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RESUMO

Estudos vém mostrando a relagdo entre a ocorréncia de Helicobacter pylori e infeccdes
gdstricas, principalmente em comunidades carentes e grupos especiais, bem como a
possibilidade da boca se converter em reservatério desse microrganismo. O objetivo desse
estudo foi comparar a ocorréncia desse agente infeccioso em brasileiros urbanos, adultos, com
diferentes condicdes de saide bucal e padrdoes de higiene. Participaram do estudo 200
pacientes. Exames clinicos intra e extrabucais foram realizados e amostras de saliva foram
obtidas. A presenca de H. pylori foi avaliada por PCR. O teste de Qui-Quadrado foi utilizado
para avaliar a significancia dessas possiveis associacdes, enquanto as avaliacdes dicotdomicas
foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney e exato de Fisher. A existéncia de correlagdes
entre a presenca do microrganismo alvo e as condi¢des bucais e de higiene foi avaliada
através do indice de correlacdes de Spearman. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
Observaram-se associagdes entre a presenca desse microrganismo e periodontite cronica,
higiene precdria e, principalmente, historico de gastropatias na populacdo examinada.
Palavras-Chaves: infec¢des, satide bucal, H. pylori.

ABSTRACT

Studies have evidenced the relationship between the occurrence of Helicobacter pylori and
gastric infections, particularly in poor communities and special groups as well as the
possibility of mouth to become reservoir of this microorganism. The aim of this study was to
evaluate the occurrence of this infectious agent in urban Brazilian adults with different oral
health conditions and hygiene standards. Two hundred patients participated of this study.
Intra and extraoral clinical examinations were performed and samples of saliva were
obtained. The presence of H. pylori was carried out by PCR. The Chi-square test was used to
assess the significance of the associations, while the dichotomous evaluations were performed
using the Mann-Whitney test and Fisher's exact test. The presence of correlations between the
targeted organism, the oral health conditions and hygiene standards was assessed using the
Spearman correlation test. The level of significance was 5%. Associations between the
presence of this microorganism and chronic periodontitis, poor hygiene, and especially
history gastropathies were evidenced in the population.
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1 INTRODUCAO

Helicobacter pylori € um microrganismo Gram-negativo mével espiralado,
frequentemente associado a enfermidades géstricas. A caracterizagdo desse patdgeno permitiu
uma maior compreensdo dos fatores ligados ao desenvolvimento dessas doencas e dos seus
fatores predisponentes, permitindo maior expressio da viruléncia microbiana (ASSUMPCAOQ
et al., 2010). Entretanto, necessita-se de uma visdo mais ampla dessa relacdo patdgeno-
hospedeiro, uma vez que a maioria dos portadores desse agente ndo desenvolve quaisquer
doengas (DYE et al., 2002).

Esse bastonete tem mostrado correlagdo positiva com a ocorréncia de gastrite cronica,
ulceras gastroduodenais, linfomas associados ao sistema imune ligado as mucosas e
neoplasias malignas géstricas (CORREA, 1997; ESKANDARI et al., 2010; MEDINA et al.,
2010), tendo sido considerado como carcinégeno pela Organizacdo Mundial de Saude,
infectando mais da metade da populacdo mundial, em algum momento da vida (SONG & LI,
2013). O papel desse microrganismo em outras neoplasias ainda precisa ser mais bem
avaliado desde que dados epidemioldgicos ndo dao respaldo a participagdo universal desse
microrganismo no processo de carcinogénese (GENC et al., 2013). Sua distribuicao parece ser
mais comum em paises em desenvolvimento (ESKANDARI et al.,, 2010), além de ser
bastante frequente na boca de pacientes que apresentaram ulceras gastricas e gastrite, de
forma que a mucosa bucal pode se comportar como um reservatério desse patégeno
(ESKANDARI et al., 2010; NAMIOT et al., 2010).

Estudos vém implicando a boca como reservatorio desse patégeno (CELLINI et al.,
2010; SONG & LI, 2013; ZOU & LI, 2013), que parece ser transmitido por via oral-oral e
gastro-oral (MEGRAUD, 1995), embora a rota oral-fecal exista e constitua uma possibilidade
(MEGRAUD, 1995). Nesse processo de transmissio, a saliva merece destaque (YEE et al.,
2013) e a sua presenga desse organismo na boca vem sendo considerada na etiologia de
processos patoldgicos de variada natureza, como as modificagdes de percepgdes gustativas e
suas claras implicagdes (CECCHINI et al., 2013).

A presenca desse microrganismo na boca pode estar associada a sua ocorréncia na
mucosa gastrica e as complicagdes que esse microrganismo provoca no sistema digestorio
(AL ASQAH et al., 2009; SONG & LI, 2013), dificultando sobremaneira sua erradicacdo do
estdbmago e dos demais processos infecciosos em que se encontra envolvido (ASSUMPCAO
et al., 2010; ZARIC et al., 2009; SONG & LI, 2013). Entretanto, os diversos aspectos
socioecondmicos associados a sua transmissao e distribuicdo nao estdo claros e necessitam ser
discutidos.

Considerando a importancia de Helicobacter pylori e as diferentes doengas a ele
associadas, o presente estudo objetivou avaliar a presenca desse microrganismo na boca de
brasileiros urbanos e sua correlacdo com sauide e higiene bucais.
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2 MATERIAL E METODO

2. 1. Populacio estudada

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba-UNESP (Processo 1797/09). A populagdo estudada foi constituida
de 200 pacientes de ambos os sexos, com idade de 22,4+ 18,1 anos, oriundos de oito
municipios do noroeste paulista. Os pacientes podiam ou ndo ter histérico médico de
enfermidades gdstricas. Apds a anamnese, foram realizados os exames clinicos intra e
extrabucais. Os exames clinicos das condi¢des periodontais foram realizados por um tnico
especialista, segundo metodologia descrita por Corraini et al. (2008).

Os pacientes nao haviam utilizado antimicrobianos e ndo foram submetidos a
tratamento odontolégico ou médico nos seis meses que precederam o estudo e foram
selecionados através de programa de busca parametrizada, entre os pacientes atendidos na
Faculdade de Odontologia de Aracatuba-UNESP, entre 2008 e 2011. Esses pacientes do
grupo controle ndo podiam ter consumido tabaco nos 05 anos anteriores ao estudo, bem como
bebidas alcodlicas nos seis meses anteriores. Formuldrios padronizados foram preenchidos,
constando informacdes referentes a identificacdo, idade, saide sist€émica, consumo de
medicamentos, bem como o exame fisico. As condicdes socioecondmicas dos pacientes foram
avaliadas através de questiondrio desenvolvido por assistentes sociais.

2.2. Coleta de saliva

A coleta dos espécimes clinicos foi realizada das 8:00 as 10:30 horas. Os pacientes
foram orientados a ndo beber, comer ou realizar a higiene bucal uma hora antes do
atendimento. Todos os espécimes clinicos foram transportados para o laboratério em 4gua
ultrapura para a extracdo do DNA microbiano. As coletas do biofilme supragengival e saliva
foram realizadas imediatamente antes do exame clinico das condi¢des dentdrias dos pacientes.
Para a coleta de saliva, foram utilizados dispositivos denominados Salivettes
(Aktiengesellsschaft, Niimbrecht, Alemanha). A saliva era imediatamente congelada em
mantida a -80°C até a extra¢do do DNA microbiano, que era realizada até 30 dias apds a
coleta dos espécimes clinicos.

2.3. Deteccao molecular do microrganismo alvo

O DNA das amostras clinicas nos criotubos com dgua Milli Q foi extraido através do
“kit” RTP Spin Bacteria DNA (Invitek, GmbH, Berlin, Alemanha) segundo as especifica¢des
do fabricante e 0o DNA foi mantido a -80°C, até as rea¢des de amplificagdo. As concentra¢oes
de DNA bacteriano foram determinadas em espectrofotometro (Azeo nm). A presenca de
Helicobacter spp. foi avaliada por PCR, utilizando-se iniciadores especificos, como descrito
por Suzuki et al. (2008). A amplificacdo inicial com os iniciadores especificos para o género
Helicobacter foi realizada em aparelho de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400)
programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.); de 35 ciclos de 94°C (1 min.), 53°C por 30s., 72°C
(1 min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min.), para a extensdo final da cadeia de DNA. As rea¢des foram
realizadas em volumes de 25 uL. A seguir, realizava-se a evidencia¢do dos amplicons de 375
pb, em gel de agarose a 1%.
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As amostras positivas foram separadas e submetidas a deteccdo de H. pylori. Para
tanto, SuL do produto da amplificagdo inicial do DNA eram submetidos a um segundo
conjunto de ciclos de amplificacdo empregando-se a mesma programacgao do termociclador,
mas com uma temperatura de anelamento dos iniciadores de 60° C, produzindo amplicons de
109 pb. Os produtos da amplificacdo pelo PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e fotografados sobre
transiluminador de luz UV, com camara Kodak (Eletrophoresis Documentation and Analyses
System 120). Como padrao de peso molecular foi utilizado o marcador 1Kb Plus DNA ladder
(Invitrogen, SP).

2.4. Analise estatistica

Inicialmente as associacdes de parametros clinicos e microbioldgicos foram avaliadas
por meio de andlise logistica multivariada. O teste de Qui-Quadrado foi utilizado para avaliar
a significincia dessas possiveis associagdes, enquanto as avaliacdes dicotOmicas foram
realizadas pelo teste de Mann-Whitney e exato de Fisher. A existéncia de correlagdes entre a
presenca do microrganismo alvo e as condi¢gdes periodontais e de higiene foi avaliada através
do indice de correlagdes de Spearman. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

3. RESULTADOS

Entre os pacientes desse estudo, 10,5% apresentavam histérico de gastrite/tlcera
gdastrica, ocorrendo em maior frequéncia no sexo feminino, embora sem significancia
estatistica. Esse histérico de gastrite-ulcera géstrica se mostrou associado com a presenga de
H. pylori em boca, sendo que o mesmo esteve presente na saliva de 81% dos pacientes com
esse histdrico de gastropatias. Entre os ndo portadores dessas condi¢des, sua ocorréncia foi de
23,5%, evidenciando a diferenca com o grupo anterior (teste de Qui-quadrado, p<0,001).

As Tabelas 1 e 2 trazem os dados relativos a ocorréncia de H. pylori nos pacientes
segundo as suas condicdes de higiene e saide periodontal, respectivamente.

A amostra dos pacientes mostrou-se bastante homogénea nos aspectos
socioecondmicos mais relevantes, de forma que nao foi possivel correlacionar a presenca
desse microrganismo e fatores como grau de instru¢do, renda familiar e ocupacdo. Quando
sdo analisadas as condigdes periodontais dos pacientes (Tabela 1), observa-se que a
ocorréncia de H. pylori na saliva (teste de Qui-quadrado, p=0,022) é maior entre os portadores
de periodontite. Através do teste de correlagdes de Spearman verificou-se que a ocorréncia
desse microrganismo na saliva apresenta-se mais associada a higiene dos pacientes do que a
condi¢do periodontal dos mesmos (ocorréncia e higiene: 0,61; ocorréncia e condi¢do
periodontal: 0,29), como evidenciado através da Tabela 2.

4.DISCUSSAO

Estudos mostram que H. pylori € a causa mais frequente de gastrite e tlceras gastricas
e possui forte relacdo com alguns tipos de cancer no estomago (ESKANDARI et al., 2010;
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MEDINA et al., 2010), sendo frequentemente encontrado em paises em desenvolvimento
(POUNDER & NG, 1995; ESKANDARI et al., 2010).

Embora os mecanismos ainda ndo estejam esclarecidos, a aquisicio desse
microrganismo microaeréfilo se dd na infancia, onde a transmissdo intrafamilial é bastante
relevante, possivelmente por contato oral-oral, gastro-oral e oro-fecal, onde a boca pode
representar um importante reservatério desse microrganismo (ESKANDARI et al., 2010;
NAMIQOT et al., 2010; ZOU & LI, 2011), potencializado pela falta de higiene pessoal e
condic¢oes sanitdrias (KRASTEVA et al., 2011).

Nos portadores de gengivite e periodontite, particularmente aqueles que apresentam
condi¢des precdrias de higiene (KRASTEVA et al., 2011; ZOU & LI, 2011), o que pode
interferir com a distribuicdo desse agente na saliva dos pacientes. Nesse sentido, Roméan-
Romén et al. (2013) evidenciaram, na saliva, a presenca de diferentes genétipos de H. pylori
em aproximadamente 90% dos individuos com gastrite cronica e em todos os pacientes com
ulcera gastrica, dados semelhantes aos observados no presente estudo. Essa diversidade de
genotipos sugere que outras fontes de infec¢do extra estomacais podem estar atuando no
processo de infeccdo de boca e reinfeccdo da mucosa, produzindo frequéncias elevadas de
deteccao desse agente infeccioso (SIDDIQ et al.,, 2004; CHAUDHRY et al., 2011),
refor¢ando a ideia de que a infec¢do géstrica ndo constitui o Unico sitio de disseminacio para
a boca (CHAUDHRY et al., 2011).

A saliva constitui o principal veiculo para a transmissdo e disseminagdo de
microrganismos presentes na cavidade bucal. Por outro lado, H. pylori ndo é considerado
como integrante da microbiota bucal (SUZUKI et al.,, 2008; ESKANDARI et al., 2010;
MEDINA et al., 2010; NAMIOT et al., 2010), de forma que sua implantacdo pode também
depender de um ambiente bucal favordvel, como ocorre em individuos com xerostomia ou
tabagistas.

A despeito desses resultados, diversos estudos mostram que, mesmo quando a saliva
se apresenta contaminada com H. pylori, os individuos periodontalmente sauddveis raramente
possuem esse patégeno no biofilme supra ou subgengival (OZDEMIR et al., 2001;
BURGERS et al., 2008), sugerindo que a contaminacio salivar pode ser o resultado de refluxo
gastresofdgico. Em algumas populagdes, esse microrganismo nao parece fazer parte da
microbiota suplementar ou mesmo transitéria do biofilme subgengival, como evidenciado por
Asikainen et al. (2004) e Silva et al. (2010), enquanto em outros grupos étnico-raciais sua
participacdo se mostra elevada (ANAND et al.,, 2006). Aspectos geograficos, culturais e
metodolégicos podem corroborar para essas discrepancias (SILVA et al., 2010).

Segundo Umeda et al. (2003), H. pylori € significativamente mais frequente em
pacientes com periodontite, como observado no presente estudo (Tabela 1), enquanto Saxena
et al. (2013) mostraram que esse patdogenos apresenta correlacdo ndo apenas com a condi¢ao
periodontal do pacientes, mas também com o consumo de tabaco, o que pode ser
potencializado pela grande capacidade de interacio com as células do hospedeiro
(SUGANUMA et al., 2008). O tabaco consistiria fator capaz ndo apenas de exacerbar as
periodontopatias, mas também as infec¢des por H. pylori (SIDDIQ et al., 2004). Entretanto, o
presente estudo foi realizado com pacientes ndo tabagistas e a associac@o entre periodontite e
ocorréncia desse agente infeccioso também foi detectada.
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Em amplo estudo, Boylan et al. (2014) mostraram que as doencas periodontais estao
ligadas a um maior risco de dlcera duodenal e géstrica e essa relagdo poderia ser mediada ndo
apenas pela microbiota bucal e gastrointestinal, que facilitaria a implantacdo de H. pylori, mas
também pelos numerosos mediadores inflamatdrios sistémicos liberados, de forma que os
autores sugerem que modificagcdes da microbiota bucal associadas com periodontite podem
dificultar, por meio de mediadores inflamatdrios, o reparo da mucosa gastrica apds agressao
de H. pylori, constituindo um sistema de retroalimentacao.

A ligacdo, pelo menos do ponto estatistico, entre o microrganismo e condi¢des
precarias de higiene foi relatada por Silva et al. (2012), onde esse microaerdfilo passa a
contribuir para os quadros de halitose, possivelmente interagindo com outros membros do
biofilme e da microbiota residente na boca. Por outro lado, os autores sugerem que o
desequilibrio da microbiota bucal, como acontece no desenvolvimento das enfermidades
periodontais ou com a redugdo do fluxo salivar, pode permitir uma elevacao da capacidade de
colonizagdo e metabdlica de H. pylori.

A frequéncia de deteccdo de H. pylori, no presente estudo, foi semelhante a observada
por Eskandari et al. (2010) e Medina et al. (2010), e menor do que a a descrita na maioria dos
artigos disponiveis na literatura relativa a paises em desenvolvimento (ANAND et al., 2006;
NAMIQOT et al., 2010). No presente estudo, os individuos com periodontite foram mais
frequentemente colonizados por esse patdgeno, ao contrario do observado por Berroteran et
al. (2002), Anand et al. (2006) e Namiot et al. (2010).

Os dados aqui apresentados mostram que a boca se comporta como um reservatorio
para esse microrganismo e, pala propria anatomia do aparelho estomatogndtico, poderia
facilitar a transmissao na populacdo e vir a constituir fonte de reinfeccao da mucosa gastrica.
Pelo menos para os pacientes com infec¢do gdstrica por H. pylori, parte dos resultados
positivos podem ser consequéncia de contaminagdo estomacal e ndo coloniza¢io da cavidade
bucal, como sugerido por Sugimoto et al. (2009). Entretanto, a presenca de gastrite ou ulcera
gastrica foi relatada em 10,5% dos pacientes, sendo que ocorréncia desse patdgeno na boca
foi significativamente mais elevada.

6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que a distribuicao de H. pylori é
mais elevada em pacientes com condicdes precérias de higiene bucal e periodontite cronica,
bem como com histérico medico de enfermidades géstricas.
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Tabela 1. Ocorréncia de H. pylori na saliva de pacientes com diferentes condi¢Ges periodontais.

Grupos Amostras positivas N (%)
PPS' (N=50) 8 (16,0)
PG (N=80) 22 (27,5)
PPC? (N=70) 29 (41,4)
Total* (N=200) 59 (29,5)

!Pacientes periodontalmente saudaveis;
’Pacientes com gengivite;

*pacientes com periodontite cronica.
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Tabela 2. Ocorréncia de H. pylori na saliva de pacientes com diferentes condi¢des de higiene

bucal.
Grupos Amostras positivas N (%)
SBC'< 25% (N=27) 4(14,8)
25<SBC* < 50% (N=132) 28 (21,2)
SBC® > 50% (N=41) 27 (65,9)
Total (N=200) 59 (29,5)
'Pacientes com 25% ou menos de suas superficies dentais com biofilme evidente
*Pacientes com mais de 25% e menos de 50% de suas superficies dentais com biofilme
evidente

*pacientes com 50% ou mais de suas superficies dentais recobertas por biofilme evidente.
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