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Resumo

Helicobacter spp. sdo bactérias espiraladas, que colonizam o trato gastrointestinal de seres
humanos e animais. A presenca da bactéria é relacionada com afec¢des gastricas como as
gastrites, Ulceras gastricas e cancer gastrico, porém, os mecanismos fisiopatoldgicos das
helicobactérias ainda ndao foram completamente elucidados. O presente trabalho teve como
objetivo diagnosticar a infecgdo por Helicobacter spp. em cinco cdes naturalmente infectados,
sem alteragdes clinicas relacionadas a infecgdo pela bactéria, e avaliar as alteragfes de pH, através
da comparacdo dos valores obtidos dos animais portadores, com os valores obtidos apds
tratamento e erradicacdo das bactérias, além das alteragdes histoldgicas associadas. Ao corte
histologico as bactérias se apresentaram localizadas no muco, na superficie do epitélio gastrico,
fundo das criptas e limen das glandulas gastricas, havendo moderada densidade de bactérias. A
principal alteracéo histoldgica observada foi a presenca de infiltrado inflamatério mononuclear
discreto em lamina propria. O tratamento com terapia triplice a base de amoxicilina,
claritromicina e lansoprazol foi eficaz na erradicacéo das bactérias. Houve significativa alteragdo
do pH gastrico dos animais quando na presenca das bactérias, diferindo pelo teste T (P< 0,001).
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Abstract

Helicobacter spp. bacteria have spiral shape and colonize gastrointestinal tract of humans and
animals. Gastric distress such as gastritis, ulcer a gastric cancer are related to bacteria presence in
the stomach, however, physiologic and pathologic paths that leads to this are not elucidated. This
study aimed to diagnose Helicobacter spp. infection in five clinically healthy dogs and evaluate
pH changes before and after antibiotic treatment, as well as all the histologic changes.
Histologically, bacteria were seen at de mucus, on gastric epithelial surface, crypt bottom and
inside gastric glands with mild to moderate quantity of bacteria. The major histological change
was mild mononuclear inflammatory infiltrate in the lamina propria. Treatment consisted of a
amoxixilin, claritomicin and lansoprazol and was efficient to kill all the bacteria from de stomach.
There was difference in gastric pH before and after treatment, in the T test (p<0.001)
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Introducéo

Bactérias microaerdfilas, espiraladas,
medindo aproximadamente 0,1 a 0,5um
de largura por 3um de comprimento, de
superficie lisa e possuindo extremidades
arredondadas acompanhadas de flagelos
lofotriquios ou anfitriquios compdem o
género Helicobacter (LADEIRA et al.,
2003).

A infeccdo pelo Helicobacter spp. em
animais de companhia é frequentemente
descrita, com prevaléncia entre 67 a 86%
em cdes clinicamente saudaveis e 61 a
100% naqueles com sintomatologia
gastrintestinal (POLANCO et al., 2011).
As helicobactérias se distribuem ao
longo da mucosa gastrica de maneira
focal, segmentar ou difusa. Devido a sua
morfologia em espiral associada a
presenca de flagelos, estes micro-
rganismos se movem facilmente, e assim
atravessam a camada de muco protetor
mantendo intimo contato com o epitélio
gastrico (LADEIRA et al., 2003).
Segundo Anacleto et al. (2011), nos cdes
as helicobactérias sdo encontradas com
maior frequéncia no fundo e no corpo do
estbmago, se localizando no muco,
superficie do epitélio gastrico, fundo das
criptas e interior das glandulas gastricas.
Lipases e proteases produzidas pelo
Helicobacter spp. degradam o gel

viscoelastico do muco protetor gastrico

facilitando  sua  progressdao  até
encontrarem um local com pH neutro, se
protegendo fisicamente da acao do &cido
gastrico (LADEIRA et al., 2003). Além
desta protecdo fisica, as helicobactérias
possuem um mecanismo quimico que
confere resisténcia ao acido cloridrico,
possibilitando uma longa  vida
parasitaria. A enzima urease produzida
pelas bactérias realiza hidrolise da uréia
presente no suco gastrico, resultando em
liberacdo de amobnia, que atua retendo
ions H+, exercendo fungdo alcalinizante
e gerando neutralizagcdo do pH em seu
interior e ao seu redor (WEEKS &
SACHS, 2001).

O intimo contato entre as helicobactérias e
a mucosa gastrica estimula a liberacdo de
citocinas  pro-inflamatorias, causando
migracdo de células de defesa para o
epitélio gastrico, caracterizando quadros
de gastrite (LADEIRA et al., 2003,
ISRAEL & PEEK, 2001).

Na espécie canina a infeccdo pelo
Helicobacter spp. € caracterizada por
gastrite linfocitica leve assintomatica
(EATON et al., 1996).

Vieira et al. (2012), realizando andlise
quantitativa em cdes infectados pelas
helicobactérias  encontraram  relacdo
positiva entre a densidade de bactérias e
células inflamatorias, demonstrando a

associagdo da presenca do Helicobacter
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Spp. com a génese da gastrite, que variou
de leve a moderada.

As formas oral-oral e fecal-oral sdo citadas
como as principais formas de transmisséo
das bactérias. Segundo Anacleto et al.
(2011), ambientes aglomerados associado
ao contato intimo com animais infectados
¢ fator de risco na transmissdo do
Helicobacter spp. em cées.

De acordo com Guerra et al. (2013),
atualmente ainda ndo existe um teste
considerado  padrdo  ouro  para
diagnostico da infeccdo pelo
Helicobacter spp. em cdes, sendo
recomendada a associagdo de mais de um
método diagnostico.

A endoscopia digestiva alta, considerado
um método invasivo de diagnostico,
atualmente é o mais utilizado para
diagnosticar a infeccdo por Helicobacter
spp. em cdes, neste sdo coletados
fragmentos de mucosa gastrica que sédo
empregados em diversos métodos, como
o teste rapido da urease, histopatologia e
citologia (POURAKBARI et al., 2013).
O esquema terapéutico para erradicacdo
do Helicobacter pylori preconizado para
humanos, consiste em terapia triplice
composta por um inibidor de secrecdo
acida associado a dois antibidticos
(COELHO et al., 2004).

Diferentemente dos seres humanos, em

cdes o significado da infeccdo pelo

Helicobacter spp. ainda ndo estad bem
esclarecido, visto que a infeccdo é
identificada ndo s6 em cées clinicamente
saudaveis, mas também naqueles que
apresentam
gastrintestinal (COSTA et al., 2012).

Vieira et al. (2012), concluiram que séo

sintomatologia

necessarios estudos mais aprofundados
para o esclarecimento da relagdo entre,
sintomatologia, lesdes e a presenca da
bactéria na mucosa gastrica dos cées,
apesar da alta prevaléncia nesta espécie.
Por essa razdo, o presente trabalho
objetivou diagnosticar a infeccdo por
Helicobacter spp. em cédes naturalmente
infectados e sem alteracdo clinica
relacionada a infeccdo pela bactéria,
além de avaliar as alteragdes de pH e
histopatoldgicas causada pelas

helicobactérias.

Material e Métodos

O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais em
Pesquisa da Fundacdo de Ensino e
Pesquisa de Itajuba — FEPI, sob
protocolo n® 003/2015.

Para execucdo do trabalho foram
utilizados cinco cées (Canis familiaris),
sem raca definida, dois machos e trés
fémeas, com idade entre cinco e doze
anos, pesando entre 18 e 30 Ko,

clinicamente saudaveis, provindos do
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Canil do Hospital Escola de Medicina
Veterinaria da FEPI.

Apdbs jejum alimentar e hidrico por 12
horas, os animais foram submetidos a
exame de endoscopia digestiva alta sob
anestesia geral, o protocolo de indugéo
anestésica consistiu em Cetamina 5
mg/Kg, Xilazina 1 mg/Kg, Fentanil
0,0025 mg/Kg e Atropina 0,022 mg/Kg
por via intravenosa, e Isoflurano 1 v%
por via inalatéria para manutencao
anestésica. No exame de endoscopia
digestiva foram coletados suco géstrico,
escovado de mucosa gastrica e bidpsia,
nesta ordem, coletados da regido do
corpo do estbmago.

O suco gastrico foi coletado por succéao
pelo canal do endoscépio, com auxilio de
seringa descartavel de 60 ml. Apds
coleta, a amostra foi acondicionada em
coletor universal e levada ao laboratdrio
de andlises clinicas no qual foi
transferida para tubo de ensaio para
realizacdo da pHmetria. A medicdo do
pH foi feita em pHmetro digital de
bancada, o aparelho foi calibrado antes
de cada procedimento.

O escovado de mucosa gastrica foi
realizado com auxilio de escova de
citologia endoscopica reutilizavel. Apds
escovacdo da mucosa o endoscopio foi

retirado e a escova friccionada em

laminas de vidro, as quais foram
encaminhadas ao laboratério de anélises
clinicas para secagem, coloracdo pelo
método de Romanowsky Modificado e
observagdo em microscopia optica.

A coleta das biopsias foi realizada com
pinca de bidpsia tipo forceps reutilizavel,
sendo coletados dois fragmentos, um foi
imediatamente colocado em solucédo
padrdo para o teste rapido da urease, € 0
outro acondicionado em microtubo tipo
eppendorf contendo 2ml de formol a
10% para fixagdo e posterior realizagéo
de exame histopatologico.

Os animais, com resultado positivo em
todos os métodos diagndsticos, iniciaram
tratamento com terapia triplice a base de
Amoxicilina 30 mg/Kg, Claritromicina 5
mg/Kg e Lansoprazol 1 mg/Kg,
manipulados em capsulas e
administrados por via oral a cada 12
horas durante sete dias. Durante o
tratamento os animais foram isolados em
canis individuais para que ndo houvesse
contato com animais infectados.

Sete dias apds o término do tratamento
0s animais foram submetidos novamente
a jejum alimentar e hidrico por 12 horas
e posteriormente a exame de endoscopia
digestiva alta com coleta de escovado de
mucosa gastrica e bidpsia para

confirmagéo da erradicagéo
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da bactéria, e suco gastrico para
pHmetria e compara¢do com os valores

obtidos na primeira coleta.

Resultados e Discussao

O teste répido da urease (Figura
1) apresentou variacdo no tempo de
viragem de cor. As amostras que
demonstraram maior densidade de
bactérias a0  corte  histologico

apresentaram viragem de cor mais

rapida. As amostras que demonstraram
menor  quantidade de  bactérias
apresentaram viragem de cor mais tardia.
N& houve nenhum resultado falso
positivo ou falso negativo no teste, sendo
verificados através da visualizacdo das
bactérias no exame de citologia, que
apresenta alta especificidade. Resultados
que demonstram concordancia com 0s

obtidos por Costa et al. (2012).

Figura 1 — Teste rapido da urease com resultado positivo apresentando coloragdo résea, e resultado negativo

apresentando coloragdo amarela.

Ao exame de citologia o método
Romanowsky Modificado se apresentou
como excelente coloragdo para as
helicobactérias, visto que a literatura
recomenda a coloracdo pelo Giemsa.
Foram observadas bactérias espiraladas

com morfologias varidveis (Figura 2).

Todas as bactérias observadas se
apresentaram
diferentes ao H. pilory (MARSHAL &
WARREN, 1984), estando de acordo

com Neiger e Simpson (2000), que citam

morfologicamente

que cées ndo sao infectados naturalmente

pelo H. pylori.
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Figura 2 — Fotomicroscopia de citologia de escovado de mucosa gastrica, demonstrando bactérias com morfologia em

espiral evidente; Romanowsky Modificado, 1000x.

O exame histopatolégico corado pelo
Giemsa demonstrou  bactérias se
localizando no muco, na superficie do
epitélio gastrico, no fundo das criptas e no
lumen das glandulas gastricas (Figura 3),
condizendo com a descrigdo encontrada na
literatura (COSTA etal., 2012). Utilizando

a escala visual para avaliacéo da densidade
de colonizagdo bacteriana na mucosa
gastrica proposta por Happonen et al.
(1998), a densidade de bactérias observada

nas amostras foi moderada.

Figura 3 — Fotomicroscopia de corte histol6gico de mucosa gastrica, demonstrando helicobactérias (setas) no limen
das glandulas gastricas (A) e no muco gastrico (B); Giemsa, 1000x.
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A principal alteracdo  histoldgica
observada nos cortes corados pela
Hematoxilina-Eosina foi a presenca de
infiltrado inflamatorio mononuclear em
lamina  prdpria, acompanhado de
hiperemia e ocorréncia de aglomerados
linfoides, estando de acordo com o
estabelecido por Costa et al. (2012),
Utilizando a escala visual para avaliagdo
da intensidade de infiltrado inflamatorio
mononuclear na mucosa gastrica proposta
por Happonen et al. (1998), o infiltrado
inflamatdério presente nas amostras foi

classificado como discreto.

Amorim et al. (2015), realizaram um
estudo com 69 cdes no qual a
helicobactéria  prevalente  foi o
Helicobacter heilmannii. No presente
trabalho a maioria das bactérias
observadas apresentaram morfologia
sugestiva de Helicobacter heilmannii
(SOUZA et al., 2004).

Foi identificada uma significativa
alteracdo no pH gastrico dos cées
(Tabela 1) quando na presenca das

helicobactérias.

Tabela 1 — Comparacéo dos valores de pH obtidos na primeira e segunda coleta.

Helicobacter spp.

POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

Céo | Céo Il Céo IV Céo V
POSITIVO R - - -
(12 Coleta) 58 4.6 5.1 5.9
NEGATIVO . - - -
(22 Coleta) 2.2 21 21 2.2

Valores seguidos de letra maitscula diferem entre si pelo teste T (P< 0,001).

Neste estudo, os resultados obtidos em
relacdo a prevaléncia do Helicobacter
spp. em caes clinicamente saudaveis
estdo de acordo com a literatura
consultada (MOUTINHO et al., 2007).
Nenhum dos animais apresentou
sintomatologia gastrointestinal durante o
experimento, e ndo foram visualizadas
alteracbes macroscopicas na mucosa

gastrica dos cées avaliados.

Conclusbtes

Em cées, as helicobactérias se localizam
preferencialmente no muco, e na
superficie do epitélio gastrico. O
Helicobacter spp. altera o pH gastrico
dos cées, podendo contribuir para génese
de afeccOes que acometem o trato
gastrointestinal da espécie. A terapia

triplice a base de Amoxicilina 30 mg/Kg,
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Claritromicina 5 mg/Kg e Lansoprazol
1mg/Kg ¢é eficaz na erradicacdo das
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