presença do gene e 

úlcera duodenal ou câncer gástrico. Resultados semelhantes foram relatados por 

Nguyen e colaboradores (2010) que não encontraram associação entre a presença 

do dupA e úlcera duodenal ou câncer gástrico na população japonesa.   

No Brasil, há apenas três estudos sobre o assunto. Em Minas Gerais, nosso 

grupo de pesquisa (GOMES et al., 2008) observou uma prevalência alta do dupA em 
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amostras de H. pylori isoladas de crianças e adultos (100% e 92%, 

respectivamente), não tendo sido observada associação entre a presença do gene e 

úlcera duodenal ou carcinoma gástrico. Em São Paulo, Pacheco e colaboradores 

(2008) também não demonstraram associação entre a presença do gene e doença. 

Entretanto, os autores observaram uma prevalência bem menor (62%) de linhagens 

dupA-positivas, o que pode se dever a diferenças na metodologia, número de 

amostras estudadas e nos critérios de definição da presença do dupA. Por exemplo, 

no trabalho de Pacheco e colaboradores (2008) e em alguns outros trabalhos 

(ARGENT et al., 2007; ZHANG et al., 2008), o critério adotado para se considerar 

uma linhagem dupA-positiva baseou-se apenas na presença dos dois genes jhp0917 

e jhp0918, detectada por PCR; não tendo sido avaliada a inserção de T ou C depois 

da posição 1385 do jhp0917, que caracteriza o gene.  

Mais recentemente, um trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa 

(QUEIROZ et al., 2010), demonstrou a presença de dois polimorfismos num 

fragmento de 214 pares de bases do dupA: uma deleção de adenina na posição 

1311 e uma inserção de adenina na posição 1426 que criam um stop codon, 

possivelmente resultando na interrupção ou alteração da expressão do gene. 

Considerando como dupA-negativas as amostras com pelo menos um desses 

polimorfismos, a presença do dupA mostrou-se negativamente associada com o 

carcinoma gástrico, resultado semelhante ao de Lu e colaboradores (2005a). Vale 

ressaltar que, embora o resultado não tenha sido estatisticamente significativo, os 

pacientes com úlcera duodenal foram mais frequentemente colonizados por 

amostras com dupA não polimórfico (QUEIROZ et al., 2010). Além disso, nesse 

estudo também foi observado que a presença do dupA não polimórfico associou-se 
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com aumento dos níveis gástricos de IL-8, resultado semelhante ao encontrado por 

Lu e colaboradores (2005a).  

Recentemente, também, Hussein e colaboradores (2010) observaram 

polimorfismos no dupA e propuseram a classificação do gene em dupA1 e dupA2 

(Figura 2). Nas amostras dupA1 há uma inserção de adenina depois da posição 

1733, resultando em um gene com 1884 pares de bases, 5 pares de bases depois 

do códon inicial do gene jhp0919. Nas amostras dupA2 não há essa inserção e, de 

acordo com os autores, os produtos são truncados e não funcionais, entre elas, os 

autores relatam a presença da deleção de adenina na posição 1311, descrita 

anteriormente pelo nosso grupo (2010).  

 

 
Figura 2: Diagrama esquemático de duas variantes do gene dupA. Em cinza, representação 
das janelas de leitura nas amostras J99 (ALM et al., 1999), dupA C142 (LU et al., 2005a) e AB21 
(HUSSEIN et al., 2010) correspondentes às sequências do gene. nt = nucleotídeos 

 

Embora o número de trabalhos referentes ao dupA seja ainda pequeno, eles 

demonstram muitas variações na sequência do gene e não são consistentes quanto 

à associação da presença do gene e doenças decorrentes da infecção pelo H. pylori. 

A região gênica localizada à montante da posição 1311 não foi ainda avaliada. A 

presença de polimorfismos ainda não descritos poderia anular o efeito daqueles já 
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identificados ou, ainda, criar novos stop codons. Assim, para que se possa 

considerar uma amostra dupA-positiva, é necessário avaliar o gene em toda sua 

extensão.  
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3.0 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo Geral 

 Investigar a presença de polimorfismos em toda a extensão do gene dupA de 

amostras de H. pylori isoladas de pacientes com gastrite, úlcera duodenal e 

carcinoma gástrico. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Detectar a presença de polimorfismos que geram stop codons no gene dupA 

de amostras de H. pylori por sequenciamento gênico, pela técnica de Primer 

Walking. 

 Avaliar associações entre a presença dos polimorfismos e doenças 

associadas à infecção pelo H. pylori: úlcera duodenal e carcinoma gástrico.  

 

 

 

 

 

 



 30

4.0 PACIENTES E MÉTODOS  

 

Esse estudo faz parte do projeto “Estudo da resposta imunológica à infecção 

pelo Helicobacter pylori” aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de 

Minas Gerais (ETIC 005/99) e foi desenvolvido no Laboratório de Pesquisa em 

Bacteriologia da Faculdade de Medicina/UFMG. 

O termo de consentimento informado foi obtido de todos os pacientes 

incluídos. Os pacientes foram submetidos à esofagogastroduodenoscopia para 

esclarecimento de sintomas relacionados ao trato digestivo superior no Serviço de 

Endoscopia Digestiva Alta do Hospital das Clínicas (HC/UFMG) ou nos Hospitais 

Luxemburgo e Hospital Mário Penna para a remoção de carcinoma gástrico. Todos 

os pacientes foram informados quanto aos objetivos da pesquisa como também os 

possíveis riscos associados aos procedimentos diagnósticos. 

Dados sóciodemográficos e clínicos foram obtidos de cada paciente pela 

aplicação de um questionário.  

 

4.1 Origem das amostras de H. pylori 

Foram estudadas 75 amostras de H. pylori isoladas de pacientes adultos (26 

com gastrite, 29 com úlcera duodenal e 20 com carcinoma gástrico), mantidas em 

caldo Brucella acrescido de glicerol a 30% em freezer à - 80°C, no Laboratório de 

Pesquisa em Bacteriologia. 
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4.2 Extração de DNA das amostras de H. pylori 

Para a extração de DNA, as amostras foram descongeladas e semeadas em 

placas de Petri contendo Meio Belo Horizonte (QUEIROZ et al., 1987), composto por 

ágar-infusão de cérebro-coração (Difco Laboratories, Detroid, MI, EUA) 

suplementado com sangue de carneiro a 10%, 6 mg/L de vancomicina (Sigma 

Chemical Co, St. Louis, MO, EUA), 50 mg/L de cicloheximida (Sigma Chemical Co, 

St. Louis, MO, EUA), 20 mg/mL de ácido nalidíxico (Sigma Chemical Co, St. Louis, 

MO, EUA) e 40 mg/mL de cloreto de trifeniltetrazólio (Reagen, Rio de Janeiro, 

Brasil). As placas foram incubadas a 37°C, em microaerofilia (Anaerocult C; Merck, 

Darmstadt, Alemanha), por três dias (QUEIROZ et al., 1987). 

O crescimento correspondente a uma placa de Petri de 60 mm foi removido 

com Swab estéril e transferido para um tubo de microcentrífuga contendo 500 L de 

água quimicamente pura estéril. A suspensão foi centrifugada a 12.000 g por oito 

minutos, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento mantido à - 80°C até o 

momento do uso. 

O DNA das amostras foi extraído com o kit QIAamp (QIAGEN, Hilden, 

Alemanha) de acordo com as especificações do fabricante. Resumidamente, os 

sedimentos foram colocados em tubos de microcentrífuga contendo 180 L do 

tampão ATL e 20 L de proteinase K, homogeneizados em vórtex, e incubados a 

56°C por 18 horas. A cada amostra foram acrescentados 200 L do tampão AL e os 

tubos foram incubados a 70°C por dez minutos. A seguir, 200 L de etanol (96-

100%) foram adicionados a cada tubo e essa mistura foi transferida para uma coluna 

“spin” do kit que foi centrifugada a 6.000 g por um minuto. Cada coluna foi colocada 

dentro de um tubo coletor de dois mL. O material da coluna foi lavado duas vezes 
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(250 L cada) com o primeiro tampão (Buffer AW1) e duas vezes com o segundo 

tampão de lavagem (Buffer AW2) fornecidos pelo kit. Depois da última lavagem, 

cada coluna foi inserida no interior de um tubo de microcentrífuga e o tubo coletor 

contendo o filtrado foi descartado. O DNA foi eluído em 100 L de água deionizada 

estéril (2 x 50 L). Como controle da extração, utilizou-se água destilada.  

A concentração do DNA foi determinada por espectrofotometria. O DNA 

extraído foi estocado à - 20°C até o momento do uso.  

 

4.3 Detecção dos genes jhp0917 e jhp0918 

A detecção dos genes jhp0917 e jhp0918 das amostras de H. pylori foi feita 

por PCR usando os iniciadores descritos por LU e colaboradores (2005a) e as 

condições de reação descritas na Tabela 1.  

 

Tabela 1: Sequência dos iniciadores e condições das reações de PCR para detecção dos 
genes jhp0917 e jhp0918 

 
Gene Sequência iniciadores (5 ’- 3’) Temperatura, tempo 

e ciclos da PCR 
Produto 
PCR (pb) 

Referência 

 

jhp0917 

 

 

jhp0918 

 
F: TGGTTTCTACTGACAGAGCGC 
R: AACACGCTGACAGGACAATCTCCC 
 
 
 
 
F: CCTATATCGCTAACGCGCGCTC 
R: AAGCTGAAGCGTTTGTAACG 

 
94ºC 2 min., 35 ciclos 
(94ºC 30 s., 59ºC 30 
s., e 72ºC 1 min.) e 
72ºC 7 min. 
 
 
94ºC 2 min., 35 ciclos 
(94ºC 30 s., 58ºC 30 s, 
e 72ºC 1 min.) e 72ºC 
7 min. 

 
307 

 
 
 
 
 

276 
 

 
LU et al., 
(2005a) 

 
 
 
 

LU et al., 
(2005a) 
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A PCR foi feita em um volume final de 20 µL contendo 20 a 100 ng da 

amostra de DNA, dois µL de tampão 10X [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl], 

uma U de Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen Life Technologies, São Paulo, 

Brasil), 0.5 µM de cada iniciador, 1.5 mM MgCl2, e 200 µM de dNTP’s (Invitrogen Life 

Technologies). A amostra LPB 390-96 da coleção do Laboratório de Pesquisa em 

Bacteriologia (genotipada como jhp0917/jhp0918 positiva) foi usada como controle 

positivo e a amostra LPB 229-99 (genotipada como jhp0917/jhp0918 negativa) como 

controle negativo da reação. Para o controle negativo interno da reação foi usada 

água destilada. 

Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

a 2% corado com brometo de etídio e analisado em transiluminador de luz 

ultravioleta.  

 As amostras foram previamente selecionadas com base na presença 

simultânea dos dois genes (jhp0917 e jhp0918). As amostras que não apresentaram 

os dois genes ou apenas um dos dois foram previamente excluídas do estudo, tendo 

sido sequenciadas somente as amostras que continham os dois genes.  

 

4.4 Determinação da sequência completa do dupA 

4.4.1 Amplificação por “Primer Walking Technology” 

Para o sequenciamento do gene dupA, foi usada a técnica de Primer Walking. 

Inicialmente, cinco pares de iniciadores foram desenhados com base em regiões 

gênicas conservadas, identificadas nas sequências de H. pylori depositadas no 
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GenBank: dupA (AB196363.1), J99 (AE001439.1), Shi470 (CP001072.2) e G27 

(CP001173.1).   

Os pares de iniciadores sintetizados foram combinados em cinco diferentes 

reações de PCR com a finalidade de se amplificarem cinco fragmentos (A, B, C, D e 

E), sobrepostos em alguns pares de bases nas posições 5’ e 3’ de modo a obter-se 

a sequência completa do gene. A sequência dos iniciadores e as condições das 

reações estão descritas na Tabela 2.  

 

Tabela 2: Sequência dos iniciadores e condições das reações de PCR para detecção da 
sequência completa do gene dupA 

 
Fragmentos Sequência iniciadores (5’- 3’) Temperatura, tempo e ciclos 

da PCR 
Produto 
PCR (pb) 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 
F: ATAAAGAATTGCAAGATAAAGC 
R: TTCTAAAACGCGTGAAAAGC 
 
 
F: CAAATGGTTTCTACTGACAG 
R: ATTCTGTCAAGAGCTACCAC 
 
 
F: ATGATAATTGGTAGCACAG 
R: CCCATAAGTTTTTTATCATT 
 
 
F: GCTTCTCAGTCTATAGATAAG 
R: CATCAGTATCTTTTGTGGGG 
 
 
F: ATTGATGAAACTAAAGACTAC 
R: CTTTCTATGATAAATACGCAG 

 
95ºC 5 min., 30 ciclos (95ºC 30 
s., 55ºC 30 s. e 72ºC 30 s.) e 
72ºC 5 min. 
 
95ºC 5 min., 30 ciclos (95ºC 30 
s., 55ºC 30 s. e 72ºC 30 s.) e 
72ºC 5 min. 
 
95ºC 5 min., 30 ciclos (95ºC 30 
s., 50ºC 30 s. e 72ºC 30 s.) e 
72ºC 5 min. 
 
95ºC 5 min., 30 ciclos (95ºC 30 
s., 55ºC 30 s. e 72ºC 30 s.) e 
72ºC 5 min. 
 
95ºC 5 min., 30 ciclos (95ºC 30 
s., 50ºC 30 s. e 72ºC 30 s.) e 
72ºC 5 min. 

        
            

589 
              
 

 
500 

              
 

 
528 

              
 

 
523 

              
 

 
517 

 

As reações foram padronizadas para um volume final de 20 µL contendo 20 a 

100 ng da amostra de DNA, dois µL de tampão 10X [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 

mM KCl], 10 µM de cada iniciador, 1.5 mM MgCl2, 2,5 mM de dNTP’s (Invitrogen Life 

Technologies, São Paulo, Brasil) e uma U de Taq DNA Polimerase Platinum 
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(Invitrogen Life Technologies, São Paulo, Brasil) acrescida com 10% de Pfu DNA 

Polimerase (Fermentas Life Sciences, Burlington, Canadá) para permitir revisão dos 

nucleotídeos inseridos nas novas fitas de DNA sintetizadas pela Taq DNA 

polimerase.  

Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

a 1,5% corado com brometo de etídio e analisado em transiluminador de luz 

ultravioleta.  

 

4.4.2 Purificação e sequenciamento dos fragmentos  

Os fragmentos obtidos eram purificados separadamente com o kit de 

purificação Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, 

EUA) de acordo com as instruções do fabricante. O produto amplificado foi 

adicionado em igual volume à solução de ligação de membrana. A mistura foi 

transferida para mini colunas SV, fornecidas pelo kit, que foram inseridas em tubos 

coletores de dois mL, incubadas e centrifugadas a 10.000 g por um minuto cada. A 

seguir, a mini coluna foi lavada com 700 L da solução de lavagem e centrifugada a 

10.000 g por um minuto. O procedimento foi repetido com 500 L da solução de 

lavagem e em seguida a mini coluna foi centrifugada por cinco minutos. O tubo 

coletor foi desprezado e a mini coluna transferida para um tubo de 1,5 mL. 

Cinquenta microlitros de água livre de nucleases foram adicionados diretamente no 

centro da coluna que foi incubada por cinco minutos e, a seguir, centrifugada a 

10.000 g por um minuto. 
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Os produtos purificados foram diretamente sequenciados (ambas as fitas: 

foward e reverse) com o kit de reação ABI PRISM BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Ready (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) de acordo com as 

especificações do fabricante e com os iniciadores descritos na Tabela 2, em um 

sequenciador automático de DNA Applied Biosystems (ABI PRISM 3130, Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA). 

As sequências dos fragmentos foram editadas usando o programa CAP3 

Sequence Assembly Program (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php) para a formação de 

um “contig” único correspondente à sequência completa do gene dupA. Todas as 

sequências obtidas foram conferidas manualmente no eletroferograma.  

Posteriormente, a homologia das sequências foi analisada com o programa 

BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e em seguida alinhadas com as sequências 

do genoma da amostra J99 e do gene dupA com o programa Multalin Interface Page 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). As sequências foram transformadas em 

aminoácidos com a ajuda do programa Expasy Translate Tool 

(http://ca.expasy.org/tools/dna.html) com a finalidade de se determinarem possíveis 

stop codons prematuros. Amostras representativas do gene dupA da nossa 

população foram depositadas no banco de dados GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). 

 

4.5 Análise estatística  

Os dados foram analisados com o programa estatístico SPSS, versão 17.0 

(SPSS IN., Chicago, Illinois, EUA).  
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Associações entre a presença de dupA completo (sem polimorfismo 

potencialmente funcional) e doenças foram avaliadas em modelos logísticos 

ajustando para sexo e idade.  

Na análise univariada, as variáves com p ≤ 0.20 foram selecionadas e 

avaliadas na análise multivariada. Razão de chance (OR) e intervalo de confiança de 

95% (IC 95%) foram usados para estimar o risco. Para avaliar se o modelo estava 

ajustado foi usado o teste de Hosmer-Lemeshow. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 38

5.0 RESULTADOS 

 

5.1 População 

As características dos pacientes, dos quais as amostras de H. pylori foram 

isoladas encontram-se na Tabela 3.  

 

Tabela 3: Características dos pacientes 

 

Idade (anos) 
Pacientes  N 

Sexo 

F/M Média ± DP Faixa etária 

Gastrite 26 17/9 54,9 ± 17,5 19 - 86 

Úlcera duodenal 29 17/12 41,6 ± 16,1 18 - 85 

Carcinoma gástrico 20 7/13 62,6 ± 13,2 33 - 86 

Total 75 41/34 51,7 ± 17,9 18 - 86 

N, número; F, feminino; M, masculino; DP, desvio padrão 
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5.2 Detecção dos genes jhp0917 e jhp0918 por PCR 

Os genes jhp0917 e jhp0918 foram amplificados em todas as 75 amostras 

testadas (Figuras 3 e 4). 

 

 

Figura 3: Gel de agarose dos produtos amplificados correspondentes ao gene jhp0917. 1 – 
Padrão de peso molecular 100 pb (Promega, Madison, WI, EUA); 2 – Controle negativo interno 
da reação; 3 ao 6 – Amostras positivas (banda de 307 pb); 7 – Controle positivo (amostra LPB 
390-96) e 8 – Controle negativo (amostra LPB 229-99). 

 

 

Figura 4: Gel de agarose dos produtos amplificados correspondentes ao gene jhp0918. 1 – 
Padrão de peso molecular 100 pb (Promega, Madison, WI, EUA); 2 – Controle negativo interno 
da reação; 3 ao 6 – Amostras positivas (banda de 276 pb); 7 – Controle positivo (amostra LPB 
390-96) e 8 – Controle negativo (amostra LPB 229-99). 
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5.3 Detecção dos fragmentos necessários à obtenção da sequência completa 

do dupA 

 Os amplicons correspondentes aos cinco fragmentos (A, B, C, D e E) foram 

obtidos em todas as 75 linhagens, tendo sido possível o sequenciamento completo 

do gene dupA em todos os casos (Figura 5).  

 

  
 

 

Figura 5: Gel de agarose dos produtos amplificados correspondentes aos cinco fragmentos do 
gene dupA completo. 1 – Padrão de peso molecular 100 pb (Promega, Madison, WI, EUA); 2 – 
Fragmento A; 3 – Fragmento B; 4 – Fragmento C; 5 – Fragmento D; 6 – Fragmento E e 7 – 
Controle negativo interno da reação (água destilada).  

 

 

A título de ilustração, no ANEXO A encontram-se as sequências dos cinco 

fragmentos (A, B, C, D e E) correspondentes à sequência completa do gene dupA de 

uma amostra de H. pylori.  
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5.3.1 Pesquisa da inserção de base T ou C depois da posição 1385 que 

caracteriza o dupA descrito por Lu e colaboradores (2005a) 

A inserção de uma base T ou C depois da posição 1385 foi encontrada em 

todas as amostras analisadas (Tabela 4). As amostras apresentaram mais 

frequentemente a inserção T nessa posição (p = 0,04; OR = 1,88; IC 95% = 1,02 - 

3,48). Não foram vistos associações entre o tipo de base e as doenças; gastrite 

versus úlcera duodenal (p = 0,44); gastrite versus carcinoma gástrico (p = 0,27) e 

úlcera duodenal versus carcinoma gástrico (p = 0,13).  

 

Tabela 4: Inserção de uma base T ou C depois da posição 1385 nas doenças associadas à 
infecção pelo H. pylori 

 

Gastrite Úlcera duodenal Carcinoma gástrico Total 
Inserção 

N % N % N % N % 

T 17 65,4 16 55,2 16 80 49 65,3 

C 9 34,6 13 44,8 4  20 26 34,7 

Total 26 100 29 100 20  100 75 100 

N, número 

 

5.3.2 Pesquisa da inserção de adenina depois da posição 1733, descrita 

por Hussein e colaboradores (2010) 

A presença de uma inserção de adenina depois da posição 1733 (Figura 6), 

característica das amostras dupA1, como descrito por Hussein e colaboradores 

(2010), foi observada em todas as amostras de H. pylori (ANEXO B).  
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Figura 6: Inserção de adenina depois da posição 1733. Presença da inserção nas amostras 
LPB 318-99, LPB 113-04, LPB 04-99 e LPB 216-99. Ausência nas amostras J99 (ALM et al., 1999) 
e dupA (LU et al., 2005a).   
 
 

5.3.3 Pesquisa de polimorfismos no dupA 

Das 75 amostras, 41 (54,7%) não apresentaram polimorfismos que geram 

stop codons à montante da posição 1839. Por outro lado, 34 (45,3%) amostras 

apresentaram um ou mais polimorfismos que criam stop codons, rompendo o gene 

em produtos menores que o descrito como sendo dupA.  Dos polimorfismos no dupA 

que geram stop codons, quatro eram do tipo pontual non sense e 12 inserções ou 

deleções de bases nucleotídicas (Tabela 5). Foram identificadas amostras com mais 

de um polimorfismo. 

As Figuras 7A, 7B e 7C referem-se aos resultados individuais de cada 

amostra de acordo com as doenças associadas à infecção pelo H. pylori. Pode-se 

observar a diversidade e quantidade de polimorfismos detectados. Nenhuma 

sequência gênica gerou produto de 1839 pb como descrito por Lu e colaboradores 

(2005a).   
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Tabela 5: Polimorfismos que levam a stop codons prematuros no gene dupA de acordo com as 
doenças associadas à infecção pelo H. pylori 

 

Polimorfismo Posição Gastrite Úlcera 
duodenal 

Carcinoma 
gástrico 

Total 

Substituição de CT → TA 

Inserção T 

Inserção T 

Inserção A 

Substituição de C → T 

Deleção C 

Deleção T 

Deleção A 

Substituição de C → T 

Inserção T 

Deleção A 

Inserção AA 

Inserção A 

Inserção AT 

Substituição de G → T  

Deleção G 

Total 

52 

182 

184 

237 

397 

578 

794 

899 

1240 

1285 

1311 

1378 

1426 

1426 

1633 

1809 

0 

1 

0 

1 

2 

1 

1 

1 

0 

0 

4 

1 

6 

0 

1 

0 

19 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

1 

0 

1 

4 

0 

4 

1 

0 

1 

14 

0 

0 

1 

1 

1 

0 

1 

0 

1 

0 

4 

0 

4 

1 

0 

1 

15 

1 

1 

1 

2 

3 

1 

3 

2 

1 

1 

12 

1 

14 

2 

1 

2 

48 
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Figura 7A: Polimorfismos no dupA em linhagens isoladas de pacientes com gastrite. A 
inserção de adenina depois da posição 1733 não foi destacada na figura uma vez que ela foi 
encontrada em todas as amostras. Os números dentro das barras correspondem aos 
polimorfismos observados em cada amostra.    

 
 

dupA 
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Figura 7B: Polimorfismos no dupA em linhagens isoladas de pacientes com úlcera duodenal. A 
inserção de adenina depois da posição 1733 não foi destacada na figura uma vez que ela foi 
encontrada em todas as amostras. Os números dentro das barras correspondem aos 
polimorfismos observados em cada amostra. 
* Polimorfismos que não geram stop codons 

 

dupA 
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Figura 7C: Polimorfismos no dupA em linhagens isoladas de pacientes com carcinoma 
gástrico. A inserção de adenina depois da posição 1733 não foi destacada na figura uma vez 
que ela foi encontrada em todas as amostras. Os números dentro das barras correspondem 
aos polimorfismos observados em cada amostra. 
* Polimorfismos que não geram stop codons 

 

dupA 
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Vinte e seis das 75 amostras (34,67%) apresentaram os polimorfismos já 

descritos na nossa população: deleção de uma adenina na posição 1311 em 12 

(16,0%) e a inserção de uma adenina na posição 1426 em 14 (18,67%). Presença 

simultânea dos dois polimorfismos foi vista em duas amostras (2,7%). Além disso, 

uma inserção de adenina na posição 237 também foi observada, criando um stop 

codon prematuro nessas duas amostras (Figuras 7A e 7C). Outros polimorfismos 

que levam à stop codon localizados à montante da deleção em 1311 estão 

compartilhados em 5 (19,2%) das 26 amostras: deleção de timina na posição 794, 

substituição de CT por TA na posição 52, inserção de timina na posição 1285 e 

inserção de timina na posição 184.  

Entre os outros polimorfismos que criam stop codons prematuros no gene 

dupA destacam-se: inserção de AT na posição 1426, substituição de C por T na 

posição 397, deleção de adenina na posição 899 e deleção de guanina na posição 

1809. Vale ressaltar que a deleção de guanina na posição 1809 foi observada em 

duas amostras que também apresentavam inserção de adenina na posição 1426 

(Figuras 7B e 7C).  

Foram ainda identificados três polimorfismos que não geram stop codons: 

uma deleção de AATGGT na posição 897 e deleção de ATA na posição 941 em 

duas amostras isoladas de pacientes com carcinoma gástrico (Figura 7C) e uma 

inserção de 21 pares de bases na posição 200 em uma amostra isolada de um 

paciente com úlcera duodenal. No último caso, o produto foi visto ser maior que o 

descrito como dupA1, contendo 1905 pares de bases (Figura 7B).  

Ainda, foi observada uma deleção de CTAAAA depois da posição 1844 em 18 

(24%) das 75 amostras de H. pylori (Figuras 7 e 8), levando à formação de um 
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produto de 1878 pares de bases. Embora tenha sido mais frequente nas amostras 

isoladas de pacientes com úlcera duodenal (n = 10) que naquelas isoladas de 

pacientes com gastrite (n = 3) ou carcinoma gástrico (n = 5), não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos (p  0,10).  

 

 
 
Figura 8: Deleção de CTAAAA depois da posição 1844. Deleção observada nas amostras LPB 
1337-95, LPB 04-99 e LPB 216-99. Ausência da deleção na amostra J99 (ALM et al., 1999).  

 

A frequência de amostras com mais de um polimorfismo no dupA de acordo 

com a doença também foi avaliada, comparando, entre as amostras polimórficas 

isoladas de cada grupo de pacientes, quantas apresentavam apenas um 

polimorfismo e quantas apresentavam mais de um polimorfismo no dupA (Tabela 6). 

Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi encontrada (p > 0,39). Nenhum 

polimorfismo isoladamente foi associado à doença na nossa população.  
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Tabela 6: Número de polimorfismos no dupA de acordo com as doenças associadas à infecção 
pelo H. pylori, independentemente de criarem ou não stop codon 

 

Gastrite Úlcera duodenal Carcinoma gástrico Total Número de 
polimorfismos 

N % N % N % N % 

12 46,2 18 62,1 9 45 39 52 

11 42,3 7 24,1 7 35 25 33,3 

2 7,6 4 13,8 2 10 8 10,7 

1 3,9 0 0 2 10 3 4,0 

0 

1 

2 

3 

Total 26 100 29 100 20 100 75 100 

 

 

5.3.4 Associação entre a presença de dupA-intacto e risco das doenças 

associadas à infecção pelo H. pylori 

Quarenta e uma (54,7%) das 75 amostras geraram produtos maiores que 

1839 pb e foram consideradas dupA-intactas (Tabela 7).  

 

Tabela 7: Presença de dupA-intacto de acordo com as doenças associadas à infecção pelo H. 

pylori 

 

Gastrite Úlcera duodenal Carcinoma gástrico Total 
dupA-intacto 

N % N % N % N % 

Presente 12  46,2 19  65,5 10  50 41  54,7 

Ausente 14  53,8 10  34,5 10  50 34  45,3 

Total 26 100 29 100 20 100 75 100 

 

A presença de dupA-intacto foi mais frequentemente observada nas amostras 

isoladas de pacientes com úlcera duodenal [n = 19 (65,5%)] que naquelas de 
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pacientes com gastrite [n = 12 (46,2%)] ou carcinoma gástrico [n = 10 (50%)]. Na 

análise logística, a presença do dupA-intacto associou-se independentemente com 

úlcera duodenal, mas não com a idade e o sexo do paciente (Tabela 8). Não houve 

associação entre a presença do dupA-intacto e câncer gástrico (p = 0,8). 

 

Tabela 8: Variáveis associadas à infecção por linhagens de H. pylori com o gene dupA-intacto 
 

Variáveis  
Análise 

univariada  Análise multivariada  

 p OR IC 95%  p 

Sexo 0,63 3,17 2,01 - 0,51 0,32 

Idade  0,02 1,05    0,99 - 1,10 0,06 

Úlcera duodenal 0,09 5,06    1,22 - 20,96 0,02 

Teste Hosmer-Lemeshow: p = 0,7 (9 passos).  

 

5.3.5 Sequências nucleotídicas do gene dupA de amostras isoladas da 

população estudada 

As sequências completas do gene dupA de amostras isoladas de pacientes 

com gastrite (HM770857.1, HM770858.1, HQ228199.1 e HQ228200.1), com úlcera 

duodenal (HM770859.1, HM770860.1, HQ228197.1 e HQ228198.1) e com 

carcinoma gástrico (HM770861.1, HM770862.1, HQ228195.1 e HQ228196.1) foram 

depositadas no banco de dados GenBank.   
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6.0 DISCUSSÃO  

 

No presente estudo demonstramos que o gene dupA-intacto do H. pylori, isto 

é, um produto com 1839 pb ou mais, é um fator de risco independente para o 

desenvolvimento de úlcera péptica duodenal mas não de câncer gástrico na nossa 

população. Identificamos também polimorfismos ainda não descritos, o que foi 

possível pelo sequenciamento completo do gene, adotando a metodologia Primer 

Walking.  

Os motivos pelos quais apenas uma minoria das pessoas com gastrite crônica 

pelo H. pylori desenvolve doenças mais graves e como a infecção pode levar ao 

aparecimento de duas doenças mutuamente exclusivas - úlcera péptica duodenal e 

carcinoma gástrico - não estão totalmente esclarecidos.  

O gene dupA, presente na zona de plasticidade de H. pylori, foi descrito como 

o primeiro marcador de virulência da bactéria que estaria associado a uma única 

doença, a úlcera duodenal (LU et al., 2005a). Entretanto, resultados de trabalhos 

subsequentes investigando associação entre a presença do dupA e as doenças 

decorrentes da infecção pelo H. pylori são contraditórios. Essas discrepâncias 

podem-se dever a diferenças da prevalência do dupA nas diferentes populações 

estudadas, como tem sido observado com outros marcadores de virulência do H. 

pylori como o cagA (BLASER et al., 1995; MIEHLKE et al., 1996; PAN et al., 1997; 

MAEDA et al., 1999; RUDI et al., 1999; QUEIROZ et al., 2000). De fato, a 

prevalência do dupA variou, dependendo da população estudada, de 19,5% a 100% 

(DOURAGHI, et al., 2008; ARGENT et al., 2007; SCHMIDT et al., 2009; PACHECO 

et al., 2008; GOMES et al., 2008; NGUYEN et al., 2010).  
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Entretanto, outras explicações incluem diferenças na metodologia adotada 

para a detecção do dupA ou, ainda, definição do que seria considerado como 

amostra dupA-positiva (YAMAOKA, 2008). Além disso, à medida que o marcador vai 

sendo estudado mais detalhadamente, novos polimorfismos do dupA vêm sendo 

descobertos e podem variar de acordo com as populações (QUEIROZ et al., 2010; 

HUSSEIN et al., 2010). 

Como já dito, o dupA é formado pela união de dois genes; jhp0917 e jhp0918. 

Considerando que o jhp0917 é homólogo à região 5’ do virB4 enquanto o jhp0918 é 

homólogo à região 3’ do mesmo gene, acredita-se que a sequência completa 

homóloga ao virB4 é formada apenas quando há a inserção da base T ou C depois 

da posição 1385 no jhp0917, criando uma janela de leitura contínua, o que resulta 

no dupA (LU et al., 2005a). Entretanto, mutações nas sequências gênicas do 

jhp0917 ou jhp0918 que levam à formação de stop codons podem impedir a leitura 

completa do dupA, resultando na ausência de produtos ou na formação de produtos 

não funcionais. Assim, a identificação mais adequada desse marcador dependeria 

não só da observação da presença dos genes jhp0917 e jhp0918 por PCR e da 

inserção da base T ou C depois da posição 1385, como também da investigação de 

polimorfismos que criam stop codons.  De fato, um estudo do nosso grupo 

(QUEIROZ et al., 2010) demonstrou que, apesar de o gene dupA estar presente em 

quase 100% das amostras da nossa população, o sequenciamento de um fragmento 

de 214 pb do dupA revelou dois polimorfismos frequentes que criam stop codons, 

indicando que o gene poderia não ser funcional em algumas das linhagens 

consideradas dupA-positivas por métodos convencionais. Os resultados desse 

trabalho nos mostraram a necessidade de se proceder ao sequenciamento em toda 
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a extensão do gene à procura de novos polimorfismos que poderiam também estar 

impedindo a expressão ou formação da proteína. 

Enquanto o presente trabalho estava em andamento, Hussein e 

colaboradores (2010) publicaram um estudo também relatando polimorfismos no 

gene dupA. Os autores observaram que amostras de H. pylori apresentavam 

frequentemente uma inserção de adenina em uma cadeia poliA na porção 3’ do 

dupA que levava à extenção da janela de leitura do gene até 1884 pares de bases, 

45 pb a mais que do produto gênico descrito por Lu e colaboradores (2005a). Além 

disso, os autores relataram a deleção de adenina na posição 1311 originalmente 

descrita pelo nosso grupo (QUEIROZ et al., 2010) em algumas sequências de dupA, 

indicando que o polimorfismo descrito em linhagens de H. pylori na nossa população 

pode ser comum também em linhagens isoladas de outras populações. 

No presente trabalho, adotando a técnica de sequenciamento gênico Primer 

Walking obtivemos o sequenciamento completo do dupA de todas as amostras 

testadas, sem a necessidade de clonagem do gene. As sequências nucleotídicas, 

conferidas  manualmente nos eletroferogramas, apresentaram-se limpas, permitindo 

uma leitura precisa de toda a extensão do gene. Em concordância com os resultados 

publicados anteriormente pelo nosso grupo (QUEIROZ et al., 2010), a deleção de 

adenina na posição 1311 e a inserção de adenina na posição 1426 do dupA foram 

detectadas com frequência. Somados a elas, 14 polimorfismos ainda não descritos 

foram identificados; e, embora distintos uns dos outros, também levam à stop 

codons, criando sequências gênicas de tamanhos diferentes e possivelmente não 

funcionais. Além disso, em algumas linhagens havia a presença simultânea de 

vários polimorfismos.  
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A análise das sequências ainda revelou, curiosamente, a presença, no dupA 

de todas as nossas amostras, da inserção de A depois da posição 1733, descrita por 

Hussein e colaboradores (2010). Entretanto, em mais da metade dos casos, o 

produto gênico esperado, de 1884 pares de base, não é formado, uma vez que 

outros polimorfismos localizados à montante da posição 1733 foram detectados. 

Esse resultado ilustra como a pesquisa de apenas uma região do gene não é 

suficiente para determinar o status dupA da linhagem.  

Tendo como parâmetro o produto gênico de 1839 pb, originalmente descrito 

por Lu e colaboradores (2005a) como dupA, consideramos dupA-negativas as 

linhagens com produtos gênicos menores que 1839 pb e dupA-intactas aquelas com 

produtos iguais ou maiores que 1839 pb. Determinamos em modelos logísticos que 

infecções por amostras com dupA-intacto estão associadas com úlcera duodenal, 

mas não com câncer gástrico, identificando pela primeira vez um possível marcador 

de úlcera duodenal na nossa população.  

Apesar de até o momento a proteína DupA não ter sido caracterizada, bem 

como sua função, há evidências que o dupA seja um gene funcional. A presença do 

gene está associada a aumento na concentração gástrica de IL-8 (LU et al., 2005a, 

QUEIROZ et al., 2010), bem como aumento da produção “in vitro” de IL-8 e IL-12p70 

por células mononucleares do sangue periférico (HUSSEIN et al., 2010). Além disso, 

amostras dupA-positivas de H. pylori mostraram, in vitro, capacidade maior de 

sobrevivência em pH ácido (LU et al. 2005a), característica que pode ser benéfica 

para a sobrevivência da bactéria no ambiente de hiperacidez gástrica característico 

de pacientes com úlcera duodenal, contribuindo para aumento da carga bacteriana e 

consequentemente maior agressão ao hospedeiro. Mais recentemente, Nguyen e 

colaboradores (2010) demonstraram, por RT-PCR, que o dupA é transcrito, 
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fornecendo evidências mais concretas de que, diferentemente do que foi 

demonstrado para alguns genes da região de plasticidade do genoma de H. pylori 

(OCCHIALINI et al., 2000), o dupA não é um pseudogene.  

Nesse estudo, em resumo, identificamos novos polimorfismos no dupA, 

possivelmente funcionais. Considerando como dupA-positivas apenas as linhagens 

com dupA sem polimorfismos que geram stop codons, o gene foi visto ser um fator 

de risco para o desenvolvimento de úlcera duodenal na nossa população. Esses 

achados reforçam a importância de se proceder ao sequenciamento completo do 

gene para caracterizar uma amostra como dupA-positiva e a necessidade de se 

investigar futuramente como esses polimorfismos interferem na expressão e/ou 

função do gene. 
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7.0 CONCLUSÕES 

 

 Pela técnica de Primer Walking, foi possível sequenciar toda a extensão dos 

genes jhp0917 e jhp0918 que formam o dupA de H. pylori.  

 Um número grande de polimorfismos, além dos já descritos no dupA, foram 

identificados.  

 Considerando amostras dupA-negativas quando haviam polimorfismos que 

levam a stop codons prematuros, a presença do dupA-intacto associou-se 

com úlcera duodenal. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A 

Sequências dos cinco fragmentos (A, B, C, D e E) correspondentes a 

sequência completa do gene dupA de uma amostra de H. pylori. 
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ANEXO B 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 


