FERNANDA DE TOLEDO VIEIRA

FREQUENCIA E DISTRIBUICAO DE HELICOBACTER ssp.
NA MUCOSA GASTRICA DE CAES

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-
Graduacdo em Medicina Veterinaria,
para obtencdo do titulo de "Magister
Scientiae"'.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2004



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por mais uma oportunidade de crescimento profissional e pessoal;

Aos animais que possibilitaram a realizagéo deste estudo;

Ao0s meus pais e meu irmao Alexandre pelo apoio;

Ao meu irmao Marcel pela ajuda na realizacéo da analise estatistica;

Ao Cristiano pelo apoio, amor, compreensdo e ainda pelo suporte em informatica;

A Katy, Kyssa Maria, Kelly Cristina, Chica, Loro e Vivi pelo amor e compreenséo pela
distancia e falta de atencéo;

Ao professor orientador Jodo Carlos Pereira da Silva, pelo apoio, pela compreenséo e
orientacdo durante o curso;

A professora Marlene Isabel Vargas Viloria, pelo apoio, amizade e orientaco;

Ao professor José Anténio Viana pela orientacao;

Aos funcionarios da Patologia, Addo Carlos Cardoso e Claudio Veridiano Cardoso pela
amizade, ajuda nas necropsias e confeccdo das laminas de histopatologia;

A todos professores e funcionérios do curso de Medicina Veterinéria;

Aos amigos do curso de P6s-Graduacédo pela amizade, apoio e companheirismo;

Aos Médicos Veterinarios e amigos Raquel Vitarelli e Edvaldo Gueiros pelo apoio;

A todas as pessoas do Departamento de Veterinaria que contribuiram de algum modo
para a realizacao deste trabalho.



LISTA DE FIGURAS.......
LISTA DE TABELAS .....
LISTA DE GRAFICOS ...
RESUMO ......ccccoevvrerennn,
ABSTRACT......ccovrrrnenn.

INtroducao .......ccoeevevveennnn

Revisdo de Literatura .......
2.1 Estdbmago .........

CONTEUDO

2.1.1 ConsideracGes anatdmicas e fisioldgicas ..........ccccceveviveireennnnn

2.1.2 Mecanismos de CitoproteCao QastriCa .........cccceveveerreeiveireenenn,

2.2 O género HeliCODACTEr .........ccooviiiiiic e

2.2.1 Historico ..

2.2.2 Fatores de VIFUIENCIA ..ot

2.2.3 Helicobacter SSp em CAES ......c.coveveiieiieiie et

2.2.4 Helicobacter e alteragdes histopatolégicas em cées ................

2.2.5 Helicobacter e nddulos linfOides ......ccocuvveeeeeeeeeieeeeeceeeeeeeea,

2.2.6 TEANSIMISSAD ...evveeeeeeee et e e et e e e e e e e ee e

2.2.7 PotenCial ZOONOLICO .....eeeeeeeeeeeeee e

2.2.8 MEtodos diagnOStICOS ........eoveuervireiririeiesieieesie e

Material e Métodos ..........

3.1 Animais ...........

3.2 EStiMatiVa daS IdA0ES ......veeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennene

3.3 Exame histopatoldgico das MUCOSAS ..........ccceeevererereseeeaeeeeienns

3.4 Teste da urease

3.5 ANALISE EStAtISTICA ...t

Resultados .........oevvvvveeenee..

4.1 Exame macroscOPICO da MUCOSA .......cceeeveerveeeeeieireesiesie e

4.2 Teste da urease

S 01 O AW W W

11
13
15
17
19

21
21
22
22
23
24

25
25
26



4.3 EXAME MICIOSCOPICO ..vevvvvrveerierierieiesiesiestesressesseeseeseseessessessessessens

4.3.1 Coloragéo por Carbol-Fucsina ..........cccccvvveivnieiinninie e,

4.3.2 Coloracgédo pela Hematoxilina e E0SING ..........cccceevveiveiieiiennn,

4.3.2.1 Integridade das MUCOSAS ........cccovevereeriearieiiesieeee e,

4.3.2.2 Células inflamatorias e ndédulos linféides .........cccovveeee....

DiSCUSSA0 ....ocovvveeeeeeeeeeen
Resumo e Conclusdes .......

ApPENdiCe ...ceeovveiiieeiee

Referéncias Bibliogréficas

27
27
29
29
30

37

44

46

60



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

LISTA DE FIGURAS

Desenho esquematico mostrando estdmago aberto ao longo da
curvatura maior, com numeracdo indicando locais de onde foram
colhidas amostras para realizacéo da histopatologia e do teste da urease ..

Tubos com amostras de mucosa gastrica para teste rapido da urease. A
direita, observamos o controle negativo (coloracdo amarelada) e a
esquerda o resultado positivo (coloragao rdsea) ..........cccoevevveveervearvesreenne.

Estdmago de cdo, mostrando ulceras difusamente distribuidas pelo
corpo do estdmago, regido fundica e cardica (setas), ao longo da
curvatura Mmenor (MAaCrOSCOPIA)......uvruveeerrerrerteriesieeseeeesresre st e sieeseeeeneas

A- Fotomicrografia de mucosa géastrica mostrando bactérias espiraladas
do género Helicobacter (seta) no limen das glandulas gastricas. B -
Fotomicrografia de mucosa gastrica mostrando bactérias espiraladas do
género Helicobacter no muco acima do epitélio gastrico (Carbol-
FUCSING — 1000X) ...eiiiieiiiiieiiesiisiese et

Fotomicrografia de mucosa gastrica mostrando auséncia total de
bactérias espiraladas do género Helicobacter no muco acima do epitélio
gastrico (Carbol- Fucsina- 1000X) .......cccevererereiieriesenesesessseeaeseeens

A- Fotomicrografia de mucosa gastrica mostrando hiperemia (setas). B
e C: Fotomicrografia mostrando hiperemia e infiltrado difuso de células
mononucleares (setas) respectivamente nas regides pildrica e do corpo
do estdbmago (Hematoxilina e Eosina — 400X) .......ccocevverviinneeneaieneenn

Fotomicrografia de mucosa gastrica mostrando nédulo linfoide (seta)
(Hematoxilina € E0SiNa- 400X) ......ccccviieiierieiie e sie e

21

24

32

33

34

35

36



Tabela 1
Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

LISTA DE TABELAS (APENDICE)

Estimativa de idade de cdes por meio de estudo da arcada dentéria ........

Distribuicdo dos animais por faixas etarias e suas respectivas
=10 [N T g Tol T S

Distribuicdo da intensidade da reacdo pelo teste da urease de acordo
com a regido do estbmago e idade dos animais avaliados ........................

Distribuicdo da intensidade da reacdo pelo teste da urease de acordo
com a idade dos animais avaliados (Teste de Kruskall-Wallis —11) ........

Distribuigéo da intensidade da reagdo do teste da urease associados ao
numero de nédulos linfoides, numero de células inflamatorias e nimero
de bactérias (Teste de Kruskall-Wallis — 1) .........ccoceriiiiininninicieeen

Distribuicdo da casuistica considerando a reatividade pelo teste da
urease e 0 numero de bactérias na regido cardica do estdbmago ..............

Distribuicdo da casuistica considerando a reatividade pelo teste da
urease e 0 numero de bactérias na regido do regido fundica do
S (0] 11 F= T [o TSROSO TP PP PP PR

Distribuicdo da casuistica considerando a reatividade pelo teste da
urease e 0 numero de bactérias na regido do corpo do estdbmago..............

Distribuicdo da casuistica considerando a reatividade pelo teste da
urease e 0 numero de bactérias na regido pilorica do estbmago................

Variacdo da densidade de células inflamatoérias nas diferentes regides
0 ) ([0 KOS

Variagdo do numero de nodulos linfoides nas diferentes regiGes
0T R (o7 USSR

Relacdo entre nimero médio de nddulos linféides e grau de colonizacao
bacteriana na regido cardica do estdmago..........c.ccecvvevvereeiieieene e,

Relacdo entre numero médio de nddulos linfoides e grau de colonizacao
bacteriana na regido do regido flndica do estdbmago..........cccccecvvervrrrrnenn.

Relacdo entre numero médio de nddulos linfoides e grau de colonizacao
bacteriana na regido do corpo do estOmMago........c.ccveruveeereereeieeseereeereens

Relacédo entre numero médio de nodulos linfoides e grau de colonizacao
bacteriana na regido pilérica do estdmago...........ccceceevveiieieiiieceese e

Relacdo entre nimero de células inflamatérias e grau de colonizacéo
bacteriana na mucosa da regido cardica do estdmago........ .cc.cevvrvvrieennn

Vi

46

47

48

49

49

50

50

50

50

o1

51

52

53

54

55

56



Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Relacdo entre nimero de células inflamatorias e grau de colonizacdo
bacteriana na mucosa da regido fundica do estdmago...........cccceevrvrvrnenn.

Relacdo entre nimero de células inflamatorias e grau de colonizacao
bacteriana na mucosa do corpo do et0MAJO..........cruervvrereereerierienenienieens

Relacdo entre nimero de células inflamatérias e grau de colonizacéo
bacteriana na mucosa da regido pilérica do estbmago...... ....ccceevevvveviennenn

vii

S7

58

59



Gréfico 1

Grafico 2

LISTA DE GRAFICOS

Numero médio de bactérias por resultado do teste de urease e por regido
NO EStOMAJO U CHES......eviviitiiiieieeii ettt

Numero médio de bactérias versus nimero médio de células
inflamatdrias em cada regido do estdmago de CaeS.........cccevvvevveverreennenn,

viii

38

42



RESUMO

VIEIRA, Fernanda de Toledo, M. S., Universidade Federal de Vicosa, janeiro de 2004.
Frequéncia e distribuicdo de Helicobacter ssp na mucosa géastrica de cées.
Orientador: Jodo Carlos Pereira da Silva. Conselheiros: Marlene Isabel VVargas Viloria e

José Antonio Viana.

A descoberta do Helicobacter pylori em seres humanos e a sua relagdo com gastrite,
Ulcera péptica e neoplasia gastrica, tem levado a renovacdo do interesse no
estabelecimento da incidéncia e do significado clinico da bactéria em animais domésticos,
especificamente cdes. Existem varios relatos da presenca de Helicobacter ssp em cées,
mas a relacdo dessas bactérias com as alteracdes gastricas em cdes ainda ndo estd
esclarecida. Os objetivos desse trabalho foram avaliar a presenca de Helicobacter ssp em
cées, analisar os achados macro e microscopicos, determinar a correlagdo entre a presenca
da bactéria e as alteracfes da mucosa gastrica, e destas com a idade, além de correlacionar
a positividade do teste da urease a presenca da bactéria. Durante as necropsias de 60 cées,
foram coletadas amostras das regifes cardica, fundica, do corpo e pilorica dos estdmagos
para a realizacdo do teste da urease e exame histopatoldgico. O teste da urease foi positivo
em 95,12% dos animais. O exame histopatoldgico usando a coloragéo de Carbol- Fucsina

revelou Helicobacter ssp em 96,66% dos animais. As alteragdes mais frequentemente



observadas em preparagdes coradas por HE foram infiltrados de células inflamatorias,
predominantemente mononucleares, hiperplasia de nddulos linféides e hiperemia. Houve
correlacdo entre o teste da urease e a histopatologia para o diagnostico de Helicobacter ssp
em cdes. N&o houve correlacdo da infeccdo por Helicobacter ssp com a idade. Também
ndo foi demonstrada correlagdo entre alteracGes inflamatorias, na presenca da bactéria,
com a idade dos animais. As regifes fundica e do corpo do estbmago apresentaram maior
numero de resultados positivos no teste da urease e as regibes do corpo e pildrica
apresentaram maior numero de resultados positivos a histopatologia. Houve correlacéo
entre o0 nimero de Helicobacter ssp, o nimero de células inflamatérias e nddulos linfoides
nestas regides. O alto percentual de cées infectados por Helicobacter ssp e a variagéo na
patogenicidade entre as espécies indicam a necessidade de estudos mais aprofundados
para identificacdo de espécies mais patogénicas e de mecanismos de patogenicidade em
caes. Além disto, devido ao potencial zoondtico, grande atencdo deve ser dada as
helicobactérias.



ABSTRACT

VIEIRA, Fernanda de Toledo, M. S., Universidade Federal de Vicosa, janeiro de 2004.
Frequency and distribution of the Helicobacter ssp in gastric mucosa of the dogs.
Adviser: Jodo Carlos Pereira da Silva. Commitee Members: Marlene Isabel VVargas

Viloria and José Antbnio Viana.

The discovery of Helicobacter pylori in human beings and its relation with
gastritis, peptic ulcer and gastric neoplasia, has renewed the interest on the establishment
of the incidence and on the clinical meaning of this bacteria in pets, specifically in dogs.
There are several researches that indicate the presence of Helicobacter ssp in dogs, even
though the relation of these bacteria with gastric alterations in dogs has not been clarified
yet. The aim of this dissertation was to evaluate the presence of Helicobacter ssp in dogs,
to analyse the macro and microscopic findings, determine the correlation between the
presence of the bacteria with alterations in the gastric mucosa, and of these with the dogs
age, and additionally to investigate the correlation of the positiveness of the urease test
with the presence of the bacteria. During the necropsy of 60 dogs, samples from cardia,
fundus, body, and pylorus regions were collected from the dogs’ stomach for conducting
the urease test and histopathologic examination. The urease test was positive in 95,12% of
the animals. The histopathologic examination using Carbol-Fucsina coloration revealed

Helicobacter ssp in 96,66% of the animals. The most frequent observed alteration in

Xi



preparations colored by HE were infiltrated with inflammatory cells, predominantly
mononuclear, lymphoid nodules hyperplasia and hiperemy. Correlation between the
urease test and the histopathology for the diagnostic of Helicobacter ssp in dogs was
found. Age was not found correlated with infection by Helicobacter ssp. It was not found
any correlation between inflamatory alterations, in the presence of the bacteria, with the
age of the animals. The fundus and body stomach regions presented more positive results
in the urease test and the body and pylorus regions presented more positive results in the
histopathologic examination. There was correlation between the number of Helicobacter
ssp, the number of inflamatory cells and lymphoid nodules in those regions. The high
percentage of dogs infected by Helicobacter ssp and the variation in the patogenicity
among the species indicate the necessity of further investigation for the identification of
species more pathogenic and mechanisms of patogenicity in dogs. Besides, due to the

zoonotic potential, further research should be done on the helicobacterias.
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Introducéao

As patologias géastricas agudas sdo diagnosticadas com relativa frequéncia em
pequenos animais. Uma das principais manifestacdes dessas gastropatias € a ocorréncia de
episddios repetidos de vomitos em cdes que podem representar um desafio diagnostico para
o clinico. Nessas circunstancias, os exames laboratoriais e as radiografias abdominais,
geralmente ndo indicam alteragdes significativas e a mucosa géstrica pode ndo exibir
anormalidades ao exame endoscopico. Justificam o aparecimento desse quadro 0s
infiltrados inflamatorios, a presenca de parasitas e de bactérias do género Helicobacter.
Com excecdo das causas parasitarias, o diagnostico definitivo requer a realizacdo de
bidpsias da mucosa géastrica (WILLARD, 1997).

A descoberta do Helicobacter pylori em seres humanos e sua relagdo com gastrites,
Ulceras pépticas e neoplasias gastricas, tem despertado o0 interesse na pesquisa sobre a
incidéncia e significado clinico desta bactéria gastrica nos animais domeésticos,
especificamente cées e gatos (EATON et al, 1996). Apesar de sua clara associacdo com a
doenca clinica no homem, ha pouca informacdo sobre a relacdo entre Helicobacter e a
enfermidade gastrica em caes e gatos (SIMPSON & BURROWS, 1997).

A associacdo entre a infec¢do por Helicobacter e a doenca gastrica em humanos,
em outros animais domésticos e selvagens, sugere que as bactérias desse género podem
estar presentes na patogénese da gastrite em cdes (BARBOSA et al, 1995; HERMANNS et
al, 1995; JALAVA et al, 1998; NEIGER et al, 1998; SIMPSON et al, 2000).

A presenca de bactérias espiraladas no estdmago de animais foi originalmente
descrita ha mais de 100 anos. Desde entdo estes microrganismos, inicialmente chamados
espiroquetas, posteriormente organismos semelhantes ao Campilobacter e, atualmente,
organismos semelhantes ao Helicobacter, tem sido regularmente associados a exames
gastricos e as vezes a lesbes histopatoldgicas (HERMANNS et al, 1995).

A frequéncia aparentemente alta de helicobactérias em cdes e gatos, e
particularmente a presenca de Helicobacter pylori (H. pylori) em um grupo de gatos de
laboratdrio, demonstram a possibilidade de os animais de companhia servirem como
reservatorio para a transmissdo de helicobactérias para humanos (SIMPSON &

BURROWS, 1997). A transmissdo zoonoOtica de organismos espirais gastricos de cdes e



gatos domésticos tem sido postulada devido a presenca de bactérias com morfologia similar
a Helicobacter felis e outros organismos gastricos semelhantes ao Helicobacter terem sido
observadas no estdmago de humanos com gastrite (HANDT et al, 1995).

Ao contrario do que acontece com a infec¢do por H. pylori no homem, o significado
da infeccéo por bactérias do género Helicobacter em cées ainda néo esté esclarecido, sendo
necessarios mais estudos para determinar se as patologias gastricas dos cdes podem ser
atribuidas a estas bactérias (SIMPSON & BURROWS, 1997; JALAVA et al, 1998). Ainda
ndo existem estudos que comprovem a participacdo de helicobactérias em Ulceras
gastroduodenais ou neoplasias gastricas em cées, 0 que em parte pode ser atribuida a baixa
prevaléncia destas doencas e ao pequeno nimero de animais avaliados (SIMPSON et al,
2000). Como o Helicobacter pylori, Helicobacter mustelae e Helicobacter heilmannii estdo
associados com ulcerogénese no homem, em furdes e em porcos, respectivamente, a
relacdo destes organismos com Ulceras deve também ser considerada em cées e gatos até
que estudos mais conclusivos sejam desenvolvidos (OTTO et al, 1994; YEOMANS &
KOLT, 1996).

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a presenca de Helicobacter ssp em
caes, analisar os achados macro e microscopicos, determinar a correlacéo entre a presenca
da bactéria e as alteracGes da mucosa gastrica, e destas com a idade, além de correlacionar

a positividade do teste da urease a presenca da bactéria.



Revisdo de Literatura

2.1 Estdmago

2.1.1 Consideracdes anatdmicas e fisioldgicas

O estdmago é uma dilatacdo do tubo digestivo anatomicamente constituido por
diferentes regibes, a saber: cardica, fundica, corpo, antro e pilorica. A regido cardica é
responsavel pela passagem de agua e alimento para o interior do estbmago, e por meio do
seu esfincter impede o refluxo gastroesofagico. A regido fundica e o corpo tém por funcéo
0 armazenamento do contetido alimentar, com capacidade de dilatacdo e manutencdo da
pressdo intragastrica constante, enquanto o antro realiza a digestdo mecanica dos alimentos
solidos. A regido pildrica € uma valvula muscular que limita as dimensdes das particulas
que passam para o duodeno e previne o refluxo gastroduodenal (WILLARD, 1997).

Em toda extensdo do estbmago, o plano estrutural é constituido por uma mucosa,
uma submucosa, uma muscular e uma serosa. A mucosa é o revestimento epitelial do
estdbmago composta células epiteliais, ldamina propria (constituida por fibras colagenas,
elasticas e reticulares), muscular da mucosa e glandulas que se abrem para o limen
(STINSON & CALHOUN, 1982). A lamina prépria da mucosa do estdmago contém
células do sistema imunologico, células migratérias do sangue e células fixas do tecido
conjuntivo. Este tecido tem as propriedades do tecido linféide difuso, devido a presenca de
numerosos linfocitos (ROSS & ROMRELL, 1993). Na regido céardica, estas glandulas
produzem muco com finalidade de tamponamento e lubrificacdo. Na regido fandica e no
corpo as glandulas contém células parietais que possuem canaliculos secretores de acido
cloridrico (HCI) que se abrem diretamente para a luz da glandula, células principais que sdo
tipicamente produtoras de enzima e secretam pepsinogénio, renina e lipase gastrica; células
produtoras de muco e células argentafins ou endocrinas (BANKS, 1992; ROSS &
ROMRELL, 1993; WILLARD, 1997).

No antro e nas proximidades do piloro, as glandulas secretam grande quantidade de
muco, contando também com expressivo numero de células endocrinas, principalmente
células G responsaveis pela producdo de gastrina, que € uma potente estimuladora da
secrecdo acida ( ROSS & ROMRELL, 1993; WILLARD, 1997).



A secrecdo do acido cloridrico é estimulada pela acetilcolina (das vias
neurdcrinas), gastrina (funcdo das células G) e histamina (de nervos, mastocitos e células
enddcrinas) (WILLARD, 1997).

2.1.2 Mecanismos de citoprotecdo gastrica

A mucosa gastrica estd exposta a diversos agentes agressores como acido cloridrico,
pepsina, acidos biliares, toxinas e outras substancias irritantes; entretanto, sob condigdes
normais, ela ndo é lesada, sendo a sua integridade mantida por uma barreira protetora.
Didaticamente, os componentes desta barreira sdo divididos em pré-epiteliais, epiteliais e
pos-epiteliais.

O componente pré-epitelial é formado pela presenca de muco e bicarbonato. O
muco atua como uma barreira fisica evitando o contato direto das células epiteliais com o
acido géastrico (WILLARD, 1997). Essa camada composta por glicoproteinas e agua,
desempenha importante papel protetor em razdo das ligacfes glicoproteicas e do acido
sialico, que confere ao muco a sua propriedade gel, impenetravel a proteinas de peso
molecular superior a 17.000 A como é o caso da pepsina. A camada mucoaderente
armazena em seu interior 4gua e bicarbonato. O H+ intraluminal difunde-se lentamente na
camada de muco, sendo progressivamente neutralizado pelo bicarbonato. Além disto, a
superficie do epitélio gastrico é intensamente hidrofébica. Sugere-se que a presenca de
substancias surfactantes proteja a mucosa por formar uma camada hidrofébica entre o
epitélio e o conteddo intraluminal, diminuindo acentuadamente a &rea da superficie de
contato de substancias hidrossoltveis (HCI) e o epitélio (CASTRO et al, 1993).

O componente epitelial € constituido pelas proprias células epiteliais, que possuem
a membrana apical altamente resistente a penetracdo de &cido. Entretanto, quando isto
ocorre, este é rapidamente excretado pelas membranas laterais da célula epitelial
(WILLARD, 1997). Outro importante fator dentre os mecanismos de protecéao epitelial é a
rapida taxa de renovacdo do epitélio gastrico diante de a uma agressdo. A renovacao das
células epiteliais se faz de um a trés dias. Apds terem sido expostas a um agente agressor,
as células da superficie epitelial sdo esfoliadas. A seguir observa-se aumento do nimero de
mitoses e uma rapida migracédo das células da regido fundica das glandulas para recobrir a
superficie desnuda (BANKS, 1992; CASTRO et al, 1993).
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O componente pos-epitelial é representado pelo fluxo sanguineo da mucosa. Uma
boa perfusdo da mucosa gastrica ajuda na remogdo do excesso de acido do interior das
células epiteliais e garante uma oferta adicional de bicarbonato, oxigénio e varias
substancias que sado fundamentais para a maior efetividade dos mecanismos de
citoprotecdo. O fluxo sanguineo esta relacionado com a producéo e secre¢do de muco e
bicarbonato, principais constituintes da barreira de protecdo da mucosa (WILLARD, 1997).
Uma das propriedades das prostaglandinas (PGE) é aumentar o fluxo sanguineo,
favorecendo a oxigenacdo adequada (necessaria para a reparacdo tissular) e promovendo
rapida remocdo dos ions H+ dos tecidos (lesivos para a célula), protegendo assim a mucosa
contra a acdo de diferentes agentes agressores. O transporte ativo de sddio e cloreto seria
outro mecanismo relacionado com integridade celular. Quando ocorre o comprometimento
desse transporte, o acumulo de ions H+ resulta na retencdo de agua, com consequente

edema celular e alteracéo de permeabilidade (CASTRO et al, 1993).

2.2 O género Helicobacter

2.2.1 Histérico

A presenca de organismos espiralados gastricos em animais foi documentada por
Rappin, em 1881, citado por STRAUSS-AYALI & SIMPSON(1999) que os observaram no
estdmago de cdes, fato esse confirmado pouco mais tarde por Bizzozero em 1893 citado
por DOOLEY (1993).

Em 1896, Salomon citado por STRAUSS-AYALI & SIMPSON(1999) investigou
diferentes espécies de animais domésticos e silvestres, e constatou a presenca de
organismos espiralados no Iimen de glandulas fandicas e em canaliculos intracelulares de
células parietais de ces, gatos e ratos.

Os primeiros organismos espirais gastricos em humanos foram descritos por
Bottcher em 1874 e em 1906 citado por STRAUSS-AYALI & SIMPSON (1999), em
pacientes com carcinoma gastrico. Em humanos, o Helicobacter pylori € o agente mais
prevalente na gastrite superficial difusa cronica, exercendo papel central nas Ulceras
pépticas e considerado coadjuvante no desenvolvimento das neoplasias gastricas;
(LAVELLE et al, 1994; GENTA et al, 1994; HANDT et al, 1995; HERMANNS et al,
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1995; EATON et al, 1996; JALAVA et al, 1998; LEE, 1998; NEIGER et al, 1998; DORE
et al, 1999; SVEC et al, 2000; ISRAEL & PEEK, 2001).

Ap0s a descoberta da relacdo entre H. pylori e a doenca gastrica humana, varias
bactérias espiraladas foram identificadas e descritas em diferentes espécies animais
incluindo cdes, gatos, furdes, porcos, bezerros, guepardos, ovelhas, e vérias espécies de
macacos (HERMANNS et al, 1995; NEIGER et al, 1998). Inicialmente, essas bactérias
foram classificadas no género Campylobacter, mas devido a algumas diferencas
observadas, 0 novo género Helicobacter foi sugerido em 1989 (HERMANNS et al, 1995;
MYSOREKAR et al, 1999).

2.2.2 Fatores de viruléncia

Os organismos semelhantes ao Helicobacter sdo bactérias espirais gram negativas,
flageladas, microaerdfilas (HERMANNS et al, 1995), oxidase, catalase e urease positivas
(MONTGOMERY et al,1988). Com seus multiplos flagelos e movimentos serpentiformes
sdo capazes de atravessar a camada de muco que recobre o estbmago antes de ser destruida
pelo suco gastrico, atingindo assim, a superficie epitelial e as criptas gastricas. Nestes
locais, encontra um microambiente alcalino proporcionado pela secre¢do de bicarbonato
das células epiteliais, sendo protegido da acidez gastrica pela mucosa sobrejacente
(CASTRO et al, 1993).

MARSHAL (1995) demonstrou que o H. pylori sobrevive muito bem em meio de
pH 4 — 4,5, mas a sobrevivéncia ja se torna bastante reduzida em pH 3,5. A adicdo de uréia,
contudo, protege completamente o microrganismo até em pH 15 Com toda a
probabilidade, a bactéria fica imersa em uma atmosfera contendo amoénia, resultante da
degradacdo da uréia pela urease produzida pelo préprio microrganismo, diminuindo assim
a concentracao de ions hidrogénio no microambiente em que vive.

H. pylori possui um canal de membrana que neutraliza o acido através de controle
efetivo da quantidade aménia pela bactéria para combater o acido gastrico permitindo a
sobrevivéncia e crescimento no estbmago. Isto é possivel pela ativagdo da urease
citoplasmatica que converte a uréia em dioxido de carbono e aménia. A aménia primeiro
neutraliza o acido gastrico que tem contato com o exterior da membrana , prevenindo a

entrada de acido pela membrana bacteriana. O canal responsavel pelo controle da passagem
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da uréia para o interior da bactéria € regulado pela proteina Ure |, resultando em producédo
suficiente de amonia para neutralizar a membrana bacteriana (BERGER, 2000).

O 4cido gastrico e o peristaltismo normalmente inibem a colonizacdo do estdmago.
Contudo, a selecdo natural forneceu as helicobactérias varios mecanismos para escapar
destas defesas primarias e estabelecer uma infeccdo persistente como a habilidade de
suportar o pH acido gastrico e a motilidade, bem como a produgdo de urease e o
microaerofilismo (ISRAEL & PEEK, 2001).

A investigacdo intensa sobre a biologia e a patogenicidade das helicobactérias esta
ajudando a determinar precisamente como o Helicobacter causa lesdes gastricas e tem
levado a descoberta de uma variedade de fatores que facilitam a colonizagdo e causam
danos gastricos. Dentre estes fatores se destacam a urease, os lipopolissacarideos, as
citocinas vacuolizadoras, a mucinase, a lipase e a hemolisina. Em humanos, a investigacao
sobre a fixacdo do H. pylori na célula, sugere que os individuos com certos grupos
sanguineos possuem proteinas gastricas que permitem a fixacdo e a colonizacdo
(SIMPSON & BURROWS, 1997). Segundo HANDT et al (1995), varios mecanismos de
aderéncia foram identificados, incluindo formacéo de projecdes semelhantes a uma coluna
entre a bactéria e as células epiteliais. Estas estruturas podem ser importantes para o sinal
de transdugdo ou troca de material entre a bactéria e a célula epitelial.

Os flagelos e a producdo de urease sdo fatores de viruléncia necessarios para a
colonizacdo e a patogenia desses organismos e estdo presentes em todas as linhagens
(VANDENPLAS & BADRIUL, 1999). Os flagelos permitem a locomocédo das bactérias
através do muco, possibilitando a colonizacédo persistente (JENKINS & BASSET, 1997). A
urease hidrolisa a uréia em amonia e bicarbonato, o que resulta em um microambiente de
pH neutro na camada de muco circunjacente aos microrganismos (VANDENPLAS &
BADRIUL, 1999). Isto possibilita a sobrevivéncia das bactérias em um ambiente
anteriormente considerado estéril devido ao baixo pH e a presenca de enzimas proteoliticas
(DUBOIS, 1995). A am6nia é um nutriente para as bactérias e causa lesGes na mucosa
gastrica. A urease também estimula a liberagdo de mediadores inflamatérios, como as
interleucinas e o fator de necrose tumoral-alfa (VANDENPLAS & BADRIUL, 1999).
Linhagens de H. pylori isoladas de pacientes humanos com céncer gastrico apresentaram
atividade mais intensa de urease que aquelas isoladas de pacientes ndo portadores de cancer
(FIGURA & TABAQCHALI, 1996).



Sabe-se que o H. pylori produz outras enzimas com fungdes metabolicas,
antioxidantes e toxicas, o que possibilita a colonizacdo, induz a resposta inflamatdria e
causa lesdes na mucosa gastrica (FERGUSON et al, 1993). Diferentes tipos de fosfolipases
alteram as propriedades hidrofobicas da mucosa e do muco gastricos e podem gerar
substancias ulcerogénicas. Mucinase, neuraminidase, fucosidase, superoxido-dismutase e
desidrogenase alcoolica sdo algumas das enzimas produzidas pelo H. pylori
(VANDENPLAS & BADRIUL, 1999).

A maioria dos determinantes de patogenicidade do H. pylori esta presente em todos
o0s isolados, enquanto alguns sé sdo expressos por certas linhagens (FIGURA, 1997). Os
genes VacA e CagA séo importantes fatores de viruléncia do H. pylori e contribuem para
as diferencas na patogenia das bactérias e nos sinais clinicos da infeccdo. Ulceras pépticas,
atrofia gastrica e carcinoma gastrico sdo mais comuns em pacientes infectados pelas
linhagens CagA+ e combinacdo de alelos s1/ml do gene VacA (SIMPSON &
BURROWS,1997). O gene Vac A codifica a citocina vacuolizadora e esta presente em
aproximadamente 50% das espécies de H. pylori. Isso explica ,em parte, porque apenas
uma minoria de individuos infectados desenvolve Ulceras pépticas, e um numero ainda
menor desenvolve cancer gastrico; tais individuos podem ter sido infectados por linhagens
mais virulentas de H.pylori (FIGURA,1997; HARDIN & WRIGHT, 2002).

Outro mecanismo de patogenicidade é o mimetismo molecular no qual o H. pylori
apresenta epitopos bacterianos similares a estrutura do epitélio gastrico do hospedeiro
induzindo-o a desenvolver uma resposta auto-imune contra a mucosa gastrica
(VANDENPLAS & BADRIUL, 1999). CASTRO et al (1993) citaram o mecanismo de
aderéncia do Helicobacter a membrana como causador de alteracdes citopaticas como
diminuicdo e perda de microvilosidades, edema intracelular, diminui¢do das reservas de
muco e modificacdo da superficie luminal das células, que se tornam deprimidas e rugosas.

O H. pylori lesa 0 muco protetor da mucosa, através da producdo de mucinase,
resultando em viscosidade reduzida. Esta propicia 0 aumento da retrodifusdo de ions
hidrogénio e, com isso, abre caminho para que fatores agressivos do limem, especialmente
acido e pepsina, ameacem inclusive os préprios microrganismos. O epitélio ja lesado pela
presenca da bactéria pode ulcerar-se focalmente ao ser atingido pelos agentes agressivos.
Postula-se que a bactéria, sendo sensivel as alteragdes do pH neste microambiente, migra

para outra area onde a camada de muco é integra e, portanto, protetora. A area inflamada,
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livre de microrganismos, poderé regenerar sua camada de muco ou sofrer ulceracdo, na
dependéncia do equilibrio entre fatores de agressdo e de defesa. Este ciclo se repetiria em
outras areas recem colonizadas. Esta hipotese é coerente com a distribuicdo esparsa e
ampla da gastrite por H. pylori, além de explicar o encontro ocasional desta bactéria no
epitélio gastrico normal. Explica também o risco aumentado de Ulcera duodenal em
individuos com H. pylori nas areas de metaplasia gastrica no duodeno. Em virtude da
seletividade géstrica de sua colonizacdo, esse agente, depois de alterar a camada de muco
seria incapaz de migrar para areas integras ja que a metaplasia gastrica no duodeno é
frequentemente focal. Assim, a mucosa seria continuamente lesada até que o
microrganismo fosse destruido pelo acido e pela pepsina e, com menor chance de se
regenerar, sofreria ulceracdo (CASTRO et al, 1993). Segundo AEBISCHER et al (2000),
H. pylori é capaz de romper o fluxo mucoso na regido onde se instala, podendo interferir
ativamente na producdo de muco. Além disso, a renovacgdo celular do estbmago glandular
parece ser controlada pelo TGF (e EGF). Sabe-se que o H. pylori inibe a ligacdo do EGF ao
seu receptor que media o sinal de transducéo das células epiteliais.

PERKINS et al (1996), disponibilizaram informacGes que associam
hipergastrinemia em humanos com helicobactérias e comprovaram que 0 mesmo ocorreu
em furBes naturalmente infectados com H. mustelae, além de citarem que a erradicacdo do
microrganismo leva a resolucdo da hipergastrinemia. O Helicobacter induzindo
hipergastrinemia pode ser relacionado com a patogénese da Ulcera péptica em furdes, bem
como em outros animais infectados com Helicobacter ssp. A combinacdo dos efeitos
tréficos sobre as células parietais e a potente estimulacdo da secrecdo acida pela gastrina
podem levar ao aumento dos danos a mucosa gastrointestinal e formacdo de Ulceras. Essa
hipersecrecdo anormal de gastrina pode ser o elemento chave na patogénese do
Helicobacter associado com Ulcera péptica. Uma corrente de pesquisadores  propde
mecanismos com os quais H. pylori induz hipergastrinemia em humanos, incluindo
estimulagdo de células G por aminas ou peptideos produzidos por esse microorganismo,
estimulagdo de células G por citocinas liberadas por células inflamatorias atribuidas a
presenca do H. pylori e destruicdo seletiva ou inibicdo de células produtoras de

somatostatina, levando a diminuic¢do do efeito inibidor da gastrina.



2.2.3 Helicobacter ssp. em cées

A associacdo entre infeccdo por Helicobacter e doenca gastrica em humanos,
furdes, guepardos, macacos (NEIGER et al, 1998), bezerros (HERMANNS et al, 1995),
ovinos (JALAVA et al, 1998) e suinos (BARBOSA et al, 1995) sugere que as bactérias
desse género podem estar presentes na patogénese da gastrite em cdes (SIMPSON et al,
2000). Apesar de sua clara associacdo com a doenca clinica no homem, h& pouca
informacdo sobre a relacdo entre helicobactérias e a enfermidade gastrica em cées
(SIMPSON & BURROWS, 1997).

Cdes e gatos tém demonstrado serem infectados por vérias espécies de
Helicobacter, como H. felis, H. heilmannii (HAPPONEN et al, 1996 a), H. bizzozeronii, H.
bitis (SIMPSON & BURROWS, 1997), H. salomonis e H. rappini (JALAVA et al, 1998).
Embora estejam comumente associadas ao estdmago, algumas espécies como H. canis
podem colonizar também o intestino e o figado (SIMPSON & BURROWS, 1997).

A ocorréncia de organismos semelhantes ao Helicobacter tem sido estudada em
cdes e gatos clinicamente sadios, bem como naqueles com sintomas gastrointestinais
(GEYER et al, 1993; HAPPONEN et al, 1996 b).

Segundo JALAVA et al (1998), a infeccdo experimental de Beagles com H. felis
causou gastrite nesses animais. Varias espécies de primatas ndo humanos desenvolvem
gastrite crénica quando infectados natural ou experimentalmente por H. pylori (HANDT et
al, 1995). Segundo LEE et al (1992), a inoculagdo de H. pylori em suinos e cées induziu
gastrite crénica similar a gastrite associada com H. pylori em criancas.

A infeccdo por helicobactérias parece ser muito freqiiente em cdes e gatos, sendo
demonstrado taxa de infeccdo de 100% em cdes da raca Beagle (SIMPSON &
BURROWS, 1997). Trabalho realizado com bidpsias gastricas da regido fundica de 122
caes determinou uma taxa de 82% de infeccdo (HERMANNS et al, 1995). De acordo com
NEIGER et al (1998), a prevaléncia de organismos gastricos semelhantes ao H. pylori em
gatos varia de 57 a 100%. Além disto, nessa espécie, essas bactérias tém sido encontrados
com maior frequéncia em adultos do que em jovens (HAPONEN et al, 1996 b). GEYER et
al (1993) salientaram ndo haver correlacdo entre alteragdes inflamatorias na presenca da

bactéria com a idade do animal. Contudo, existem poucos estudos relacionados com
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avaliacdo da freqiiéncia de bactéria gastrica em cdes e gatos com a sua patogenicidade
(EATON et al, 1996).

Ao contrario do que acontece com a infec¢do por H. pylori no homem, o significado
da infeccdo por helicobactérias em cdes ainda ndo esta esclarecido, sendo necessarios mais
estudos para determinar se as patologias gastricas dos cdes podem ser atribuidas a estas
bactérias, apesar da alta freqliéncia de infeccdo (SIMPSON & BURROWS, 1997
JALAVA et al, 1998).

De acordo com HERMANNS et al (1995), sinais clinicos ndo foram usualmente
observados em animais infectados com bactérias do género Helicobacter. Ja SIMPSON e
BURROWS (1997) assinalaram que € importante considerar que o curto espaco de tempo
na maioria dos estudos experimentais (meses), pode ndo permitir o desenvolvimento da
inflamacdo em cédes. Em casos isolados, vomito e altera¢fes histopatologicas da mucosa
podem estar associadas a infecgdo por bactéria gastrica (GEYER et al, 1993).

Organismos géstricos semelhantes ao Helicobacter em cdes e gatos tém sido
encontrados em todas as regides gastricas (HAPPONEN et al, 1996 b), sendo mais
frequentes nas regides cardica, fandica e pilorica (HERMANNS et al, 1995; LEE et al,
1992). De acordo com Oshikawa (1923) (citado por HERMANNS et al, 1995), eles
ocorreriam em glandulas géastricas contendo células parietais e sdo encontrados em
canaliculos intracelulares, bem como no seu citoplasma, podendo ser observados em

grande nimero no muco que cobre a superficie epitelial.

2.2.4 Helicobacter e alteracdes histopatoldgicas em cées

Durante os Gltimos anos tem-se tornado clara a evidéncia de que H. pylori é causa
frequente de gastrite cronica ativa ou Ulcera duodenal em seres humanos. Embora Ulceras
gastrointestinais apresentem menor relevancia em animais domésticos, sinais clinicos
envolvendo vomitos sdo freqlientes e podem representar um desafio diagnostico para o
clinico (GEYER et al, 1993; WILLARD, 1997).

As helicobactérias tém sido descritas em animais clinicamente sadios e seu
significado patoldgico € controvertido (LEE et al, 1992; GEYER et al, 1993; HAPPONEN
et al, 1996 b; EATON et al, 1996). Em casos isolados, vomitos e alteracGes
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histopatoldgicas na mucosa das glandulas fandicas tém sido associados a infeccdo pela
bactéria (EATON et al, 1996; HAPPONEN et al, 1996 b; YAMASAKI et al, 1998).

A prevaléncia da infeccdo por Helicobacter ssp em cdes tem variado de 82 a 100%
em estudos realizados (HERMANNS et al, 1995; SIMPSOM & BURROWS, 1997). Em
razdo desta alta prevaléncia, sugere-se que estas bactérias ndo apresentem potencial
patogénico para 0s animais domésticos. Contudo, em humanos, a prevaléncia do H. pylori é
superior a 90% e, embora apenas 10 a 15% dos individuos desenvolvam sinais clinicos, a
bactéria é comprovadamente patogénica para o homem (SIMPSON et al, 2000).

A relacdo entre o Helicobacter ssp. e a inflamagdo da mucosa géstrica em cées e
gatos ndo é bem conhecida (NEIGER & SIMPSON, 2000). Inflamacgdo, degeneragdo e
hiperplasia de nodulos linféides acompanham a infeccdo em alguns, mas ndo em todos 0s
casos (LEE et al, 1992; EATON et al, 1996; HAPPONEN et al, 1996 b; YAMASAKI et
al, 1998; NEIGER & SIMPSON, 2000).

Segundo ISRAEL e PEEK (2001), em humanos, todos os individuos portadores de
H. pylori tém inflamagdo gastrica coexistente. Contudo, apenas pequena parcela de
individuos colonizados desenvolve sinais clinicos. O aumento do risco pode estar
relacionado a diferencas na expressdo de produtos especificos da bactéria, variacbes na
resposta inflamatéria do hospedeiro a bactéria ou a interacdes especificas entre o
hospedeiro e 0 microrganismo.

Anatomicamente, as helicobactérias tém sido encontradas em todo o estdmago, com
maior freqliéncia na regido cardica e na juncao regido fandica-piloro, de acordo com LEE
et al (1992) e nas regides fundica e do corpo, segundo HANDT et al (1995) e HAPPONEN
et al (1996 b).

As helicobactérias localizam-se na superficie do muco, regido fundica das glandulas
gastricas, lumen de glandulas gastricas e nos canaliculos intracelulares das células parietais
(GEYER et al, 1993; EATON et al, 1996).

A maioria dos casos de infec¢do por helicobactérias em cdes é caracterizada por
gastrite leve assintomatica (HAPPONEN et al, 1996 b) e gastrite linfocitica de grau leve a
moderado (EATON et al, 1996). Dentre as alteracbes observadas em infeccOes por
helicobactérias em cées séo citadas hiperplasia, vacuolizacdo e necrose de células parietais,

infiltrado inflamatorio com predominio de linfocitos e histiocitos (YAMASAKI et al,
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1998). Ocasionalmente, o lumen glandular e canaliculos intracelulares estdo dilatados na
presenca dos microrganismos (GEYER et al, 1993; YAMASAKI et al, 1998).

Alteracdes degenerativas como vacuolizacdo do citoplasma de células epiteliais,
cariorrexe, picnose e necrose de glandulas isoladas foram observadas por GEYER et al
(1993) e YAMASAKI et al (1998). Segundo YAMASAKI et al (1998), mesmo os animais
que apresentavam alteracbes, permanecem clinicamente normais, sugerindo pouca
relevancia das alteracfes encontradas.

Outro estudo relatou associacao de infeccdo por helicobactérias com um baixo grau
de alteragcBes inflamatdrias, incluindo edemaciacdo da lamina propria, infiltrado
neutrofilico intra-epitelial e infiltrado linfoplasmocitario na Iamina prépria (GEYER et al,
1993). Eosindfilos tém sido encontrados como componentes da resposta inflamatéria a
helicobactérias em alguns seres humanos e em animais, particularmente durante a fase
aguda da infeccdo (HANDT et al, 1995).

Em humanos, marcantes alteracdes histopatoldgicas como gastrite atrofica crénica e
metaplasia intestinal estdo associadas a infeccao por H. pylori (MYSOREKAR et al, 1999).

A realizacdo de bidpsias gastricas em pequenos animais € de extrema importancia
para a obtencdo e investigacdo do significado nosoldgico dos organismos gastricos
semelhantes ao Helicobacter (GEYER et al, 1993).

Estudo utilizando bidpsias gastricas da regido fandica de 122 cdes, onde 82%
apresentaram infeccdo por Helicobacter ssp, revelou alteracdes histopatolégicas como
degeneracdo glandular com acimulo de linfocitos e granuldcitos neutréfilos (21%); fibrose
da lamina propria (41%); hiperplasia de nddulos linfoides (17%) e infiltrados
linfoplasmocitarios. Contudo, ndo foi possivel averiguar se a presenca da bactéria e o grau
de colonizacdo foram responsaveis pelas alteracGes histopatologicas (HERMANNS et al,
1995).

2.2.5 Helicobacter e nédulos linfoides

Embora nédulos linféides no intestino delgado e célon sejam uma caracteristica do
trato gastrointestinal, eles ndo estdo usualmente presentes no estdmago normal. Em 1988,
WYATT e RATHBONE, citados por STOLTE e EIDT (1989), demonstraram pela

primeira vez que a hiperplasia de nddulos linfdides, aparentemente, representava uma
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resposta ao H. pylori. Depois disto, agregados linfoides tém sido descritos em elevada
proporc¢do de bidpsias gastricas de pacientes com H. pylori associados a gastrite (STOLTE
& EIDT, 1989; BARKER et al, 1992; GENTA & HAMNER, 1994; HANDT et al, 1995;
MYSOREKAR et al, 1999).

STOLTE e EIDT (1989) relataram presenca de nddulos linféides em 54% dos casos
de gastrite associados ao H. pylori. Andlises estatisticas demonstraram forte e correlacéo
entre gastrite e hiperplasia de nodulos linféides. O grau de gastrite por sua vez, depende da
severidade da colonizagdo da mucosa.

GENTA e HAMNER (1994) encontraram nodulos linféides em 91,8% de pacientes
H. pylori positivos, sugerindo que o achado de agregado linféide com centro germinativo
em fragmento de mucosa gastrica, estd associado a elevada probabilidade (> 90%) de
deteccdo de H. pylori.

Em alguns casos, nédulos linfoides podem estar presentes na auséncia de H. pylori
em pacientes que erradicaram a infeccao recentemente (MYSOREKAR et al, 1999).

Em gatos, a infeccdo por H. pylori foi associada a gastrite linfofolicular
caracterizada pela presenca de agregados linféides na mucosa, especialmente no antro,
similar ao que ocorre pela infeccdo por organismos gastricos semelhantes ao H. pylori
(HANDT et al, 1995). Em outro estudo, cées infectados experimentalmente com H. felis
desenvolveram grande ndmero de nddulos linféides ao longo da mucosa (RADIM et al,
1990).

Dados de HANDT et al (1995), destacaram que a elevada prevaléncia de nodulos
linfoides associados a infeccdo por organismos gastricos semelhantes ao Helicobacter em
cdes e gatos indica que os nodulos linfoides encontrados na mucosa gastrica de pequenos
animais sdo, na maioria dos casos, formados por estimulacdo dos organismos gastricos
semelhantes ao Helicobacter, estando relacionados principalmente a infec¢do crbnica de
acordo com STOLTE e EIDT (1989). Em humanos tem-se hipotetizado que o foliculo
linféide na mucosa gastrica pode resultar de estimulacdo antigénica (H. pylori) cronica, e
portanto, representa uma resposta imune direcionada contra o organismo (HANDT et al,
1995).

O desenvolvimento de nodulos linfoides na mucosa géstrica associados a presencga
de H. pylori pode fornecer evidéncias da efetividade dos mecanismos da imunidade local

da mucosa gastrica e na patogénese da gastrite cronica ativa. Além disso, tanto as
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observacdes celulares como as epidemioldgicas tém demonstrado elevada associagdo entre
linfoma gastrico e a elevada prevaléncia de infeccdo por H. pylori, em algumas partes do
mundo (GENTA & HAMNER, 1994; MYSOREKAR et al, 1999).

No homem, a hiperplasia de nédulos linféides esta associada a gastrite crénica ativa
e constitui- se num indicador da infeccdo por H. pylori (GENTA & HAMNER, 1994).

2.2.6 Transmissao

O entendimento das vias de transmissdo pelas quais a infeccdo por H. pylori se
estabelece, é fundamental para o desenvolvimento de estratégias para o controle da
infecgdo. A principal forma de transmissdo da bactéria é ainda incerta, mas as vias oral —
oral ou fecal — oral séo tidas como as mais provaveis (GEYER et al, 1993; HANDT et al,
1995; LECOINDRE et al, 1997; MEINING et al, 1998; STRAUSS-AYALI & SIMPSON,
1999). Além destas, existem relatos de que a transmissdo pode ocorrer pela forma
iatrogénica devido a utilizacdo de endoscOpios e sondas, uma vez que até mesmo
endoscopios desinfetados de acordo com as constatacGes podem apresentar contaminagdo
por DNA de H. pylori (GOODMAM & CORREA, 1995).

O H. pylori j& foi isolado de superficies externas, intestinos e excretas de moscas
(Musca doméstica), o que sugere que tais insetos podem atuar como vetores na transmissao
do agente, por meio da contaminacdo de alimentos consumidos por seres humanos
(GRUBEL et al, 1997).

A via de transmissdo fecal — oral foi primeiramente sugerida, devido ao sucesso
obtido no isolamento do microorganismo através da cultura de fezes (STRAUSS-AYALI &
SIMPSON, 1999). Estudo relatou a capacidade de sobrevivéncia no leite por varios dias,
sugerindo que o leite contaminado por fezes que contenham H. pylori pode ser
potencialmente infeccioso (FOX, 1995; DORE et al, 1999). Além disto, observou-se
aumento do risco de transmissao, principalmente de H. heilmannii, de animais ao homem,
devido a exposicédo as fezes desses (MEINING et al, 1998). Neste contexto, LECOINDRE
et al (1997) citaram que a infec¢do por helicobactérias em cdes pode chegar a 100% em
animais que vivem em coletividade (canil, abrigos), ao passo que em animais de companhia

a infeccdo pode variar de 45 a 80%.
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A descoberta de que H. pylori pode sobreviver por mais de um ano em agua de rio,
associado ao achado de helicobactérias em fezes de furdes (H. mustelae) e de humanos (H.
pylori), levantou a possibilidade de contaminacdo dos rios com fezes, constituindo- se em
uma fonte de infeccdo (FOX, 1995; VELAZQUEZ & FEIRTAG, 1999). A identificacio
da presenca de H. pylori em reservatorios de agua dos E.U.A e da Suécia evidencia ainda
mais a possibilidade de transmisséo pela agua (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999).

A via oral — oral foi sugerida apés isolamento de H. pylori em saliva de pessoas
infectadas (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999) e em saliva e liquido gastrico de
carnivoros domesticos. O hébito que os animais tém de lamberem sua pelagem, a
ocorréncia freqiiente de vomitos e o intimo contato com seus proprietarios e/ou com outros
animais da mesma espécie aumentam a incidéncia da transmissdo por esta via
(LECOINDRE et al,1997). Este fato pode ser confirmado pela determinacdo por um estudo
de que gastroenterologistas apresentam maior risco de infeccdo em comparagdo com 0
grupo controle. Estes resultados sugerem que a infec¢do oral através de micro gotas de suco
gastrico atraves da manipulacdo dos instrumentos endoscOpicos constitui-se em uma
importante forma de transmissdo (HILDEBRAND et al, 2000).

A cavidade oral tem sido proposta como reservatorio da infeccdo e reinfeccéo pelo
H. pylori, pois a regurgitagdo do suco gastrico pode contaminar a boca predispondo a
colonizacdo por essa bactéria por tempo ndo determinado. Além disso, observa-se que o
tratamento da infeccdo por via sistémica ndo erradica o agente em placa dentaria,
permitindo que a boca atue como reservatério permanente da bactéria (KODAIRA et al,
2002).

A ingestdo de alimentos mal higienizados pode também ser importante fonte de
contaminacdo. Um grande estudo epidemiologico com 1815 chilenos adultos mostrou
associacdo entre ingestdo de vegetais crus com aumento da infeccdo por H. pylori (FOX,
1995). Além disto, estudos relataram mas condi¢cdes de higiene como fator determinante
para a infecgdo por helicobactérias nos homens e nos animais (FOX, 1995; LECOINDRE
etal, 1997; VELAZQUEZ & FEIRTAG, 1999; KODAIRA et al, 2002).
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2.2.7 Potencial Zoondtico

O inicio da pesquisa das helicobactérias em animais surgiu da necessidade de se
encontrar um modelo animal para o estudo da infec¢do por H. pylori, j& que no homem sua
infeccdo esté associada a dispepsia, gastrite, Glcera, adenocarcinoma e linfoma géstrico.

Evidéncias consideram o potencial dos animais, principalmente os domésticos,
serem a fonte da infec¢do zoondtica das helicobactérias, ja que bactérias com morfologia
similar ao H. felis e outros organismos gastricos semelhantes ao H. pylori foram
observados no estbmago de humanos com gastrite (HANDT et al, 1995). Grande atencdo
deve ser dada a esse fato visto que aproximadamente 40% da populagdo mundial possui
animais de companhia em casa (McISAAAC & LEUNG, 1999), aléem do elevado contato
com 0s outros animais, estabelecidos pelo homem, principalmente em areas rurais (DORE
et al, 1999).

Varios estudos soroepidemioldgicos atribuiram aos animais, importante papel na
origem da infeccdo, devido a elevada prevaléncia de anticorpos contra H. pylori em
individuos que mantinham uma relagdo mais estreita com animais, tais como funcionarios
de frigorificos (abatedouros), veterinarios, agougueiros, sugerindo que o H. pylori pode ser
transmitido de animais ao homem (DORE et al, 1999).

Acredita-se que a infeccdo por H. heilmannii seja transmitida ao homem por
animais domeésticos, particularmente porcos, cdes e gatos que sdo considerados
reservatorios desta bactéria (MEINING et al, 1998). Diferente do H. pylori, o qual é
primariamente um patégeno humano, os hospedeiros primérios do H. heilmannii séo
animais. Foi notificado elevada prevaléncia de H. heilmannii associada a gastrite em
pessoas residentes em areas rurais, onde o contato homem — animal é geralmente mais
comum (JALAVA et al, 1998SVEC et al, 2000), uma vez que a vida rural envolve nao
somente trabalho na agricultura, mas também a criacdo de bovinos, suinos, cées, gatos e
outros animais domésticos para necessidades basicas e outros propoésitos (SVEC et al,
2000). Estudo revelou significante diferenca entre pessoas infectadas com H. pylori ou H.
heilmanni em relagdo a contato com animais, onde dos pacientes infectados com H.
heilmannii 86,5% tinham contato com um ou mais animais em comparacdo com 48,2%
daqueles infectados por H. pylori (MEINING et al, 1998).
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Segundo HANDT et al (1995), existem descri¢es de H. pylori em gatos sugerindo
0 potencial zoon6tico deste patdgeno, com a transmissdo podendo ocorrer de gatos a
humanos e vice — versa. O potencial dos gatos domésticos agirem como reservatorio
ambiental para o H. pylori induziu uma nova dimensdo dentro da epidemiologia da doenca
em humanos e também levantou a possibilidade de outros animais domésticos funcionarem
como reservatorio para o H. pylori.

De acordo com FOX (1995), cées sdo susceptiveis a infeccdo experimental por H.
pylori, levantando a hipotese de que estes também podem ser reservatorios naturais dessa
bactéria.

Além do H. heilmannii, o H. felis também foi ocasionalmente observado no
estbmago humano (HANDT et al, 1995; JALAVA et al, 1998). A frequéncia
aparentemente alta de helicobactérias em cdes e gatos e, particularmente a presenca de H.
pylori em um grupo de gatos de laboratorio, demonstraram a possibilidade dos animais de
companhia poderem servir como reservatdrio para a transmissdo de helicobactérias para
humanos (SIMPSON & BURROWS, 1997). Um pesquisador que trabalhava com
estdmagos de gatos desenvolveu gastrite aguda e Ulcera gastrica, presumivelmente causada
pelo H. felis. Bactérias morfologicamente idénticas aquelas nele encontradas, foram
observadas a microscopia eletrénica, € na mucosa gastrica dos gatos utilizados no seu
experimento (LAVELLE et al, 1994).

Outro estudo revelou, entre pastores de ovelhas, que 98% eram soro positivo, sendo
esta prevaléncia significativamente maior que a encontrada nos outros membros da familia
que néo tinham contato com animais (73%).

Outras helicobactérias podem infectar o estdmago de animais, apresentando
pequeno, mas real potencial zoonotico (NEIGER & SIMPSON, 2000). Ha relatos
mostrando que o risco de transmissdo de H. heilmannii entre animais e 0 homem é muito
baixo, tendo sido encontrado em 0,3% das gastroscopias, comparando com H. pylori
(encontrado em 30 a 100% das gastroscopias), apesar da freqliente ocorréncia daqueles
organismos em cdes e gatos, do grande nimero de animais de companhia e do intimo
contato com humanos (EATON et al, 1996; STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999).

A verdadeira ocorréncia da infecgdo por H. heilmannii e H. felis em humanos pode
ser desconhecida, uma vez que os métodos diagnosticos rotineiramente usados no homem

(teste respiratorio com uréia marcada e sorologia) ndo distinguem as espécies. Portanto,
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alguns casos de gastrite humana podem ser causados por H. heilmanni ou H. felis e ndo por
H. pylori (ARAUJO, 2002).

Apesar das evidéncias relatadas anteriormente, um outro estudo ndo encontrou
associacdo entre a posse de animais domésticos e o histérico de doencas gastricas.
Contudo, certas limitagcdes podem ter contribuido para o resultado negativo (McISAAC &
LEUNG, 1999).

2.2.8 - Métodos diagndsticos

O diagnéstico da infeccdo por organismos semelhantes ao Helicobacter pode ser
feito por métodos invasivos e ndo invasivos. Os métodos invasivos requerem a realizacao
de endoscopia para a coleta de fragmentos de mucosa gastrica e incluem teste rapido de
urease, citologia, histopatologia, cultura e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os
métodos ndo invasivos detectam a presenca de Helicobacter indiretamente, e compreendem
o teste respiratorio com uréia marcada e sorologia. Em medicina veterinaria, os métodos
invasivos sdo os mais comumente utilizados (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999;
VELAZQUEZ & FEIRTAG, 1999; HAHN et al, 2000).

O teste da urease € simples, rapido e barato e baseia-se na producéo de urease pelas
bactérias. A urease hidrolisa a uréia em amonia e bicarbonato, aumentando o pH local
(MONTGOMERY et al, 1988; STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999). Para realizacdo do
diagnostico existem Kits comerciais que contém uma combinacdo de uréia e um indicador
de pH. Outra forma de realizar o teste é preparar tubos com uréia a 10% em agua destilada
e vermelho de fenol como indicador de pH. A mudanca para a cor rosa indica resultado
positivo, e o tempo decorrido até a alteragdo da cor esta diretamente relacionado a
concentracdo de bactérias presentes no fragmento (FOX et al, 1995; SIMPSON &
BURROWS, 1997). Segundo HAHN et al (2000), o teste da urease para a deteccdo de
helicobactérias apresenta sensibilidade de 80 a 90%. A presenca de outros
microorganismos produtores de urease (Proteus mirobilis, Pseudomonas aeruginosa) pode
gerar resultados falsos positivos, e resultados falsos negativos podem ocorrer quando o
namero de bactérias Helicobacter é pequeno (HAPPONEN et al, 1996 a). Por isso, o
exame histoldgico por meio de bidpsias gastricas é recomendado para o diagnéstico
definitivo (HAHN et al, 2000).
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A citologia é um método sensivel, pouco invasivo, de procedimento facil e permite
rdpido diagnostico. As helicobactérias podem ser visualizadas facilmente atraves da
coloracdo pelo Gram (MONTGOMERY et al, 1988; STRAUSS-AYALI & SIMPSON,
1999).

Para histopatologia, multiplas bidpsias devem ser obtidas de diferentes areas do
estdbmago devido a distribuicdo irregular das bactérias. A histopatologia tem vantagem de
permitir a avaliacdo das alteracdes teciduais (Hematoxilina e Eosina), a presenca de células
inflamatdrias (HE) e a localizacdo das bactérias na mucosa gastrica (Carbol — Fucsina)
(DOOLEY, 1993; STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999).

Para identificacdo das helicobactérias é necessario a utilizagdo de métodos especiais
como coloracdo pela prata (Warthin Starry e Steiner Modificado) ou Carbol — Fucsina
(Fucsina Fenicada) (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999). Um novo método que
combina trés coloracGes rotineiramente utilizadas (HE, Steiner e Alcian Blue), permite a
visualizagdo simultanea das bactérias e da morfologia da mucosa géastrica (GENTA et al,
1994).

Devido as exigéncias especiais dos organismos, a cultura de Helicobacter ssp é
dificil e sua sensibilidade é baixa (15,4% - 51%) quando comparada a outros métodos
diagndsticos (HAPPONEN et al, 1996 a; STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999).

A microscopia eletrénica e o PCR podem ser utilizadas para identificar as espécies
de Helicobacter, mas a disponibilidade limitada e o elevado custo restringem o emprego
destes métodos (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999).

O diagnostico da infecgdo por helicobactérias como causa de gastrite € importante
porque a melhora da inflamacdo e dos sinais clinicos s6 é obtida apos a erradicacdo dos
microrganimos. Em pacientes humanos com linfoma gastrico, a erradicacdo do H. pylori
leva a regressdo do linfoma, sendo muitas vezes a Unica terapia recomendada (ARAUJO,
2002).
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Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados 60 estdmagos de cées (sendo 29 fémeas e 31 machos) de diversas
racas e idades (com média de 4,9 anos) necropsiados no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Vigosa, no periodo de julho de 2002 a janeiro de 2003. Grande
parte dos animais, encaminhados pelo canil experimental da Universidade Federal de
Vicosa (UFV) para a necropsia, ndo possuiam histérico clinico, enquanto os demais cédes
necropsiados vieram a 6bito por patologias ndo relacionadas ao estdmago.

Os estdbmagos foram abertos através de incisdo ao longo da curvatura maior e
manuseados suavemente para retirada do contetdo. A fim de avaliar a presenca de gastrite
e bactérias espiraladas do género Helicobacter, foram coletados dois fragmentos da regido
cardica (1), trés da regido fundica (2 e 3), trés da regido do corpo (4 e 5) e dois da regido
pildrica (1) de cada animal, os quais foram destinados ao estudo histopatoldgico e para
realizacdo do teste da urease (Figura 1). Nas regides fundica e do corpo foram coletados
dois fragmentos para a realizacdo do exame histopatoldgico devido a grande extenséo

dessas regifes, visando a obtencdo de uma amostra mais precisa.
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Figura 1: Desenho esquematico mostrando estbmago de cédo aberto ao longo
da curvatura maior, com numeragdo indicando os locais de onde foram
colhidas amostras para realizacdo do exame histopatoldgico e do teste da
urease.
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3.2 Estimativa das Idades

Os animais tiveram suas idades estimadas por meio de estudo da arcada dentéaria
quanto a presenca, desgaste ou auséncia de dentes de acordo com 0 que preconiza
BOENISCH (1913) (Tabela 1). Para esse autor, a erupcdo e o desgaste dos dentes estéo
sujeitos as variacdes bioldgicas e desta forma, a estimativa sera sempre realizada com base
na media de idade.

Os animais incluidos na amostra tinham, em média, 4,9 anos, sendo que 45% deles
com idade compreendida entre quatro a seis anos, enquanto 23,3% tinham até dois anos. A
idade estimada do animal mais velho foi de 20 anos enquanto que do mais novo foi de 6

meses (Tabela 2).

3.3 Exame Histopatoldgico das Mucosas

Os animais foram identificados e tiveram seus estdbmagos abertos pela curvatura
maior, ocasido em que foram suavemente manuseados para retirar o excesso de alimentos,
cuidadosamente examinados, tomando como base dentre outros, 0s seguintes parametros:
natureza do contetido, espessura da parede, coloracdo da mucosa, presenca de depressdes
(Ulceras e erosBes) e ou nodulagdes e presenca de parasitas.

Os fragmentos da mucosa gastrica coletados de acordo com 0 mapeamento gastrico,
realizado previamente, foram fixados em formol neutro tamponado a 10%, por 24 horas,
desidratados em concentracBes crescentes de alcool, clareados em xilol e incluidos em

parafina, seguindo-se a técnica de rotina.

Os cortes de 4um, obtidos das regides gastricas, foram corados segundo as técnicas

de Hematoxilina—Eosina e Carbol-Fucsina e examinados ao microscopio de luz.

Nas laminas coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE) foram feitas descri¢des
histologicas detalhada, com énfase nas possiveis alteragdes inflamatorias, descrevendo a
presenca de infiltrados inflamatorios e nddulos linfoides na mucosa. A mucosa gastrica foi
considerada normal quando possuia padrdo histolégico caracteristico, sem evidéncia de

infiltrados de linfocitos, células plasmaticas ou polimorfonucleares. O grau de gastrite foi
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mensurado pela densidade do infiltrado de linfocitos, células plasmaéticas ou

polimorfonucleares na lamina propria.

Usando como base a classificacdo humana, Sidney, a mucosa gastrica foi
considerada normal, quando o epitélio se apresentou normal, e observadou-se na lamina
propria, a auséncia de neutrdfilos e de nodulos linféides e a presenca de até 10 linfécitos e
plasmacitos por campo microscépico de 400X (HERMANNS et al, 1995).

As laminas coradas pela Carbol-Fucsina foram avaliadas visando a identificacdo de
bactérias espiraladas do género Helicobacter e a quantificacdo quanto ao grau de

colonizagéo.

3.4 Teste da Urease

Quarenta e um cées tiveram amostras de mucosa gastrica coletadas para realizacdo
do teste da urease.

Os fragmentos de cada regido do estdbmago foram individualmente colocados em
tubo de ensaio estéril contendo 0,1g de uréia, 1ml de agua destilada e duas gotas de
vermelho de fenol (indicador de pH). O teste é baseado na producdo de urease que hidrolisa
a uréia em amonia, aumentando o pH local, sendo essa uma caracteristica intrinseca destes
microorganismos. A visualizagdo de coloracdo roseo escuro indica liberacdo de aménia no
meio, indicando prova positiva (Figura 2). A reacdo foi considerada fortemente positiva
naqueles casos onde a viragem do meio ocorreu em 1-3 horas, indicando infeccdo severa.
Nos casos onde havia pequeno nimero de bactérias na amostra a reacdo ocorreu em até 24
horas e a reacéo foi considerada fracamente positiva (SIMPSON & BURROWS, 1997).
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Figura 2 - Tubos com amostras de mucosa gastrica para teste rapido da

urease. A direita, o controle negativo (coloracdo amarelada) e a esquerda o

resultado positivo (coloracdo rdsea).

3.5 Andlise Estatistica

Os resultados do teste da urease e da histologia foram analisados por animal e por
amostra de cada regido gastrica. Para avaliar a relacdo entre duas varidveis qualitativas foi
utilizado o teste exato de Fisher ou, em alguns casos, o teste de qui-quadradro como
aproximacdo. Para analisar a relacdo entre o nimero de nodulos linféides (varidvel
guantitativa) e outras varidveis com mais de duas categorais foi utilizado o teste de
Kruskall-Wallis. Para determinar as diferencas entre as regides do estbmago (comparando-
as duas a duas), utilizou-se o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. Foi ainda usada a

correlacdo de Spearman para analisar as correlacBes entre todas as variaveis. Em todos o0s

casos o nivel de significancia usado foi de 5%.
O pacote estatistico computacional SPSS para Windows Versdao 11.0 foi adotado

como ferramenta nesta dissertacao.
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Resultados

4.1 Exame Macroscopico da Mucosa

Dos 60 animais examinados, 23 cdes apresentaram alteracdes macroscopicas da
mucosa gastrica traduzidas especialmente por hiperemia (18 cdes), hemorragias petequiais
(trés cées) e erosbes/Ulceras (quatro cdes), sendo que alguns animais apresentaram mais de
uma destas alteracdes.

As regibes de hiperemia foram observadas eletivamente nas mucosas das regides
do corpo (13 cdes), regido fandica (12 cdes), cardica (um cdo) e pilérica (um cdo). Em
quatro animais a hiperemia se revelou difusa, com o estdmago apresentando-se repleto de
alimento, indicando se tratar de uma hiperemia fisiologica.

As hemorragias presentes em trés cdes apresentaram diferentes formas; dois destes
animais continham hemorragias petequiais difusamente distribuidas por todo estdmago,
principalmente na regido fundica, corpo e antro, enquanto o terceiro cdo apresentou toda a
mucosa gastrica hemorragica com presenca de moderada quantidade de Toxocara canis.

Em quatro animais foi diagnosticada a presenca de Ulceras. Em um deles como
manifestacdo Unica no corpo gastrico, medindo aproximadamente 0,5 x 0,2 cm e com
presenca de grande quantidade de coagulos sobre ela; em outro animal foram observadas
Ulceras distribuidas difusamente pelo corpo do estdmago, com dimensdes variando de 2 a 5
mm de diametro, sobretudo ao longo da curvatura menor (Figura 3). O terceiro animal
apresentou diversas Ulceras distribuidas difusamente pela curvatura menor com dimensdes
variando de 1 a 2 mm de didmetro e em outro animal foram observadas a presenca de trés
Ulceras na regido fandica, medindo de 1 a 2 mm de diametro.

Como o histérico dos animais ndo era conhecido, ndo se sabe se os cdes com tais
alteragcBes apresentavam sinais clinicos relacionados com as alteragBes macroscopicas

observadas.
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4.2 Teste da Urease

Dos 41 cées que tiveram colhido fragmentos de mucosa gastrica para avaliacédo pelo
teste rapido da urease, 39 (95,12%) apresentaram resultados positivos. Dois cées
apresentaram resultados negativos em todas as regides do estbmago analisadas. Em 25 cées
(60,97%) o resultado foi positivo em todas as regides examinadas. Houve variacdo dos
resultados de acordo com a regido do estbmago. Dos 39 animais positivos, 25 (64,1%)
apresentaram reacdo na regido cardica, 39 (100%) apresentaram reacdo nas regifes do
corpo e regido fundica e 36 animais (92,3%) apresentaram reacao na regido pilorica.

Houve também variacdo no tempo de mudanca de cor do indicador, sendo as
amostras consideradas fortemente positivas (mudanca até 3 horas) ou fracamente positivas
(mudanca até 24 horas).

As regibes do corpo e da regido fundica foram as regiGes que apresentaram maior
numero de reacbes fortemente positivas, 90,20% e 85,40% respectivamente; seguido da
regido pilérica com 75,60% e cardica com 29,30% (Tabela 3).

Por meio do calculo do qui-quadrado procurou-se estabelecer a existéncia da
associacao entre a reatividade do teste da urease nas diferentes regiGes gastricas. Pelos
resultados obtidos ndo foi possivel estabelecer associacdo entre teste da urease e o grau de
colonizacdo entre as diferentes regides gastricas.

O teste do qui-quadrado foi também utilizado com o objetivo de verificar a eventual
existéncia de associacdo entre a idade dos animais e o resultado do teste de urease em cada
uma das regifes gastricas. Também nessa condicdo néo foi possivel inferir a existéncia de
associacdo dos parametros reatividade pelo teste da urease com a idade dos cées (Tabela 4).

Através da realizacdo do teste de Kruskall-Wallis determinou-se que os resultados
negativos, fracamente positivo e fortemente positivo estdo associados ao nimero médio de
bactérias encontradas na mucosa gastrica dos animais examinados. O mesmo nao pode ser
afirmado para o nimero de ndédulos linféides e de células inflamatérias. O numero médio
de nddulos linféides e de células inflamatorias ndo pode ser considerado significativamente
diferente para animais com resultado negativo, fracamente positivo e fortemente positivo
(Tabela 5).

Na regido cardica, em 39% das amostras negativas no teste da urease ndo foi

detectado Helicobacter ssp na histopatologia pela coloracdo de Carbol-Fucsina. Nas
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regides fandica e do corpo 4,9%, seguido pela regido pilérica onde 12,2% das amostras
negativas no teste rapido da urease estavam associadas a auséncia de bactérias espiraladas a
histopatologia.

Na regido pildrica, 90,9% das amostras que exibiram reacdo positiva até trés horas
apresentaram média entre 0,1 a 50 organismos semelhantes ao Helicobacter ao exame
histopatoldgico. Ja na regido do regido fundica, 94,44% das amostras com reacao positiva
até trés horas também apresentaram media entre 0,1 a 50 organismos semelhantes ao
Helicobacter. Das amostras que tiveram reacdo positiva até 3 horas no corpo, 94,7%
apresentaram média entre 0,1 a 50 organismos espirais ao exame histopatolégico.

Cem por cento das amostras positivas para o teste da urease na regido pildrica
apresentaram organismos semelhantes ao Helicobacter, variando de 10 a 200 organismos.

O teste de Kruskall-Wallis foi utilizado para verificar a existéncia de correlagédo
entre o resultado do teste da urease e a positividade da histopatologia em todas as regioes
avaliadas, indicando que o resultado negativo, fracamente positivo e fortemente positivo
estava associado ao numero médio de bactérias encontradas na mucosa gastrica dos

animais examinados (Tabelas 6, 7, 8 € 9).

4.3 Exame Microscépico

4.3.1 Coloracédo Carbol-Fucsina

As laminas coradas pela Carbol-Fucsina permitiram a visualizacdo das bactérias
espiraladas do género Helicobacter, que foram quantificadas de acordo com as regides do
estbmago. As bactérias espirais foram facilmente visualizadas, as quais apresentavam
coloracdo arroxeada, estando presentes tanto no limen das glandulas géastricas, como nas
fossetas gastricas e no muco sobre o epitélio (Figura 4). Apenas dois animais apresentaram
resultados negativos ao teste rapido da urease em todas as regifes do estdmago, o que foi
confirmado pelo exame histopatoldgico que também ndo revelou presenca de qualquer
organismo semelhante ao Helicobacter (Figura 5).

O exame microscopico pela coloragdo de Carbol-Fucsina revelou Helicobacter ssp
em 96,66% do total de animais examinados, cuja presenga variou de acordo com a regido

do estbmago.
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As amostras das regides do corpo e pil6rica apresentaram maior numero de
resultados positivos (ambos 95%), seguido da regido fandica (91,66%) e cardica (56,66%).

Houve correlacdo entre o teste da urease e a positividade da histopatologia. De
acordo com cada regido do estdbmago, dos 41 animais submetidos ao teste da urease e a
histopatologia com coloracéo pela Carbol-Fucsina, as amostras da regido cardica exibiram
presenca da bactéria em 21 animais examinados (51,22%) e o teste da urease da mesma
regido revelou resultado positivo em 25 animais examinados (60,97%).

As amostras da regido fundica, revelaram presenca da bactéria em 37 animais
examinados (90,24%) e o teste da urease se apresentou positivo em 39 animais examinados
(95,12%).

As amostras da regido do corpo, revelaram presenca da bactéria em 38 animais
examinados (92,68%) e o teste da urease teve resultado positivo em 39 animais examinados
(95,12%).

Por fim, as amostras da regido pilérica revelaram presenca da bactéria em 38
animais examinados (92,68%) e o teste da urease teve resultado positivo em 36 animais
(87,80%).

O presente estudo demonstrou a presenca de falsos positivos e falsos negativos no
teste da urease através da correlacdo dos resultados deste com a visualizacdo da bactéria
através da histopatologia com coloracao pela Carbol-Fucsina.

Sete amostras da regido cardica apresentaram resultado falso positivo, sendo que em
seis destas amostras a viragem do meio (coloracdo) ocorreu em 24 horas (prova fracamente
positiva) e em uma amostra a viragem do meio ocorreu até trés horas (prova fortemente
positiva). Na regido cardica trés amostras revelaram resultados falso negativo, sendo que
nestas amostras existiam numero médio de bactérias de 1, 6,8 e 0,6 respectivamente nos
cinco campos analisados.

Das trés amostras da regido fundica exibiram resultados falso positivos, onde duas
amostras apresentaram prova fortemente positiva e uma amostra apresentou prova
fracamente positiva.

Uma amostra da regido do corpo revelou resultado falso positivo sendo que a
viragem do meio ocorreu na auséncia total de bactérias, confirmadas pela histopatologia.

Uma amostra da regido pilorica apresentou resultado falso negativo, na presenca de

um namero médio de 2,4 bactérias nos 5 campos examinados.
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De acordo com a correlacdo de Spearman na regido cardica o numero de bactérias
esta significativamente correlacionado com o nimero de células inflamatorias nessa regido.
Na regido fundica o numero de bactérias esta correlacionado ao nimero de nodulos
linféides e ao numero de células inflamatdrias. Na regido do corpo, o nimero de bactérias
apresentou correlacdo com o numero de nddulos linféides na mesma regido. Na regido
pilérica o nimero de bactérias ndo esta significativamente correlacionado a nenhuma outra

variavel.

4.3.2 Coloragéo pela Hematoxilina e Eosina

4.3.2.1 Integridade das Mucosas

Uma das alteracbes avaliada pela microscopia através da analise de cortes
histoldgicos corados pela HE foi a integridade da mucosa gastrica das diferentes regiGes
examinadas.

Oito animais (13,33%) dentre os 60 animais examinados ndo apresentaram
manutengdo da integridade da mucosa em uma ou mais regides do estdmago. Destes,
quatro apresentaram Ulceras & macroscopia, um apresentou mucosa hemorragica a
macroscopia onde foi evidenciada a presenca do parasita Toxocara canis em moderada
quantidade, um apresentou presenca de hemorragias petequiais distribuidas difusamente
por todo o Corpo e dois animais ndo apresentaram alteracdes macroscopicas.

Dos animais em questdo, quatro apresentaram colonizacdo pelas bactérias
semelhantes ao Helicobacter em todas as regides do estdmago examinadas, exibindo
também reacdo positiva ao teste da urease. Um animal ndo apresentou colonizacdo pela
bactéria na regido céardica, tendo exibido resultado falso positivo para o teste da urease
nesta regido. Outro animal ndo apresentou colonizacdo pela bactéria em qualquer das
regides do estdmago examinadas, confirmadas pelo resultado negativo do teste da urease

em todas as regides do estbmago submetidas ao teste.
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4.3.2.2 Células inflamatérias e nédulos linféides

As alteracfes mais freqlientemente observadas ao exame histopatologico em cortes
corados pela HE foram infiltrados de células predominantemente mononucleares (linfocitos
e plasmdcitos), presentes em todos os cées, tendo sido observado a ocorréncia de moderada
quantidade de eosinofilos na regido do corpo de um animal, hiperplasia de nddulos
linféides observada em 59 animais (98,33%) e hiperemia 57 animais (95%) dentre os 60
avaliados (Figuras 6 e 7).

Os infiltrados de células inflamatorias eram difusos na maioria dos cdes. A maior
parte das amostras apresentou média entre 11 e 50 células inflamatorias por campo, sendo
na regido cardica 85%, na regido fundica 91,66%, na regido do corpo 95% e na regido
pildrica 91,66%.

Apenas algumas amostras apresentaram numero de células inflamatorias entre 0 —
10 e > 50 (Tabela 10). Na Tabela 11 observa-se a variacdo do numero de nddulos linféides
nas diferentes regides gastricas.

Através da realizacdo da correlacdo de Spearman na regido cardica o nimero de
células inflamatorias apresentou correlacdo positiva significativa com o nimero de nédulos
linféides e com o numero de bactérias na mesma regido. Na regido fundica houve
correlacdo do namero de células inflamatorias com o nimero de nodulos linféides e com o
namero de bactérias na mesma regiao.

De acordo com o mesmo teste, 0 nimero de células inflamatdrias na regido do
corpo apresenta correlacdo com o nimero de nddulos linféides na mesma regido.

De acordo com resultados apresentados na Tabela 12, 48,3% dos caes (29 animais)
ndo possuem nodulo linféide na regido cardica. Destes 29 animais, 51,7% também néo
possuem nenhuma bactéria.Observou-se também que 21,7% (13 animais) possuem média
entre 10 e 50 bactérias no cérdia sendo que destes, 30,8% ndo possuem nenhum noédulo
linféide, 30,8% possuem média entre 0 e 0,2 foliculos e 38,5% deles possuem média de
mais de 0,2 nddulos por campo.

Na regido fundica 5% dos cées (trés animais) ndo possuiam nenhum nodulo
linfGide, apesar de 66,7% (dois animais) e 33,3% (um animal) apresentarem

respectivamente entre 0 e 10 bactérias e entre 10 e 50 bactérias por campo. Quarenta e dois
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animais (70%) apresentaram mais de 0,2 nddulos linféides por campo sendo que 26,2% e
71,4% destes exibiam respectivamente entre 0 e 10 e entre 10 a 50 bactérias por campo
(Apéndice - Tabela 13).

De acordo com a Tabela 14, na regido do corpo, sete animais (11,7%) ndo possuiam
nodulo linféide, sendo que deste 85,7% apresentaram média entre 0 a 10 bactérias por
campo. Quarenta e seis animais (76,7%) apresentaram media maior que 0,2 nodulos
linféides por campo, sendo destes, 67,4% apresentavam média entre 10 a 50 bactérias por
campo.

Na regido do piloro, 12 animais (20%) ndo possuiam nodulos linfoides, dos quais
16,7% (dois animais) ndo apresentaram qualquer bactéria. Nesta regido, a maioria dos
animais também apresentou média maior que 0,2 nddulos linféides por campo, estando
estes em 54,9% associados a presenca da bactéria nesta regido (Tabela 15).

Em todas as regifes do estbmago, a auséncia de bactérias estava relacionada a
auséncia de células inflamatorias.

De acordo com as Tabelas 16, 17, 18 e 19, pode-se observar que a maior parte dos
animais apresentaram media entre 10 a 50 células inflamatorias por campo, possuindo
média entre 0,1 a 50 bactérias por campo.

As amostras das regides fandica, do corpo e pilérica apresentaram mais nodulos
linféides que a regido cardica, havendo diferenca estatisticamente significativa entre as
regides.

Quinze animais (51,72%) negativos a coloracdo de Carbol-Fucsina (auséncia de
bactérias) na regido cardica, dentre 29 animais, ndo apresentaram nddulos linféides na
mesma regido. Um animal (8,33%), dentre 12, negativo a coloracdo de Carbol-Fucsina na
regido pilérica também ndo apresentou nddulos linféides na mesma regiao.

Na regido cardica houve correlacdo entre o nimero de nédulos linféides e 0 nimero
de células inflamatorias.

Nas regides fundica e do corpo houve correlacdo entre o ndmero de nodulos
linfoides e o numero de células inflamatdrias e destes com o0 numero de bactérias na mesma

regiao.
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Figura 3: Estdbmago de cdo, mostrando Ulceras difusamente distribuidas
pelas regides do corpo, regido fundica e cardica (setas) ao longo da

curvatura menor (maroscopia).
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Figura 4: A- Fotomicrografias de mucosa gastrica mostrando bactérias
espiraladas do género Helicobacter (seta) no limen das glandulas gastricas
B - Fotomicrografias de mucosa gastrica mostrando bactérias espiraladas do
género Helicobacter no muco sobre o epitélio gastrico (Carbol-Fucsina —
1000X).
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Figura 5: Fotomicrografias de mucosa gastrica mostrando auséncia total de
bactérias espiraladas do género Helicobacter no muco sobre o epitélio
gastrico (Carbol- Fucsina- 1000X).
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Figura 6: A- Fotomicrografia de mucosa gastrica mostrando hiperemia
(setas). B e C: Fotomicrografias mostrando hiperemia e infiltrado difuso de
células mononucleares (setas) respectivamente nas regides pilérica e do

corpo do estbmago (Hematoxilina e Eosina — 400X).
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Figura 7: Fotomicrografia de mucosa gastrica mostrando nddulo linféide

(seta) (Hematoxilina e Eosina- 400X).
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Discussao

Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com a literatura
compulsada que reportou altas prevaléncias de helicobactérias na mucosa gastrica de cées
(HERMANNS et al, 1995; SIMPSON & BURROWS, 1997; JALAVA et al, 1998). A
inexisténcia de historico clinico dos nossos animais ndo permitiu confrontar 0s nossos
resultados com os obtidos por GEYER et al (1993) e HAPPONEN et al (1996 b) que
afirmaram que a ocorréncia de organismos semelhantes ao Helicobacter tem sido
prevalente tanto em cées clinicamente sadios, quanto naqueles com sintomas
gastrointestinais. Neste trabalho, 39 dos 41 (95,12%) cées avaliados apresentaram
resultados positivos nos testes da urease. Apenas dois animais apresentaram resultados
negativos em todas as regies do estdbmago, o que foi confirmado pelo exame
histopatoldgico, que também n&o revelou presenca de qualquer organismo semelhante ao
Helicobacter. O corpo e a regido fundica do estdbmago foram as regifes que apresentaram
maior numero de reacGes fortemente positivas, 90,2% e 85,4% respectivamente, estando 0s
resultados de acordo com os estabelecidos por HANDT et al (1995) e HAPPONEN et al
(1996 b).

As andlises estatisticas demonstraram a correlacdo entre o teste da urease e a
positividade da histopatologia em todas regides, indicando que o resultado negativo,
fracamente positivo (reacdo apos trés horas até 24 horas) e fortemente positivo (reacdo até
trés horas) ao nivel de significancia de 5% esta associado ao nimero médio de bactérias
encontradas na mucosa gastrica dos animais examinados, o que também foi verificado por
MYSOREKAR et al (1999).

No Gréfico 1 estdo representadas as médias do nimero de bactérias calculadas para

cada uma das regides de acordo com o resultado do teste de urease.
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Gréafico 1: Numero médio de bactérias por resultado do teste da urease e por regido do
estbmago de caes.
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De acordo com o gréafico 1, percebe-se claramente, para todas as regides, que 0
nimero médio de bactérias € maior em animais com resultado fortemente positivo para o
teste de urease do que para animais com resultado fracamente positivo e negativo.
Especificamente para as regides cardica e pildrica nota-se presenca de pequenos numero de

bactérias mesmo quando o teste da urease tinha resultado negativo.

O exame microscopico pela coloracdo de Carbol-Fucsina revelou helicobactérias
em 96,66% do total de animais examinados, estando estas distribuidas em todas as regides
analisadas.

No presente estudo foram verificados a existéncia de materiais falsos positivos e
falsos negativos no teste da urease demonstrado por meio da confrontacdo dos resultados
histopatoldgicos com a coloracdo pela Carbol-Fucsina. De acordo com tais observagdes, o
resultado do teste da urease deve ser confirmado pela histopatologia ou pela citologia, que
permitem a visualizacdo das bactérias para aumentar a confiabilidade dos resultados
obtidos. Apesar disto, houve correlagdo entre o teste da urease e a positividade da
histopatologia. O numero de falsos positivos foi maior nos testes com resultado fracamente
positivos (apés trés horas até 24 horas). Segundo HAPPONEN et al (1996 a), existe a
possibilidade da urease ser produzida por outras bactérias presentes na mucosa gastrica

destes animais, dentre elas o Proteus mirabilis e a Pseudomonas aeruginosa. Bactérias do
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tipo Helicobacter produzem uma potente urease, que se liga ao substrato com maior
afinidade do que as ureases produzidas por outras bactérias, além de ser produzida em
grande quantidade (MOBLEY et al, 1988).

Dentre os falsos negativos em relacdo a histopatologia, estes podem ter ocorrido
devido a nmero muito pequeno de organismos visto que destes, na regido cardica exibiam
respectivamente 1; 6,8 e 0,6 organismos e na regido pilérica a amostra tinha nUmero médio
de 2,4 bactérias nos 5 campos examinados.

De acordo com ARAUJO (2002), alguns autores ndo recomendam a utilizacdo do
teste da urease como Unico método para o diagndstico de Helicobacter devido a baixa
especificidade. Outros pesquisadores ndo observaram diferenca entre a confiabilidade desse
teste e a coloracdo pela Prata. Além de considerarem 0s custos e a praticidade de tais testes,
julgaram desnecessario realizar métodos de diagnostico adicionais quando o teste da urease
for positivo.

No entanto, vale a pena lembrar que o teste da urease apesar de ser do tipo invasivo,
necessitando de endoscopia para a coleta de amostras, € geralmente realizado junto com
outros testes, 0 que torna o diagndstico mais confiavel.

Em um estudo em que se compararam diferentes métodos de diagnostico, a
sensibilidade do teste da urease em cdes foi de 85,7% e 87,5%, com as leituras feitas aos 30
e aos 60 minutos, respectivamente, e a especificidade foi de 100% (HAPPONEN et al,
1996 a). A sensibilidade e a especificidade do teste dependem do tempo em que a leitura
foi feita. Existem aqueles que sdo lidos em até uma hora porque a especificidade é 6tima,
embora a sensibilidade ndo o seja. Quando a leitura é feita ap6s 24 horas, a sensibilidade
aumenta, mas especificidade diminui, ja que as possibilidades de contaminacdo do meio
por outras bactérias produtoras de urease aumentam, o que pode resultar em falsos
positivos. A sensibilidade também depende do ndmero de bactérias presentes na amostra,
sendo necessario pelo menos 10* organismos para um resultado positivo (ARAUJO, 2002).
No presente trabalho, a leitura final foi feita em 24 horas para otimizar a sensibilidade do
teste. Apesar disto, houveram resultados falsos negativos.

Concordando com o ja estabelecido por KEKKI et al (1991) e YAMASAKI et al
(1998), no presente trabalho n&o foi observada a existéncia de associagdo entre o resultado
fortemente positivo para o teste da urease e a faixa etaria, indicando que a infeccdo nao

aumenta com a idade. Similarmente ao observado por GEYER et al (1993), também neste

39



estudo ndo foi demonstrada correlagcdo entre alteracGes inflamatdrias na presenca da
bactéria com a idade dos animais.

Neste estudo foi observado grande nimero de cdes com alteracfes macroscopicas
no estdbmago. Vinte e trés (38,33%) dos 60 cées apresentaram alteracdes macroscopicas na
mucosa gastrica como hiperemia (18 cdes), hemorragias petequiais (trés cdes) e
erosdes/Ulceras (quatro cdes), sendo que alguns animais apresentaram mais de uma
alteracdo. Daqueles cdes que exibiram mucosa hiperémica, 16 apresentaram colonizacao
por bactérias espirais, um animal apresentava uma média de 1,3 bactéria na regido do corpo
e outro apresentava média de 81,8 bactérias na regido pilorica e nas demais regides do
estbmago. De acordo com CASTRO et al (1993), a bactéria espiralada produz uma
substancia denominada mucinase que quebra a barreira mucosa propiciando o aumento da
retrodifusdo de ions de hidrogénio, o que poderia, pelo menos em parte explicar, a
hiperemia. Como a bactéria é sensivel as alteracBes de pH, migraria para outra regido
géstrica onde a camada de muco estaria integra.

Dos animais que apresentaram hemorragias petequiais na mucosa, dois (66,66%)
apresentavam colonizacdo pela bactéria, ao passo que 100% dos animais que exibiram
presenca de ulceracdo na mucosa apresentavam infeccdo pelas bactérias do género
Helicobacter. Como o histérico dos animais ndo era conhecido, ndo se sabe se 0s cdes com
tais alteracdes apresentavam sinais clinicos relacionados com as alteracbes macroscopicas
observadas.

A histopatologia utilizando-se coloragdo por Carbol-Fucsina revelou que as
bactérias se distribuem pelo Iimen das glandulas gastricas, nas fossetas gastricas e no muco
acima do epitélio, o que também foi reportado por GEYER et al (1993) e EATON et al
(1996). No presente estudo, as amostras das regides do corpo e pilérica apresentaram
maior nimero de resultados positivos (ambos 95%) seguidos das regides fundica (91,66%)
e cardica (56,66%). Esses resultados diferem parcialmente dos obtidos por HAPPONEN et
al (1996 b), que verificaram maior concentracdo destas bactérias nas regides fandica e do
corpo.

Neste trabalho, ndo foi possivel observar por meio da microscopia de luz a presenca
de bactérias localizadas no interior de vacuolos no citoplasma de células parietais como
descrito por HERMANNS et al (1995).
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As regibdes fandica e do corpo foram as que apresentaram maior nimero de
resultados positivos no teste da urease e as regides do corpo e pildrica no exame
histopatoldgico.

De acordo com HAPPONEN et al (1996 a), a sensibilidade do exame
histopatoldgico em seu estudo foi de 92,3% e a especificidade de 100%. No presente
estudo, tais achados estdo também associados ao maior nimero de células inflamatorias e
nodulos linféides nestas regides, estando o resultado do presente trabalho de acordo com o
estabelecido por outros autores. (LEE et al, 1992; HANDT et al, 1995; HAPPONEN et al,
1996 b;).

Os nodulos linfoides foram observados em pelo menos uma regido do estbmago de
todos os animais examinados, estando bem delimitados e com alguns se estendendo por
toda a espessura da mucosa. Nas regides fundicas e do corpo houve correlacdo entre o
namero de nodulos linféides e o numero de bactérias, concordando com o disposto na
literatura ao relatar que a hiperplasia de nédulos linféides representa uma resposta local a
presenca do Helicobacter (STOLTE & EIDT, 1989; GENTA & HAMNER, 1994; HANDT
et al, 1995; MYSOREKAR et al, 1999). RADIM et al (1990), assinalaram a presenca de
grande numero de nddulos linféides ao longo da mucosa de cdes infectados
experimentalmente com H. felis.

A predominéncia de infiltrados de células inflamatorias mononucleares coincide
com resultados observados em outros estudos (HAPPONEN et al, 1996 b; YAMASAKI et
al, 1998; SIMPSON et al, 2000 b). Um animal apresentou grande quantidade de
eosindfilos, estando estes associados a presenca da bactéria. Segundo HANDT et al (1995),
eosinofilos tem sido encontrados como componentes da resposta inflamatoria a
helicobactérias em alguns seres humanos e em animais, particularmente durante a fase
aguda da infeccdo. A inflamacdo observada nesses outros estudos era leve em todos 0s
animais, porém a forma de classificacdo dos graus de gastrite varia de um estudo para outro
devido a auséncia de critérios estabelecidos para a avaliacdo de gastrite em cdes e gatos. No
presente trabalho, a maior parte dos animais apresentou contagens de células inflamatorias
entre 11 e 50 células por campo microscépico de 400X, o que, de acordo com varios
autores, seria classificado como gastrite suave ou moderada, estando este resultado similar
ao obtido por GEYER et al (1993), que assinalaram, na maioria dos casos, que a presenca

da bactéria estava associada a baixo grau de inflamacé&o.
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De acordo com a classificacdo de Sidney, apenas um animal no presente estudo
apresentou caracteristicas de normalidade para as regides cardica, do corpo e pildrica, pois
na regido fandica houve a presenca média de 0,2 nodulos linféides nos cinco campos
microscopicos examinados.

Em todas as regides do estbmago a auséncia de bactérias estava relacionada com a
auséncia de células inflamatorias. Nas regido cardica e fundica o nimero de bactérias e o
numero de células inflamatdrias estavam estatisticamente correlacionadas, discordando de
HERMANNS et al (1995) que ndo encontraram correlacdo entre estes dados em cées
(Gréfico 2).

No Grafico 2 estdo representadas as médias do nimero de bactérias e de células

inflamatdrias calculadas para cada uma das regiGes dos 60 cées da amostra considerada.

Grafico 2. Numero médio de bactérias versus nimero médio de células inflamatorias em
cada regido do estbmago de caes.
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De acordo com o grafico 2, pode-se perceber que as médias do nimero de bactérias

e de células inflamatdrias estdo de certa forma relacionados. As regides cardica e fandica
séo bons exemplos desta relacéo.

A presenca de trabalhos com resultados inconclusivos quanto a participacdo das
bactérias espiraladas na gastrite de cées revelam a necessidade de estudos mais profundos
para identificacdo de espécies mais patogénicas e de mecanismos de patogenicidade em

caes com presenga de sinais clinicos associados a infecgdo. Além disto, devido ao potencial

42



zoondtico, grande atencdo deve ser dada as helicobactérias, visto que 40% da populacéo

mundial possuem cdes em casa.
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Resumo e Conclusdes

Foram utilizados 60 estdmagos de cées (sendo 29 fémeas e 31 machos) de diversas
racas e idades (média de 4,9 anos) necropsiados no Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Vicosa, no periodo de julho de 2002 a janeiro de 2003.

Os estdmagos foram abertos através de incisdo ao longo da curvatura maior e
manuseados suavemente para retirada do contetdo. Para avaliar a presenca de gastrite e
bactérias espiraladas do género Helicobacter, foram colhidos fragmentos das regides
cardica, fundica, do corpo e pildrica de cada animal, que foram destinados para estudo
histopatol6gico (HE e Carbol-Fucsina) e para realizacdo do teste da urease.

A anélise dos resultados obtidos gerou as seguintes conclusdes:

= No presente trabalho, 95,12% dos cdes avaliados apresentaram resultados positivos no
teste rapido da urease;

= N&o houve correlacdo entre o grau de colonizacdo com a faixa etaria dos caes avaliados;

= De acordo com o teste da urease, todas as regides do estdmago de cdes sdo colonizadas

por Helicobacter ssp, sendo as regides do corpo e fundica as regides mais colonizadas;

= Houve correlacédo entre o teste da urease e a histopatologia por Carbol-Fucsina na
deteccdo de Helicobacter ssp em cées, sendo a histopatologia 0 método mais sensivel para
a deteccdo de pequena quantidade de bactérias e, portanto, um teste essencial para o

diagnostico da infeccdo em caes;
= O teste da urease pode apresentar resultados falso-positivos e falso-negativos, sendo

recomendado o uso do exame histopatolégico por Carbol-Fucsina para a confirmacéo da

infeccdo em cdes;
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= O exame microscopico pela coloragdo de Carbol-Fucsina revelou Helicobacter ssp em
96,66% do total de cdes avaliados, estando estas distribuidas em todas as regides

examinadas;

= As alteracOes histopatoldgicas mais freqiientes na mucosa gastrica de cdes com ou sem
Helicobacter ssp sdo infiltrados de células inflamatorias mononucleares (linfdcitos e

plasmacitos), hiperplasia de nodulos linfoides e hiperemia;

» Houve correlagdo entre o numero de células inflamatorias, nas regides cardica e fundica,
e 0 nimero de Helicobacter ssp, o que sugere que as bactérias encontradas na mucosa

gastrica dos cdes podem ser as responsaveis por estas alteracoes;
» Nas regiBes fundica e do corpo houve correlagdo entre o nimero de nodulos linféides e
0 numero de bactérias, 0 que sugere que tais bactérias podem ser responsaveis por essa

alteracdo histopatologica no estbmago de cées;

= Neste trabalho, a presenca da bactéria estava associada a gastrite que variou de leve a
moderada.
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Apéndice

Tabela 1: Estimativa de idade de cées por meio de estudo da arcada dentéria.

Idade Arcada Dentaria

4-5 semanas Erupcdo dos dentes deciduos - incisivos

6-8 semanas Erupcdo dos pré- molares

5 meses Erupcdo dos incisivos permanentes

6 meses Erupcdo dos caninos permanentes

7 meses Erupcdo dos molares permanentes

le%ano Desgaste da cuspide do I, inferior

2 e Y2 anos Desgaste da cuspide do I, inferior

3e¥anos Desgaste da cuspide 1; superior

4 e %5 anos Desgaste da cuspide I, superior

5 anos Ligeiro desgaste da cuspide do I3 superior; incisivos
inferiores retangulares e ligeiro desgaste dos caninos.

6 anos Desgaste da cuspide I3 inferior, desgaste dos caninos

7 anos I, inferior desgastado até a raiz

8 anos I1 inferior com aparéncia biselada

10 anos I, inferior e 11 superior alargados no sentido labiolingual (raiz
dos incisivos)

12 anos Comecam a cair 0s primeiros incisivos

16 anos Caem todos 0s incisivos

20 anos Perda dos caninos
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Tabela 2: Distribuicdo dos animais por faixas etarias e suas
respectivas freqiiéncias.

Distribuicao de Frequéncias

Classe’ Frequéncias Frequéncia Relativa
02 anos 14 23,3 %
2 4 anos 12 20,0 %
46 anos 27 45,0 %
6 ou + anos 7 11,7 %
Total 60 100,0 %

1 : . .
O simbolo -| na segunda classe, por exemplo, significa que valores ‘2 anos’

)

ndo estdo incluidos enquanto valores “4 anos” estdo incluidos.
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Tabela 3: Distribuicéo da intensidade da reacéo pelo teste da urease de acordo com a regido
do estdbmago e idade dos animais avaliados.

Regido Gastrica | Faixa de Idade | Negativo | Fracamente | Fortemente | Total
Positivo Positivo
0 2 anos 36,4% 18,2% 45,5% 100,0%
244 anos 66,7% 16,7% 16,7% 100,0%
Ca 46 anos 38,9% 44,4% 16,7% 100,0%
60U + anos 16,7% 33,3% 50,0% 100,0%
total 39,0% 31,7% 29,3% 100,0%
02 anos 9,1% 18,2% 72,7% 100,0%
244 anos 0,0% 16,7% 83,3% 100,0%
F 46 anos 5,6% 5,6% 88,9% 100,0%
6 0u + anos 0,0% 0,0% 100,0% | 100,0%
total 4,9% 9,8% 85,4% 100,0%
02 anos 9,1% 0,0% 90,9% 100,0%
244 anos 0,0% 16,7% 83,3% 100,0%
Co 44 6 anos 5,6% 5,6% 88,9% 100,0%
6 0u + anos 0,0% 0,0% 100,0% | 100,0%
total 4,9% 4,9% 90,2% 100,0%
02 anos 9,1% 9,1% 81,8% 100,0%
244 anos 0,0% 16,7% 83,3% 100,0%
P 44 6 anos 22,2% 16,7% 61,1% 100,0%
6 ou + anos 0,0% 0,0% 19,4% 100,0%
total 12,2% 12,2% 75,6% 100,0%

- Resultados baseados em amostra de 41 animais (para os quais foram realizados o Teste da

Urease).
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Tabela 4. Distribuicdo da intensidade da reacdo pelo teste da urease de acordo com a idade
dos animais avaliados (Teste de Kruskall-Wallis — I1).

Posto Médio

Teste de Urease

Variavel i Qui-Quadrado p
Negativo Fracamente | Fortemente
Positivo Positivo
Idade 20,9 23,8 18,1 1,4 0,49

Tabela 5. Distribuicdo da intensidade da reacdo do teste da urease associados ao nimero de
foliculos linfoides, nimero de células inflamatdrias e nimero de bactérias (Teste
de Kruskall-Wallis — 1).

Posto Médio
_, Teste de Urease Qui-
Variavel i p
Negativo | Fracamente | Fortemente | Quadrado
Positivo Positivo

NUmero de 20,4 23,5 19,2 11 0,58
foliculos linféides

Numero de células 18,5 18,6 27,0 43 0,12
inflamatorias

NuUmero de bactérias 13,2 20,1 314 17,9 0,00*

* Resultado significativo ao nivel de 5%.
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Tabela 6. Distribuicdo da casuistica considerando a reatividade pelo teste da urease e o
numero de bactérias na regido cardica do estdmago.

Tempo até Mudanca de Cor

NuUmero de Bactérias no Cardia

0 <10 10-50 |51-100 | 101 -200
Até 3 Horas 4% 20% 20% 0% 0%
Apdbs 3 Horas ate 24 horas 24% 20% 12% 0% 0%

Tabela 7. Distribuicdo da casuistica considerando a reatividade pelo teste da urease e o
namero de bactérias na regido fundica do estdbmago.

Tempo até Mudanca de Cor

NuUmero de Bactérias no Fundo

0 <10 10-50 |51-100 | 101 -200
Até 3 Horas 512% | 25,65% | 61,55% 0% 0%
Apdbs 3 Horas até 24 horas 2,56% 2,56% 2,56% 0% 0%

Tabela 8. Distribuicdo da casuistica considerando a reatividade pelo teste da urease e 0
numero de bactérias na regido do corpo do estdbmago.

Tempo até Mudanca de Cor

Numero de Bactérias no Corpo

0 <10 10-50 |51-100 | 101 -200
Até 3 Horas 2,56% | 28,20% | 64,1% 2,56% 0%
Apdbs 3 Horas até 24 horas 0% 2,56% 0% 0% 0%

Tabela 9. Distribuicdo da casuistica considerando a reatividade pelo teste da urease e o
numero de bactérias na regido pilérica do estbmago.

Tempo até Mudanca de Cor

NUmero de Bactérias no Piloro

0 <10 10-50 |51-100 | 101 -200
Até 3 Horas 0% 0% 55,55% | 22,22% | 8,33%
Apbs 3 Horas até 24 horas 0% 2,77% 8,33% 0% 2,77%
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Tabela 10. Variacao da densidade de células inflamatdrias nas diferentes regides gastricas.

NuUmero de Células Inflamatorias

Regibes Gastricas 0,1-10 11-50 > 50

Cardia 13,33% 85% 1,66%
Fundo 1,66% 91,66% 6,66%
Corpo 1,66% 95% 3,33%
Piloro 5% 91,66% 3,33%

Tabela 11. Variagdo do nimero de nddulos linféides nas diferentes regies gastricas.

NuUmero de Nédulos

Regibes Gastricas 0 0,1-2 >2
Cardia 48,33% 51,66% -
Fundo 5% 95% -
Corpo 11,66% 88,34% -
Piloro 20% 78,34% 1,66%
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Tabela 12. Relacdo entre numero de nodulos linféides e grau de colonizagédo bacteriana na
regido cardica do estbmago.

Bactérias - Regido cardica

) Total
Categorias 0 [o0d10 |10 50] +de50
Frequéncia 15 10 4 0 29
0 Percentual de linha 51,7% | 34,5% | 13,8% 0,0% |100,0%
Percentual de coluna | 57,7% | 50,0% | 30,8% 0,0% 48,3%
Nodulos —
o Frequéncia 4 6 4 0 14
Linféides )
Reqid 0-| 0,2 [Percentual de linha 28,6% | 42,9% | 28,6% 0,0% |100,0%
- Regido
s Percentual de coluna | 15,4% | 30,0% | 30,8% 0,0% |23,3%
Cardia _
Frequéncia 7 4 5 1 17
> 0,2 [Percentual de linha 41.2% | 235% | 29,4% 5,9% 100,0%
Percentual de coluna | 26,9% | 20,0% | 38,5% | 100,0% |28,3%
FreqUéncia 26 20 13 1 60
Total Percentual de linha 43,3% | 33,3% | 21,7% 1,7% 100,0%
Percentual de coluna | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% |100,0%
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Tabela 13. Relacdo entre numero de nodulos linfdéides e grau de colonizacdo bacteriana na

regido fandica do estbmago.

Bactérias - Regido do Fundo

) Total
Categorias 0 0410 [10 50| +de50
Frequéncia 0 2 1 0 3
0 Percentual de linha 0,0% 66,7% 33,3% 0,0% |100.0%
, Percentual de coluna | 0,0% 11,1% 2,7% 0,0% 5,0%
Nodulos
L. Freqliéncia 4 5 6 0 15
Linfoides a _
- 04 0.2 |Percentual de linha | 26,7% | 33,3% | 40,0% | 0,0% |100,0%
- Regiao
g Percentual de coluna | 80,0% 27,8% 16,2% 0,0% 25,0%
Fundo —
Frequéncia 1 11 30 0 42
> 0.2 [Percentual de linha 2,4% 26,2% 71,4% 0,0% |100,0%
Percentual de coluna | 20,0% 61,1% 81,1% 0,0% 70,0%
Frequéncia 5 18 37 0 60
Total Percentual de linha 8,3% 30,0% 61,7% 0,0% |100,0%
Percentual de coluna | 100,0% | 100,0% | 100,0% - 100,0%
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Tabela 14. Relacdo entre numero de nodulos linfdéides e grau de colonizacdo bacteriana na
regido do corpo do estbmago.

Bactérias - Regido do Corpo
Total
Categorias 0 0410 | 104 50 | +de50
Freqliéncia 0 6 1 0 7
0 Percentual de linha 0,0% 85,7% 14,3% 0,0% {100,0%
Nodulos Percentual de coluna | 0,0% 27,3% 2,9% 0,0% |11,7%
Linfoides Freqtiéncia 1 4 2 0 7
-Regido | 0 0,2 Percentual de linha | 14,3% | 57,1% | 28,6% | 0,0% [100,0%
Gastrica Percentual de coluna | 33,3% | 18,2% 5,9% 0,0% |11,7%
Corpo Frequéncia 2 12 31 1 46
> 0,2 |Percentual de linha 4,3% 26,1% 67,4% 2,2% |100,0%
Percentual de coluna | 66,7% | 54,5% 91,2% 100,0% | 76,7%

Freqliéncia 3 22 34 1 60
Total Percentual de linha 5,0% 36,7% 56,7% 1,7% [100,0%
Percentual de coluna | 100,0% | 100,0% 100,0% 100,0% (100,0%
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Tabela 15. Relacdo entre numero de nodulos linfdéides e grau de colonizacdo bacteriana na
regido pildrica do estbmago.

Bactérias - Regido Gastrica Piloro
Total
Categorias 0 | 0410 | 104 50 | +de50
Frequéncia 2 4 4 2 12
0 Percentual de linha | 16,7% | 33,3% 33,3% 16,7% |100,0%
Nodulos Percentual de coluna| 50,0% | 66,7% 11,8% 12,5% | 20,0%
Linfoides FreqUéncia 0 1 6 2 9
-Regido | 04 0.2 percentual delinha | 0,0% | 11,1% | 66,7% | 22,2% [100,0%
Gastrica Percentual de coluna| 0,0% | 16,7% 17,6% 12,5% | 15,0%
Piloro Frequéncia 2 1 24 12 39
>0.2 |Percentual de linha 5,1% 2,6% 61,5% 30,8% |100,0%
Percentual de coluna| 50,0% | 16,7% 70,6% 75,0% | 65,0%

Frequéncia 4 6 34 16 60
Total Percentual de linha 6,7% | 10,0% 56,7% 26,7% |100,0%
Percentual de coluna| 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0% [100,0%
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Tabela 16. Relacdo entre a densidade de células inflamatérias com o grau de colonizagéo
bacteriana na mucosa da regido cardica do estdmago.
Bactérias - Regido Gastrica Cardia

] Total
Categorias 0 [o0q10]104 50] +de50

Freqliéncia 0 0 0 0 0
0 Percentual de linha 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% -
Percentual de coluna | 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

Frequéncia 5 1 2 0 8
04 10 |Percentual de linha | 62,5% | 12,5% | 25,0% | 0,0% | 100,0%
Percentual de coluna | 19,2% | 5,0% | 15,4% 0,0% 13,3%

Células

Inflamatorias

- Regiéo i
] Frequéncia 21 19 10 1 51
Gastrica .
104 50 Percentual de linha | 41,2% | 37,3% | 19,6% | 2,0% | 100,0%
ardi
Cardia Percentual de coluna | 80,8% | 95.0% | 76,9% | 100,0% | 85,0%
Frequéncia 0 0 1 0 1
>50 |Percentual de linha 0,0% | 0,0% | 100,0% 0,0% 100,0%
Percentual de coluna | 0,0% | 0,0% 7,7% 0,0% 1,7%
Frequéncia 26 20 13 1 60
Total Percentual de linha 43,3% | 33,3% | 21,7% 1,7% 100,0%

Percentual de coluna |100,0% [100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%

56



Tabela 17. Relacdo entre o numero de células inflamatdrias e o grau de colonizacéo
bacteriana na mucosa da regido fundica do estdmago.

Bactérias - Regido Gastrica Fundo
Categorias 0 | 010 |10 50|+ de50
Frequéncia 0 0 0 0 0

0 Percentual de linha 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% -
Percentual de coluna | 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Frequéncia 0 1 0 0 1
04 10 |Percentual de linha | 0,0% |100,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0%
Percentual de coluna | 0,0% | 5,6% 0,0% 0,0% 1,7%

Total

Células

Inflamatorias

- Regido _
o Freqléncia 5 17 33 0 55
Gastrica .
104 50 |Percentual de linha | 9,1% | 30,9% | 60,0% | 0,0% | 100,0%
Fundo Percentual de coluna [100,0%| 94.4% | 89,2% | 0,0% | 91,7%
Frequéncia 0 0 4 0 4
>50 Percentual de linha 0,0% | 0,0% |100,0% | 0,0% | 100,0%
Percentual de coluna | 0,0% | 0,0% 10,8% 0,0% 6,7%
Frequéncia 5 18 37 0 60
Total Percentual de linha 8,3% | 30,0% | 61,7% | 0,0% |100,0%
Percentual de coluna [100,0%| 100,0% | 100,0% - 100,0%
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Tabela 18. Relacdo entre o numero de células inflamatdrias e o grau de colonizacéo
bacteriana na mucosa do corpo do estdbmago.

Bactérias - Regido Gastrica Corpo
Categorias 0 |0410[104 50| +de50
Frequéncia 0 0 0 0 0

0 Percentual de linha 0,0% | 0,0% | 0,0% 0,0% -
Percentual de coluna | 0,0% | 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0%
Frequéncia 0 1 0 0 1
04 10 |Percentual de linha | 0,0% [100,0%| 0,0% | 0,0% | 100,0%
Percentual de coluna | 0,0% | 4,5% | 0,0% 0,0% 1,7%

Total

Células

Inflamatorias

- Regido i
) Freqléncia 3 21 32 1 57
Gastrica .
104 50 |Percentual de linha | 5,3% |36,8% | 56,1% 1,8% | 100,0%
Corpo Percentual de coluna [100,0%|95,5% | 94,1% | 100,0% | 95,0%
Frequéncia 0 0 2 0 2
>50 Percentual de linha 0,0% | 0,0% | 100,0% 0,0% 100,0%
Percentual de coluna | 0,0% | 0,0% | 5,9% 0,0% 3,3%
Frequéncia 3 22 34 1 60
Total Percentual de linha 5,0% [36,7% | 56,7% 1,7% 100,0%

Percentual de coluna |100,0%100,0%| 100,0% | 100,0% | 100,0%
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Tabela 19. Relacdo entre o numero de células inflamatdrias e o grau de colonizacdo
bacteriana na mucosa da regido pilérica do estbmago.

Bactérias - Regido Gastrica Piloro
Categorias 0 | 010 |104 50 +de50
Frequéncia 0 0 0 0 0

0 Percentual de linha 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% -
Percentual de coluna | 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Frequéncia 0 0 2 0 2
04 10 |Percentual delinha | 0,0% | 0,0% |100,0% 0,0% | 100,0%
Percentual de coluna | 0,0% | 0,0% 5,9% 0,0% 3,3%

Total

Células

Inflamatorias

- Regido _
o Freqléncia 4 5 31 16 56
Gastrica .
_ 104 50 |Percentual de linha | 7,1% | 89% | 554% 28,6% | 100,0%
Piloro Percentual de coluna [100,0%| 83,3% | 91,2% 100,0% | 93,3%
Frequéncia 0 1 1 0 2
>50 Percentual de linha 0,0% | 50,0% | 50,0% 0,0% | 100,0%
Percentual de coluna | 0,0% | 16,7% 2,9% 0,0% 3,3%
Frequéncia 4 6 34 16 60
Total Percentual de linha 6,7% | 10,0% | 56,7% 26,7% | 100,0%

Percentual de coluna |100,0%| 100,0% | 100,0% 100,0% | 100,0%
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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