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RESUMO

A infeccdo pela Helicobacter pylori € uma das mais comuns em humanos e apesar
de possuir tropismo pelo estbmago, pode ser encontrada na cavidade oral,
mantendo uma relacdo comensal com o hospedeiro, enquanto a carie dental
também é uma doenca infecciosa e resulta do metabolismo da placa bacteriana.
Ambas as infec¢des apresentam alta prevaléncia em paises em desenvolvimento,
pois estas populacfes estdo mais expostas a fatores ambientais de risco, e
normalmente sdo adquiridas durante a infancia. A prevaléncia destas infeccdes foi
investigada na cavidade oral de escolares assintomaticos para doencas gastricas,
provenientes de uma populagdo de Belém-Pa, relacionando-se a alguns parametros
de higiene e saude bucal, condicdo socioeconémica e fatores de susceptibilidade
genética como 0s grupos sanguineos ABO e Lewis. Foram investigados 104
individuos, com idade média de 17 anos. De todos os participantes foram coletadas
amostras de saliva e placa dental. A saliva foi coletada para identificagdo do estado
secretor ABO e Lewis e estimacdo dos parametros salivares, e ambas, saliva e placa
dental, foram coletadas para analise molecular dos genes 16S RNAr da H. pylori e
FUT2. A H. pylori foi detectada em 79,8% dos escolares, com freqiéncia de 66,35%
na placa dental e 58,65% na saliva. A prevaléncia de carie foi de 82,8% na
populacdo estudada. A avaliacdo clinica da saude bucal mostrou que o CPO-D
médio encontrado foi de 3,53. Observou-se que a experiéncia de cérie tende a
aumentar & medida que acresce a idade e que a infec¢do por H. pylori foi maior na
primeira infancia. O grau de instru¢cdo e o numero de visitas ao dentista mostraram
diferencas significantes em relagédo a presenca de H. pylori. A distribuicdo fenotipica
dos grupos sanguineos ABO e Lewis ndo mostrou diferencas significantes entre
individuos infectados e nao-infectados, que expliguem haver maior susceptibilidade
genética para infecgdo por H. pylori e céarie dental. No conjunto desta analise as
elevadas frequiéncias encontradas denotam a necessidade de cuidados e tratamento
das doencas dentais, como a carie e sugere-se que a H. pylori na cavidade oral
pode contribuir para a infecgéo e re-infec¢do do estbmago apos tratamento.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, carie dental, cavidade oral, grupos sanguineos.



ABSTRACT

The infection by Helicobacter pylori is one of the most common in humans and
despite having tropism by stomach, can be found in the oral cavity, maintaining a
commensal relationship with the host, while dental caries is also an infectious
disease and results from the metabolism of the bacterial plaque. Both infections are
highly prevalent in developing countries, since these populations are more exposed
to environmental risk factors, and are usually acquired during childhood. The
prevalence of these infections was investigated in the oral cavity of school children
with no symptoms of gastric diseases, from a population of Belém-Pa, in relation to
some parameters of oral hygiene and health, socioeconomic conditions and genetic
susceptibility factors like the ABO and Lewis blood groups. Were investigated 104
patients, with average age of 17 years. Of all the participants were collected saliva
samples and dental plaque. Saliva was collected to identify the ABO and Lewis state
secretor and estimation of salivary parameters, and both, saliva and plague samples
were collected for molecular analysis of 16S rRNA genes of H. pylori and FUT2. H.
pylori was detected in 79.8% of the students, with a frequency of 66.35% in dental
plague and 58.65% in saliva. The caries prevalence was 82.8% in the population
studied. The clinical evaluation of oral health showed that the average CPO-D found
was 3.53. It was observed that the caries experience tends to increase as in addition
to age and the H. pylori infection was higher in early childhood. The education level
and number of dentist visits showed significant differences in relation to the presence
of H. pylori. The phenotypic distribution of ABO and Lewis blood groups did not differ
significantly between infected and uninfected individuals, explaining there is greater
genetic susceptibility to infection by H. pylori and dental caries. Throughout this
analysis, the high frequencies found prove the need for care and treatment of dental
diseases, such as caries and it is suggested that H. pylori in the oral cavity can
contribute to infection and re-infection of the stomach after treatment.

Keywords: Helicobacter pylori, dental caries, oral cavity, blood groups.
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1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS DA MICROBIOTA DA CAVIDADE ORAL

A cavidade oral é a porc¢ao inicial do trato gastrointestinal, que € de crucial
importancia para a satde do organismo (LOSTER et al., 2006). E o habitat de uma
microbiota anfibionte - ndo patogénica - diversa que inclui mais de 600 espécies de
microrganismos ja identificadas (PRATTEN et al., 2003; MIZOBE-ONO et al., 2006).
Rautemaa et al. (2007) destacam a presenca de bactérias, protozoarios e
micoplasmas compondo essa rica e complexa microbiota.

Pelas suas particularidades anatbmicas, a cavidade oral, constitui um
ambiente favoravel para a colonizacdo e proliferacdo de microrganismos, os quais,
em condi¢cBes normais, mantém-se em equilibrio nos diversos microambientes orais
(gengiva, lingua, dentes) (MEURMAN et al., 1997).

Este estado de homeostase entre 0s microrganismos e com o hospedeiro é
prejudicado quando ha alteragcfes substanciais do ambiente, como por exemplo, alto
consumo de sacarose, higiene oral deficiente, imunossupressédo do individuo, perda
da integridade da mucosa, xerostomia e proliferagdo descontrolada da microbiota
normal e/ou oportunista (TEANPAISAN & DAHLEN, 2006).

Segundo Rouabhia (2002) a maioria dos microrganismos existentes na boca
organiza-se em comunidades sésseis chamadas biofilmes - depdsitos organicos na
superficie dos dentes - que tem sua formacéo intensificada em decorréncia de
higiene bucal inadequada (MOMOSE et al., 2003). A fisiologia e metabolismo dos
biofilmes sdo complexos, permitindo a sobrevivéncia da comunidade microbiana

inteira, muitas bactérias que crescem neste ambiente séo resistentes a fagocitose e
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a morte pelo sistema imunoldgico do hospedeiro, assim como ao efeito de drogas
antimicrobianas (GROSSI, 2000).

A grande maioria da microbiota oral nativa € comensal, no entanto, algumas
espécies tém capacidade cariogénica, como por exemplo, os Streptococcus do
grupo mutans (Streptococcus mitis, Streptococcus salivaris e Streptococcus mutans)
e Fusobacterium, comumente encontradas em amostras de pus de infeccdes
cariogénicas (RAUTEMAA et al., 2007).

Os S. mutans sdo os pioneiros na adesdo a pelicula oral, possibilitando a
sucessdo ecoldgica na placa dental, de bactérias aerdbias para micro-aerofilas,
anaerodbias facultativas e finalmente anaerdbias, de acordo com a espessura da
placa (ALMEIDA et al., 2002; HOSHINO et al., 2004). Também estdo comumente
associados a carie dental nas superficies lisas dos dentes (ALMEIDA et al., 2002).

Os Lactobacillus sao considerados membros residentes da microbiota oral
tendo um importante papel no balanco microecolégico, mas por ndo apresentarem
capacidade de aderir as superficies dentarias, estdo mais ligados a progressao da
carie nas superficies retentivas do dente e ndo ao seu inicio (MEURMAN &
STAMATOVA, 2007).

As espécies da Lactobacillus mais comuns encontradas na saliva por
Teanpaisan & Dahlén (2006) foram: L. fermentatum, L. rhamnosus, L. salivarius, L.
casei, L. acidophilus e L. plantarum, trés destes possuem cepas probioticas, que tem
demonstrado efeitos benéficos na saude geral, como a estabilizacdo da flora
intestinal (SIMARK-MATTSSON et al., 2007). Adicionalmente, ja foi observado o
efeito inibitorio de Lactobacillus utilizados como probidticos sobre o crescimento da
Helicobacter pylori coletada de biopsia gastrica (SGOURAS et al., 2004; LOPEZ-

BREA et al., 2008).
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Outros microrganismos que fazem parte da microbiota oral sdo o
Actinobacillus actinomyce-temcomitans e a Porphylromonas gingivalis, que
freqientemente estdo associados com doencga dental (SMIECH-SLOMKOWSKA &
JABLONSKA-ZROBEK, 2007). A levedura mais comum encontrada na cavidade oral

é a Candida albicans (RAUTEMAA et al., 2007).

1.2. CARACTERISTICAS SALIVARES

A saliva é importante para uma variedade de funcdes na cavidade oral, ela
forma uma barreira que atua na manutencdo da integridade, da hidratacdo e da
lubrificacdo dos tecidos orais, além disso, é também, essencial para a alimentacdo
(MIZOBE-ONO et al.,, 2006). Ela contém ainda um sistema tamponante que
neutraliza a acidez formada durante o metabolismo bacteriano e mineral necessério
para a remineralizacédo do esmalte dental (ALMSTAHL & WIKSTRON, 1999).

A secrecdo salivar contém anticorpos, especialmente IgA, importante para o
sistema de defesa das mucosas; substancias antimicrobianas, como a lisozima, que
€ bactericida, e a lactoferrina, que tem um efeito bacteriostético, e fornece substrato
ao metabolismo bacteriano através de mucinas e aglutininas que tem a capacidade
de ligar-se as bactérias (BENNEDETO, 2002).

A quantidade de saliva produzida pelas glandulas é muito importante para a
manutencdo da saude oral, sendo produzida entre cerca de 1000 a 1500 mL
diariamente (KOHLER et al., 1983). Quando a secrecao salivar é baixa, podem ser
esperados o0 aumento do numero de microrganismos na saliva e da espessura da

placa bacteriana devido o seu acumulo (ALMSTAHL & WIKSTRON, 1999).
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Segundo Kohler et al. (1983) o baixo fluxo salivar eleva a viscosidade da
saliva, contribuindo para o aumento do acumulo da placa e o risco de cérie e doenga
periodontal. O acesso a substancias antimicrobianas também diminui quando a
secrecdo salivar diminui isto pode ser seguido por um aumento nas espécies
microbianas associadas com infec¢cdes oportunistas (ALMSTAHL & WIKSTRON,
1999).

Apesar de ndo ser um fator essencial a ocorréncia de carie, a saliva,
desempenha um papel muito importante na patogénese da doenca ao condicionar a
expressao clinica das lesdes através de varios mecanismos, nhomeadamente, uma
acdo de limpeza das superficies dentéarias, a eliminacdo do substrato, a importante
capacidade tampao e a sua acgao antibacteriana (AREIAS et al., 2008).

A capacidade tampao salivar é ressaltada, pois quando o pH do fluido da
placa na superficie dental atinge valores em torno de 5,7 a 5,5 (pH critico para o
esmalte) devido a liberacdo de acidos organicos, principalmente o latico, ocorre
dissolucdo de cristais de hidroxiapatita, liberando ions calcio e fosfato no fluido da
placa dental - desmineralizacdo (KOHLER et al., 1983).

Almsthal & Wikstron (1999) demonstraram que a capacidade tampao diminui
guando as taxas de secrecao salivar estdo baixas. A partir da acdo tamponante da
saliva ocorre elevacao gradual do pH do fluido da placa, saturado de ions célcio e
fosfato, que em condicbes normais voltam a se depositar na superficie dental
(KOHLER et al., 1983).

A aglutinina € uma proteina salivar glicosilada sintetizada nas células serosas
das glandulas submandibulares, sublinguais e parétidas, importante para a ligacao
de uma ampla variedade de microrganismos, tais como: S. mutans, S. salivarius e S.

sanguis envolvidos na formacéo da placa dental (MIZOBE-ONO et al., 2006).
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1.3. PLACA DENTAL

A placa é um biofilme oral formado na superficie dos dentes (Figura 1),
habitada por milhdes de microrganismos (JIA et al., 2009). A remogao constante das
superficies mucosas por descamacéao previne o acumulo de grandes quantidades de
microrganismos aderidos as mucosas, 0 mesmo ndo ocorre com 0s dentes, pois

apresentam superficies duras que ndao descamam (LANG, 1997; GROSSI, 2000).

Adesina Receptor

—C -

- Colonizadores
CA_actinomycetemcomitans W —Hpien—, Secundarios
~ v

B

22 Colonizadores
primarios

Pelicula adquirida

| |

Figura 1: Diagrama de co-agregagdo bacteriana na superficie dental, adaptado de
RICHARD et al. (2003).

O desenvolvimento do biofilme oral ocorre normalmente em duas fases
distintas: 1?) proteinas de superficie bacteriana interagem com o hospedeiro ou
produtos bacterianos sdo adsorvidos na superficie do dente; 22) ocorre um acumulo
de bactérias por agregacdo e producdo de uma matriz polissacaridica extracelular
(NAPIMOGA et al., 2005).

Ja a formacdo da placa dental segue da seguinte maneira, a colonizacao

inicial € feita por um grupo de organismos Gram-positivos, principalmente
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Streptococcus, seguida por uma sucessao de varias espécies, e culmina na chegada
de bactérias anaer6bias Gram-negativas como a Porphyromonas gingivales, um
patdgeno predominante na periodontite severa em adultos (ROUABHIA, 2002).

A consequéncia mais significativa da formacgao do biofilme na estrutura dental
€ a continua liberagcdo dos componentes da superficie celular das bactérias para a
cavidade oral, como toxinas e enzimas que resulta em uma resposta do tecido local,
podendo levar a formacéo de ulceragbes (GROSSI, 2000).

Devido algumas bactérias ndo apresentarem a capacidade de ligarem-se
diretamente as superficies dentais, estas aderem-se a pelicula de origem salivar,
uma finissima membrana que envolve toda a superficie oral inclusive os dentes
(NAPIMOGA et al., 2005). De acordo com Shivakumar et al. (2009) a pelicula salivar
€ composta principalmente por glicoproteinas, dentre elas a fucose, que medeia a
ligacdo do S. mutans, considerado o agente etioldgico principal da carie dental, a
superficie do dente, e deste as outras espécies bacterianas (LAMONT et al., 1991;

OHO et al., 1998).

1.4. CARIE DENTAL

Considerada uma doenca infecciosa, transmissivel e crbnica, de carater
multifatorial, a carie dental € caracterizada por uma desmineralizacdo da estrutura
dentaria provocada por acidos resultantes do metabolismo de microrganismos
presentes na placa bacteriana (PINELLI et al., 2000; NAPIMOGA et al., 2005;
MOTTA et al.,, 2006; SHIVAKUMAR et al., 2009). A infeccdo atinge os humanos

principalmente no periodo da infancia (SIMARK-MATTSSON et al., 2007).
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E uma doenca que tem inicio antes do desenvolvimento da les&o clinicamente
detectavel, no esmalte dentario, que é uma estrutura biolégica acelular e desprovida
de vasos e nervos, explicagédo para o fato das lesdes se instalarem e desenvolverem
sem despertar uma reacao inflamatoéria (AREIAS et al., 2008).

Os diversos fatores etiologicos envolvidos na doenca estdo relacionados ao
hospedeiro (tecidos dentérios susceptiveis a dissolu¢do acida), ao agente (bactérias
orais com potencial criogénico) e ao ambiente (substrato adequado a satisfacdo das
necessidades das bactérias criogénicas), nomeadamente o consumo freqiente de
hidratos de carbono refinados (AREIAS et al., 2008).

A variabilidade individual do risco de carie esté relacionada, principalmente,
com a dieta consumida e com o nimero de organismos cariogénicos presentes na
placa bacteriana e na saliva, citando-se que as principais bactérias associadas a
predisposicao ao risco de céarie sdo o S. mutans e os Lactobacillus (PINELLI et al.,
2000; CORTELLI et al., 2004).

Dentre as diferentes doencas que acometem a boca, a carie dentaria € uma
das mais relevantes, devido particularmente a sua alta prevaléncia nas diferentes
populacdes (KAMAROSKI et al., 2005). No entanto, essa prevaléncia foi diminuindo
em muitos paises industrializados nas ultimas décadas, principalmente devido a
expansado de substancias a base de fluor, entretanto, a doenca ainda continua sendo
o principal problema clinico e a maioria das criancas a manifesta (SIMARK-
MATTSSON et al., 2007).

A exposicao frequente ao flior associada com modificacbes na ingestdo de
carboidratos fermentaveis, maior acesso aos servicos odontologicos e ampliacédo da
educacdo em saude bucal sdo fatores considerados responsaveis pelo declinio na

prevaléncia e na severidade da céarie dentaria em paises desenvolvidos (AREIAS et
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al., 2008). Por outro lado, em paises subdesenvolvidos, ndo tem ocorrido reducao
muito significativa do comprometimento da saude dentéria, uma vez que a condicdo
sécioecon6mica da populagdo parece exercer influéncia direta na prevaléncia da
doencga, ressaltando a necessidade de mudangcas sociais, e nao apenas
modificagdes dos habitos individuais (CORTELLI et al., 2004).

A bactéria S. mutans coloniza a superficie dos dentes (SIMARK-MATTSSON
et al., 2007), e estd envolvida na lesdo de carie com um nimero de caracteristicas
como sua capacidade de interagir com a sucrose atraves de glicosiltransferases; de
produzir grande quantidade de &cido (acidogenicidade) e tolerancia a exposi¢do a
ambientes com pH baixo (aciduria) (BEIGHTON, 2005). Além disso, ele ainda produz
uma mutacina, que pode facilitar seu estabelecimento na placa dental (BEIGHTON,
2005).

Devido sua grande habilidade adesiva e acido-secretora, € o coco Gram-
positivo mais rotineiramente isolado da placa dental, das lesGes cariosas e da saliva
(KAMAROSKI et al.,, 2005). Dados obtidos a partir de um estudo longitudinal
mostraram que individuos com niveis elevados de S. mutans na saliva apresentam
atividade de carie mais acentuada do que individuos com baixos niveis (CORTELLI
et al., 2004), a presenca de 10° unidades formadoras de colénia por milimetro de
saliva (SMIECH-SLOMKOWSKA & JABLONSKA-ZROBEK, 2007), representa o
namero indicativo de atividade de carie acentuada (CORTELLI et al., 2004).

A mae é a fonte mais importante de infeccdo primaria de S. mutans e S.
sobrinus para as criancas e a saliva é o principal veiculo de transmissao
(NAPIMOGA et al., 2005).

As mutacinas sdo proteinas antibioticas que conferem vantagem ecoldgica
em comunidades diversas como o biofilme dental, a mutacina produzida pelo S.

mutans pode facilitar a transmissdo de mée para filho (considerada fonte primaria de
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infeccd0) e aumenta as taxas desta espécie no biofilme dental (NAPIMOGA et al.,
2005).

Uma dieta rica em sacarose também exerce papel fundamental na etiologia
da cérie dentéria, jA que esse carboidrato é facilmente fermentado e metabolizado
pelos S. mutans, os quais produzem acidos e polissacarideos extracelulares, além
disso, a consisténcia e frequéncia de ingestao interferem com o poder cariogénico
destes organismos (CORTELLI et al., 2004).

Os carboidratos sdo os alimentos com maior potencial cariogénico, pois ao
entrarem em contato com a placa bacteriana causam queda do pH oral (AJDIC et
al., 2002). Entre os carboidratos mais cariogénicos estdo os monossacarideos, como
a frutose, a lactose, a glicose e a maltose e dissacarideos como a sacarose (LANG,
1997). A sacarose é 0 agUcar mais comumente encontrado em alimentos
industrializados e consumido em grandes quantidades, principalmente pelas
criancas (FERNANDES et al., 1995).

O potencial cariogénico da sacarose consiste no fato do aclcar penetrar na
intimidade da placa dental levando a producdo de &cido quando metabolizada e
serve também como substrato para enzimas, como frutosil e glicosiltransferases
para formar polissacarideo extracelular insolivel (AJDIC et al., 2002).

Assim, a céarie dental € o resultado de uma infeccdo que apresenta carater
multifatorial envolvendo fatores genéticos, como susceptibilidade do hospedeiro
(SIMARK-MATTSSON et al., 2007), fluxo salivar, composi¢cao da saliva, e também
fatores ambientais, como a microbiota bacteriana especifica, dieta alimentar,
gualidade da higiene bucal e exposicdo ao fldor (CALFIELD & GRIFFEN;
HERZBERG & KAPLAN, 2000).

Essa evidencia esclarece a complexidade do problema, quando a leséo de

carie nao é tratada e resulta em um dano irreversivel ou perda de elemento dentario,
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com comprometimento da funcdo mastigatoria e da estética (ZERO, 1999), com o
agravo de que a prevencao, o controle e o tratamento nem sempre sao garantidos
de maneira eficaz pelo Sistema Unico de Salde (SUS).

O indicador de saude bucal CPO-D (nimero médio de dentes permanentes
cariados, perdidos e obturados), € um indice recomendado pela Organizacédo
Mundial de Saude (OMS) que mede e compara a experiéncia de carie dental nas
populagdes (CYPRIANO et al., 2005).

A idade de 12 anos é adotada internacionalmente como parametro basico
para uso do indicador. Os valores do indice correspondem aos seguintes graus de
severidade: muito baixo (0 a 1,1), baixo ( 1,2 a 2,6), moderado (2,7 a 4,4), alto (4,5 a
6,5) e muito alto (6,6 e mais) (CYPRIANO et al., 2005).

Valores elevados indicam mas condicbes de saude bucal da populagéo,
freqientemente associadas a condigbes socioecondmicas desfavoraveis, a
dificuldade de acesso aos servicos de saude e aos habitos deletérios, como
consumo excessivo de agucares, além de limitado acesso ao fluor.

Para o ano de 2000, a OMS havia estipulado como meta, indice CPO-D de
trés aos 12 anos de idade (CORTELLI et al., 2004) e aos 18 anos 85% das pessoas
devem apresentar todos os dentes permanentes irrompidos presentes. As metas da
salde bucal para o0 ano de 2010 sédo de CPO-D menor que 1 aos 12 anos de idade e
nao haver perda dental, aos 18 anos de idade, devido a céarie ou doenca periodontal.

De acordo com um levantamento realizado pelo Ministério da Saude em
varias capitais brasileiras no periodo de 2002/2003, o CPO-D encontrado na regiao

Norte foi de 3,1, valor considerado moderado.
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1.5. Helicobacter pylori NA CAVIDADE ORAL

A Helicobacter pylori € um patdégeno de crucial importancia, associada a
diferentes doencas gastricas, como Ulcera péptica, gastrite e linfoma de tecido
linféide associado a mucosa (MALT), e é considerada como fator de risco no
desenvolvimento de céncer gastrico (LIU et al., 2008; MORALES-ESPINOSA et al.,
2009). E uma bactéria Gram-negativa, de forma espiralada (Figura 2) ou cocoide e
microaerdfila que coloniza naturalmente a mucosa géstrica de primatas humanos e

n&do-humanos (CAN et al., 2008).

Figura 2: Desenho esquemético da morfologia da H. pylori.
Fonte: http://www.hpylori.com.au.

A sua distribuicdo estd diretamente relacionada as condigbes socio-
econdmicas e de saneamento das regides (MALATY, 2007). Segundo Rossi-Aguiar
et al. (2009) a soroprevaléncia é de 50% em paises desenvolvidos. Nas populacdes
de paises em desenvolvimento é maior que 80%, sendo que a taxa de infecgcéo é

elevada em todas as faixas etarias, devido a transmissdo do microrganismo ser
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facilitada pelas precérias condigdes de higiene e aglomerados humanos (KODAIRA
et al., 2002; PORTAL-CELHAY & PEREZ-PEREZ, 2006; CLINE et al., 2007).

No Brasil a soroprevaléncia para H. pylori foi estimada em 65% por Zaterca et
al. (2007), esta prevaléncia esta associada a ambientes populosos, condi¢cdo de
higiene precéria, falta de saneamento béasico e contato préximo. Em Belém, Pard, foi
descrita uma prevaléncia de 74% em pacientes com gastrite (AGUIAR et al., 2002) e
de 93% em pacientes com Ulcera gastrica (MARTINS et al., 2002).

Barile et al. (2009) verificaram em seu estudo, considerando o nivel
sécioeconémico de uma populacdo em Belém-Pa, que no grupo de baixo nivel
econdmico a prevaléncia foi maior. Além disso, a regido Norte apresenta elevada
frequiéncia de patologias géstricas, incluindo Ulcera e adenocarcinoma (INCA, 2008).

A H. pylori apresenta caracteristicas especiais que lhe permitem vencer 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro e causar doencas. Os diferentes
determinantes patogénicos da bactéria podem ser divididos em dois grupos: fatores
de viruléncia, que contribuem para os efeitos patogénicos; e fatores de protecéo,
gue permitem que a bactéria colonize e permaneca no hospedeiro (CAN et al.,
2008).

Diversos sdo os fatores de viruléncia (Figura 3) relacionados a patogenicidade
da H. pylori, entre eles, o flagelo, que a bactéria utiliza para se movimentar e
controlar a direcdo do movimento atraves de respostas quimiotaticas (AMIEVA & EL-
OMAR, 2008). A enzima urease, que é essencial para que o ambiente acido do
estdbmago seja neutralizado e ocorra a colonizagédo (KIGNEL et al., 2005; OLIVEIRA-

SEVERO et al., 2006; CLINE et al., 2007).
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Figura 3: Fatores de viruléncia da H. pylori envolvidos na patogénese gastrica
modificado de Portal-Celhay & Perez-Perez (2006).

O gene vacA da H. pylori codifica a citotoxina vacuolizante A, que induz a
vacuolizacdo celular e permite a entrada da uréia e nutrientes para a bactéria
através da formacédo de vacuolos, induz ainda, apoptose, alteracdo no processo de
apresentacao de antigeno e inibicdo da ativacdo de células T (MOBLEY et al., 2001,
CLINE et al., 2007).

Este gene esta dividido em duas regides variaveis, a regiao sinal “s” (alelos s1
e s2) e a regiao média “m” (alelos m1 e m2) (KHOELER et al., 2002). A combinacéo
entre os alelos das regibes s e m determina a viruléncia das cepas. Aquelas
portadoras do gendtipo vacA sl/ml, sdo as mais patogénicas, pois sintetizam
grandes quantidades de toxina, jA& as cepas sl1/m2 sintetizam quantidades

moderadas e as cepas s2/m2 produzem pouca ou nenhuma toxina (LADEIRA et al.,

2003).
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O gene cagA , presente na ilha de patogenicidade Cag (Cag-PAl), esta
associado com aumento da inflamacédo devido aumentar a expressao do fator de
transcricdo fator nuclear kB (NFkB) nas células epiteliais e estimular a maior
liberagcdo de interleucina 8 (IL-8); estimula a proliferagédo celular (WILLHITE &
BLANKE, 2004) e metaplasia da mucosa gastrica nas cepas cagA” (SUERBAUM &
JOSENHANS, 1999; CLINE et al., 2007).

Os mecanismos de transmissao ainda ndo estao totalmente elucidados, a
evidencia universalmente aceita € que a bactéria apenas consegue alcancar o
estbmago através da boca, pois se trata de um microrganismo nao invasivo
(KODAIRA et al., 2002; UMEDA et al., 2003). A transmissdo parece ocorrer de
pessoa para pessoa nas formas oral-oral, gastrica-oral e fecal-oral, e a cavidade oral
parece ser importante no processo de transmissdo da bactéria ou na re-infec¢do do
estbmago apos a terapia de erradicacdo (TORRES et al., 2000; YOUNG et al., 2001;
KIGNEL et al., 2005; DIAS & PAUL, 2007).

A infancia é o periodo no qual a transmissdo ocorre mais freqiientemente e
alguns paises apresentam indice de mais de 90% de criancas infectadas com 10
anos de idade, a aquisicdo da infeccdo esta relacionada a infeccdo na mae, irmaos e
também a um grande numero de pessoas residindo num mesmo ambiente
(TINDBERG et al., 2001; AMIEVA & EL-OMAR et al., 2008).

A H. pylori € encontrada principalmente no estdmago humano, mas a
utilizacdo de técnicas moleculares tem permitido que a bactéria seja encontrada na
cavidade oral e também nas fezes (YOUNG et al.,, 2001), além de ela ter sido
cultivada de amostras de vomito (SUZUKI et al., 2007).

A primeira documentacdo da presenca da H. pylori na cavidade oral ocorreu
em 1989, quando a bactéria foi cultivada da placa dental de 29 pacientes com

doencas gastricas associadas a bactéria (KRAJDEN et al., 1989). Mas a cultura da



27

bactéria oral encontrou um sucesso limitado, quando esta foi isolada da placa dental
ou saliva, pois foram detectadas taxas consistentemente baixas (MAJMUDAR et al.,
1990; D’ALESSANDRO & SERI, 1992). A inabilidade para cultivar a H. pylori oral
pode ser atribuida a complexidade da microbiota oral junto com a natureza exigente
da H. pylori que requer um ambiente microaerofilo e mais de sete dias de incubacao
para crescer (DOWSETT & KOLOWIK, 2003; CHATOPADHAYAY et al., 2004).

Posteriormente, a H. pylori foi isolada da saliva (FERGUSON et al., 1993;
OSHOWO et al., 1998; SONG et al., 2000), na placa supragengival (AVCU et al.,
2001), na placa subgengival (RIGGIO & LENNON, 1999; GEBARA et al., 2004), no
dorso da lingua (DOWSETT, 1999; OSHOWO et al., 1998) e na superficie de cancer
de cavidade oral (OKUDA, 2000). Entretanto os resultados encontrados sao
controversos. Assim, a prevaléncia da H. pylori encontrada na cavidade oral pode
variar de 0% (OLIVIER et al., 2006) a 100% (SONG et al., 2000).

O isolamento da bactéria de amostras de placa dental, vomito e saliva,
indicam que a transmissdo pode ser oral-oral (ATHERTON, 1997), e levanta a
guestao de que a boca pode abrigar este patégeno e ser a fonte para a re-infeccao
do estbmago apos tratamento, ou a boca seria apenas um reservatorio transitério
para a bactéria chegar até o estdtmago (KILMARTIN, 2002; GEBARA et al., 2004;
LOSTER et al., 2006; NAMIOT et al., 2007). De forma que a sua eliminacdo da
cavidade oral pode ser uma forma de evitar a re-colonizacdo do estdbmago por este
microrganismo, além de evitar a transmisséo pela rota oral-oral (PARSONNET et al.,
1999).

Admite-se que a H. pylori seja eliminada nas fezes, contaminando os
alimentos e a agua, que podem servir como veiculos de transmissdo (fecal-oral)
(PARSONNEET et al., 1999; KIGNEL et al., 2005). Queralt & Aradjo (2007)

concluiram que a bactéria é resistente a agua, mas sua presenca neste meio é
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acidental. A presenca do DNA da H. pylori em amostras de 4gua sugere o possivel
papel da forma cocoide na transmissdo da doenga, uma vez que estas formas
persistem no ambiente por um longo tempo (CAN et al., 2008).

O resultado de varios estudos tem sugerido uma associacdo positiva entre a
deteccdo da H. pylori oral e gastrica, mas os métodos utilizados falharam em
demonstrar tal associagdo (MAPSTONE et al., 1993; OSHOWO et al., 1998;
PARSONETT et al., 1999). Ferguson et al. (1993) isolaram H. pylori da saliva de um
de nove individuos com H. pylori géstrica e encontraram a mesma cepa existente no
estbmago.

Chitsazi et al. (2006) analisaram a presenca da H. pylori em placa dental
associando com o diagnéstico para infeccdo gastrica, que mostrou ndo haver
relacdo entre a presenca da bactéria na placa dental e infeccdo no estbmago e
consequentemente ndo teve valor como diagnéstico de infeccdo gastrica. Os
resultados distintos encontrados em diferentes estudos contribuem para a davida se
a H. pylori constitui-se como microbiota permanente na cavidade oral ou transiente.

Okuda et al. (2000) descobriram que Porphyromonas gingivalis e
Fusobacterium nucleatum, ambas bactérias responsaveis por doenca dental séo
capazes de aderir a H. pylori e que bactérias componentes do biofilme, como S.
mutans podem produzir proteinas inibitérias tipo bactericinas, que ininbem o
crescimento da H. pylori, fato que suporta a idéia de que a H. pylori ocorre
transientemente na cavidade oral .

Tem sido sugerido que a H. pylori pertence a microbiota normal da cavidade
oral de humanos, mantendo-se em simbiose com o hospedeiro, mas presente em
nameros tdo pequenos que é dificil uma identificacdo confiavel, outro fato é que a
bactéria quando presente seja resultado de refluxo gastrico (KILMARTIN, 2002;

LOSTER et al., 2006).
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Alternativamente a fonte da H. pylori oral pode ser o estdbmago, com a
bactéria atingindo a boca via vomito ou refluxo gastrico (DOWSETT & KOWOLIK,
2003). Autores afirmam que a cavidade oral ndo sé € um reservatério potencial para
a infeccdo do estbmago, como também € um reservatério potencial para re-infeccéo

apos terapia (DOWSETT & KOWOLIK, 2003; KIGNEL et al., 2005).

1.6. OS POLIMORFISMOS DE GRUPOS SANGUINEOS ABO E LEWIS DO

HOSPEDEIRO E A INTERACAO COM A MICROBIOTA ORAL

Os antigenos de grupos sanguineos ABO sdo moléculas expressas sobre a
superficie dos eritrécitos de humanos e de alguns primatas antropoides (NOMURA
et al., 1998). Estes antigenos séo estruturas carbohidraticas, sintetizadas por uma
série de reacdes enzimaticas, cujo passo final em sua biossintese é feito pelas
glicosiltransferases A e B, codificadas por alelos do locus ABO (SAITOU &
YAMAMOTO, 1997; YAMAMOTO, 2004).

O sistema sanguineo ABO é gerado pela acédo dos loci ABO, H/h e Se/se,
produzindo diversos oligossacarideos através de uma biossintese complexa, que
ocorre de maneira diferenciada nas hemécias e em células de outros tecidos, devido
a sua natureza bioquimica e genética (MOOR-JANKOWSKI & WIENER, 1969).

Sabe-se que a sintese de estruturas H esta sob o controle de pelo menos dois
sistemas genéticos polimérficos H-h e Se/se sendo que os genes Se e H codificam
cada, distintas fucosiltransferases que trabalham preferencialmente em diferentes
cadeias precursoras, Tipo 1 e Tipo 2, respectivamente (ORIOL et al., 1981;
BETTERIDGE & WATKINS, 1986).

O gene Secretor € determinante para a expressao dos antigenos ABH nos

fluidos corporais (SOCHA et al., 1995). Isto acontece, pelo fato dos individuos dos
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grupos sanguineos A, B e AB expressarem transferases que convertem a cadeia
precursora H em seus determinantes A e B, ja os do grupo O que nao apresentam
estas transferases continuam a expressar somente a estrutura basica H (O'DONELL
et al., 2000).

Os antigenos do grupo sanguineo Lewis sdo estruturalmente relacionados
aos antigenos ABH, estes antigenos compreendem carboidratos Tipo 1 (Lewis a e b)
e Tipo 2 (Lewis X e Y) e séo regulados por duas fucosiltransferases produtos dos
genes FUT2 e FUT3 (SOEJIMA et al., 2009).

O gene FUT2 (Secretor) codifica uma alfa(1,2)fucosiltransferase que catalisa
a transferéncia de uma fucose ao terminal galactosiltransferase da substancia
precursora Tipo 1 e produz o antigeno H tipo 1, por isso ele determina o estado
secretor dos antigenos ABH nos fluidos corporais (DANIELS, 2002). Individuos que
tem ao menos um alelo funcional FUT2 s&o secretores e expressam antigenos ABH
em sua saliva, enquanto ndo secretores, nao expressam antigenos ABH em sua
saliva e sdo homozigotos para alelos n&do funcionais FUT2 (SOEJIMA et al., 2009).

Varios polimorfismos no locus Se ja foram descritos, entre estes os que
reduzem ou inativam a sua producdo enziméatica. Existem dois polimorfismos no
locus Secretor freqliientemente descritos nas populacdes humanas, o G428A e o
A385T (KELLY et al., 1995; KODA et al., 1996). Cerca de 20% das pessoas
apresentam mutacbes que inativam o0 gene Secretor, estes individuos sao
denominados de n&o secretores, por ndo apresentarem as substancias ABH e
conseqlientemente auséncia do antigeno Le® nas células epiteliais e nas secre¢des
(KODA et al., 1996).

Existem outros polimorfismos que diminuem a atividade da enzima produto do
gene FUT2 originando individuos secretores fracos. Neste caso supde-se que as

quantidades dos antigenos Le® e Le® na saliva estejam alteradas (KELLY et al.,
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1995). Consequentemente, o risco para doengas vem sendo associado com 0O
estado secretor, porque muitos patdégenos iniciam sua colonizagéo pela ligacdo nédo
covalente aos carboidratos de grupos sanguineos de superficie celular, a exemplo
do antigeno Le® implicado como receptor do S. mutans (LIGTEMBERG et al., 2000).

O gene FUTS3 (Lewis) codifica uma alfa(1,3/1,4)fucosiltransferase que catalisa
a transferéncia de uma fucose ao subterminal N-acetilglucosamina do precursor Tipo
1 e sintetiza o antigeno Lewis a em nado-secretores, enquanto a enzima atua no
substrato Tipo 1 e produz o antigeno Lewis b nos secretores (SOEJIMA et al., 2009).

Tem sido sugerido que os antigenos Lewis, mas especificamente o antigeno
Lewis b, € um receptor de epitélio para a H. pylori estando implicado na infeccéo
(SOEJIMA et al., 2009). A ligacdo com o epitélio € um dos fatores considerados
como pré-requisito para a colonizagdo microbiana, sendo mediada por moléculas de
superficie da bactéria, as adesinas (OBERHUBER et al., 1997).

Béren et al. (1994) mostraram que o antigeno de grupo sanguineo Le” medeia
a ligacdo da H. pylori a mucosa gastrica humana. Adicionalmente, foi observado que
pessoas com grupo sanguineo do tipo O (ABO) tem mais receptores para a bactéria
e que o tecido gastrico sem o antigeno Le® ndo permite a ligacdo da bactéria

(OBERHUBER et al., 1997).

1.6.1. O estado Secretor ABH na associacdo com a carie dental

A adeséo inicial de bactérias como o S. mutans ocorre com glicoproteinas
salivares, particularmente nos epitopos de grupos sanguineos ABO e Lewis, estes
epitopos sao oligossacarideos encontrados nas células epiteliais dos tratos oral,

gastrointestinal, respiratério, entre outros, e também nas secrecbes por eles
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produzidas, os quais possuem residuos de L-fucose que parecem atuar nesta
interacdo (HOGG & EMBERY, 1982; LIGTENBERG et al., 1990; CIOPRAGA et al.,
1995; LIGTEMBERG, 2000).

Assim, considera-se que a ligacdo do S. mutans a superficie do dente é
mediada pela interacdo entre adesinas bacterianas e receptores produzidos pelo
individuo e secretados na saliva (LIGTEMBERG, 2000). De forma que, os individuos
portadores do genadtipo secretor teriam uma protecdo natural contra doenca de carie
e 0S ndo secretores seriam geneticamente mais susceptiveis a colonizagéo pelo S.
mutans, constituindo-se em grupo de risco para o desenvolvimento da cérie, por
apresentarem grandes quantidades do antigeno Le® na saliva.

Um questionamento que necessita ser mais bem averiguado é a relacdo entre
0 S. mutans e o hospedeiro, considerando a variabilidade genética do individuo e
deste microrganismo colonizador, que certamente elevam ou diminuem a incidéncia
da doenca na cavidade oral (LIGTEMBERG et al., 1990). Neste sentido, € de
interesse averiguar se os diferentes antigenos dos referidos sistemas de grupos

sanguineos podem influenciar na prevaléncia da cérie dental.

1.6.2. O sistema de grupo sanguineo Lewis e a colonizacéo pela H. pylori

A H. pylori pode aderir firmemente as células do epitélio gastrico, ligando-se
aos receptores celulares do hospedeiro através das adesinas (SUERBAUM &
JOSENHANS, 1999; MOBLEY et al.,, 2001; OLIVEIRA-SEVERO et al., 2006). A
adesina que media esta ligacdo é a BabA , um fator de viruléncia da bactéria que é
codificado pelo gene babA2 (TORRES et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003).

A adesado da bactéria a mucosa gastrica representa o contato inicial com o

hospedeiro, entre as propriedades aderentes da H. pylori estdo incluidas a
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hemaglutinacdo, a ligacdo ao epitélio e a ligacdo a oligossacarideos ou proteinas da
matriz extracelular (OLIVEIRA-SEVERO et al., 2006). Varias cepas de H. pylori
podem aderir ao antigeno de grupo sanguineo Le®, encontrado sobre a superficie
das células do epitélio gastrico e no muco gastrico (CLINE et al., 2007).

Boren et al. (1994) demonstraram que 0s receptores para a bactéria no
epitélio gastrico sdo os antigenos H e Le” e que os fendtipos O e Le(a-b+)
expressam uma grande quantidade destes antigenos fucosilados em comparagéo
com outros grupos e esta diferenca predispbe estes individuos a infeccdo pela
bactéria. Esta observacao pode ser reforcada ainda pelo fato de sujeitos do grupo
sanguineo O, apresentarem risco aumentado para doencas relacionadas com a H.
pylori, tal como Ulcera péptica (ROTHENBACHER et al., 2004).

Como pouco € conhecido a respeito da colonizacédo da cavidade oral pela H.
pylori, analisar a relacéo entre os fenotipos de grupos sanguineos ABO e Lewis do
hospedeiro pode ajudar a esclarecer o envolvimento destas bactérias durante a
formacdo da placa dental. E ainda, uma questdo que precisa ser avaliada é a
relacdo entre esta colonizacdo com os niveis de higiene e infeccdo por céarie nos
individuos estudados.

Por esta razao, investigar a deteccdo da H. pylori na placa dental ou saliva
pode fornecer a base para o papel da transmissdo desta bactéria, que pode ser
diretamente disseminada de pessoa a pessoa, constituindo-se em um fator de risco
de infeccéo gastrica. Acredita-se que, estratégias mais efetivas para o tratamento e
prevencdo de doencas gastricas podem depender do perfil de coloniza¢éo oral da H.
pylori. Consequentemente, identificar formas de controle bacteriano na cavidade

oral, que podem ajudar a prevenir a re-colonizacéo do estdmago.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Investigar as condi¢Bes de saude bucal relacionada a experiéncia de carie
dental e a colonizacdo pela H. pylori, assim como a expressdo dos antigenos de
grupos sanguineos ABO e Lewis na cavidade oral, como marcadores de
susceptibilidade na interacdo patégeno-hospedeiro, em uma amostra de escolares

infanto-juvenis de Belém do Para.

2.2. ESPECIFICOS

> Aferir a prevaléncia de experiéncia de carie na amostra infanto-juvenil

estudada e o risco pelos critérios de CPO-D.

» Identificar por PCR a presenca de DNA da bactéria H. pylori na

cavidade oral.

» Analisar os parametros relativos aos aspectos clinicos (fluxo salivar,
capacidade tampdo da saliva, contagem de UFC/mL referentes as
bactérias S. mutans e Lactobacillus e o indice CPO-D), a higiene bucal e
aspectos epidemiolégicos da saude oral e se estariam associados com
protecdo ou predisposicao a experiéncia de carie e a colonizacéo pela H.

pylori na cavidade oral.
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» Determinar as frequiéncias dos fendétipos salivares Lewis e o estado

secretor ABH pelo método Dot-ELISA entre os individuos estudados.

» |dentificar a presenca das mutacdes G428A e A385T no gene FUT-2

pela técnica de RFLP-PCR em individuos do fendtipo Le?.

» Verificar associagdo da expressédo antigénica ABH e Lewis com a

presenca das bactérias H. pylori e S. mutans na cavidade oral.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CASUISTICA

No periodo de maio a julho de 2008 foram coletadas 104 amostras de
saliva e placa dental na Escola Doutor Celso Malcher, Terra Firme (Belém-Pa),
considerando a faixa etaria de 05 a 20 anos de idade. Um cirurgido dentista foi
responsavel pela avaliacdo dentaria dos voluntarios, além da coleta das amostras de
placa dental. Todas as amostras biolégicas foram colhidas das apos a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Anexol).

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Nucleo de Medicina Tropical/UFPA (Protocolo 005/2008) conforme rege a Resolucéo
196/96 do Conselho Nacional de Saude, sobre aspectos éticos envolvendo a

pesquisa com seres humanos.

3.2. CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo individuos ou responsaveis que:
e Aceitaram participar do estudo mediante a assinatura do TCLE.
e Nao utilizaram antibioticoterapia sistémica h& pelo menos dois meses.

e [Eram assintomaticos para doencas gastricas.

3.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo individuos ou responsaveis que:

e Eram menores de 05 anos e maiores 20 anos de idade.
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3.4. DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Um questionario (Anexo 2) foi respondido por todos os participantes da
pesquisa, com questdes dirigidas a identificacdo pessoal, condi¢cdes
socioecondmicas, higiénicas e sanitarias. As informagdes foram completadas com as

avaliagcfes odontoldgicas e testes laboratoriais.

3.5. COLETA E PROCESSAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

3.5.1. Coleta da saliva para determinacdo dos antigenos de grupo sanguineo
Lewis e estado secretor ABH; para determinacdo da velocidade de fluxo

salivar, capacidade tampao, teste microbioldgico e extracédo de DNA.

Primeiramente os individuos receberam um frasco estéril e foi solicitada a
coleta da saliva sem qualquer estimulo, para tipificacdo dos antigenos de grupos
sanguineos ABO e Lewis e extracdo de DNA. Em seguida os individuos foram
orientados a realizar movimentos semelhantes aos movimentos da mastigacao por
um periodo de 5 minutos, depositando a saliva em um tubo estéril graduado, com
capacidade para 15 ml, a fim de se avaliar o volume e a velocidade do fluxo salivar
expressa em mL/minuto, para afericdo da capacidade tampéao e teste microbiolégico
com o Kit CTR-Bactéria (Ivoclar-Vivadent). O material foi conservado em ambiente
refrigerado e transportado para o Laboratério de Imunogenética do Instituto de

Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal do Para.
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3.5.2. Coleta de placa dental

A placa dental foi coletada por um odontdlogo com auxilio de microescova.
O material foi armazenado em microtubo estéril e congelado para posterior extragdo

de DNA.

3.6. DESCRICAO DAS TECNICAS LABORATORIAIS

3.6.1. Determinacéao da velocidade de fluxo e Capacidade tampéao salivar

Para determinacdo do fluxo salivar foi considerado segundo o critério de
Sreebny & Valdini (1987):
e Fluxo normal > a 1 mL/minuto.
e Hipossalivagao > a 0,5 mL/minuto e < a 1mL/minuto.

e Xerostomia < a 0,5 mL/minuto.

Para a verificacdo da capacidade tampao foi utilizado 1 mL de saliva
estimulada. O pH inicial foi medido com uma tira de indicagcdo de pH universal. Em
seguida foi acrescentado 3 mL de solucédo de HCI 5mM, e agitado até a eliminagéo
do diéxido de carbono (CO,) que se formava. Apds 5 minutos era feita nova leitura
para averiguar a variagdo do pH. Considerou-se de acordo com Silver & Krasse
(1987):

e Capacidade tampédo normal: quando a saliva apresentou pH final
variando entre 5,0 e 7,0.

e Capacidade tampao baixa quando o pH final foi inferior a 5,0.
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3.6.2. Teste Microbiolégico

Foi empregado o kit CRT-Bactéria (Ivoclar Vivadent), com os meios de cultura
agar mitis salivarius contendo bacitracina para S. mutans e agar rogosa para
Lactobacillus , comprimidos contendo mistura geradora de gas carbdnico e uma
escala com quatro densidades populacionais das unidades formadoras de col6nias
(UFC/mL) de S. mutans e Lactobacillus. O teste foi realizado segundo as

recomendacdes do fabricante.

3.6.3. Dot-ELISA

A técnica Dot-ELISA, modificada por Pflug et al. (1989), foi utilizada para a
deteccdo dos antigenos ABO e Lewis e o0 estado secretor ABH na saliva:

Com uma micropipeta, retirou-se 5uL de saliva diluida 1:10 em solugéo
salina 0,9% e aplicado em membrana de nitrocelulose. Ap6s o material ser fixado
em estufa a 37°C por 45 minutos foram bloqueadas as areas livres da membrana
com tampéo bloqueador (Tris-NaCl-HClI-triton 0,5%, pH 7,4 e albumina bovina 22%)
por 45 minutos a temperatura ambiente e com agitacdo mecanica constante.

A membrana foi incubada em camara umida por 12 horas com anticorpos
monoclonais primarios (anti-Le® 1:500; anti-Le® 1:500; anti-A 1:100; anti-B 1:50 e
anti-H 1:100) em tampéao de diluicdo (Tris-NaCl-HClI-triton 0,5%, pH 7,4 e albumina
bovina 22% e anticorpo secundario anti-lgM conjugado a fosfatase alcalina na
diluicdo 1:1000).

A seguir, a membrana foi lavada trés vezes com tampao Tris-NaCl-HCI-
Triton 0,5%, pH 7,4 e duas vezes com tampao Tris-NaCI-HCI pH 7,4 durante 5

minutos cada lavagem, em agitacdo mecanica constante. Mergulhou-se a membrana
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no tampéao de revelagéo (25 mL de glicina/NaOH pH 10,4; 500uL de MgCI2 0,1M;
500pL de ZnCl2 0,1M e 100puL de solugéo substrato-50 mg de 5-bromo-4-cloro-3-
indolfosfato/1 ml de dimetilformamida) a 37°C até a visualizacdo de pontos azuis
brilhantes no local da reagdo antigeno-anticorpo. Lavou-se em &gua corrente e

secou a temperatura ambiente para realizagdo da leitura e analise do resultado.

3.6.4. Extrac&o de DNA bacteriano e humano

O DNA foi extraido das amostras de placa dental e de saliva utilizando-se o
método do fenol-cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989):

No microtubo contendo a amostra (saliva ou placa dental) do individuo, foi
adicionado 20puL de proteinase K e 300uL de solucéo de lise de leucécitos (100 mM
de Tris-HCI, 20 mM de EDTA, 200 mM de NacCl, 1% de dodecil-sulfato de sodio e
0,2% de marcaptoetanol).

Agitou no vortex cerca de 15 segundos e incubou em banho-maria a 58° C
por 12 horas. Posteriormente, adicionou-se a cada microtubo 300uL de tampéao
saturado de fenol e igual quantidade de cloroférmio, agitou por 10 minutos em
agitador gangorra e centrifugou por 5 minutos a 14000 rotagcdes por minuto (RPM),
retirou 0 sobrenadante transferindo para um tubo limpo.

Foi Adicionado 500uL de solucdo de cloroférmio-isopropanol (diluicdo 24:1),
agitou por 15 minutos e centrifugou por 5 minutos a 14000 RPM, retirou o
sobrenadante e transferiu para um tubo limpo. Repetiu-se este procedimento mais
uma vez.

Adicionou-se 900uL de alcool isopropilico, inverteu-se o tubo lentamente até
visualizacdo da nuvem de DNA. Centrifugou por 10 minutos a 14000 RPM, lavou o

tubo com 200uL de etanol a 70%, centrifugou por 1 minuto, aguardou-se evaporar
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todo o etanol, adicionou 150uL de agua bidestilada e autoclavada para hidratar o
DNA, durante uma hora a temperatura ambiente. Apos a hidratacdo o DNA foi

congelado a — 20°C, para posterior analise.

3.6.5. Amplificacédo e Detecc¢ao dos polimorfismos do gene Secretor (FUT2) por

RFLP-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo do segmento
total do gene FUT2 (1170 pb) foi produzida a partir de DNA molde humano extraido
da saliva. A PCR foi realizada utilizando os iniciadores TK1 e TK2 (Tabela 1) do
seguinte modo:

Aos oligonucleotideos (1uM de cada) foi adicionado a 1uL de DNA gendmico
num volume final de 50uL contendo 200 uM de cada ANTP, 10 mM Tris-Hcl (pH 8,8),
50 mM KCI, 2,5 mM MgCI2. Foram gerados trinta ciclos usando termociclador da
marca Eppendorf (94°C por 1 minuto, 65°C por 2 minutos e 72°C por 2 minutos). A
PCR foi monitorada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com 1uL de
brometo de etidio.

Uma segunda PCR foi realizada para a detec¢cdo dos pontos de mutacéo
G428A e A385T, utilizando 1puL do produto da amplificacdo do Sec2 sobre as
mesmas condi¢cdes ja citadas, exceto a temperatura de anelamento e os iniciadores
(Tabela 1).

Os fragmentos amplificados foram submetidos a digestdo por endonucleases
especificas para deteccdo da presenca ou auséncia das mutagcdes (Tabela 1). Para
cada amostra de DNA amplificado foi utilizada aproximadamente cinco unidades da

enzima diluida em tampao apropriado. O DNA amplificado e a solucdo enzimatica
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foram adicionados nas mesmas propor¢cbes em tubos de microcentrifuga e
incubados a 37°C, em banho Maria, por 12 horas.

Apds o periodo necessario para ocorrer a digestdo enzimatica, as amostras
foram submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose a 3% com tampao
TBE (Tris 0,09M, EDTA 0,002M e acido borico 0,09M) e corado com 1uL de brometo
de etidio, para observacao dos fragmentos esperados, de 84 pb e de 23 pb, para a
mutacdo G428A e também dois fragmentos, um de 51 pb e um de 29 pb, para a

mutacdo A385T.



43

Tabela 1. Pares de iniciadores e condi¢goes da PCR para amplificagéo e deteccao dos polimorfismos do gene Secretor (FUT2).

Iniciador Sequéncia (5’-3’) °C anelamento °C extensdo N° Tamanho do Enzima/ sitio de
ftempo ftempo ciclos fragmento (pb) restricéo
tk1 CTCGAATTCGGGCCTCCATCTCCCAGCTAAC 65°/2 min. 72°/1 min. 30 1170 -
tk2 CTCAAGCTTGCTTCTCATGCCCGGGCACTC
tk3 CGCTTCACCGGCTACCCCTGCTTCT 60°/2 min 72°/1 min. 30 107 Xbal
tk4 AACTTCTGGGCCTCCTCCCGCA 5-TTCTAGA-3
tk7 AACGACTGGATGGAGGAGGAATACCGCAGC 60°/2 min 72°/30 seg. 40 80 Alul
tk8 AAGGTCCAGGAGCAGGGGTAGCCGGTGAAG 5-AGTC T-3'

Fonte: modificado de Kudo et al., 1996.
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3.6.6. Deteccao do DNA da H. pylori na cavidade oral

Para a deteccdo do DNA da H. pylori na placa dental e na saliva foram
utilizados os pares de iniciadores 16S-R: 5-CTCACGACACGAGCTGAC-3’ e 16S-F:
CTATGACGGGTATCCGGC-3', que amplificam um segmento de 780 pares de
bases de uma regido do gene 16S do RNA ribossémico da bactéria. Para a PCR foi
utilizada uma solucao contendo tampéao padrédo de PCR 1X [200 mM TrisCl, 500 mM
KCI (pH 8.4)], 0,1 mM de cada base nitrogenada; 0,2uL de Taq Polimerase Platinum
(Invitrogen); 5 pmoles de cada oligonucleotideo; 1uL de amostra de DNA, e agua
estéril para um volume final de 25pL.

Os parametros de termociclagem foram: 3 minutos a 94°C para a
desnaturacao inicial, 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 58°C para o anelamento dos
iniciadores e 1 minuto a 72°C e 7 minutos a 72°C para a extenséo final, por 45 ciclos

em termociclador da marca Eppendorf.

3.7. APRESENTACAO E ANALISE DOS DADOS

A andlise dos resultados foi feita através do programa de computacdo
BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007). A significancia estatistica foi aceita ao nivel de

95%.
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4. RESULTADOS

Foram estudados 104 individuos, assintométicos para doencas gastricas,
selecionados aleatoriamente na Escola Estadual Doutor Celso Malcher, sendo que
62 pertenciam ao sexo feminino e 42 ao sexo masculino, com faixa etaria média de
17 anos e minima e maxima de 06 e 20 anos, respectivamente.

Os agravos avaliados foram a presenca de cérie dental e da bactéria H. pylori
na cavidade oral. Além de também terem sido analisadas as caracteristicas
socioecondmicas e habitos relacionados a higiene oral, como fatores de risco para a
saude bucal, e ainda, 0os grupos sanguineos ABO e Lewis como marcadores de
predisposi¢éo genética do hospedeiro a estas infecc¢des.

No exame bucal observou-se que dos 104 escolares investigados, 19,2%
(20/104) estavam livres de carie, mas a prevaléncia da infeccdo aproximou-se de
80%. A demonstracdo da presenca do DNA da bactéria H. pylori foi testada em
amostras de saliva e placa dental, amplificadas através da PCR com
oligonucleotideos iniciadores para o gene 16S RNAr desta bactéria, sendo
observado fragmentos de 780 pares de bases (Figura 4). O gene 16S RNAr,
espécie-especifico para a H. pylori foi detectado em 79,8% (83/104) escolares.

Uma frequéncia de deteccédo de H. pylori de 66,35% (69/104) foi descrita em
amostras de placa dental comparada as amostras de saliva com positividade de
58,65% (61/104) pelo Teste de Kappa (p valor = 0,003). Deste modo, ao comparar-
se as proporcdes de deteccdo de H. pylori entre placa dental e saliva, observou-se
existir uma concordancia estatistica significativa entre os resultados, apesar da fraca
replicabilidade amostral (Kappa = 0,27) pela escala de Bernard Rosner (2006) apud

Ayres et al. (2007) (Tabela 2).
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Figura 4. llustracdo do padréo de amplificacdo do gene 16S do RNA ribossémico da
H. pylori em gel de agarose 1%. “1 a 7" sdo amostras positivas, “8” o controle

negativo e “M“ o marcador de peso molecular (Fermentas 1000 pb).

Tabela 2. Distribuicdo do gene 16S RNAr da H. pylori em amostras de saliva e placa

dental entre os estudantes examinados.

Saliva Total Teste Kappa
Placa dental
Positivo (%) Negativo (%) p —valor
Positivo 47 (68) 22 (32) 69
0,003
Negativo 14 (40) 21 (60) 35
Total 61 43 104

Na tabela 3 sdo apresentados os dados relativos a condic&o clinica bucal dos
escolares. Na avaliacdo da céarie dentaria, a mediana para o CPO-D foi de 3,53

(minimo de 0 e maximo de 17), verificando-se também que 45,2% (47/104) do total
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amostrado apresentavam valores médios de CPO-D maior que 3. Uma velocidade
de fluxo salivar normal (>1 mL/min) foi observada em 83,6% (87/104) dos escolares
e 94,2% (98,4%) tinham também capacidade tampao normal (pH final 5-7). Todos os
individuos tinham Lactobacillus e S. mutans em suas salivas, entre eles, apenas
29,8% (31/104) tinham uma contagem de unidades formadoras de colOnias de
Lactobacillus > 10°, enquanto que esta categoria de UFC na contagem de coldnias

de S. mutans foi encontrada em 50% (52/104) da amostra.

Tabela 3. Avaliacdo Clinica da condicdo de saude bucal de estudantes em Belém-

Para (2008).
Parametros Salivares N (%)
Normal (>1 mL/min) 87 (83,6)
Fluxo Salivar
Anormal (£1 mL/min) 17 (16,4)
Normal (pH final 5-7) 98 (94,2)
Capacidade tampéo
Anormal (pH final <5) 06 (5,8)
UFC/mL < 10° 52 (50)
S. mutans
UFC/mL > 10° 52 (50)
UFC/mL < 10° 73 (70)
Lactobacillus
UFC/mL > 10° 31 (30)
) <3 57 (54,8)
Indice CPO-D
> 3 47 (45,2)
Total 104

Em relacdo ao género, observou-se maior niamero de individuos do sexo
feminino (59,6%) na amostra analisada, e cerca de 87% e 82% destas apresentaram

carie e H. pylori na cavidade oral, respectivamente. No sexo masculino, a bactéria H.
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pylori foi encontrada na cavidade oral de 71,4% dos individuos e 76% apresentavam
infeccdo de cérie. Estas diferencas ndo se mostraram estatisticamente significantes,
ou seja, em relagdo ao género e a presenca de carie dental e ao género e a infecgédo
por H. pylori.

Os escolares foram classificados quanto a faixa etaria, de acordo com o
Estatuto da Crianca e do Adolescente (ECA) em: crianca (até 11 anos), adolescente
(de 12 a 18 anos) e adulto (> de 18 anos). Considerando tal distribuicdo, observou-
se que na faixa etéaria de até 11 anos, a propor¢do de escolares apresentando
contagem de coldnias da bactéria cariogénica S. mutans com valores médios > 10°
UFC/mL eram significativamente menores do que aquela de escolares acima de 11
anos de idade (X?= 8,027; p valor = 0,0181).

Entretanto, a distribuicio do numero de colbénias de Lactobacillus
classificadas a partir dos valores > 10° UFC/mL e < 10° UFC/mL, que foram
observados em cerca de 30% (31/104) e 70% (73/104) dos escolares,
respectivamente, ndo variaram significativamente (X* = 2,434; p valor = 0,2962)

entre as diferentes faixas etarias (Grafico 1).
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O Lactobacillus < 1¢5
O Lactobacillus > 10
0S. mutans < 10°
@S. mutans >10°

Até 11 anos De12-18 > 18 anos
anos

Gréfico 1. Relacdo entre idade e indice de S. mutans e Lactobacillus na cavidade

oral de estudantes em Belém-Para (2008).

Paralelamente, a analise dos dados segundo a idade mostrou que entre os
escolares examinados a tendéncia € aumentar o nUmero de experiéncia de carie a
medida que o individuo aumenta de idade (X*= 5,8863; p valor = 0,0153). Por outro
lado, houve uma tendéncia crescente de escolares com infecgéo pela H. pylori com
a diminuicdo da faixa etaria (X* = 8,8648; p valor = 0,0029). Deste modo, a
prevaléncia da infeccdo pela H. pylori foi mais elevada na 12 infancia, ou seja, entre

0s escolares de até 11 anos (Grafico 2).
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Gréfico 2. Relacdo entre idade em anos, céarie e H. pylori na cavidade oral de

estudantes em Belém-Para (2008).

Um modelo de regressao logistica multipla foi testado para cada um destes
marcadores de risco, usando a experiéncia de céarie dicotomizada (positivo versus
negativo) como variavel dependente. Neste modelo a idade foi identificada como
uma variavel significante, enquanto que a contagem de S. mutans e de
Lactobacillus, o fluxo salivar, a capacidade tampéao e o CPO-D nao resultaram como

variaveis significantes (Tabela 4).
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Tabela 4. Modelo de Regressao Logistica para marcadores de risco para carie na

cavidade oral de estudantes em Belém-Para (2008).

Marcadores Odds Ratio Erro padréo p- valor IC 95%
Cérie 1.0444

S. mutans 1.8301 0.6932 0.3833 0.47a7.12
Lactobacillus 0.2844 0.7986 0.1153 0.06 a 1.36
Fluxo salivar 0.4714 0.7880 0.3399 0.10a2.21
Capacidade tampé&o 0.7307 68.0164 0.9963 0.00 a infinito
CPO-D 57140.4655 23.8756 0.6464 0.00 a infinito
Idade 1.2041 0.0717 0.0096 1.05a1.39

Adicionalmente, apds examinar a presenca da H. pylori na cavidade oral foi

também testado um modelo de Regressédo Logistica Mdltipla incluindo as variaveis

clinicas de saude bucal e ainda, a experiéncia de carie, utilizando a auséncia ou

presenca de H. pylori como variavel dependente. Neste modelo a Unica associagédo

significativa observada foi com a idade (Tabela 5).
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Tabela 5. Modelo de Regressao Logistica para marcadores de risco para H. pylori na

cavidade oral de estudantes em Belém-Para (2008).

Marcadores Odds Ratio Erro padréo p - valor IC 95%
H. pylori - 1.1914 - -

S. mutans 2.3211 0.6042 0.1634 0.71a7.59
Lactobacillus 1.3928 0.6835 0.6279 0.36 a5.32
Fluxo salivar 0.9591 0.7685 0.9566 0.21a4.33
Capacidade tampéo 0.5573 1.0605 0.5814 0.07 a4.45
Carie 1.5582 0.8462 0.6002 0.30a8.18
CPO-D 0.7162 0.6233 0.5923 0.21a2.43
ldade 0.8087 0.0669 0.0015 0.71a0.92

Considerando as praticas de higiene oral da populacdo (Tabela 6), a maioria
dos individuos (74%) relatou escovar os dentes duas ou mais de duas vezes ao dia
e nao fazer uso de fio dental (76%). No que diz respeito ao numero de visitas ao
dentista por ano, 75% declararam visitar o dentista uma vez ou mais por ano.
Nenhuma associagdo significativa foi encontrada com estas varidveis e a
experiéncia de cérie. Por outro lado, o niUmero de visitas ao dentista por ano mostrou

relacdo positiva com a presenca da bactéria H. pylori na cavidade oral.
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Tabela 6. Praticas de higiene oral relacionadas a experiéncia de cérie e presenca de

H. pylori na cavidade oral de estudantes em Belém-Paré& (2008).

Teste Teste
Variaveis n Carie Exato de H. pylori Exato de
estudadas Fisher Fisher
+ _ p valor + _ p valor
Escovacéo/dia
Uma vez 27 24 03 0,2668 24 03 0,2651
2> 2 vezes 77 60 17 59 18
Usa fio dental
Sim 25 19 06 0,5621 18 07 0,3909
Nao 79 65 14 65 14
Visitas ao
dentista/ano
Nunca 26 23 03 0,3892 15 11 0,0034
1 vez ou mais 78 61 17 68 10

As caracteristicas socioecondmicas obtidas através de questionario
epidemioldgico, descritas na tabela 7, confirmaram que o grupo amostral pertence
ao nivel sdcio econdmico baixo, mostrando que a maioria dos individuos (56%) tinha
renda familiar de até um salario minimo. Os sujeitos investigados habitavam, em sua
maioria (67%), em residéncias construidas de madeira e com mais de trés
moradores por residéncia (85,6%). A maioria dos individuos da pesquisa relatou ter
banheiro construido de alvenaria (62%), possuir fossa asséptica (66%) e consumir
agua tratada (55%).

Nenhuma das variaveis supracitadas mostrou diferenca estatisticamente

significante, quando relacionada a presenca de carie dental e da bactéria H. pylori
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na cavidade oral. Somente quando se comparou o nivel de escolaridade e

positividade para a bactéria H. pylori na cavidade oral encontrou-se diferenca

significante, verificando-se que quanto menor o nivel de escolaridade, maior foi a

positividade para a bactéria H. pylori.

Tabela 7. Caracteristicas sécio-econémicas relacionadas a experiéncia de carie e presenca

de H. pylori na cavidade oral de estudantes em Belém-Para (2008).

Teste Teste
Variaveis Cérie Exato de H. pylori n Exato de
estudadas Fisher Fisher
+ - p - valor + p - valor
Renda *
<1 50 08 48 10 58
) 0,1371 0,4649
2 ou mais 34 12 35 11 46
Escolaridade
Ensino 53 15 60 08 68
Fundamental 0,4345 0,0048
Ensino Médio 31 05 23 13 36
Tipo de residéncia
Alvenaria 28 06 28 06 34
) 0,8001 0,7965
Madeira 56 14 55 15 70
N° de moradores/
residéncia
3 13 02 12 03 15
. 0,7300 1,0
Acima de 3 71 18 71 18 89
Tipo de banheiro
Alvenaria 56 16 60 12 72
, 0,2926 0,1945
Madeira 28 04 23 09 32
Tipo de fossa
N&o-asséptica 31 04 27 08 35
L 0,1927 0,7965
Séptica 53 16 56 13 69
Agua tratada
N&o 36 11 37 10 47
. 0,4540 0,8114
Sim 48 09 46 11 57

*(Salario minimo)
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4.1. DETERMINAGAO DOS GRUPOS SANGUINEOS ABO e LEWIS, ESTADO SECRETOR ABH E
GENOTIPAGEM DOS INDIVIDUOS DE ACORDO COM O GENE SECRETOR ATRAVES DA PCR-

RFLP.

A expressdo dos antigenos de grupos sanguineos ABO e Lewis e 0 estado
secretor ABH foi realizada exclusivamente ao nivel salivar (Figura 5). Entre os
escolares, um total de 86 (83,7%) eram secretores de antigenos ABH e 18 (17,3%)

eram nao secretores dessas substancias na saliva.

Anti-A Anti-B Anti-H Anti-Le? Anti-Le®

Figura 5. Caracterizacéo fenotipica do estado secretor ABH dos fenétipos de grupos
sanguineos ABO e Lewis na saliva pela Técnica Dot-ELISA em membrana de

nitrocelulose.

Para a genotipagem do gene Secretor (FUT2) foi amplificado um fragmento
de 1170 pares de bases compreendendo a regido codificadora do gene. Uma
segunda reacdo de amplificacdo foi gerada para visualizagcdo de um fragmento de
DNA de 107 pares de bases e um de 80 pares de bases, correspondendo as
mutacBes G428A (se*?®) e A385T (se**°), respectivamente.

Estes fragmentos foram tratados com as enzimas de restricdo Xbal e Alul,
resultando em fragmentos de 84 pb e 23 pb para a mutacdo G428A (Figura 6) e de
51 pb e 29 pb para a mutacdo A385T. Os produtos da digestdo enzimatica foram

visualizados em gel de agarose 3% contendo brometo de etidio.
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Figura 6. Padrdo de digestdo enzimatica da mutacdo G428A pela enzima Xbal em gel de
agarose a 3%, corado com brometo de etidio. “M” é o marcador de peso molecular
(Fermentas 1000 pb), “N” é o alelo selvagem, “Ht” individuo heterozigoto, “Hm” individuo

homozigoto para a mutagéo e “C-“ o controle negativo.

Entre os 86 individuos secretores, 17 foram heterozigotos para a mutacao
G428A com gendtipo Sese*?®, ja entre os ndo secretores (17 Lewis a e um Lewis
negativo) todos foram homozigotos, com genétipo se*?®se*?®. Os achados nesta
amostra ndo detectaram a mutacao A385T.

Em relacdo ao sistema de grupo sanguineo ABO, em 18 (17,3%) dos
individuos néo foi possivel determinar o fenétipo salivar. Entre os secretores (86), o
grupo sanguineo O, foi detectado em 47 (54,66%) dos individuos, sendo o mais
freqlente na amostra, seguido pelo grupo A com 27 (31,39%). Os fenotipos B e AB
apresentaram frequéncia de 11 (12,79%) e 01 (1,16%), respectivamente.

Ja no que diz respeito ao sistema de grupo sanguineo Lewis observou-se a
seguinte frequiéncia: 82 (79%) apresentaram o fendétipo Le (a-b+), 05 (5%) tiveram o
fendtipo Le (a-b-) e 17 (16%) eram Le (a+b-). Entre os cinco individuos Le (a-b-),

guatro apresentam substancias ABH em sua saliva, o que caracteriza um estado
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secretor. Como o0 numero de escolares, agrupados entre as diferentes classes
fenotipicas do sistema de grupos sanguineos ABO investigados, foi pequeno,
verificou-se a necessidade de reuni-los em apenas dois grupos, O e Nao-O (A, B e
AB). O sistema Lewis foi classificado em Le (a-b+), Le (a+b-) e Le (a-b-) e o0 estado

secretor em secretor e ndo-secretor de substancias ABH na saliva (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo dos fendtipos salivares ABO e Lewis, estado secretor em
relacdo a presenca de carie, de S. mutans e H. pylori na cavidade oral de estudantes

em Belém-Para (2008).

Fendtipo n S. mutans p valor H. pylori p valor
>10° <10° Sim N&o
ABO
0] 47 24 23 1,0* 38 09 0,8575%
N&o-O 39 19 20 30 09
Lewis
Le (a-b+) 82 41 41 0,8850° 64 18 0,3283*
Le (a+b-) 17 08 09 14 03
Le (a-b-) 05 03 02 05 0

Secretor ABH
Secretor 86 43 43 0,7955° 68 18 0,9305°

N&ao-secretor 18 09 09 15 03

1: X>=0,047; 2: X*=0,199; Teste-G (Williams) = 0,2443; 4. Teste-G (Williams) = 2,2277; 5.

X%=0; 6: Teste-G (Yates) = 0,0076.



58

A comparacdo entre a distribuicdo dos grupos sanguineos ABO e Lewis,
assim como, a caracterizacdo fenotipica do estado secretor ABH com relagdo a
experiéncia de céarie determinada pelo indice de unidades formadoras de col6nias de
S. mutans e também quanto a presenca de H. pylori na cavidade oral dos escolares
examinados ndo favoreceu a hipétese de existir diferencas significantes entre os

grupos investigados.
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5. DISCUSSAO

A bactéria H. pylori € um importante patdgeno gastrointestinal associado com
gastrite, bem como, com JUlcera gastrica ou duodenal e céancer gastrico
(CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2005). A cavidade oral vem sendo considerada
como um reservatorio potencial para a infeccédo e re-infeccdo gastrica (ALLAKER et
al; BERROTERAN et al., 2002; DOWSETT & KOMOLIK; UMEDA et al., 2003).

Recentemente, no Iran a H. pylori foi encontrada em associagcdo com a placa
dental de pacientes com periodontite crénica, sugerindo que o ambiente oral € uma
das rotas potenciais de transmissao do microrganismo (ESKANDARI et al., 2009).
Gebara et al. (2006) estudaram individuos com periodontite crénica na cidade de
Sédo Paulo, e detectaram apos tripla terapia, DNA da bactéria H. pylori em 10% e
60% das amostras de estdbmago e cavidade oral, respectivamente, mostrando que
antibioticoterapia ndo foi tdo eficiente contra o patégeno na boca, podendo esta ser
considerada como um reservatorio capaz de aumentar o risco de re-infeccao
gastrica.

A maioria dos estudos sobre H. pylori na cavidade oral tém seu foco na
relacdo entre a presenca da bactéria na boca e no estbmago ou sua possivel
relacdo com varios tipos de doencas gastricas e doencas orais, como halitose,
glossite (ADLER et al., 2005) e céarie dental (KOLHO et al., 2001). Por outro lado,
Czesnikiewicz-Guzik et al. (2005) em um estudo comparativo entre amostras orais
(placa e saliva) e do estbmago, realizado em mulheres polonesas, ndo encontraram
relacdo entre a presenca da bactéria na cavidade oral e infeccéo gastrica.

No presente estudo, apos analise dos dados verificou-se uma prevaléncia de

79,8% de H. pylori na cavidade oral, tendo frequiéncia de 66,35% na placa dental e
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de 58,65% na saliva da populacdo amostrada, cujas propor¢cdes nado diferiram
significativamente.

Tiwari et al. (2005) obtiveram uma frequéncia de 60% de amostras de saliva
positivas para a H. pylori em sujeitos assintométicos para doencas gastricas na
india. Czesnikiewicz-Guzik et al. (2005) obtiveram em seu estudo prevaléncia de 54,
1% de amostras de saliva positivas para H. pylori. Liu et al. (2009) encontraram uma
prevaléncia de 59,4% de H. pylori na placa dental de chineses positivos para
infeccdo no estomago.

Em outro estudo realizado na Alemanha, 97% dos pacientes com dispepsia
foram positivos para H.pylori na placa dental, enquanto o DNA da bactéria foi
detectado em somente 55% das amostras de saliva (SONG et al., 2000). Souto e
Colombo (2008) detectaram H pylori em 20% das amostras de saliva e 33,3% das
amostras de placa dental em um estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro em
pacientes assintomaticos para doencas gastricas.

Chitsazi et al. (2006) encontraram uma freqUuéncia de 14% de H. pylori na
placa dental de sujeitos sem infeccdo gastrica no Iran. Liu et al (2008) encontraram
uma frequéncia de 58,9% de H. pylori na placa dental de chineses, e destes 55,6%
tinham cérie, eles sugeriram que a cavidade oral poderia ser um importante
reservatorio para a bactéria e que a H. pylori existente neste ambiente pode levar a
ocorréncia de doenca bucal como a carie e verificaram ainda que pessoas com ma
higiene bucal podem ser consideradas como tendo elevado risco para H. pylori na
boca.

Ja tem sido reportada diferenca na prevaléncia de H. pylori entre amostras da
cavidade oral. Song et al. (2000) observaram uma positividade de 55% de H. pylori
na saliva e de 80% na placa dental de alemas, verificando que a bactéria estava

mais presente na placa, independente de infeccdo no estbmago. Segundo estes
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autores esta distribuicdo pode estar de acordo com as caracteristicas microaerdfilas
da H. pylori, pode ocorrer devido a composi¢do da placa dental que varia de sitio
para sitio na cavidade oral, uma vez que observaram maior crescimento da bactéria
na regido dos dentes molares e também em resposta a varias influencias orais.

Kignel et al. (2005) analisando 49 pacientes em S&o Paulo observaram uma
frequiéncia de 02% de H. pylori na placa dental e 0% na saliva, sugerindo que o sitio
de localizacdo da bactéria na cavidade oral pode influenciar na prevaléncia do
microrganismo. Ao mesmo tempo, esta bactéria foi encontrada em diferentes
amostras clinicas provenientes da cavidade oral, como placa dental e saliva, sem a
presenca de colonizacdo em um destes nichos preferencialmente, posto que a
grande diversidade de superficies biolégicas neste ambiente fornece muitos sitios
apropriados para a colonizacédo de uma variedade de espécies bacterianas.

Nossos resultados apdiam os dados mostrados na literatura, em geral de uma
elevada prevaléncia, particularmente para populacbes de baixo nivel sécio-
econdmico. Na&o foi observada diferenca na prevaléncia da H. pylori entre os sexos,
concordando com outros autores, oS quais observaram que a relacdo entre a
prevaléncia de colonizacdo e o género nao foi significante (CHITSAZI et al., 2006;
LIU et al., 2008; MEDINA et al.; LIU et al.; JIA et al., 2009).

Entre as caracteristicas socio-econdmicas dos escolares, observou-se que
nao houveram diferencas significativas correlacionadas com as variaveis, renda
familiar, tipo de habitacdo, nimero de moradores por residéncia, tipo de construcao
do banheiro, tipo de fossa e agua para o consumo com a presenca de H. pylori e
carie dental. Contudo os resultados obtidos indicaram que as variaveis grau de
instrucdo e a faixa etaria diferem significativamente entre escolares positivos ou

negativos para H. pylori.
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O nivel de instrucao tem sido considerado como um importante fator de risco
para infeccao pela H. pylori. Observou-se nesta analise que pessoas mais instruidas
apresentavam-se menos infectadas. Ja foi demonstrado que individuos com maior
nivel de instrugdo apresentavam menor risco para a infeccdo que pessoas com
baixo nivel ou sem nenhum grau de instrugdo (ZATERCA et al., 2007; NOURAIE et
al., 2008).

O presente estudo observou maior prevaléncia de infeccdo por H. pylori entre
os escolares de até 11 anos, corroborando com dados que demonstraram que a
infancia vem a ser o periodo de maior aquisicdo da infeccdo nas populacdes
(MALATY et al., 2007; BARILE et al.,, 2009). Ja foi demonstrado que a infancia
constitui o periodo de maior aquisicdo da H. pylori e que as taxas de prevaléncia da
infeccdo aumentam com a idade (ZATERKA et al., 2007). Um estudo realizado em
Belém-Pa mostrou prevaléncia elevada, acometendo cerca de 80% dos individuos
na faixa etaria de 06 meses a 12 anos de idade (SILVA, 2003). Outra andlise
realizada em Belém verificou uma prevaléncia de 84,81% em criancas com faixa
etaria de 1 a 12 anos (GUIMARAES, 2007).

O S. mutans € o0 organismo mais prevalente na placa dental sendo
encontrado com maior freqiiéncia na cavidade oral de individuos com alta atividade
de carie (FRANCO E FRANCO et al.,, 2007). Segundo Shivakumar et al. (2009)
existe uma forte associacdo entre o nivel de colonizacdo com S. mutans e carie
dental.

De acordo com Smiech-Slomkowska & Jablonska-Zrobek (2007) a presenca
de 10° UFC/mL de saliva representa o nimero indicativo de atividade de cérie
acentuada, contudo, no presente estudo, utilizou-se como parametro os valores ou <
10° e > 10° UFC/mL para medir o indice desta bactéria segundo instrucdes do

fabricante do kit CRT-Bactéria (lvoclar Vivadent).
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Observou-se uma prevaléncia elevada (80,7%) de carie de nos escolares
investigados, em paises em desenvolvimento a prevaléncia pode chegar a 90%.
Sabe-se que o aumento da incidéncia da céarie € determinado pelo aumento dos
Streptococcus do grupo mutans e/ou por alteracbes na homeostasia salivar
(SPOLIDORIO et al., 2001).

Assim, dados obtidos a partir de estudos longitudinais mostraram que
individuos com niveis elevados de S. mutans na saliva apresentam atividade de
carie mais acentuada do que individuos com baixos niveis (CORTELLI et al., 2004).
Este estudo basicamente foi constituido de um grupo de escolares na faixa etaria
menor que 12 anos, escolhido para refletir a saude oral e um segundo grupo = 12
anos para comparar e monitorar a tendéncia da doenca.

No primeiro grupo encontrou-se uma freqiéncia de 65,7% de carie e no
segundo de 88,4%, indicando uma elevada prevaléncia da doenca na infancia e
consequentemente a saude bucal encontra-se em condi¢cfes precérias, que se pode
constatar pela prevaléncia crescente da carie no segundo grupo. No conjunto desta
analise por faixas etarias a elevada proporcao de criancas com cérie denota a
necessidade dos cuidados e tratamento na prevencdo das doencas dentais na
populacao infanto-juvenil.

Portanto, os resultados mostraram que a experiéncia de céarie tende a
aumentar conforme aumenta a idade do individuo e que nos escolares com idade
acima de 11 anos foi verificado um maior numero de col6nias de S. mutans com
valor > 10° UFC/mL, dado interessante, uma vez que ndo foi evidenciada uma
relacdo significante entre a quantidade de S. mutans na cavidade oral e a presenca
de carie, evidenciando-se que a experiéncia de carie ocorreu mesmo quando o

numero de UFC/mL de S. mutans encontrado estava abaixo destes valores criticos.
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Al Mulla et al. (2009) estudando fatores de risco para carie na Suécia,
demonstraram que individuos com baixos niveis de Lactobacillus na cavidade oral,
também apresentavam baixos niveis de carie. Em nosso estudo, apesar da alta
prevaléncia de carie, a maioria dos escolares apresentou contagem de colbnia de
Lactobacillus < 10° UFC/mL, mostrando n&o haver uma relagéo direta entre uma
elevada quantidade de Lactobacillus na cavidade oral e o aumento de céarie dental.

Considerando os dados estudados, o valor médio do indice CPO-D da
populacao foi de 3,53. De acordo com um levantamento realizado pelo Ministério da
Saude em vérias capitais brasileiras no periodo de 2002/2003, o CPO-D encontrado
na regido Norte foi de 3,1. Para o ano de 2010 as metas da saude bucal sédo de
CPO-D menor que 1 aos 12 anos de idade (CORTELLI et al., 2004). O indice médio
obtido mostra que ndo houve reducdo no CPO-D considerando-se a regido Norte.
Sabe-se que valores elevados de CPO-D indicam mas condi¢des de saude bucal da
populacao, freqlientemente associadas a condi¢des socioecondmicas desfavoraveis,
a dificuldade de acesso aos servigos odontoldgicos, ao consumo excessivo de
acucares (principalmente sacarose), além de limitado acesso ao fltor.

O controle de fatores relacionados com o desenvolvimento e progressao da
doenca de carie, como presenca de microrganismos especificos, bem como a
condigcdo socio-econdmica e habitos dos individuos é de fundamental importancia
para se obter uma reducéo significativa nos niveis de CPO-D. E importante lembrar
gue no presente estudo o valor médio obtido incluiu individuos de diferentes faixas
etarias e de um mesmo nivel sdcioecondmico.

Os fatores salivares, determinacdo da velocidade de fluxo salivar e
capacidade tampao estdo correlacionados com o aumento de microrganismos na
saliva, por exemplo, quando a taxa de secrecao salivar é baixa espera-se aumento

do acumulo de placa bacteriana (SPOLIDORIO et al., 2001). No entanto nesta
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andlise foi verificada auséncia de relacdo entre 0 nimero dos microrganismos
cariogénicos estudados (S. mutans e Lactobacillus) e os fatores salivares. Ainda em
relacdo aos parametros salivares constatou-se que nem a capacidade tampéo e
nem a velocidade de fluxo salivar tem influéncia sobre a experiéncia de carie,
diferentemente do que foi descrito por Soriano et al. (2002).

Os resultados obtidos neste estudo, referentes as préaticas de higiene oral,
indicaram que somente o numero de visitas ao dentista por ano difere
significativamente quando relacionado com H. pylori. Interessante, mas néo
significativo, é que a frequéncia de cérie nos sujeitos que declararam visitar o
dentista uma vez ou mais por ano nao foi baixa (61/78), mas a condicdo bucal
encontrada sugere a necessidade de supervisdo adequada da técnica de escovacao
empregada.

Além da prevaléncia da H. pylori estar relacionada com fatores ambientais e
sécio-econdmicos, tem sido demonstrado uma associacao da bactéria com fatores
do hospedeiro como 0s grupos sanguineos, podendo estes mediar a interacdo do
patégeno com o hospedeiro, estando associados a susceptibilidade ou resisténcia a
algumas doencas.

Tem sido sugerido que os antigenos Lewis estédo implicados na infeccéo pela
H. pylori principalmente o antigeno Le” (SOEJIMA et al., 2009). Ja foi observado que
pessoas com grupo sanguineo do tipo O tém mais receptores para H. pylori na
mucosa gastrica que pessoas de outros tipos sanguineos ABO (OBERHUBER et al.,
1997). Adicionalmente, o risco para doencas vem sendo associado com o estado
secretor ABH dos individuos (LIGTEMBERG et al., 2000).

Neste estudo observou-se que as frequéncias dos fendtipos de grupos
sanguineos de individuos infectados e nao-infectados por H. pylori, ndo diferem

entre si, sugerindo ndo existir uma associagcao estatisticamente significante com a
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infeccdo, o que ndo permite reforcar a hipotese sobre a presenca de caracteristicas
genéticas do hospedeiro como os antigenos H e Leb como receptores de aderéncia
bacteriana. Adicionalmente, ndo foi verificada nenhuma relagdo positiva entre a
presenca da bactéria S. mutans na cavidade oral e o gendtipo homozigoto para a
mutacdo do alelo inativo G428A, ou seja, individuos do fendétipo ndo-secretor ABH e
Le(atb-), parecendo ndo haver uma intima relacdo entre este marcador inerente ao
hospedeiro e um risco maior para a aquisicdo de cérie dental.

Deve ser mencionado, que os resultados mostraram uma incidéncia de
individuos ndo secretores (sese) de substancias ABH em suas salivas de 18,7%,
proxima do que j& foi descrito na literatura para ndo secretores, que é de
aproximadamente 20% em vérias populacbes caucasodides (SOEJIMA & KODA,
2008). O polimorfismo G428A é detectado como principal responsavel pelo estado
ndo secretor em diversas populacdes caucasoides, iranianas e africanas (SOEJIMA
et al.; SOEJIMA & KODA; 2008).

A mutacdo G428A, que ocasiona perda funcional da enzima FUT2, foi
identificada em 100% dos individuos da amostra, que eram ndo secretores (Lea).
Contrariamente nao foi detectada a mutacdo de sentido trocado A385T, também
responsavel pela perda da atividade de enzima FUT2. A referida mutacdo é
predominante em populacdes asiaticas (SOEJIMA et al., 2008).

E interessante ressaltar, que o pequeno nimero amostral analisado no estudo
possa ter sido a provavel razdo do desvio, que interferiu na significancia estatistica,
e desde que estas associacdes nao puderam ser confirmadas pelos resultados do
presente estudo, estudos adicionais sdo necessarios para melhor esclarecer e
complementar a existéncia de fatores de predisposicdo genética ao desenvolvimento

da cérie e colonizacéo pela H. pylori.
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A alta prevaléncia de H. pylori encontrada na cavidade oral dos escolares
parece apontar que a boca € um nicho para a colonizacdo da bactéria, podendo
contribuir para a infeccédo e re-infeccdo do estdbmago. Paralelamente, os escolares
investigados demonstraram indices elevados de céarie dental, o que é compativel
com uma higiene oral inadequada e que poderia explicar a atividade de
colonizadores tais como 0s Streptococcus e outros microrganismos que favorecem o
processo de co-agregacdo, com colonizacdo pela H. pylori na cavidade oral.
Esperava-se em principio, a ocorréncia de uma associacdo entre 0s parametros
socioecon6micos dos voluntérios e a atividade de carie, no entanto, os achados
deste estudo demonstraram alta prevaléncia de carie na populacdo estudada sem
relacdo com as variaveis selecionadas, provavelmente pelo fato de ter se analisado
apenas um grupo socioecondmico. Este fato mostra a complexidade e a dificuldade
de se tentar explicar a doenca carie dentaria através de fatores mais gerais como as

condigBes socioecondmicas e 0os habitos comportamentais e de salde.
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6. CONCLUSOES

» A prevaléncia de H. pylori e carie dental na cavidade oral dos escolares
investigados foram elevadas, enfatizando que infeccbes deste tipo

constituem-se como problemas de saude publica.

» As frequéncias encontradas de H. pylori na placa dental e na saliva da
populacdo amostrada foram similares, ndo mostrando haver um sitio

preferencial de coloniza¢do da bactéria na cavidade oral.

> A experiéncia de céarie tende a aumentar a medida que acresce a idade do

individuo.

» N&o houve associagfes significativas entre as varidveis socio-econdmicas
investigadas (renda familiar, tipo de habitacdo, nUmero de moradores por
residéncia, tipo de construcdo do banheiro, tipo de fossa e agua para o
consumo dos escolares) e a presenca de carie dental e H. pylori nos

individuos investigados.

» A presenca de H. pylori e céarie dental na cavidade oral ndo mostraram

relacdo com o género dos escolares.

» Os individuos com menor nivel de instrucdo e com idade de até 11 anos

apresentaram-se mais infectados por H. pylori na cavidade oral.
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» Nenhuma associacao foi observada entre as variaveis relativas as praticas de
higiene oral e as infec¢gBes investigadas, excetuando-se o numero de visitas
ao dentista por ano que controvertidamente mostrou-se inversamente

relacionada com taxa de infec¢do pela H. pylori na cavidade oral.

» Os parametros de avaliacdo clinica dos estudantes investigados néo

mostraram relagdo com a experiéncia de carie e infec¢do por H. pylori.

» O valor médio de CPO-D encontrado na populacdo estava acima do valor

critico esperado pela OMS.

> A analise de associacdo utilizando o estado secretor ABH e Lewis como
marcadores de susceptibilidade genética ndo permitiu confirmar a sua relagcao
como fatores predisponentes para as infec¢des causadas por H. pylori e/ou S.

mutans.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE IMUNOGENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: Caracteristicas Epidemioldgicas Relativas a doenga dental e infeccdo por Helicobacter pylori na
cavidade oral de estudantes em Belém-Para.

A placa dental é composta por bactérias e outros microorganismos, que se ligam nas superficies dos
dentes. Sendo sua fungdo conhecida nas doencas bucais, entre elas, a carie dental. Esta € uma das doencas
humanas de maior incidéncia na populacdo mundial. A importancia de estuda-la se deve ao fato de ser um
problema de saude publica, particularmente devido a seu impacto a nivel individual e comunitario, em termo de
dor, desconforto e limitagcdes funcionais e sociais, afetando a qualidade de vida. Outra bactéria que pode fazer
parte da placa dental é Helicobacter pylori. A deteccao desta bactéria na placa, ou saliva pode ajudar a
esclarecer a sua transmissao, de onde pode ser adquirida de uma pessoa a outra, e assim constituindo-se um
fator de risco de doenga do estbmago. Com a finalidade de desenvolver esta linha de estudo prestamos os
seguintes esclarecimentos

1. Sera necessario responder algumas perguntas da Ficha-protocolo para fornecer informagées sobre a
identificacdo pessoal e de possiveis condi¢des que influenciam no estabelecimento e transmissao da
doenca.

2. Sera realizado neste estudo exames clinicos e laboratorial que possam mostrar a presenca da
Helicobacter pylori no dente e na saliva, para realizar o exame laboratorial ser4 necessario a doagéo de
amostras saliva e placa dental.

3. Seréo realizados testes moleculares, sorolégicos e microbioldgicos nestas amostras para a confirmacéo da
infeccéo.

4. Os exames realizados serdo gratuitos, ndo necessitando nenhum custo por parte do participante para a
sua realizacao.

5. Vocé recebera orientagdo completa para o tratamento de sua infeccéo.

6. Os resultados dos exames serdo usados como dados da pesquisa, omitindo-se a identidade do
participante. No entanto, os dados serdo acessiveis aos pesquisadores envolvidos e ou para fins de
registro junto aos servigos publicos de saide (Ministério da Saude).

7. O material biologico coletado sera usado exclusivamente para fins deste estudo, sendo que apés o término
da pesquisa serdo desprezadas de acordo com as normas de biossegurancga.

8. Em geral este estudo ndo trara nenhum risco adicional aos individuos amostrados por se tratar de estudo
ndo invasivo. Como beneficio os participantes terdo orientacdo odontolégica no sentido preventivo.

9. Ninguém é obrigado a participar da pesquisa, assim como podera se retirar dela no momento que desejar,
sem qualquer prejuizo pessoal.

Solicitamos assim, a sua autorizagdo para efetuarmos o referido exame e realizarmos uma entrevista,
sendo que a mesma é confidencial; para desenvolvermos a pesquisa sobre a sobre as condi¢Ges da salde
bucal.

CONSENTIMENTO

Declaro que li as informac¢des acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido sobre o
contetdo do mesmo, assim como seus beneficios. Declaro ainda que por minha livre vontade, aceito participar
da pesquisa cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, / /

ASSINATURA

Pesquisador responsével: Bidloga Gyselly de Céassia Bastos de Matos; gysamats@hotmail.com

Endereco do Pesquisador Responsavel: Avenida Augusto Corréa s/n® — Campus Universitario do Guama,
CEP 66075-110 Universidade Federal do Pa

ra, Centro de Ciéncias da Bioldgicas, Departamento de Genética.
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ANEXO 2 QUESTIONARIO

PROJETO: Caracteristicas Epidemioldgicas Relativas a doenca dental e infeccdo por
Helicobacter pylori na cavidade oral em estudantes de Belém-Para.

NOME:

IDADE: SEXO: TELEFONE:

END.:

BAIRRO: CEP:

DATA: / /

1.Qual a renda de toda a sua familia por més? ( ) Nenhuma, ( ) 1 a 2 Salarios Minimos, ( ) 2a3
Salarios Minimos, ( ) 3 a5 Salarios Minimos, ( ) 5a 10 Salérios Minimos , () Mais de 10
Salarios Minimos

2- Atualmente esté trabalhando: ( ) Sim ( ) Estudante ( ) N&o trabalha ( ) Trabalha e estuda
3- Qual a profissédo?

4- Qual o seu nivel de escolaridade? (.) Nenhum (ndo sabe ler nem escrever), () Fundamental
incompleto, (...) Fundamental completo, ( ) Médio incompleto.( ) Médio completo

5- Situat';éo da sua residéncia:
( )Prépria ( )Alugada ( ) Cedida

6- Qual o tipo de material usado na construcéo de sua residéncia:
( ) Taipa ( ) Madeira ( ) Alvenaria

7- Quantos cdémodos tem na sua casa?
( YUm( ) Dois () Trés
( )Quatro ( ) Mais de quatro

8- Quantas pessoas moram na sua residéncia?

( )Uma ( )Duas ( )Trés

( )Quatro ( ) Mais de quatro

9- O banheiro de sua casa € de: (...) Alvenaria ( ) Madeira
10- Tipo de fossa:

() Asséptica ( ) N&o asséptica ( ) Fossa negra

11- A rua apresenta rede de esgoto? ( ) Sim ( ) Nao

12- A fossa € interligada a rede de esgoto?
() Sim ( ) Néo

13- A 4gua que vocé consome é: ( ) do sistema publico de saude ( ) do pogo

14-Qual o tipo de tratamento doméstico da agua?
() Coada () Fervida

() Filtrada () Mineral

() Com hipoclorito () Nenhum



15- Com que frequiéncia vocé escova os dentes?
( )Uma ( )Duas ( )Trés
( )Quatro ( ) Mais de quatro

16- Vocé utiliza creme dental com flior nas escovacbes?
() Sim ( ) Nao
(...) valoralto ( ) Valor baixo

17- Vocé utiliza fio dental?
( )Sim ( ) Néao

18- Vocé consome acgucar entre as refeicbes?
( )Sim ( ) Nao

19- Com que freqiiéncia vocé vai ao dentista?
() Hacada 3 meses

( ) Hacada 6 meses

( )Hacadalano

() Quando sente dor

20- Quando foi sua ultima visita ao dentista?
() Até 6 meses

( )Atélano

( ) Maisdelano

() Nunca fui

21. Determinacéo do fluxo salivar:

Quantidade de saliva por minuto:
(-....) Fluxo normal

() Fluxo diminuido

22.Analise da capacidade tampé&o:
Ph da saliva:

(....) Capacidade tampé&o normal
() Capacidade tampéao diminuida

23.Analise da quantidade de S. mutans:

Quantidade de S. mutans:
24- Indice de CPO-d

89

CPO-d




