THIAGO PIRES ANACLETO

ESTUDO DA RECORRENCIA DO HELICOBACTER
spp. NA MUCOSA GASTRICA DE CAES APOS
TERAPIA TRIPLICE

Campinas
UNICAMP
2010



THIAGO PIRES ANACLETO

ESTUDO DA RECORRENCIA DO HELICOBACTER
spp. NA MUCOSA GASTRICA DE CAES APOS
TERAPIA TRIPLICE

Dissertacdo de Mestrado apresentada a Pés-graduacdo da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas para obtencdo do titulo de Mestre em
Cirurgia, drea de concentrac@o Pesquisa Experimental.

ORIENTADOR: PROF. DR. LUIZ ROBERTO LOPES
CO-ORIENTADOR: PROF. DR. NELSON ADAMI ANDREOLLO

Campinas
UNICAMP
2010

i



FICHA CATALOGRAFIC[} ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Lucia Pereira — CRB-8% / 6044

Anacleto, Thiago Pires

Anl3h Avaliacdo da recorréncia do Helicobacter ssp.na mucosa géstrica de
caes ap0s terapia triplice / Thiago Pires Anacleto. Campinas, SP :
[s.n.], 2010.

Orientadores :Luiz Roberto Lopes; Nelson Adami Andreollo
Dissertacao ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Helicobacter. 2. Endoscopia. 3. Estdmago. 4. Caes. L
Lopes, Luiz Roberto. II. Andreollo, Nelson Adami. IIL
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas.
IV. Titulo.

Titulo em inglés: Helicobacter spp. recurrence study in gastric mucosal after triple
therapy in dogs

Keywords: . Helicobacter
. Endoscopy
. Stomach
. Dog

Titulacio: Mestre em Cirurgia

Area de concentracao: Pesquisa Experimental
Banca examinadora:

Prof. Dr. Luiz Roberto Lopes

Prof. Dr. José Murilo Robilotta Zeitune

Prof. Dr. Luiz Carlos de Andrade

Data da defesa: 12 - 08 - 2010

iii



Banca Examinadora da Dissertagdo de Mestrado

Thiago Pires Anacleto

Orientador: Prof. Dr. Luiz Roberto Lopes

Membros:

1. Prof. Dr. Luiz Roberto Lopes -

2. Prof. Dr. Luiz Carlos de Andrade - %&ﬁ (% Jq? C)/f) A%J dbm

3. Prof. Dr.Jose Murilo Robilotta Zeltune - : \

Curso de P6s-Graduagdo em Cirurgia da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 12/08/2010

v



DEDICATORIA

“Meédico Cirurgido.

57 anos dedicados a medicina.

No interior de Minas Gerais, foi pioneiro.

De atendimentos e partos em vilarejos, as toracotomias com ombredane.
Doutor integro, de extrema competéncia e habilidade. Calmo, dedicado e HUMANO.
Praticou a medicina com benignidade e honradez.

Sorte, tinham seus pacientes em té-lo ao lado deles.

Salvou muitas vidas. E trouxe outras tantas por suas mdos. Inclusive, eu.
Obrigado Dr. Mauricio Antonio Anacleto!

Meu grande amigo, meu orgulho, meu heroi, meu guardador e MEU PAL
Que me incentivou e me motivou neste estudo.

Oh, mestre!

A sua memoria dedico nosso trabalho.”

Thiago Pires Anacleto



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Luiz Roberto Lopes, que se dispds em me orientar neste trabalho. Sempre
muito atencioso, compreensivo, dedicado. Sua postura e seus conselhos contribuiram de

forma marcante no meu aprendizado cientifico e profissional.

Ao Prof. Dr. Nelson Adami Andreollo, profissional de grande respeito, por quem tenho
grande admiragdo, agradeco por me receber como aluno, pela confianca, pela paciéncia e
ajuda no projeto, pela aquisicdo dos medicamentos e pela grande oportunidade de

convivéncia e aprendizado.

Ao Prof. Dr. Norair Salviano dos Reis, que me deu a oportunidade de ingressar no curso
de mestrado desta escola. Obrigado pela convivéncia agradavel, ensinamentos, conselhos,
pelo incentivo desde a iniciacdo cientifica e por me mostrar a importancia da pesquisa

experimental.

A minha esposa Graziella Souza Vilhena Anacleto, pelo amor e companheirismo didrios,

paciéncia e compreensao nos meus momentos de auséncia durante este estudo.

A minha filha Maria Eduarda, que me inspira, me motiva e ilumina minha vida.

Ao meu pai Mauricio Antonio Anacleto (in memorian), por ter sido tdo bom, de coracao
puro, por ter me feito um filho muito feliz, satisfeito e por continuar a iluminar meu
caminho.

A minha querida e amada mae Ione Pires Anacleto, por sempre acreditar na minha

capacidade e com muito amor e bondade, me da forca e sabedoria para saber gerir minhas

emogﬁes € meus pensamentos.

Vi



Aos meus irmaos Alexandre, Tereza Cristina, Fernando, Dilermando, Valéria, Patricia
e Manoel pela grande unido e amizade que temos. E mesmo longe me ddo apoio, seguranca

€ amparo.

A Profa. Dra. Maria Aparecida Mesquita ¢ Profa. Dra. Raquel Leal, membros da banca
da Aula de Qualificagdo, pelas valiosas contribuicdes e sugestdes para o trabalho e
apresentacdo da tese.

Ao Prof. Dr. José Murilo Ribilotta Zeitune e¢ Prof. Dr. Luiz Carlos de Andrade,
membros da banca examinadora da defesa de tese, por se disponibilizarem em avaliar e

contribuir com nosso trabalho.

Ao Prof. Dr. Mario Mantovani, Prof. Dr. Nelson Adami Andreollo, Prof. Dr. Sebastiao
Aragjo, Prof. Dr. Paulo César Rodrigues Palma e Prof. Dr. Willian Dias Belangero

pelas agradaveis e influentes aulas de Pedagogia Médica e Diddtica Especial em Cirurgia.

A Profa. Dra. Maria Cristina Costa Resck, sempre presente, com opinides, criticas,
apoio pessoal e profissional. Obrigado pela confianca, pela amizade saudavel, s6lida e leal.

Pelas viagens repletas de histdrias, pelo incentivo e auxilio incondicional.

A Profa. Dra. Tais Maria Pinheiro Soares pelo apoio, aprendizagem constante, pelas

vdrias viagens a Campinas regadas a historias, risadas e descontracao.

Ao Prof. Msc. Rodolfo Malagé pela oportunidade da docéncia, pela confianga no meu

trabalho, troca de experiéncias profissionais e pela amizade.

A Marina Rachel Aratijo, biéloga do Laboratério de Enzimologia e Carcinogénese, por
nos receber sempre de bragos abertos no Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental
FCM-UNICAP, pelo apoio, pela sua alegria e pela ajuda providencial com as laminas

histopatoldgicas.

Vil



Ao Prof. Dr. Walter Octaviano Bernis Filho, pelos ensinamentos e apoio neste trabalho,

pela amizade e coleguismo nas viagens e nas aulas na Unicamp.

Ao Prof. Dr. Venilton José Siqueira pelo apoio na iniciagéo cientifica e em minha

iniciacdo profissional, pelos ensinamentos e incentivo para a pés-graduacao.

A Prof. Dra. Angela Akamatzu pela amizade, pelo convivio profissional, interesse e

acompanhamento clinico dos cdes durante o experimento.

A Profa. Msc. Valéria Magro Octaviano Bernis Filho por suas constantes e valiosas

opinides e conselhos sobre o0 nosso estudo.

Ao Prof. Msc. Paulo Afonso Oliveira Ferreira por sempre me apoiar permitindo a
utilizacdo do espaco fisico e dos animais do Hospital Veterinario da Universidade José do

Rosério Velano-UNIFENAS na realizagdo das endoscopias piloto do experimento.

Ao Prof. Dr. Adriano Macedo, docente da disciplina de Patologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas-UNIFENAS, por disponibilizar o equipamento e o laboratdrio para

confec¢do das fotos das laminas de histopatologia.

A Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, pela oportunidade da pés-graduacio e

desenvolvimento cientifico.

A Comissdo de Pés-graduaciio da FCM-UNICAMP pelo apéio didatico e cientifico,

assim como o apdio e informacao por parte do secretariado.

Ao Departamento de Estatistica da FCM-UNICAMP pela elaboragio da andlise

estatistica.

A Paula Léa Flauzino da Costa Ferreira, secretdria da pés-graduacio em cirurgia pela

disposicao em ajudar nos assuntos académicos.

viii



A todos os profissionais e funcionarios do Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental

FCM-UNICAMP, que estiveram sempre disponiveis em ajudar.

A Fundacéo de Ensino e Pesquisa de Itajuba-FEPI, por confiar no meu trabalho, pela
credibilidade e oportunidade da docéncia, por apoiar nosso estudo e ceder espaco fisico

para a realizagcdo do experimento.

A Maria do Rosério de Moraes, administradora do Hospital Escola de Medicina
Veterinaria da Fundacdo de Ensino e Pesquisa de Itajubd-FEPI, que contribuiu ativamente

para o desenvolvimento do experimento.
Ao Sr. José, funciondrio do Hospital Escola de Medicina Veterinaria da Fundacdo de
Ensino e Pesquisa de Itajubd-FEPI, que com grande presteza auxiliou na higienizagdo dos

canis, manutencao dos caes e na administracdo dos medicamentos aos animais.

A Universidade José do Rosario Velano-UNIFENAS, na pessoa do Prof. Dr. Mério
Sérgio Oliveira Swerts por apoiar nosso trabalho e manter disponivel o Hospital

Veterindrio para realizacdo das endoscopias e experimento piloto.

Ao laboratério EMS -Sigma Pharma, por nos ceder o medicamento Helicopac®.

X



SUMARIO

Pag.
RESUMO ...ttt ettt st sbt e st s eaees Xix
ABSTRACT ...ttt sttt sttt st et e esaees XX1
1- INTRODUGAO . ...ttt s s aesena s sen e 23
1.1 — ReViSA0 de IItErAtULA. ......couvieiiiriieeie ettt ettt st 25
1.1.1 - 0 ENero HelicODACTET...........ccuuevceeieiiieiiieeeieeeee e 25
1.1.2 - Helicobacter spp. no eStomago de CACS........ceevrerveeerererseeerreeeiieenieeenns 29
1.1.3 - EpIdemiOlO@ia....c..coveiriiiriiiiiiiieieesiicieceeeeee e 31
1.1.4 — Diagn6stico do Helicobacter SPP......ccoeceeeceeerveenieenieeeieeiieeseeees 32
1.1.4.1 - Teste da Urease.........cceeveeeienienieeiiiieeieeieeee e 32
1.1.4.2 - CHOlOZIA...ceeuiieeiiieeiieeiee ettt et 33
L.1.4.3 = CUltUIA.eeeiiie ettt s 33
1.1.4.4 - HiStOpatoloZIa.....c..cevviriieiiiiiiniiiiiicnie et 34
1.1.4.5 - SOTOlOZIA....cueiiiiiiiieiiiiieieceeee e 34
L14.6 - PCRu ..ttt 34
1.1.4.7 - TeSte TePITALOTIO. . .ccuvierieiiiriierie ettt 35
1.1 4.8 - Antigeno Fecal Especifico — Premier Platinum HpSA.............. 35
1.1.5 - TranSmISSAO....c.ueeueeiieiierieeniteite sttt ettt ettt esae e 35
1.1.6 —TTatamENTO ..ccuvveeiiieiieeeiiee ettt ettt ettt sabee st e naeeas 37
1.1.7 — Recorréncia da infeCCAO. .....ccuiiruiiiriieeiieeieeeie et 40
1.2 — ODBJEUIVOS ..veeeiieeiiieeiteeiie ettt st e e te ettt e et e s beeeataeestteesaseesabeesnseesseeesaneennneas 41
2 = MATERIAL E METODOS........ocooiieeieeeeeeeeeseeseessesseesssessesseessessissessssessessessanns 43
2.1 = ADIMATS. ¢ttt ettt s et e b e e s at e e st e e st e eabte s beeenaneenabeesataeens 44
2.2 — Ambiente de eXPerimentaCA0. .......eeueeerureerriieerieeerieerieeeteessteessteeessreesreessseenns 45
2.3 — ALIMENTACAO. ..c.uuveeeteeeieieiiee et ettt et eatee et e et e et esbbeesatee s bt eeabeesbaessbeeenns 46
24 — ADCSEESIA ..ttt ettt ettt s 47
2.4.1 — Procedimentos pré-anestesiCoS. .......c.eevuerrreenrieneenienieneeneenreneesneennes 47
2.4.2 — EQUIPAMENTOS. ..c.uveiuiiiiiiiiieiieiee ettt ettt ettt sreesae e st 47



2.3 — FATTIIACOS. . ceeeeee e e et e e et e e e e et e e e e eeaaaaeeeenanas 47

2.4.4 — Procedimento aneStéSICO......ueeutiriiriiriinieeieeiee ettt 48
2.5 — Endoscopia digestiva alta.........cceevieniiniiiiiiiiiieiieiecieceeeecee e 48
2.5.1 — Equipamentos € iNStrUMENTALS. .....ccuveerveeerreerrreeenieenieeseeessieeeieeeneneenns 48
2.5.2 — Agentes desinfetantes. ........ccueevueeeeiiieniieeriie et 50
2.5.3 — Agentes fiXadOres.......cueeriieiiieniieiiieeiee e 51
2.5.4 — FArmacos antimiCrobIanos. .........ccceevueereeniienieneenienie et 51
2.5.5 — EsofagogastroduodenosCOPIa........ccuueeveeeuieenieeniienieeeiieesieeeseeenieenns 51
2.6 — GrupOoS d€ ANIMATS. ... .eeruvieriieeieeeiieerieeeriteeeteesteeeieeesrtesseeeesbeesnneesseeenneeennee 52
2.6.1 - Grupo Lo 52
2.60.2 - GIUPO Lottt e 53
2.6.2.1 GrupO XPErimenNtO........cceeecueerueerurerueenieenienreerenuesreeneeneesneens 53
2.6.2.2 GIUPO CONLIOIL.......ueieuiieeiiieeiieeiee ettt et aee e 54
2.7 - TeSte da UIBASC....cveinuiiiiiiiieeie ettt sttt st ettt et i 56
2.8 — Conservagdo e processamentos das amOSIIaS.........cecveeverveeieeniieiieenieenieenneenne 56
2.9 — Anélise hiStopatolOZICaA. ........ccouveviiiiiiniiiiiiiieiet e 57
2.10 — ANALISE CHNMICA. c...eiiieeiiiiiiie ettt et e 57
2,11 — ANALISE ESTATISTICA ¢vvveeireeeiiie ettt ettt e 57
3 - RESULTADOS . ... .ottt e sttt e 59
3.1 - Morfologia das DaCterias..........ccueeruieeriieenieeiiieeieeeee et 60
3.2 — Prevaléncia e distribuicao do Helicobacter Spp.........cceeeeeceeenuernceeenieenineenns 60
3.2.1 — GIUPO CONLIOIL......eeieeiieeiieeiiee ettt ettt e s e e eaeeens 64
3.2.1.1 = Terapia....ccccueeeeiiiieiieciiieiteecetee st 64
3.2.1.2 — Recorréncia da infecCaA0.......cccueereieriiieeiieeiieerieeeeeiee e 64
3.2.2 — GIUPO EXPEIIMENLO. ...ceevreeuereeriieeeeeeeieeeireentbeesareesteeesieeenraessareesreesanes 67
3.2.2.1 = TOIaAPIA...eeeeueieeiiieeieeeeieeee ettt ettt st s e e eneeeneae e 67
3.2.2.2 — Recorréncia da infecCA0. ......cccueeriiiriieeniieeieiiceeeeeee e 68
3.3 — Andlise do teste rdpido da urease e da histopatologia..........c.ccceevueeerieenreennnen. 72
3.4 — ANALISE CHNMICA. ....eoiiiiiiiiiiiie ettt et e e 72
4 — DISCUSSAD. .....evimiimiieiiieieeisesie sttt 73
4.1- Endoscopia digZestiva €M CACS.....cccueerureerureerriieeniieenieesieeeiteeeieeesreesaneesssesnneens 74

Xi



4.2 — Helicobacter SPP. €N CACS.........eevvueeeureeniiieeiieesiteesieesiite ettt eeiseesreesibeeseresnaeeas 76

4.3 — Teste da urease versus HiStopatologia............ceevvueeeiieinieeniieniieeie e 78
4.4 — Erradicacdo versus recorréncia do Helicobacter Spp..........ccoceeeveeveeecueeneennen. 79
4.5 — Trasmissao d0 HeliCODACIET SPP.....veeereeeeeneieiieeiiieeiieeiteeeeeseeseeesiee e 81
4.6 — Potencial zoonotico do HelicODACTET SPP.....ccecveeerueeereeeiieeeieeeiieesieeesieeneeeens 83
4.7 — Pesquisa eXPerimental..........cccueeriieriieriiienieeeieeeieeesieeeeeesereeeeeesieeeseeesanees 84
5 — CONCLUSOES.......cttitiiiinrineeieeiresisesiesisessses st sssesesesines 85
6 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cocuriemirimmrennerisnsesssssssesessssesseesssneneens 87
7 = APENDICES. .....cetvtrreimmreiieeesesesseees sttt 97

Xii



LISTA DE ABREVIATURAS

ANVISA
et al
FEPI

1 ENDO
2* ENDO
3* ENDO
MALT
Spp.

H.E.
PCR
BC-uréia
“C-uréia
HpSA
HCI

Kg

g

mg

L

mL

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
e colaboraores

Fundacao de Ensino e Pesquisa de Itajubd
Primeira endoscopia
Segunda endoscopia
Terceira endoscopia

Mucosa Associated Lymphoid Tissue
espécies
Hematoxilina e eosina

Polymerase Chain Reaction

uréia marcada com cabono estavel
uréia marcada com carbono radioativo
Helicobacter pylori Stool Antigens
acido cloridrico

Quilograma

grama

miligrama
litros
mililitros
milimetros quadrados

nlimero

watts

xiii



LISTA DE TABELAS

Pag.

Tabela1l Andlise descritiva de freqiiéncias para varidveis categdricas nos
20 cdes na primeira eNAOSCOPIA. ....cueeeureruerrieeriieniienieeniterte et 99

Tabela2  Andlise descritiva de freqiiéncias para varidveis categéricas nos
10 cdes na segunda endoSCOPIA.......cccuverrieiirienieeieeieee e 99

Tabela 3 Andlise descritiva de freqiiéncias para varidveis categdricas nos
5 cdes do grupo controle na terceira endoSCOPIA.......cccvverreveerueeeriveerveennnee. 99

Tabela 4 Andlise descritiva de freqiiéncias para varidveis categéricas nos
5 cdes do grupo experimento na terceira endoSCoPia..........ccueevueeeviveennene 99

Tabela 5 Andlise descritiva e concordancia entre os métodos de avaliagdo
em cada regiao dO eStOMAZO. .....verrureirriieeiieeriiee ettt et et 100

Tabela 6 Andlise descritiva e comparacao da recorréncia da infeccao entre
OS IUPOS. ¢uutttenireenuteestteestteeniteessteeeuttesbeesseeessbeesasaesateeenseeensteesnneenbeessaesane 100

Xiv



LISTA DE FIGURAS

Pag.

Figura1l Canil coletivo utilizado no eXperimento............cceeeeevveerueeriieenrieeenreeneeenns 45
Figura2  Canis individuais utilizados no eXperimento............cceccveerveerueeeneeenveeennn. 46
Figura3 Sala de endoscopia digestiva do centro cirtrgico do Hospital Escola de

Medicina Veterindria do Centro Universitario de Itajuba-FEPL................... 46
Figura4 Gastrofibroscopio Pentax FG-29P...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiicc 49
Figura S Pinca de biOpSia.....c.ccorieiiiieiiieiiie ettt 50
Figura 6 Uretest® - Teste rapido da Urase........c.cevveveerueeeenienieiieneniene e 50

Figura7 Procedimento de endoscopia digestiva alta e fragmento de mucosa géstrica

apos coleta com pinga de bidpsia tipo fOrCeps.......ccevvveervveeneeenieerieeen. 52

Figura8 Relacdo entre a visdo endoscdpica e desenho representativo das regides do

estdbmago onde foram colhidas as amoStras...........cceceevveeeviernieenieenneenane 53
Figura9 Helicopac®. Especialidade farmacéutica utilizada para erradicag¢do do
Helicobacter pylori em humanos a base de claritromicina, amoxicilina e

1aNZOPIAzZOL.....c..ooiiiiiiiiieiiee e 55

Figura 10 Fluxograma da divisdo dos grupos e realiza¢do das endoscopias durante a

PESGUISAu . teuteeeniteeiteeeeteeeteeetteestteeeateesteeesaeesssaeenseesnseeenneeesteeenseesnseesneeenns 55

Figura 11 Teste rapido da urease demonstrando viragem de cor rosa para amostra com

XV



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

resultado positivo e manuten¢do da cor laranja para amostra com resultado

NEZATIVO. .. eeuteeeiieeeiteeetee et e eite ettt e eateessbeeetteessaaesaseesnseeenseeensseesnseesnseesnseeenes 56

Fotomicroscopia de corpo gastrico demonstrando bactérias longilineas com

morfologia em espiral evidente; Giemsa modificado, 1000x....................... 60

Fotomicroscopia gastrica demonstrando os locais onde foram visibilizadas

AS NEIICODACTEIIAS ..ot e e e e e e e e eeeeeeeeeas 61

Fotomicroscopia de antro gastrico demonstrando helicobactérias

colonizando 0 MUCO;GIEMSA, 400X . ....iimuummeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeaaeaans 61

Fotomicroscopia de fundo géstrico realizada, antes da terapia,
demonstrando helicobactérias junto ao muco e na superficie epitelial

(setas); GIEmMSA, 00X ......oouuiiiiiiiiieiee et e e 62

Fotomicroscopia de fundo gastrico realizada em animal do grupo
experimento, antes da terapia, demonstrando helicobactérias no fundo das

criptas e limen das glandulas (setas); Giemsa, 400X..........cccccevvernuernurenenne 62

Fotomicroscopia gastrica realizada antes da terapia, demonstrando

helicobacterias no fundo das criptas; Giemsa modificado, 400x................. 63

Fotomicroscopias géstricas realizadas em animal do grupo controle, 1 dia
ap0s o término da terapia triplice, demonstrando auséncia de helicobactérias
na superficie do epitélio (A) e no muco (seta) e no limen das glandulas (B);

€513 1018 R [ ) RPN 66
Fotomicroscopia géstrica realizada em animal do grupo controle, 1 dia apds

o término da terapia triplice, demonstrando auséncia de helicobactérias no

fundo das criptas géstricas; Giemsa modificado, 400X...........cccceevveruennnne. 66

xvi



Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Fotomicroscopia de fundo géstrico realizada em animal do grupo controle,
60 dias apds a terapia triplice, demonstrando auséncia de helicobactérias;

GIEIMISA, AO0X .. e eeeieeeeeee et e e e e e e e e e e e ettt aeaeeeeeeeeereeaaeanaas 67

Fotomicroscopia gastrica realizada em animal do grupo experimento, 1 dia
apo6s o término da terapia triplice, demonstrando auséncia de

helicobactérias nofundo das criptas; Giemsa, 400X........cccccerrveeriveenueernneenne 69

Fotomicroscopia gastrica realizada em animal do grupo experimento, 1 dia
apods o término da terapia triplice, demonstrando auséncia de helicobactérias

no muco e no fundo das criptas; Giemsa modificado, 400X.........c.c.ccecueee.e. 70

Fotomicroscopia gastrica realizada em animal do grupo experimento, apos
60 dias de contato com grupo I, demonstrando a presenca de helicobactérias

na superficie do epitélio; Giemsa, 400X.......ccccoveviirviinienieeiiiniienieeieeeeeae 70

Fotomicroscopias géstricas realizadas em animal do grupo experimento,
apo6s 60 dias de contato com grupo I, demonstrando helicobactérias na

superficie do epitélio e nas criptas géstricas; Giemsa, 400X...........ccecueeeneee. 71

Fotomicroscopias géstricas realizadas em animal do grupo experimento,
apo6s 60 dias de contato com grupo I, demonstrando helicobactérias presentes

no muco e superficie do epitélio (setas); Giemsa modificado, 400x............. 71

Xxvil



LISTA DE GRAFICOS

Pag.
Grafico 1 Frequéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do
estomago dos 20 caes antes da terapia pelo teste da urease e pela
NIStOPALOIOZIA. ..eueeeeiieeieieeiee et ettt 63

Grafico 2 Freqiiéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do
estdbmago no grupo controle através do teste rapido da urease. Antes da
terapia (1* ENDO), um dia apds o término da terapia (2* ENDO) e ap6s 60
dias em isolamento (3P ENDO).......cccuvviiiiiiiiiiiieee e 65

Grafico 3 Freqiiéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do
estdbmago no grupo controle através da histopatologia. Antes da terapia (1°
ENDO), um dia apds o término da terapia (2° ENDO) e apds 60 dias em
isolamento (3P ENDO).......ccooiiiiiiiiiiieiciieiee ettt eeervee e e e 65

Grafico 4 Frequéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do
estdmago no grupo experimento através do teste rapido da urease. Antes da
terapia (1* ENDO), um dia apés o término da terapia (2* ENDO) e ap6s 60
dias de contato com grupo I (3* ENDO).....cccceeviieniiiniiiniieeiieeeeeeeeen 68

Grafico 5 Frequéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do
estdbmago no grupo experimento através da histopatologia. Antes da terapia
(1* ENDO), um dia ap6s o término da terapia (2* ENDO) e ap6s 60 dias de
contato com grupo I (3* ENDO)....c...cociiiiiiiiiniiiiiniiicicciceccceeee 69

XViii



RESUMO



Ap6s a comprovagdo da relagdo entre a presencga da bactéria Helicobacter pylori e a génese
da gastrite, dlcera géstrica e duodenal em humanos, outras espécies de bactérias espiraladas
foram identificadas e descritas em diversas espécies de animais incluindo os cdes. A
associagcdo da amoxicilina, metronidazol e um inibidor de secre¢do dcida tem sido utilizada
na erradicacdo do Helicobaacter spp. em cdes e geralmente sdo acompanhados de
recorréncia ou recrudescéncia a longo prazo. Os mecanismos de transmissdo das
helicobactérias ainda ndo estdo bem esclarecidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficdcia da terapia triplice a base de claritromicina, amoxicilina e lanzoprazol em caes
naturalmente infectados pelo Helicobacter spp. e analisar a recorréncia da infec¢do. Neste
estudo, foram utilizados 20 cdes naturalmente infectados, submetidos a endoscopia
digestiva alta seguida de biopsia gastrica usando teste rdpido da urease e histopatologia
corada pelo Giemsa. Dez animais foram tratados com terapia triplice preconizada para
humanos e divididos em grupo controle e experimento. O grupo controle foi mantido em
isolamento enquanto que o grupo experimento foi colocado em contato com 0s animais
positivos durante 60 dias. A prevaléncia da infec¢do nos animais deste experimento foi de
100% e mais frequente no fundo e corpo géstrico. A terapia por 7 dias foi eficaz em 100%
dos animais. Houve recorréncia da infeccdo em 80% dos cdes do grupo experimento
enquanto que o grupo controle manteve-se erradicado apds 60 dias. Ambientes
aglomerados e o intimo contato com cdes infectados por helicobactérias € fator

determinante para transmissao do Helicobacter spp entre caninos.
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ABSTRACT



After stating the relation between the presence of the Helicobacter pylori bacteria and the
gastritis genesis, gastric and duodenal ulcer in human, other species of spiral bacteria were
identified and described in many animal species including dogs. Metronidazol, amoxiciline
and acid secretion inhibitor are the most used drugs of Helicobacter spp. eradication in
dogs, as a general to occur recurrence or recrudescence. The helicobacter transmission
mechanisms aren’t clear yet. The purpose of this study was to analyze the triple
antimicrobial therapy, with claritromicine, amoxiciline and lansoprazol in positive
Helicobacter spp. dogs and investigate recurrence. Twenty dogs were submitted to superior
endoscopy, gastric biopsy, urease test and histopathology blushed with Giemsa. Ten dogs
ware submitted the triple therapy in isolate kennel, divided in control group and experiment
group. The experiment group were to keep in touch with infected dogs for sixty days.

The prevalence of Helicobacter spp. was 100%. The triple therapy was effective in all dogs
after 7 days. Recurrence was observed in 80% of the experiment group after sixty days. The
triple antimicrobial therapy is effective in eradication gastric Helicobacter spp. in dogs. The

contact with infected dogs determine recurrence cases.
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Xxii



1 - INTRODUCAO

23



Desde que MARSHALL e WARREN, em 1982, comprovaram a relacdo entre
bactérias espiraladas, especificamente o Hlicobacter pylori, e a génese da gastrite e dlcera
gastrica e duodenal, rapidamente, esta bactéria tornou-se alvo de incontdveis estudos
microbioldgicos, histologicos, epidemioldgicos, imunolégicos, clinicos, entre outros.
Conseqiientemente em curto periodo de tempo, os avangcos do conhecimento na drea
puderam ser utilizados, de forma revoluciondria, na pritica médica diaria de clinicos e

gastroenterologistas.

Strauss-Ayali & Simpson (1999), citam que os primeiros organismos
espiralados géstricos em humanos foram descritos por Bottcher (1874). Em animais, tais
bactérias também tem sido observadas hd mais de um século (Happonen et al, 2000).
Rappin em 1881 e Bizzozero em 1893, confirmaram a presenca da bactéria no estdbmago de
cdes (Vieira, 2004). Salomon 1896, citado por Strauss-Ayali & Simpson (1999), investigou
animais domésticos e silvestres constatando a presenca de organismos em espiral no limen
de glandulas findicas e em canaliculos intracelulares de células parietais gastricas em caes,

gatos e ratos.

Atualmente diversas espécies compdem o género Helicobacter, e
compartilham propriedades comuns, especialmente aquelas relacionadas com a vida no

estdmago, onde podem localizar-se no fundo, no corpo e no antro.

A espécie Helicobacter pylori estd relacionada 4 patogénese da gastrite, da
tlcera gastrica, duodenal, como indutor do carcinoma géstrico e do linfoma géstrico tipo

MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) primdrio em humanos.

A avaliag@o histologica do estdmago da espécie canina revelou a presenca de
helicobactérias diferentes ao Helicobacter pylori, com ocorréncia predominante no corpo e

fundo géstricos, tanto em caes sadios quanto naqueles com sintomas de doenga géstrica.

Trabalhos recentes demonstraram taxas de até 100% de prevaléncia da
bactéria na mucosa géstrica de caes, o que sugere que o Helicobacter spp possa ser um dos

componentes normais da flora géstrica do cdo.
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Estudos epidemioldgicos mostram que mais metade da populagdo mundial
possa estar infectada e que a maioria das pessoas € colonizada ainda na idade escolar. A
prevaléncia da infeccdo aumenta com a idade, € maior nos paises em desenvolvimento e em

pessoas de baixo nivel sécio-econdmico.

A forma exata pela qual a transmissdo de bactérias do género Helicobacter

ocorre, em humanos € em animais, ainda nao esta bem esclarecida.

Os esquemas terapéuticos preconizados para a erradicacdo do Helicobacter

pylori constituem-se de dois antibidticos e um anti-secretor.

A recidiva da infec¢lo apds tratamento parece ser comum e estd diretamente

relacionada as vias de transmissao da bactéria.

Trabalhos ndo especificos sobre a transmissdo destes microorganismos sugerem
que, um novo exame endoscopico, a ingestao de alimentos ou dgua contaminados, o contato
direto com individuos infectados principalmente em situacdes de aglomerados familiares

poderiam funcionar como importantes vias de contagio.

1.1 - REVISAO DE LITERATURA
1.1.1 - O género Helicobacter

As bactérias espiraladas observadas na mucosa géstrica de humanos e animais
foram inicialmente classificadas no género Campylobacter, mas devido a diferencas
microbioldgicas observadas, o novo género Helicobcater foi sugerido em 1989 (Hermanns

et al, 1995).

O género Helicobacter foi definido por estudos de composi¢do do RNA
ribossdmico, de seqiienciamento e hibridacao do DNA da bactéria. Pertence a superfamilia
VI de bactérias gram-negativas juntamente com os géneros Campylobacter, Aerobacter e

Wolinella (Ladeira, 2003).
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Sao bactérias microaerofilas, espiraladas ou encurvadas, de superficie lisa e
medem aproximadamente 0,1 um a 0,5um de largura por 3um de comprimento. Possuem
extremidades arredondadas acompanhadas de tufos de flagelos unipolares ou bipolares

(Ladeira, 2003).

Cerca de vinte e sete espécies ja foram descobertas e relatadas colonizando
orgdos do sistema digestivo de homens e animais. H4 espécies em que ainda ndo se
demonstrou acdo patogénica na espécie humana, mas que desempenham papel importante
em pesquisas experimentais com animais. Tais espécies compartilham propriedades
comuns, especialmente aquelas relacionadas a vida e o parasitismo do estdmago e intestino.
Helicobactérias intestinais podem ser encontradas em 6rgdos como o intestino grosso e

figado, relacionadas a quadros de gastroenterites (Oliveira, 2008).

As espécies Helicobacter cinaedi, Helicobacter canis, Helicobacter pullorum,
Helicobacter fennelliae, Helicobacter hepaticos, Helicobacter cholecystus, Helicobacter
parametensis, Helicobacter muridarum pertencem ao género de helicobactérias intestinais.

(Oliveira, 2007).

O género de bactérias que parasitam o estomago é representado principalmente
pelas espécies Helicobacter pylori, Helicobacter heilmannii, Helicobacter felis,
Helicobacter bizzozeronii, Helicobacter salomonis, Helicobacter suis, Helicobacter

mustellae, Helicobacter nemestrinae, Helicobacter acinonychis (Oliveira, 2008).

Segundo Ladeira et al (2003) a infec¢do pelo Helicobacter pylori induz
inflamagdo persistente na mucosa gastrica de humanos, com diferentes lesdes, tais como

gastrite cronica, dlcera péptica e cancer gastrico.

Evidéncias recentes demonstram que cepas do Helicobacter pylori apresentam
diversidade genotipica, cujos produtos acionam o processo inflamatério por meio de
mediadores e citocinas, que podem levar a diferentes graus de resposta inflamatéria do

hospedeiro, resultando em diferentes destinos patoldgicos. (Ladeira et al, 2003).
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Segundo Oliveira (2008) o Helicobacter heilmannii também ¢é um
microorganismo associado a presen¢a de gastrite em humanos adultos e criangas. A
incidéncia de gastrite causada por esta espécie € menor do que pelo Helicobacter pylori e a

infec¢do mista € rara.

Eaton et al (1996) relata que o Helicobacter heilmannii e o Helicobacter
bizzozeroni sdo espécies morfologicamente semelhantes. Apresentam formato em espiral

evidente e comprimento menor que o Helicobacter pylori.

Em 1997, Jalava et al descreveram o Helicobacter salomonis como um

microorganismo mais espesso € com ondulacdes mais discretas que as demais espécies.

Lee et al. (1988) descreveram pela primeira vez a cultura de um
microorganismo espiralado com fibrilacOes periplasmaticas na membrana citoplasmadtica.
Esta bactéria foi isolada do estdbmago de gatos, com caracteristicas bioquimicas

semelhantes as bactérias do género Helicobacter e o designaram Helicobacter felis.

Felinos selvagens, de parques zooldgicos, como os guepardos, tem sido
reportados com gastrite cronica associada a helicobacterias de menor tamanho semelhantes

ao Helicobacter pylori, designadas Helicobacter acinonychis (Solnick & Schauer, 2001).

Happonen (1999) cita que as espécies Helicobacter helimanni, Helicobacter
bizzozeroni, Helicobacter felis, Helicobacter salomonis tem sido encontradas comumente

associadas a mucosa gastrica de animais domésticos.

De acordo com Ladeira et al (2003), as helicobactérias distribuem-se de
maneira focal, segmentar ou difusa ao longo da mucosa géstrica. Possuem afinidade pelo
epitélio gastrico e células produtoras de muco. Movem-se facilmente devido sua morfologia
em espiral e a presenca de flagelos e, assim atravessam a camada de muco estabelecendo
intimo contato com o epitélio gastrico. Lipases e proteases produzidas pela bactéria,
degradam o gel viscoeldstico facilitando sua progressao e neste local encontram pH neutro

se protegendo fisicamente da a¢do deletéria do suco géstrico.

Além desta protecdo fisica, um mecanismo quimico oferece alta resisténcia ao

acido cloridrico e da a bactéria a capacidade de desfrutar de uma vida parasitaria longa. A
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producdo da enzima urease pelo Helicobacter spp. induz hidrdlise da uréia, presente na
secrecao gastrica em condi¢gdes normais. O produto desta reac@o € o diéxido de carbono e a
amoOnia que atua como receptor de fons H+, gerando pH neutro em seu interior. (Ladeira et

al., 2003)

A maior parte da urease produzida fica no citoplasma e a quantidade de amonia
produzida depende da quantidade de uréia que entra em seu citoplasma. (Ladeira et al,

2003).

Estudos especificos demonstraram que a entrada de uréia na bactéria € acelerada

em pH 5 e diminuida em pH 7 (Ladeira et al., 2003).

Ladeira et al, (2003), também descrevem que outras enzimas, tais como
superdxido desmutase, catalase e arginase, conferem protecao, a bactéria, contra a atividade

litica de macréfagos e neutréfilos, impedindo uma resposta eficaz do hospedeiro.

O contato intimo entre a bactéria e a mucosa gastrica estimula a liberacao de
citocinas e conseqiiente migragdo de infiltrado inflamatdério geralmente composto por
neutréfilos, linfécitos e células gigantes, caracterizando quadros de gastrite. Ocorre
liberacdo de radicais livres, danos oxidativos ao DNA da célula, podendo gerar morte
celular, atrofia de epitélio e metaplasia intestinal. A multiplicacdo de células com DNA
defeituoso pode evoluir tanto para gastrite atréfica e metaplasia quanto para o cancer

géstrico. (Ladeira et al., 2003)

A presenca do Helicobacter pylori, em humanos, associado a gastrite e ao
adenocarcinoma gdastrico € maior na regido do antro do que nas demais localidades do

estomago. (Ladeira et al, 2003; Pereira et al, 2001).

Muller et al (2007), cita que além da presenca da bactéria, possivelmente

outros fatores de estdo envolvidos no processo da carcinogénese gastrica.

Hiperplasias linféides também estdo associadas a infec¢do crOnica e se
caracterizam como linfoma do tipo MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue). Tais

lesdes tem sido frequentemente diagnosticada em humanos associadas a infeccdo cronica

Introdugdo

28



pelo Helicobacter pylori e em menor freqiiéncia ao Helicobacter heilmannii (Pereira et al,

2001; Souza et al, 2004; Groote et al, 2005).

1.1.2 - Helicobacter spp. no estomago de caes

A avaliacdo histolégica do estdbmago de caes, sadios e com doenca géstrica, tem
mostrado a presenca de bactérias espiraladas, principalmente as espécies Helicobacter
heilmannii, Helicobacter bizzozeronii e Helicobacter salomonis (Takemura, 2007;

Happonen, 1999).

A ocorréncia de infeccdo mista em cdes pelas espécies Helicobacter

bizzozeronii e Helicobacter felis foi descrita por Happonen (1999).

De acordo com Souza (2004), apesar das helicobactérias colonizarem todas as
regides do estdmago de cdes, a frequéncia parece ser maior nas regides do corpo e do fundo

gastricos.

Vieira (2004) também descreve que, de acordo com o teste da urease, todas as
regides do estdmago de cdes sdo colonizadas pelo Helicobacter spp. sendo que, o corpo e
fundo sdo as regides mais freqiientes. Pela histopatologia sdo encontradas parasitando o

muco, o epitélio e as glandulas géastricas.

Souza (2004) realizou estudo histopatologico e sorolégico especifico para
Helicobacter pylori em cdes e observou colonizacdo por helicobactérias diferentes ao
Helicobacter pylori sugerindo infec¢do pela espécie Helicobacter heilmannii diferenciada
morfologicamente por microscopia Gtica e conclui que a sorologia pode apresentar reacao

cruzada entre espécies gerando resultados falsos positivos para Helicobacter pylori.

Segundo Niger e Simpson (2008) o Helicobacter pylori € encontrado raramente
em gatos domésticos e ainda ndo foi relatada sua presenca no estdmago de caes

naturalmente infectados.

Rossi et al (1999) criaram um modelo experimental inoculando cepas de

Helicobacter pylori no estdmago de cdes da raca beagle, os quais foram acompanhados,
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clinicamente, endoscopicamente e histologicamente por 24 semanas. Este trabalho
demonstrou uma fase aguda seguida por vOmitos, diarréia, gastrite caracterizada por
infiltrado polimorfonuclear e sorologia positiva especifica para Helicobacter pylori. A fase

cronica foi marcada por erosdes superficiais, gastrite e foliculos linféides.

Simpson et al (1999) ja haviam relatado o desenvolvimento de gastrite

provocada por Helicobacter felis em caes experimentalmente infectados.

Sinais clinicos de gastropatia como vOmitos sdo freqiientes em caes (Geyer et
al, 1993). As helicobactérias foram descritas em animais clinicamente sadios e em animais
com gastropatia, e seu significado patoldgico é controverso (Eaton er al, 1996;Happonen,

1996; Geyer et al, 1993).

As helicobactérias géstricas que infectam naturalmente os cdes sdo encontradas
no muco, na superficie do epitélio gastrico, no fundo das criptas e no interior das glandulas.

(Souza et al,.2004; Vieira 2004, Takemura, 2007).

A maioria dos casos de infeccdo natural pelo Helicobacter spp. em cdes sdao
caracterizados por gastrite linfocitica leve assintomdtica (Eaton er al, 1996;Happonen,

1996).

Geyer et al (1993) Yamasaki et al (1998), observaram alteracdes como
hiperplasia, vacuolizacdo, necrose de cé€lulas parietais, infiltrado inflamatério com
predominio de linfécitos e histidcitos. Ocasionalmente, o limen glandular e os canaliculos

intracelulares estao dilatados na presenga dos microorganismos.

Takemura et al (2007) identificou a presenga das espécies Helicobacter
bizzozeroni e Helicobacter salomonis nos caes de seu estudo através da técnica da Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e histologicamente observou infiltrado linfoplasmocitédrio
compativel com gastrite cronica associado a helicobactérias tanto em caes sadios, quanto

em cdes com sinais de gastropatia.

Vieira (2004) utilizando andlise quatitativa encontrou relagdo direta entre o

nimero de helicobactérias, células inflamatdrias e nédulos linféides demonstrando que, em
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seu estudo, a presenca da bactéria estava associada a gastrite que variou de leve a

moderada.

Segundo Vieira (2004) e Simpson (1997) ao contrdrio do que acontece na
infeccdo pelo Helicobacter pylori em humanos, o verdadeiro papel da infeccdo géstrica por
organismos do género Helicobacter em cdes ainda necessita de estudos mais aprofundados
para o esclarecimento da relagdo entre, sintomatologia, lesdes e a presenga da bactéria,

apesar da alta prevaléncia nesta espécie.

1.1.3 - Epidemiologia

Mais da metade da populacdo mundial estd infectada pelo Helicobacter
pylori. Ocorre em cerca de 40% em paises desenvolvidos, 70% em paises em
desenvolvimento e em comunidades de baixo nivel socioecondmico e de baixa higiene
alcanca niveis ainda mais elevados. A infec¢do geralmente ocorre no periodo da infancia e
a prevaléncia aumenta com a idade. A alta prevaléncia parece estar relacionada a
condi¢cdes ambientais precdrias, a situacdes de aglomerados humanos e ao contato mais
intimo entre criancas e adultos infectados (Perez-Perez et al, 2004; Fonsceca e Kawakami,

1999).

Estudos mais recentes, desenvolvidos no Brasil por Zaterca et al (2007)
demonstram indices de 65% de prevaléncia na populacio do estado de Sao Paulo e taxas de

até 80% em comunidades carentes da cidade de Belo Horizonte por Coelho et al (1987).

Em trabalho realizado em cédes da Finlandia, Happonen (1999) encontrou
prevaléncia de helicobactérias de 95% em cdes com gastrite € 100% em caes clinicamente

saudaveis.

No Brasil Moutinho et al, (2007) e Souza et al, (2004) observaram
prevaléncia de 96% a 100% de helicobactérias na mucosa gastrica de cdes provenientes das

ruas e mantidos em coletividade em canis municipais € experimentais.
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Hernéndez et al (2007) na Coldmbia, realizou estudo endoscopio em cdes que

vivem em residéncias e observou prevaléncia de 55%.

Vieira (2004) analizou 60 estdmagos de cdes necropsiados no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Vigosa no periodo de julho de 2002 e Janeiro de
2003 e observou que 96% dos estdmagos apresentaram helicobactérias sem variacdo quanto

ao sexo e idade dos animais.

1.1.4 - Diagnéstico do Helicobacter spp.

Custédio et al (2005) cita que os testes diagnodsticos para detecgao do
Helicobacter spp. sdo classificados como invasivos, quando se utiliza de técnica
endoscopica ou cirdrgica e ndo invasivos, baseados em evidéncias indiretas da presenca da

bactéria.

Segundo Happonen et al (2008) e Strauss-Ayali e Simpson (1999) em medicina

veterinaria os métodos invasivos ainda sdo os mais utilizados.

1.1.4.1 - Teste rapido da urease

Este teste se baseia na detec¢do da enzima urease produzida pela bactéria. A
técnica consiste na coleta de fragmento de mucosa gistrica de pacientes submetidos a
gastroscopia (Ferreira et al, 2001) ou colhidos durante procedimento cirdrgico de

gastrotomia (Souza et al, 2004).

Segundo Ferreira et al (2001), o fragmento colhido é colocado em um meio
que contenha uréia e um indicador de pH. Quando h4 presenca da bactéria no fragmento, a
enzima urease produzida causa hidrélise da uréia, liberando amoénia (NH4) e gds carbdnico
(CO2). A amOmia livre eleva o pH da solucdo, ocorrendo mudanca de coloragdo do

indicador.
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Em seu estudo Ferreira et al (2001) concluiu que, a utilizacdo de inibidores da
bomba de prétons, como omeprazol, suprime a urease da bactéria. Quando utilizado por um
periodo de 7 dias € capaz de negativar o teste, sendo entdo fator importante na realizacio de

novos exames em pacientes com recidivas ou tratamento prévio.

1.1.4.2 - Citologia

A citologia ¢ um método que consiste na identificacdo do helicobacter spp.
pela da escovacdo da mucosa gdstrica através de instrumental endoscépico especial e

posterior esfregaco do material em lamina de vidro (Custddio, 2005).

Em caes as bactérias espirais gastricas frequentemente estdo associadas ao
muco e sdo mais comumente observadas em preparacdes citolgicas obtidas por raspado

coradas pela técnica de Giemsa. (Andressem, 2003)

Happonen (1999) descreve que as espécies de bactérias semelhantes ao
Helicobacter spp. observadas em estomago de cdes dificilmente podem ser diferenciadas
por microscopia Optica. E Andreasen (2003) comenta que o citologista experiente pode

diferencia-las ao Helicobacter pilory devido ao seu menor tamanho.

A citologia gastrica € um método mais simples, mais rdpido e agride menos a
mucosa gdstrica. Em trabalhos recentes a citologia tem mostrado ser eficiente na
identificagdo do Helicobacter pylori e com sensibilidade semelhante ou maior que a

histopatologia (Happonen,1999; Custédio, 2005).

1.1.4.3 - Cultura

A andlise microbiolégica de fragmentos de bidpsia gdstrica € util na
identifica¢do das espécies de helicobactérias. No entanto, a sensibilidade da cultura pode
ser reduzida pela presenca de outros microorganismos, ficando por muitas vezes em

segundo plano quando comparada as demais técnicas diagndsticas. (Ribeiro, 2004).
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A baixa positividade de culturas deve-se as caracteristicas da bactéria, a qual
necessita, para seu cultivo, da presenca de meio de cultura constituido por Agar-sangue,
enriquecido com soro bovino fetal, possuindo alta umidade, baixas concentracdes de
oxigénio e suplementagdo com antibidticos como trimetropina, vancomicina, polimixina B
e anfotericina B por periodo de cinco a sete dias de incubagdo (Eaton et al,1996; Jalava et

al, 1998; Happonen, 1999).

1.1.4.4 - Histopatologia

O exame histolégico convencional, com o método de coloracdo pela
hematoxilina e eosina (H.E), permite identificar a bactéria quando a densidade de
colonizac@o € alta. As técnicas histolégicas de impregnacdo pela prata (Warthin-Starry),
destacando os microorganismos em negro, € da técnica de Giemsa e Giemsa modificado,
que as destacam em roxo, permitem a identificacdo de helicobactérias mesmo em situacoes

de baixa densidade de colonizacdo (Mendonga et al., 1999).

1.1.4.5 - Sorologia

A sorologia visa detectar antigenos circulantes. Os testes soroldgicos
impossibilitam a distincao entre infec¢do pelo Helicobacter atual ou no passado (Doorn et

al., 2000), além da possibilidade de reacdo cruzada entre espécies (Souza, 2004).

1.1.4.6 - Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica biotecnoldgica que
tem como finalidade amplificar ou reproduzir in vitro um niimero de cdpias de uma regido
especifica de DNA, reproduzindo quantidade suficiente de um fragmento para sua
avaliacdo. Sua sensibilidade e especificidade tem demonstrado ser muito util no diagndstico
de virus e bactérias de dificil cultivo, pois oferece resultado rapido e confidvel (Premoli et

al, 2004; Camargo et al, 2003).
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1.1.4.7 - Teste respiratério “C-uréria e "*C-uréia

O teste respiratdrio € realizado pela ingestio de solucdo contento uréia marcada
com is6topo radioativo (MC) ou estavel (13C). Em pacientes contaminados, apds ingestdo da
solucdo ocorre hidrélise da uréia liberando excesso de didxido de carbono marcado exalada
pela expiracdo. A amostra de ar expirado € analisado por espectofotometro de massa

(Castro et al, 2004).

Niger e Simpson (2008) citam a utilizagdo do teste respiratério no diagndstico
ndo invasivo do Helicobacter spp. em cides e gatos. No Brasil ainda ndo se encontram
publicagdes que descrevam a técnica e a adaptacdo do teste respiratdrio para uso em

animais.
1.1.4.8 - Antigeno Fecal Especifico - Premier Platinum HpSA

O HpSA é um teste imunoenzimdtico nao invasivo, de baixo custo, introduzido
recentemente para diagnodstico da infec¢do pelo Helicobacter pylori, e demonstra alta
acurécia no diagndstico pré-tratamento e alta especificidade. O teste detecta antigenos anti
Helicobacter pylori nas fezes de pacientes infectados, foi desenvolvido no norte da
América e esta em estudo no Brasil visando sua utiliza¢do no controle da erradicacdo como

uma alternativa ao exame de endoscopia digestiva (Suzaki e Zeitune, 2006).

Parente et al (2006), utilizou o teste HpSA em criangas da regido nordeste do

Brasil, demonstrando maior prevaléncia em pacientes com baixo nivel socioecondmico.

1.1.5 - Transmissao

Fonsceca e Kawakami (1999) citam que os mecanismos de transmissao do

Helicobacter spp. ainda ndo estdo bem esclarecidos.

A infecgdo iatrogénica foi estudada por Coelho et al (1995) e Langenberg et

al (1990) que sugeriram transmissdo paciente-médico e paciente-paciente durante exames
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clinicos e endoscdpicos, através de equipamentos mal desinfetados, onde a reinfeccao

poderia ocorrer durante um novo exame endoscopico de seguimento.

Ribeiro et al (2004) cita que a imersdo do endoscOpio em solucdo de
glutaraldeido 2% por 20 a 30 minutos resulta em desinfec¢do adequada do equipamento
prevenindo a transmissdo entre pacientes e contamina¢do da amostra encaminhada a técnica

de cultura.

As vias oral-oral e fecal-oral sdo tidas como as mais provaveis. (Fonsceca e

Kawakami 1999).

A transmissdo fecal-oral foi sugerida a principio devido ao isolamento do
microorganismo em fezes diarréicas de criangas, e em pacientes dispépticos infectados

(Fonsceca e Kawakami,1999; Strrauss-Ayali, 1999).

Recordati et al (2009) e Carvalho (2008) citam que a espécie Helicobacter
canis foi isolada em fezes de cdes com e sem episddio de diarréia e na mucosa do intestino

grosso.

Strarauss-Ayali e Simpson (1999) relatam que fezes que contenham
helicobactérias poderiam contaminar alimentos e Fox (1995) cita como fator determinante

na contaminag¢ao de reservatérios de dgua consumida por humanos ou animais.

A contaminac¢do de alimentos, pelas fezes contaminadas, também foi sugerida
por Gomes e Martins (2004) visto que cepas inoculadas de Helicobacter pylori em
hortali¢cas como alfaces e cenouras permaneceram vidveis por até 120 horas em atmosfera

normal.

A via oral-oral foi sugerida apds isolamento do Helicobacter pylori na saliva,
na placa dentdria de pessoas infectadas por Pereira (2005) e de Helicobacter spp. na

cavidade oral de animais domésticos por Strrauss-Ayali e Simpson (1999).

Peronne et al (2007) prop0s que a cavidade oral poderia ser um reservatorio
para o Helicobacter pylori devido a sua identificagdo na placa dentdria de individuos

adultos mesmo apods a terapia de erradicagdo na mucosa gastrica.
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Mendall (1995) descreve que familiares de individuos infectados podem

apresentar maior taxa de infeccao.

De acordo com Escobar e Kawakami (2004) existe maior prevaléncia da
infeccdo em criancas quando ha soropositividade conjunta dos cdnjuges, o que sugere

transmissdo por fonte de comum ou direta de pessoa a pessoa.

Recordati et al (2007) sugere que a cavidade oral de caes também poderia ser

importante fonte de transmissao devido a presenca de helicobactérias neste local.

Recordati et al (2007) analisaram 38 caes através do método de PCR e
detectaram a presenca do Helicobacter spp. na mucosa gastrica em 94,7% dos animais, na
saliva em 50% e na placa dentaria em 44,7%. Observaram que ndo houve diferenca
significativa na prevaléncia entre animais sauddveis e animais apresentando vOomito. Neste

estudo reforcou-se a hipdtese da transmissdo oral-oral entre cdes e de cdes para humanos.

Radin er al (1990) analisaram o resultado do contato entre caes
experimentalmente infectados com Helicobacter pylori e cdes ndo infectados, concluindo

que houve transmissao da bactéria através do contato proximo entre os grupos apds 30 dias.

1.1.6 - Tratamento

O esquema terapéutico atualmente preconizado para a erradicacdo do
Helicobacter pylori em humanos € a terapia triplice, que inclui um inibidor de secrecdao

dcida em combina¢do com dois antibiéticos. (Coelho et al, 2004).

Segundo Morais Filho (2000), dentre os inibidores de secrecdo dcida estdo o
grupo dos bloqueadores de receptor H2 da histamina e o grupo dos inibidores da bomba de

protons.

Os principais farmacos bloqueadores de receptor H2 da histamina sdo a

cimetidina, ranitidina, famotidina e a nizatidina. (Morais Filho, 2000)
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Em sua pesquisa com camundongos infectados com Helicobacter pylori,
Marostica (2007) comparou um grupo tratado com ranitidina e outro com bloqueador da
bomba de prétons. Observou que o grupo tratado com ranitidina apresentou baixos niveis

de inibi¢d@o da secrecdo 4cida e aumento dos niveis de dano oxidativo as células.

Os bloqueadores da bomba de prétons sdo drogas com maior agdo anti-
secretora e de periodo de acdo mais prolongado. Dentre as drogas desta classe estdo o
omeprazol, pantoprazol, lanzoprazol e o rabeprazol. Constituem-se em derivados
benzimidazélicos que inibem a enzima H* K* ATPase da célula parietal, impedindo a etapa
metabdlica final da produg¢do do HCl. Ocorre diminui¢do do volume de secre¢do acida e
elevacdo do pH intragdstrico reduzindo o risco de ledes epiteliais pelo contato direto da

camada mucosa com o suco gastrico (Morais Filho, 2000).

De acordo com Ferreira (2001) tanto o omeprazol, quanto o lanzoprazol e o
pantoprazol apresentam atividade antimicrobiana in vitro contra o Helicobacter pylori, por

inibirem a urease da bactéria.

Além disso, Sachs er al (1997) cita que a promog¢do de um ambiente mais
alcalino facilita a replicacdo bacteriana, fase em que estas estdo mais vulnerdveis a acdo de

alguns antibidticos.

O ph elevado também aumenta os mecanismos de defesa do hospedeiro,
incluindo aumento da concentracio de imunoglobulinas especificas para Helicobacter

pylori no suco gastrico, melhorando a funcdo de neutréfilos (Ferreira, 2001).

Em pacientes a administra¢do isolada do omeprazol por 7 dias pode suprimir
temporariamente a bactéria no antro e resulta em maior recrudescéncia da infec¢do que

quando utilizado conjuntamente com antibidticos especificos (Ferreira, 2001).

O Helicobacter pylori € susceptivel a maioria dos antibidticos in vitro, mas
apenas alguns s@o capazes de erradicar a bactéria em pacientes com helicobacteriose. A
incapacidade de algumas drogas ndo alcancarem niveis apropriados na mucosa gastrica e a
inativacdo pelo pH 4cido parecem ser as principais causas de ineficiéncia do tratamento in

vivo (David, 1998; Grahan, 1998).
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Atualmente o metronidazol, claritromicina, amoxicilina, tetraciclina e
furazolidona sdo as drogas antimicrobianas mais eficientes no tratamento de erradicac¢io do

Helicobacter pylori em humanos (Coelho et al, 2004).

O regime terapéutico utilizando associa¢do da claritromicina, amoxicilina e
um inibidor da bomba de proétons, € tratamento eficaz nos quadros de gastrite, ulcera
péptica e duodenal quando estdo relacionados a infec¢ao pelo Helicobacter pylori (Coelho
et al, 2004). De acordo com o II Consenso Brasileiro sobre Helicobacter pylori este € o
tratamento de primeira op¢ao na erradicacdo da bactéria em humanos (Coelho e Zaterca,

2005).

Godoy (2002), Salvatti (2001) e Granhan (1998) demonstraram a necessidade
de se realizar cultura e testes de susceptibilidade da bactéria devido ao uso generalizado dos
antimicrobianos e um recente aumento da resisténcia do Helicobacter pylori a esses

medicamentos.

Estudos no Brasil demonstram que alguns medicamentos utilizados na
erradicagdo, como a amoxicilina, podem alterar a expressdo de genes envolvidos na
adaptacdo do Helicobacter pylori gerando aumento da resisténcia bacteriana a estas drogas
Esta atual situag@o tem exigido do clinico maior critério na prescri¢do da terapia. (Godoy,

2002).

Kato et al (2004) observou em seu estudo que a espécie Helicobacter heilmnnii
mostrou-se mais sensivel a tetraciclina, amoxicilina e eritromicina in vitro, porém resistente
ao metronidazol. Entretanto, cita que em pacientes pedidtricos a terapia com amoxicilina

associada ao metronidazol ou claritromicina tem demonstrado boa eficécia.

Segundo Flatland (2002) o tratamento para a infec¢do do Helicobacter spp. em
cdes e gatos € bastante controverso. A eficdcia do tratamento ainda € desconhecida e a

resisténcia as drogas € um problema para pacientes veterindrios.

Baillon e Marshal-Jones (2004) descrevem que a maior parte dos estudos

terapéuticos em cdes ndo conseguiram demonstrar erradicacio a longo prazo.
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Os beneficios da erradicacdo do Helicobacter spp. em cdes com gastrite ainda
ndo estdo estabelecidos, mas estudos recentes tem demonstrado boa resposta clinica

(Wiinberg et al , 2005).

A terapia a base de amoxicilina, metronidazol e associado a um inibidor 4cido,
tem sido estudada em cdes positivos para Helicobacter spp. como terapia relativamente
eficaz, sendo necessdria terapia complementar em cerca de 20% a 25% dos casos. A terapia
acompanhada ou nio por complementagdo tem apresentado resultado na melhora dos sinais
clinicos, mas ndo te demonstrado efeito significativo nas alteracdes histopatoldgicas

(Happonen et al, 2008; Leib et al, 2008).

Terapias alternativas foram analisadas por Costa (2005) apresentando
resultados promissores em relagdo a utilizacdo de fitoterdpicos na erradicagdo do

Helicobacter spp. em cées, como o 6leo de alho e o estrato de propolis.

1.1.7 - Recorréncia da infeccao

Além da alta prevaléncia, a taxa de recorréncia da infeccao pelo Helicobacter
pylori em paises em desenvolvimento também parece ser maior do que nos paises

desenvolvidos (Fonsceca e Kawakami, 1999).

Fuccio et al (2008) estimam um risco total de reinfeccdo em 3,4% por doente

por ano nos paises desenvolvidos e 8,7% nos paises em desenvolvimento.

Segundo Chehter (2005), informagdes sobre a recorréncia da infec¢ido por
Helicobacter pylori ainda sao restritas e relata que a falha na terapéutica, decorre com

maior a reinfeccao e recorréncia da doenga péptica.

A reinfeccdo pelo Helicobacter pylori foi relatada por Schiitze (1995) em

pacientes conjuges apds 14 meses erradicados com amoxicilina e metronidazol.

Coelho er al, (1995) acompanharam 228 pacientes, em que o Helicobacter

pylori foi erradicado, por um periodo de 8 a 48 meses. Observaram um indice de reinfeccdo
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de 42,6% e sugeriram a hipétese da reinfeccdo ocorrer pelos instrumentais endoscopicos

por ocasido de exames de seguimento.

Em seu estudo com pacientes apresentando ulcera péptica por Helicobacter
pylori, Silva (2009) demonstrou que mesmo tendo alta prevaléncia, o Brasil pode possuir

taxas de reinfeccdo semelhantes a paises desenvolvidos.

Chehter et al (2005), em estudo retrospectivo realizado no Hospital da Escola
Paulista de Medicina-UNIFESP em pacientes com doenca péptica ulcerosa, causada por
Helicobacter pylori, observaram taxa de reinfec¢do com recorréncia de doenca ulcerosa foi
de 9,6% ao ano. Considerando pacientes tratados com a associagdo da claritromicina,
amoxicilina e lanzoprazol, a média caiu para 6% ao ano. Também observaram que o um
controle pds-tratamento de trés meses ¢ mais adequado que o controle de apenas um més,

permitindo diferenciar de quadros de recrudescéncia e de reinfeccao.

Happonen (1999) analisaram a mucosa gastrica de 8 cdes erradicados com
terapia triplice e observaram recorréncia da infec¢do em 50% ap6s 3 meses. E Happonen et
al (2008) também observaram que a taxa de recorréncia aumentou em seguimento apos 3

anos.

O entendimento das vias de transmissao parece ser de fundamental importancia
para estabelecer estratégias para um tratamento eficiente e principalmente para o controle

pré e pos tratamento na helicobacteriose em humanos e animais.

1.2 - OBJETIVOS

e Avaliar a frequéncia quanto a distribui¢do do Helicobacter spp. nas regioes

do fundo, corpo e antro gistrico em caes.

e Comparar o teste rapido da urease e a histopatologia na deteccdo da bactéria

através de bidpsia gastrica.
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e Avaliar a eficicia da terapia triplice preconizada para humanos a base de
claritromicina, amoxicilina e lanzoprazol na erradica¢do das helicobactérias gastricas em

caes.

e Verificar se hd recorréncia da infeccdo, através do contato entre caes

erradicados e cdes naturalmente infectados pelo Helicobacter spp.

Introdugdo

42



2 - MATERIAL E METODO
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2.1 - Animais

O trabalho recebeu aprovacio prévia da Comissio de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas-Unicamp, sob

protocolo n° 1801-1 (Apéndice I).

Nesta pesquisa foram utilizados 20 cdes (Canis familiares), adultos, 10

fémeas e 10 machos, com peso corpéreo de 20 Kg.

Os animais deste experimento foram capturados em nas ruas da cidade de
Itajuba-MG de forma aleatéria e mantidos no canil do Hospital Escola da Faculdade de

Medicina Veterindria do Centro Universitario de Itajubd - FEPIL.

Antes do inicio do experimento, todos os animais receberam protocolo de
vermifugacdo com praziquantel, pamoato de pirantel e febantel. Eliminacdo de

ectoparasitas com Fipronil top spot. Vacinados com Duramune® Max 5Cvk/4L".

Os animais receberam dgua e alimentacdo a base de racdo sdlida adequada

durante todo processo de experimentagao.

A apresentacdo de sinais clinicos de doenca do trato gastrointestinal foram

utilizados como critérios de exclusdo dos animais para este estudo.

Todos os cdes foram submetidos a endoscopia digestiva alta seguida de bidpsia
gdstrica para confirmacdo da presenca do Helicobacter spp., sendo este o critério de

inclusdo dos animais na pesquisa.

Os testes utilizados na pesquisa do Helicobacter spp. foram o teste rdpido da
urease € a histopatologia corada pela técnica de Giemsa e Giemsa modificado. Foram
considerados infectados os animais que obtiverem resultado positivo na histopatologia em

pelo menos uma regido do estdbmago.

! Duramune® Max 5Cvk/4L — FORT DODGE Animal Health, Iowa, USA.
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2.2 - Ambiente de experimentacao

Todos os animais foram submetidos ao protocolo de observagdo 15 dias antes
do inicio do estudo, no canil do Hospital Escola da Faculdade de Medicina Veterindria do

Centro Universitério de Itajuba-FEPI, onde foram mantidos durante todo o experimento.

. . . . 2 . o
O ambiente do canil coletivo possui drea de 50 m” em ambiente comunitario

possuindo bebedouros e comedouros comuns (Figura 1).

Canis individuais com 4rea de 3 m” cada foram utilizados para isolamento dos
animais no periodo de terapia e para o grupo controle. Estes ambientes possuem

comedouros e bebedouros individuais (Figura 2).

O interior destes ambientes foi higienizado e desinfetado diariamente com

solucdo a base de amdnia quaterndria.

Os procedimentos de endoscopia digestiva alta foram realizados no centro
cirirgico do Hospital Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria do Centro Universitario

de Itajuba-FEPI (Figura 3).

Figura 1- Canil coletivo utilizado no experimento.
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Figura 2- Canis individuais utilizados para isolamento dos animais durante o experimento.

Figura 3- Sala de endoscopia digestiva do centro cirdrgico do Hospital Escola

de Medicina Veterindria do Centro Universitdrio de Itajuba-FEPI.

2.3 - Alimentacao

Os animais receberam ragdo canina industrializada e 4gua em quantidade
adequada com livre acesso durante todo periodo de experimentacdo. A excec¢ido ocorreu no

periodo de jejum que antecedeu os procedimentos anestésicos e endoscopicos.
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2.4 - Anestesia
2.4.1 - Procedimentos pré-anestésicos

Os animais foram mantidos em restri¢do hidrica e alimentar por 12 horas

antecedentes ao procedimento.

2.4.2 - Equipamentos

Para a realizacdo dos procedimentos anestésicos foram utilizados os seguintes

equipamentos:
e (Cateter Angiocath 20
e Equipo macrogotas
¢ Sonda endotraqueal n° 7,5
® Aparelho de anestesia inalatoria Takaoka® KT-15
® Monitor cardiaco

® Oximetro de pulso

2.4.3 - Farmacos

Para a realizacdo dos procedimentos anestésicos foram utilizados os seguintes

farmacos:

¢ Solugdo fisioldgica para uso intravenoso
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Sulfato de atropina 0,5 mg/mL *

Acetato de acepromazina 1% °

Citrato de Fentanila 0,05 mg/mL 4

Propofol 1% °

2.4.4 - Procedimento anestésico

Administrou-se uma associagdo de 0,04 mg/Kg de sulfato de atropina,
Img/Kg de acetato de acepromazina e 0,004 mg/Kg de citrato de fentanila por via

intramuscular como mediciacdo pré-anestésica.

O Propofol foi utilizado por via intravenosa, na dose de 3 mg/Kg, como

inducdo a anesteisa geral e manutenc¢ao anestésica quando necessario.

Os animais foram intubados por sonda endotraqueal, recebendo oxigénio a

100 vol% e acompanhados por monitorizacao eletrocardiogréfica e por oximetria de pulso.

2.5 - Endoscopia Digestiva Alta
2.5.1 - Equipamentos e instrumentais

Para a realizagdo do procedimento de endoscopia digestiva alta foram

utilizados os seguintes equipamentos e instrumentais:

e Gastrofibroscopio Pentax FG-29P (Figura 4).

2Atropion® - Ariston Industrias Quimicas e Farmacé€uticas Ltda, Sdo Paulo, Brasil.
3Acepran® - Univet S.A, Sdo Paulo, Brasil.
*Fentanest® - Cristalia Produtos quimicos e Farmacéuticos Ltda., Itapira, Brasil.

SFresofol® - Fresenius Kabi Brasil Ltda., Campinas, Brasil.
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e Fonte de Luz halégena de 250W°.
e Pinca de bidpsia tipo férceps, oval, com janela, sem espicula’ (Figura 5).
e Escova de limpeza de nylon®

e Teste rapido da urease’ (Figura 6).

e Autocalve 12 L

Figura 4- Gastrofibroscépio Pentax FG-29P

®H.0zawa Ltda, Sdo Paulo, Brasil.
8Us Endoscopy, Mentor, Ohio, Estados Unidos.
? Uretest® - Renylab Quimica e Farmacéutica Ltda, Barbacena, Brasil.

" Odontobras Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil.
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Figura 5- Pinga de biopsia.

3 diagnéstico *in vitro™
gBes: vide infrugdes de uso.

Figura 6- Uretest® - Teste rapido da urease. Laboratério Renylab Quimica e
Farmacéutica LTDA. ANVISA: 80002670044.

2.5.2 - Agentes desinfetantes

¢ Soluc¢do degermante a base de triclosan
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e Glutaraldeido 2%!""

2.5.3 - Agentes fixadores

e Formol 10%

2.6.2.1 - Farmacos antimicrobianos

Todos os tratamentos foram realizados com especialidade farmacéutica

utilizada na erradicacdo do Helicobacter pylori em humanos:

e Blisteres contendo 500mg Claritromicina, 1g Amoxicilina, 30mg

Lanzoprazol'? (Figura 9).

2.5.4 - Esofagogastroduodenoscopia

Esofago, estomago e duodeno foram primeiramente avaliados quanto a
presenca ou ndo de alteragdes macroscépicas. Os achados endoscépicos foram classificados

de acordo com os critérios de Sydney (Tytgat, 2006; Dixon, 1996).

As bidpsias foram realizadas com auxilio de pinga de bidpsia de acordo com as
técnicas de amostragem descritas por Rosch (2006). Foram colhidas 2 amostras do fundo
gdstrico através de manobra de retrovisdo, 2 do corpo gastrico, 2 do antro gastrico (Figuras

7e8).

" Glutaron® - Industria Farmacéutica Rioquimica Ltda., Sdo José do Rio Preto, Brasil.

"> Helicopac® - EMS Sigma Pharma, Sdo Bernardo do Campo, Brasil.
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Uma amostra de cada regido foi imediatamente colocada em solu¢do-padrdao
para o teste rdpido da urease. A outra amostra foi imersa em solu¢do de formol a 10% para
posterior exame histopatoldgico corado pelo método de Giemsa e Giemsa modificado.
Ap6s cada procedimento o endoscépio foi imerso em solugdo de glutaraldeido 2% por no
minimo 30 minutos apds limpeza mecanica prévia dos mesmos. A pin¢a de bidpsia foi

tratada pela autoclave em ciclos a 134°C.

Figura 7- Procedimento de endoscopia digestiva alta e fragmento de mucosa
géstrica ap0s coleta com pinga de bidpsia tipo férceps.
2.6 - Grupos de animais

Ap6s a primeira endoscopia os vinte animais foram divididos, por sorteio, em

grupo I e II (Figura 10).

2.6.1 - Grupo I

Composto por 10 animais positivos para Helicobacter spp. mantidos em canil

coletivo com comedouros € bebedouros coletivos.

Material e Método
52



Figura 8- Relacdo entre a visdo endoscOpica e desenho esquematico das
regides do estdmago onde foram colhidas as amostras. Cardia (Ca),

fundo (Fu), corpo (Co), antro (An), piloro (Py).

2.6.2 - Grupo II

Composto por 10 animais positivos para Helicobacter spp. mantidos em canis
individuais e submetidos a terapia triplice. Apds os testes para confirmacdo da erradicagdo

este grupo foi subdividido, por sorteio, em grupo experimento e grupo controle contendo 5

animais tratados cada (Figura 10).

2.6.2.1 - Grupo experimento

Foram administrados em cada animal 500mg de claritromicina, 1g de
amoxicilina e 30 mg lansoprazol por via oral a cada 12 horas durante 7 dias. Durante todo

periodo de terapia os caes foram mantidos em isolamento.
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Um dia pés o término da terapia, os animais foram submetidos ao segundo

exame de endoscopia seguido de bidpsia gastrica do fundo, corpo e antro.

Os animais deste grupo apds a confirmacgdo da erradicacdo foram retirados do
isolamento e colocados novamente em contato com o grupo GI. Apés 60 dias em contato
com o grupo GI, foram submetidos ao terceiro exame de endoscopia digestiva alta, seguido

também por bidpsia gastrica do fundo, corpo e antro (Figura 10).

2.6.2.2 - Grupo controle

Foram administrados em cada animal 500mg de claritromicina, 1g de
amoxicilina e 30 mg de lansoprazol por via oral a cada 12 horas durante 7 dias. Durante

todo periodo de terapia os cies foram mantidos em isolamento.

No primeiro dia apds o término da terapia, os animais foram submetidos ao

segundo exame de endoscopia seguido de bidpsia gastrica do fundo, corpo e antro.

Os animais deste grupo apds a confirmacao da erradicagdo foram mantidos
em isolamento durante 60 dias, quando se realizou a terceira endoscopia digestiva alta

seguida de bidpsia do fundo, corpo e antro (Figura 10).
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Helicopac® -
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Figura 9- Helicopac®. Especialidade farmacéutica utilizada para erradicagdo

do Helicobacter pylori em humanos a base de claritromicina,

amoxicilina e lanzoprazol.
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Figura 10- Fluxograma da divisdo dos grupos e realizacdo das endoscopias durante a
pesquisa.
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2.7 - Teste rapido da urease

Uma amostra de cada regidao do estdbmago foi introduzida na solucdo de teste

rapido da urease com auxilio de agulha hipodérmica estéril.

A reagdo foi acompanhada durante 12 horas para confirmacdo e andlise do
tempo de viragem de cor na solucdo (Figura 11). Os testes que apresentaram viragem de cor

apo6s 12 horas foram considerados negativos.

Figura 11- Teste rdpido da urease demonstrando viragem de cor rosa para amostra com
resultado positivo para Helicobacter spp. € manutencao da cor laranja para

amostra com resultado negativo para Helicobacter spp.

2.8 - Conservacao e processamento das amostras

O material de bidpsia permaneceu em solu¢do de formol 10% até serem
processados. Os fragmentos foram destinados a inclusdo em parafina, microtomia e
coloracdo pelo método de Giemsa (Andreasen,2003; Riddell, 2006; Mendonga ef al 1999) e
Giemsa modificado (Vieira, 2004), pelo Laboratério de Histopatologia do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimetal da Universidade Estadual de Campinas- UNICAMP.
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2.9 - Analise histopatologica

O exame histopatoldgico foi realizado utilizando microscépio 6tico comum
no aumento de 400x e 1000x em imersdo. Os cortes foram analisados quanto a presenga ou
nao de bactérias espiraladas no muco, na superficie da mucosa, nas criptas e no Iimen das

glandulas géstricas (Vieira, 2004).

2.10 - Analise Clinica

Realizou-se avaliacdo clinica dos cdes semanalmente, durante todo o periodo
da pesquisa. A excecdo ocorreu durante os sete dias de terapia medicamentosa, quando os
mesmos receberam avaliacdo clinica didria, no intuito de observar possiveis efeitos

adversos.

2.11 - Analise estatistica

Andlise estatistica das varidveis encontradas no experimento foi realizada com
auxilio do Programa computacional SAS — Systems for Windows (Statistical Analysis

Systems), versdao 9.2 SAS Institute Inc., 2002-2008, Cary, NC, USA.

A prevaléncia de helicobactérias, sua distribui¢do na mucosa géstrica e a
eficdcia da terapia triplice foram determinadas pela andlise percentual descritiva com

apresentacdo de tabelas de freqiiéncias para varidveis categoricas.

Para verificar a concordancia entre os resultados dos testes da urcase e
histopatologia foi utilizado o coeficiente Kappa. A magnitude do coeficiente € definida
como: valores maiores ou iguais a 0,75 indicam excelente concordancia, valores entre 0,75
e 0,4 indicam boa concordancia e valores inferiores a 0,4 ndo indicam concordancia entre

oS testes.
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Para comparacdo das propor¢Oes de reinfecgdo foi utilizado o teste exato de

Fisher.

O nivel de significincia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, p

<0,05.
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3 - RESULTADOS
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3.1 - Morfologia das helicobactérias

A morfologia das bactérias encontradas foi similar em todos os cades. Tanto no
grupo experimento como no grupo controle, foram observadas bactérias com morfologia

longilinea em espiral. (Figura 12).

Figura 12 - Fotomicroscopia de corpo gastrico demonstrando bactérias longilineas com

morfologia em espiral evidente; Giemsa modificado, 1000x.

3.2 - Prevaléncia e distribuicao do Helicobacter spp.

Nas amostras analisadas foram identificadas bactérias espiraladas no muco, na
superficie do epitélio, no fundo das criptas e no limen das glandulas géstricas (Figura 13)
visibilizadas tanto pela técnica de Giemsa ( Figuras 14, 15 e 16) quanto pela técnica de

Giemsa modificado (Figura 17).

A prevaléncia do Helicobacter spp. na populacdo estudada foi de 100%
(Grafico 1), sendo os microorganismos, detectados em pelo menos duas regides do
estdbmago de cada animal tanto pelo teste da urease, quanto pela histopatologia (Apéndice

).

Na andlise dos 20 animais utilizados neste estudo demonstrou que todas as

regides do estdmago sdo colonizadas pelo Helicobacter spp.. O teste rdpido da urease
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demonstrou a regido do fundo e do corpo géstrico com 100% de prevaléncia, enquanto que
a regido do antro a freqiiéncia foi de 65%. A positividade para helicobactérias na
histopatologia foi de 100% no fundo, 90% no corpo e apenas 50% na regido do antro
(Grafico 1).

Figura 13- Fotomicroscopia géastrica demonstrando os locais onde foram visibilizadas as
helicobactérias. No muco (1), na superficie do epitélio (2), no fundo das criptas

(3) e no lumen das glandulas (4); Giemsa, 100x.

Figura 14- Fotomicroscopia de antro gastrico demonstrando helicobactérias

Resultados

61



colonizando o muco; Giemsa, 400x.

Figura 15- Fotomicroscopia de fundo géstrico realizada, antes da terapia, demonstrando

helicobactérias junto ao muco e na superficie epitelial (setas); Giemsa, 400x.

Figura 16- Fotomicroscopia de fundo géstrico, realizada antes da terapia, demonstrando
helicobactérias no fundo das criptas e limen das glandulas (setas);
Giemsa, 400x.

Resultados

62



Figura 17- Fotomicroscopia de corpo géstrico realizada antes da terapia, demonstrando

helicobacterias no fundo das criptas; Giemsa modificado 400x.

O UREASE
B HISTOPAT

N° DE ANIAMAIS

FUNDO CORPO ANTRO

Grifico 1- Frequéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do estobmago

dos 20 cdes, antes da terapia, pelo teste da urease e pela histopatologia.
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3.2.1 = Grupo controle

ApOs a divisdo dos grupos, a andlise isolada dos animais do grupo controle na
primeira endoscopia resultou em 100% de positividade no fundo e corpo e 60% no antro
pelo teste rdpido da urease (Gréfico 2). Pela histopatologia a frequéncia de helicobactérias

foi de 100% no fundo, 80% no corpo e 60% no antro (Gréfico 3).

3.2.1.1 - Terapia

A andlise dos fragmentos coletados durante a segunda endoscopia digestiva, ou
seja, 1 dia apos o término da terapia, demonstrou que a terapia triplice foi eficaz em 100%
dos animais. O resultado negativo para Helicobacter spp. foi observado no teste rdpido da

urease (Gréfico 2) e na histopatologia (Grafico 3).

Nao foram visibilizadas helicobactérias no epitélio, no fundo das criptas, no

limen das glandulas géstricas ou no muco das regides biopsiadas. (Figuras 18 e 19).

3.2.1.2 — Recorréncia da infeccao

A terceira endoscopia digestiva seguida de bidpsia, ou seja, 60 dias apds a

terapia triplice demonstrou que o grupo controle manteve-se erradicado (Apéndicel V).

A andlise do teste rdpido da urease (Gréafico 2) e da histopatologia (Gréfico 3)

demonstraram que as helicobactérias estavam ausentes em todas as amostras (Figura 20).
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Grafico 2- Freqiiéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do estomago
no grupo controle através do teste rdpido da urease. Antes da terapia (1* ENDO),
um dia ap6s o término da terapia (2* ENDO) e ap6s 60 dias em isolamento (3*
ENDO).
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Grafico 3- Freqiiéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do estomago
no grupo controle através da histopatologia. Antes da terapia (1* ENDO), um dia

apos o término da terapia (2* ENDO) e apds 60 dias em isolamento (3* ENDO).
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Figura 18- Fotomicroscopias géstricas realizadas em animal do grupo controle, 1 dia apds
o término da terapia triplice, demonstrando auséncia de helicobactérias na

superficie do epitélio (A) no muco (seta) e no lumen das glandulas (B); Giemsa,
400x.

Figura 19. Fotomicroscopia géstrica realizada em animal do grupo controle, 1 dia
apos o término da terapia triplice, demonstrando auséncia de helicobactérias no

fundo das criptas géstricas; Giemsa modificado, 400x.
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Figura 20- Fotomicroscopia de fundo gastrico realizada em animal do grupo controle, 60
dias apos a terapia triplice, demonstrando auséncia de helicobactérias; Giemsa,
400x.

3.2.2 — Grupo experimento

A andlise do grupo experimento demonstrou frequéncia de 100% no fundo e
corpo e de 80 % no antro géstrico de acordo com o teste rapido da urease (Gréfico 4). Pela
histopatologia observou-se 100% de prevaléncia no fundo e corpo e 40% no antro (Gréfico

5).

3.2.2.1 — Terapia

A andlise dos fragmentos coletados durante a segunda endoscopia digestiva, ou
seja, 1 dia apds o término da terapia, demonstrou que a terapia triplice também foi eficaz
em 100% dos animais com resultados negativos no teste rapido da urease (Gréfico 2), e na

histopatologia (Grafico 3) em todas as regides gastricas. A histopatologia revelou auséncia
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de helicobactérias na superficie do epitélio, no fundo das criptas (Figura 21), no limen das

glandulas e no muco (Figura 22).

3.2.2.2 — Recorréncia da infeccao

No terceiro exame de endoscopia digestiva alta, apds 60 dias de contato com o
grupo I, 80% dos animais apresentaram novamente a presenca das helicobacterias no
estbmago demonstrando que houve recorréncia da infec¢do, sendo estatisticamente

significativo com p < 0,05 (Apéndice IV).

Nos cdes em que houve a recorréncia da infec¢do pelo Helicobacter spp. o
fundo e o corpo géstricos apresentaram-se positivos em 100% das amostras e o antro em

80%, de acordo com o teste da urease e pela histopatologia (Grafico 4).

A histopatologia identificou as bactérias no fundo das criptas (Figura 23), no

interior das glandulas (Figura 24) e no junto ao muco (Figura 25).

Teste da Urease

100+
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EANTRO

Animais (%)

1 2 3
ENDO ENDO ENDO

Grifico 4- Frequéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do estomago
no grupo experimento através do teste rapido da urease. Antes da terapia (1*
ENDO), um dia apds o término da terapia (2* ENDO) e ap6s 60 dias de contato
com grupo I (3* ENDO).
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Histopatologia
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Grifico 5- Frequéncia do Helicobacter spp. nas diferentes regides do estobmago
no grupo experimento através da histopatologia. Antes da terapia (1* ENDO),
um dia apds o término da terapia (2* ENDO) e apés 60 dias de contato com
grupo I (3* ENDO).

Figura 21- Fotomicroscopia géstrica realizada em animal do grupo experimento, 1 dia ap6s
o término da terapia triplice, demonstrando auséncia de helicobactérias no

fundo das criptas; Giemsa, 400x.
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Figura 22- Fotomicroscopia gastrica realizada em animal do grupo experimento, 1 dia apds
o término da terapia triplice, demonstrando auséncia de helicobactérias no

muco e no fundo das criptas; Giemsa modificado, 400x.

Figura 23- Fotomicroscopia géstrica realizada em animal do grupo experimento, apés 60

dias de contato com grupo I, demonstrando a presenca de helicobactérias na
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superficie do epitélio; Giemsa, 400x.

Figura 24- Fotomicroscopias géstricas realizadas em animal do grupo experimento, apds
60 dias de contato com grupo I, demonstrando helicobactérias presentes no

limen das glandulas géstricas (setas); Giemsa, 400x.

Figura 25- Fotomicroscopias géstricas realizadas em animal do grupo experimento, apds
60 dias de contato com grupo I, demonstrando helicobactérias presentes no

muco e superficie do epitélio (setas); Giemsa modificado, 400x.
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3.3 - Analise do Teste rapido da urease e Histopatologia

As helicobactérias foram facilmente visibilizadas pela microscopia Gtica em
aumento de 400x e 1000x nas regides onde o teste da urease demonstrou com viragem de

cor inferior a duas horas.

As amostras de regides em que o teste da urease obteve viragem de cor entre
duas e doze horas foram diretamente relacionados a campos, visibilizados na
histopatologia, com baixa colonizagdo ou auséncia de helicobactérias. Este fato foi

observado na regido do corpo e antro gastrico.

A andlise estatistica dos resultados obtidos no teste rdpido da urease e da
técnica de histopatologia corada tanto pelo Giemsa quanto pelo Giemsa modificado
demonstraram boa concordancia de acordo com o valor do coeficiente Kappa = 0,7.

(Apéndice III).

3.4 - Analise clinica

Nao foram observados, em nenhum momento do experimento, sinais de

distirbios gastrointestinais ou de qualquer alteragdo clinica nos caes desta pesquisa.

Os possiveis efeitos adversos que acompanham a utilizacdo dos medicamentos

em questdo neste estudo ndo foram clinicamente detectados.
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4.1 — Endoscopia digestiva em caes

Manifestacdes clinicas relacionadas ao sistema digestivo sdo freqilientes na
clinica de pequenos animais (Willard, 2003). O trato gastrointestinal alto, particularmente o
estdbmago, € constantemente sede de afeccdes localizadas e difusas como inflamagao,
parasitismo, defeitos anatomicos, infec¢des, neoformagdes, entre outras. De acordo com
Geyer et al (1993) e Willard (2003), sinais clinicos inespecificos como vOmitos podem
representar um desafio para o clinico de pequenos animais e descrevem que a endoscopia,
apesar de introduzida recentemente na rotina médica veterindria deve ser indicada no

diagnodstico diferencial de doencas do trato gastrointestinal alto e baixo.

Segundo Costa (2005), a realizacdo de endoscopia digestiva alta em caes nao
requer equipamentos diferenciados para esta espécie. Em nosso estudo, a similaridade
anatomofisioldgica do trato gastrointestinal alto de humanos e cdes nos permitiu boas
condicdes para realizacio do exame, manobras diagndsticas e bidpsias através de

gastrofibroscépio humano modelo Pentax FG-29P com 7 mm de diametro.

Classen e Tytgat (2006) descrevem que técnicas endoscOpicas tem sido
utilizadas em humanos hd 50 anos como uma ferramenta indispensdvel na rotina clinica e

cirirgica de gastroenterologistas, e na pesquisa cientifica.

Em pesquisa experimental no Brasil a endoscopia digestiva em cdes tem sido
utilizada na andlise de afeccOes gastricas induzidas por antiinflamatdrios ndo-esteroidais,
sendo que a utilizacdo destas drogas ainda € conhecida como a principal causa de gastrite,

ulceras géstricas e duodenais nesta espécie (Bicalho, 2007; Costa et al, 2007).

Polanco et al (2006) descrevem sobre a importancia da realizacdo de
videoendoscopia seguida de biopsia em cdes. A histopatologia revelou lesdes gastricas
inflamatdrias, associadas ou ndo ao helicobacter, compativeis com os achados

endoscopicos.

Estudos utilizando gastroscopia em cdes revelam que edema, enantema, erosoes
e hemorragias petequiais sdo achados frequentemente associados a gastrite cronica, de grau

leve a moderado (Costa, 2005; Vieira 2004). A lesdo aparece tanto em animais
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assintomadticos quanto em caes com sinais clinicos de doenca géstrica (Moutinho et al,

2007; Takemura et al, 2007).

Happonen (1999) e Simpson et al (1999) descrevem que a gastrite cronica
endoscopica e a densidade das helicobactérias ndo possuem relagdo direta, assim como

citam também Moutinho et al (2007) e Takemura (2007).

Moutinho et al (2007) desenvolveu uma escala de graduagdo das alteragcdes
endoscopicas observadas na mucosa gastrica de cdes incluindo mucosa normal, edema,
enantema, edema e enantema, erosoes unicas ou multifocais e udlceras, diferentemente da
escala da escala de Sidney adotada por endoscopistas médicos descrita por Tytgat, 2006 e

Dixon, 1996.

Moutinho et al (2007), analisou endoscopicamente € microscopicamente o
estdmago de 50 caes utilizando esta escala e relatou associacdo de edema e enantema com

infiltrado mononuclear e presenca de helicobactérias.

Bicalho (2007), Vieira (2004) e Simpson (1999) observaram relacdo direta entre
alteracdes macroscopicas, o nimero de helicobactérias, o nimero de células inflamatdrias e

nddulos linféides.

E Flatland (2002), mostrou que mesmo apds o tratamento de erradica¢io o
padrao endoscOpico e histologico compativel com gastrite cronica pode permanecer

inalterado.

A contribui¢do da endoscopia na experimentagdo animal mostra que este
recurso é cada vez mais indispensdvel na rotina médica veterindria, no diagndstico de
lesdes inflamatérias ou ndo do trato gastrointestinal, no seguimento e estadiamento de
doencgas agudas ou cronicas, como terapéutica menos invasiva e principalmente melhor

qualidade do atendimento clinico-cirtrgico de animais domésticos.
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4.2 — Helicobacter spp. em caes

Diferentes espécies de helicobactérias parasitam o trato gastrointestinal de caes.
Tanto as helicobactérias intestinais quanto as helicobactérias géstricas ainda ndo tem seu

papel muito bem esclarecido na espécie canina.

Recordati et al (2009) estudaram a distribuicdo de helicobactérias no trato
gastrointestinal de cdes utilizando amostras de estdmago, duodeno, ileo, ceco, cdlon,
pancreas, figado e bile. No duodeno foram identificados antigenos e DNA tanto de
helicobactérias géstricas e quanto de helicobactérias intestinais em baixas quantidades. No
ceco e colon foram identificadas em todos os animais a presenca do Helicobacter bilis,
Helicobacter cinaedi e Helicobacter canis, localizados na superficie da mucosa e dentro
das criptas. O DNA de helicobactérias gastricas também foi identificado ocasionalmente no

intestino grosso.

Oliveira (2007) cita que dentre as helicobactérias gastricas estdo o Helicobacter
pylori, Helicobacter heilmannii, Helicobacter felis, Helicobacter bizzozeronii, Helicobacter
salomonis, Helicobacter suis, Helicobacter mustellae, Helicobacter nemestrinae,

Helicobacter acinonyx.

Neiger e Simpson (2008) & Rossi (1999) citam que a infec¢do natural pelo
Helicobacter pylori ainda nio foi descrita em cdes e em nosso estudo todas as bactérias

visibilizadas foram morfologicamente diferentes ao Helicobacter pylori.

Happonen (1999) descreve que as helicobactérias encontradas em cdes podem
ser morfologicamente identificadas e diferenciadas por microscopia eletronica através do
comprimento, espessura bacteriana, nimeros de flagelos, presenca ou auséncia de

fibrilagdes periplasmaticas.

Souza (2004) cita que as helicobactérias encontradas nos caes de seu estudo,
analisadas por microscopia Otica se assemelham ao Helicobacter heilmannii. Eaton et al
(1996) descreve que esta espécie se assemelha morfoloicamente ao Helicobacter
bizzozeronii e estas apresentam formato em espiral evidente assim como o0s

microorganismos visibilizados em nosso estudo.
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Helicobactérias sdo encontradas frequentemente na mucosa gastrica de caes
(Happonen, 1999), tanto em animais sauddveis, como observou Moutinho et al (2007),

quanto em caes com sintomas de gastropatia, por Takemura et al (2007).

Assim como Vieira (2004) as helicobactérias foram visibilizadas no muco, na
superficie do epitélio, no fundo das criptas e no interior das glandulas géastricas,
acrescentando que em nossa pesquisa a densidade de bactérias foi maior em dreas que

continham maior quantidade de muco.

De acordo com Ladeira et al, (2003) o Helicobacter pylori é mais freqiiente na
regido do antro gistrico em humanos, enquanto que em caes as regides do fundo e corpo
tem se apresentado como dreas com maior densidade bacteriana e maior probabilidade de
se encontrar helicobactérias como concluiram Moutinho et al, (2007), Souza (2004) e
Happonen (1999). Em nosso estudo as regides do fundo e corpo também foram as regides
com maior incidéncia da bactéria, observados tanto no teste rdpido da urease quanto na

histopatologia.

Herndndez et al (2007) pesquisou endoscopicamente cdes venezuelanos que
vivem em residéncias demostrando que a prevaléncia do Helicobacter spp. nestes animais

foi de 50%, fato também observado por Takemura et al (2007) no Brasil.

A prevaléncia da bactéria em caes de rua e em caes que vivem em aglomerados
como 0s canis municipais e experimentais no Brasil € alta e varia de 80% a 100%
(Moutinho et al ,2007; Vieira, 2004; Souza, 2004), fato que parece ser semelhante em
paises desenvolvidos (Leib et al, 2008; Happonen, 1999; Strauss-Ayali, 1999).

Os resultados encontrados nos animais da presente pesquisa se mostraram de
acordo a literatura veterindria quanto a alta prevaléncia e se apdia em trabalhos
epidemioldgicos com pacientes humanos, infectados pelo Helicobacter pylori, que vivem
em coletividade, principalmente em grupos com baixo nivel socioecondmico e com baixa
higiene, onde se observa altas taxas de infeccdo e recorréncia da infec¢do apds tratamento

(Fonsceca e Kawakami, 1999).
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4.3 — Teste da urease versus Histopatologia

Vieira (2004) descreve que o teste rapido da urease pode apresentar resultados
falso-negativos e falso-positivos, sendo a histopatologia a técnica mais sensivel e

indispensdvel na detecc@o de helicobactérias gastricas em caes.

De acordo com Aratjo (2002), alguns autores nao recomendam a utilizacao do
teste da urease como unico método para o diagnéstico de Helicobacter devido a baixa

especificidade.

Em um estudo em que se compararam diferentes métodos de diagndstico, a
sensibilidade do teste da urease em caes foi de 85,7% e 87,5% com leituras feitas aos 30 e
aos 60 minutos, respectivamente e a especificidade foi de 100% (Happonen et al, 1996). De
acordo com Aratijo (2002) quando a leitura € feita apos 24 horas, a sensibilidade aumenta,
mas a especificidade diminui, jd que a posibilidade de contaminacdo por outras bactérias
produtoras de urease aumentam, resultando em resultados falsos positivos. A sensibilidade
também depende do niimero de bactérias presentes na amostra, sendo necessarios pelo

4 . ..
menos 10" organismos para um resultado positivo.

No presente trabalho realizou-se leitura do teste rdpido da uréase até 12 horas

apods a imersdo da amostra no meio.

A histopatologia corada pelo Giemsa e Giemsa modificado nos permitiu boa
visibilizacdo e identificacdo dos microorganismos nas regides onde o teste da urease foi
positivo. O resultado negativo no teste rdpido da urease e os testes onde o tempo de
viragem de cor ocorreu acima de 2 horas foram relacionados a exames histopatologicos

com auséncia de helicobactérias ou baixa densidade de colonizagao.

Moutinho et al (2007) e Souza (2004) visibilizaram as helicobactérias pelo
método de Giemsa enquanto que Vieira (2004) também obteve facil identificacdo dos
microorganismos na mucosa géstrica pela coloracdo de Carbol-Fucsina fenicada, chamada

de Giemsa modificado.

O fato da regido do corpo e antro géstricos terem se apresentado com uma

pequena variacdo na concordancia entre os testes foi também descrito por Moutinho et al
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(2007) que observou concordancia de apenas 62% entre a histopatologia e o teste da urease
na regido do corpo gastrico e cita que tal fato pode ser explicado pelo corpo ser a maior
regido do estobmago e das helicobactérias apresentarem uma distribuicdo mais esparsa nesta

regido em caes.

Em nosso trabalho houve boa concordincia entre os testes nas trés regidoes do

estdbmago de acordo com o a andlise do coeficiente Kappa.

4.4 — Erradicacao versus recorréncia do Helicobacter spp.

Leib et al (2008) utilizou bloqueador de receptor H2 da histamina em
associagdo com terapia triplice e observou que este medicamento ndo trouxe beneficios

adicionais na erradicacdo do Helicobacter spp. em caes.

Ja Ferreira et al (2001), descreve que o omeprazol, o pantoprazol e o
lansoprazol além de suprimir satisfatoriamente a secre¢io dcida auxiliando a resolucdo de
lesdes gastricas, também podem agir, in vitro, como antimicrobianos por inibirem a urease
da bactéria. Washabau (2010) cita que o uso do lansoprazol em cades no Norte da América
tem demonstrado poténcia farmacolédgica e tempo de acdo similar ao omeprazol, além de
apresentar minimos efeitos colaterais, o que justifica a boa tolerancia deste medicamento

nos cdes do nosso experimento.

Happonen et al (2008) e Leib et al (2008) utilizaram terapia a base de
amoxicilina e metronidazol com inibidores dcidos na erradica¢do das helicobactérias em
cdes com gastropatia resultando em erradicacdo de 77% e 75% respectivamente além da
melhora significativa dos sinais clinicos. Nestes trabalhos foi descrita a necessidade de
terapia complementar para erradicacdo em alguns animais e ambos relataram casos de
recorréncia da infec¢do detectada em exames de seguimento realizados em 3 anos e 6

meses respectivamente.

No Brasil, raros sdo os trabalhos cientificos relacionados a terapéutica de caes

infectados por helicobactérias.
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Costa (2005) pesquisou terapia alternativa a base de estrato de prépolis e 6leo
de alho em cdes e observou que o estrato de propolis ndo foi eficaz na reducdo da
colonizag@o pelo Helicobacter spp. enquanto que os animais tratados com 6leo de alho
apresentaram reducdo significativa da infiltrado inflamatério, da degeneracdo glandular e

na densidade do Helicobacter spp.

Costa (2005) também demonstrou em seu experimento que a associacdo da
amoxicilina, metronidazol e omeprazol é eficaz na erradicacdo do Helicobacter spp em

cdes quando utilizado por quinze dias.

De acordo com Silva (2009), € possivel a recorréncia da bactéria em pacientes
humanos, apdés a terapia de erradicacdo, sendo mais freqiiente também em paises em

desenvolvimento.

Estudos realizados no Brasil por Mesquita et al (2005) e Coelho et al (1995)
sugerem alta recorréncia, porém ndo estd claro se a taxa decorre de nova infeccdo ou de

recrudescéncia como descreve Mesquita et al , 2005.

A falha na terapéutica como causa de maior taxa de reinfeccio e recorréncia da
doenca péptica, foi descrita por Chehter et al (2005) demonstrando em seu trabalho que a
terapia triplice a base de claritromicina, amoxicilina e lansoprazol reduziu de forma
considerdvel os casos de reinfeccdo por Helicobacter pylori em humanos. Silva (2009)
também cita que este esquema terapéutico por 7 dias apresentou alta eficdcia na erradicacao

da bactéria nos pacientes estudados em seu trabalho, com taxa anual de reinfec¢do de 1,8%.

Happonen et al (2008) também citam que a reinfec¢do pelo Helicobacter spp. é
rara ap6s uma erradicacdo com sucesso, podendo ser confirmada de quatro a oito semanas

apods o término da terapia.

A utilizagdo da claritromicina e amoxicilina associados ao lansoprazol como
terapéutica de eleicdo em humanos na erradicacdo do Helicobacter pylori (Coelho e
Zaterka, 2005), também se mostrou eficaz em nosso experimento, tanto na eliminacao das

helicobactérias gastricas, quanto na tolerancia aos medicamentos pela espécie canina.
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Destaca-se a importancia deste experimento ja que ndo foram encontradas publica¢des no

Brasil de pesquisas experimentais utilizando esta terapia em caes.

O fato da terapia utilizada nesta pesquisa ndo ter sido acompanhada por efeitos
adversos, foi também observado por Happonen er al (2008) utilizando amoxicilina,

metronidazol e subscitrato de bismuto coloidal.

Baillon e Marshal-Jones (2004) descrevem que a maior parte dos estudos
terapéuticos ndo conseguiram demonstrar erradicacdo do Helicobacter spp. em caninos a
longo prazo e citam que ainda ndo estd bem esclarecido se, este fato resulta de recorréncia

da infeccdo ou de recrudescéncia.

Nosso estudo demonstra que a terapéutica utilizada resultou na erradicacao de
100% dos animais, analisada pelo teste rdpido da urease e pela histopatologia, um dia apos
o término da terapia triplice. Ocorreu recorréncia natural da infec¢do em quatro dos cinco
animais erradicados do grupo experimento, sugerindo transmissdo do Helicobacter spp.

entre 0s grupos

Estes resultados quando comparados ao grupo controle, mostram que mesmo
com uma terapia triplice eficaz, individuos erradicados podem ter maior probabilidade de
adquirirem novamente a bactéria se mantiver intimo contato com individuos positivos,
principalmente em situacdes de aglomerados, assim como descrevem Fonsceca e

Kawakami (1999) em sua revisao.

4.5 — Transmissao do Helicobacter spp.

Ribeiro et al (2004), cita que ndo ha risco de transmissdo por equipamentos
endoscopicos, quando a desinfeccdo e esterilizacdo forem adequadas e Elisalde (2007)
concluiu em seu trabalho que médicos endoscopistas possuem alta prevaléncia de

Helicobacter pylori e risco significativamente superior de se infectar.

A provavel transmissdo entre pessoas que vivem em aglomerados, entre

paciente e médico e a transmissdo iatrogénica sdo discutidas a mais de uma década em
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decorréncia de maior prevaléncia entre familiares (Escobar e Kawakami, 2004), entre
profissionais da saide e de recidivas em doentes erradicados (Fonsceca e Kawakami,

1999).

O conceito de que helicobactérias sao transmitidas por via fecal-oral é aceita

por muitos pesquisadores (Fonsceca e Kawakami, 1999).

Esta hipdtese foi sugerida a principio devido ao isolamento do Helicobacter
pylori em fezes diarréicas de criancas na Africa por Thomas ef al (1992) e por Kelly et al
(1994) em pacientes dispéticos na Inglaterra (Fonsceca e Kawakami, 1999; Strrauss-Ayali,
1999). Carvalho (2008) também cita o isolamento de Helicobacter canis em fezes de caes e

Recordati et al (2007) na superficie da mucosa do célon.

Fox (1995) sugeriu que as fezes com helicobactérias poderiam contaminar fonte
de 4gua e de alimentos, sendo importante fator na transmissdo da bactéria. Esta via foi

evidenciada por Fernandez-Delgado et al (2008).

Pereira (2005) demonstrou a presenga do Helicobacter pylori na saliva e na
placa dentdria de pacientes humanos que apresentaram a bactéria no estdmago. E Perone et
al (2007) cita que a cavidade oral seria um reservatério da bactéria, mesmo apds

erradicacdo no estdmago, fato também descrito por Flatland (2002).

Gebara (2004) também detectou o microorganismo na cavidade oral de
pacientes mesmo apds erradicacdo no estdmago e fortaleceu a hipdtese deste local atuar
como reservatdrio da bactéria. Tais estudos sugerem a ocorréncia da transmissio pela via
oral-oral, o que poderia explicar relatos de transmissdo do Helicobacter pylori entre
pessoas da mesma familia, como a transmissdo entre conjuges descrita por Schiitze (1995),
entre mae e filho por Escobar e Kawakami (2004), em aglomerados humanos por Fonsceca

e Kawakami (1999) e nos cées deste experimento.

Helicobactérias diferentes ao Helicobacter pylori também foram
identificadas por Recordati (2007) na cavidade oral de cdes, tanto no saliva quanto na placa
dentdria dos mesmos. Lecoindre et al (1997) descreve que o vOomito freqiiente e o habito

que os caes tem de se lamber, poderia contribuir de forma considerdvel para as altas taxas
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de prevaléncia nesta espécie, destacando a possibilidade de existir transmissdao da bactéria

entre caes por esta via.

Os resultados do nosso trabalho demonstraram que a recorréncia da infeccio
pelo Helicobacter spp. ocorreu pelo contato préximo entre cdes mantidos em ambiente

aglomerado, assim como descrevem Fonsceca e Kawakami (1999) em sua revisao.

4.6 - Potencial zoonético do Helicobacter spp.

Flatland (2002) cita a existéncia de correlacio entre a infec¢do por
helicobactérias diferentes ao Helicobacter pylori em humanos com animais contaminados,
considerando que existe maior prevaléncia de infeccdo pela espécie Helicobacter

heilmannii em humanos nas comunidades rurais.

Revisdes de literatura descritas no Brasil e no exterior citam que a infec¢dao
natural por bactérias diferentes ao Helicobacter pylori em humanos poderia ser indicio de
que também ocorra a transmissd@o do animal para o homem. Tais trabalhos sugerem, com
muita cautela, um provavel potencial zoonético do Helicobacter spp. encontrado em caes,
principalmente da espécie Helicobacter heilmannii (Carvalho et al, 2008; Recordati et al,

2007).

Dore et al, (1999) também descrevem que estudos epidemiolégicos mostram
elevada prevaléncia de anticorpos anti-Helicobacter pylori em funciondrios de frigorificos e
médicos veterindrios quando comparados com individuos que ndo tem contato com
animais. Souza (2004) cita que kits de sorologia para diagndstico do Helicobacter pylori

podem apresentar reacdo cruzada em animais contaminados por espécies Helicobacter spp.

Ja Silva (2005) descreve que a condicdo econdmica e sanitdria, a densidade
intrafamiliar, a idade dos pacientes e a presenca de animais no domicilio, ndo mostraram
ser risco de reinfeccdo pela espécie Helicobacter pylori na populagdo de pacientes estudada

com baixa taxa de reinfecgao.
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Grande atencdo deve ser dada a esses fatos, visto que boa parte da populagcao
mundial possui animais de companhia em casa, além do contato proximo entre animais e

humanos em meios rurais.

4.7 — Pesquisa experimental

Ratos de laboratério infectados artificialmente com cepas de Helicobacter

pylori s@o constantemente utilizados em pesquisa experimental (Mariosca, 2007).

Segundo Moutinho et al (2007) e Souza (2004) cdes de rua e de canis

experimentais possuem alta prevaléncia de Helicobacter spp. na mucosa gastrica.

Trabalhos realizados no exterior, também demostram alta incidéncia em caes
naturalmente infectados (Happonen, 1999; Happonen 2008) e ja foi relatado que a
inoculacdo de cepas de Helicobacter pylori em caes, podem induzir lesdes gdstricas
semelhantes as que sdo encontradas em humanos naturalmente infectados (Rossi et al,

1999).

A semelhanga anatomofisiolégica do trato gastrointestinal entre humanos e
cdes, a alta prevaléncia na espécie canina e seu facil manejo laboratorial justificam a
utilizacdo desta espécie animal em estudos experimentais visando melhor compreensao dos
mecanismos da infeccdo pelo Helicobacter spp. como problema de satde publica. Fato que

ainda se contrasta na escassa literatura.

Assim como Fonsceca e Kawakami (1999) citam que as criancas representam a
populacido ideal para grandes estudos epidemioldgicos em relagdo ao papel do Helicobacter
pylori na evolugdo do cancer gastrico, 0 cao se mostrou, a nosso ver, um bom modelo a ser
utilizado na pesquisa experimental, visando esclarecer e detalhar o real mecanismo de
transmissdo e controle deste género de bactérias, em beneficio tanto a medicina humana

como a medicina veterinaria.
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5 - CONCLUSOES
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o Em cées, o Helicobacter spp. € encontrado com maior freqiiéncia nas regides

do fundo e corpo gastrico.

o Existe boa concordancia entre o teste rdpido da urease e a histopatologia

corada pelo Giemsa e Giemsa modificado no diagndstico do Helicobacter spp. em caes.

o A terapia triplice a base de claritromicina, amoxicilina e lansoprazol é

tratamento eficaz na erradicac@o de Helicobacter spp. em caes.

o A recorréncia da infeccdo em cdes erradicados ocorre apds 60 dias de

contato com caes naturalmente infectados.

o Ambientes aglomerados associado ao contato intimo com animais infectados

¢ fator determinante na transmissdo do Helicobacter spp. na espécie canina.
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Apéndice I - Certificado da Comissiio de Etica na Experimentacio Animal

P \
RN N,
%‘i’ 3

CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagdao Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1801-1, sobre "Avaliacao da presenca de
Helicobacter na _mucosa de caes apods terapia de erradicacido"”, sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Nelson Adami Andreolo / Thiago Pires Anacleto,

esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagcao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissao de Etica na Experimentacdo Animal — CEEA/Unicamp em 12 de maio
de 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 1801-1, entitled "Assessment of gastric mucosal

after_treatment for Helicobacter in dogs", is in agreement with the Ethical

Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on May 12, 2010.

Campinas, 12 de maio de 2010.
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Profa. Dra. Ana‘Maria A. Guaraldo Fatima Alonso.__
Presidente Secretaria Executiva
CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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Apéndice II - Prevaléncia do Helicobacter spp.

Tabela 1 - Andlise descritiva de freqiiéncias para varidveis categéricas nos 20
cdes na primeira endoscopia.

N2 de animais

Helicobacter spp. Teste raipdo da urease Histopatologia
Fundo Corpo Antro Fundo Corpo Antro
Positivo 20 20 13 20 18 10
Negativo 0 0 7 0 2 10

Tabela 2 - Andlise descritiva de freqiiéncias para varidveis categéricas nos 10
cdes na segunda endoscopia.

N2 de animais

Helicobacter Teste raipdo da urease Histopatologia
Fundo Corpo Antro Fundo Corpo Antro
Positivo 0 0 0 0 0 0
Negativo 10 10 10 10 10 10

Tabela 3 - Andlise descritiva de freqiiéncias para varidveis categdricas nos 5
cdes do grupo controle na terceira endoscopia.

N2 de animais

Helicobacter Teste raipdo da urease Histopatologia
Fundo Corpo Antro Fundo Corpo Antro
Positivo 0 0 0 0 0 0
Negativo 5 5 5 5 5 5

Tabela 4 - Andlise descritiva de freqiiéncias para varidveis categéricas nos 5
cdes do grupo experimento na terceira endoscopia.

N2 de animais

Helicobacter Teste raipdo da urease Histopatologia
Fundo Corpo Antro Fundo Corpo Antro
Positivo 4 4 3 4 4 3
Negativo 1 1 2 1 1 2
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Apéndice III — Teste rapido da urease e Histopatologia

Tabela 5 — Andlise descritiva e concordancia entre os métodos de avaliacdo em
cada regido do estdmago.

Histopatologia

Frequéncia
Porcentagem

+ -

20 0
100,00 0,00
20 0
100,00 0,00

Urease +

Histipatologia

Frequéncia
Porcentagem

+ -

18 2
90,00 10,00
18 2
90,00 10,00

Urease +

Histopatologia

Frequéncia

+ _
Porcentagem

10

Urease

Kappa = 0,7000, p-valor < 0,0001 IC95 # (0,4014; 0,9986).

Apéncice I'V: Recorréncia da infeccao

Tabela 6 — Andlise descritiva e comparacao da recorréncia da infeccao.

Frequéncia Infeccéo
Porcentagem sim ndo Total
% Grupo
4 1 5
Coletivo 40,00 10,00 50,00
E 80,00 20,00
O 0 5 5
Individual 0,00 50,00 50,00
0,00 100,00
Total 4 6 10
40,00 60,00 100,00

Fisher, p-valor = 0,0476.
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