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1. INTRODUCAO

A bactéria Helicobacter coloniza o trato gastrointestinal superior especificamente o
estdbmago, provocando lesGes na mucosa gastrica, dando origem a gastrites, Ulceras e com
freqiiéncia cancer (COUTO, 2001). Helicobacter pylori é reconhecida como a maior causa de
gastrite crénica em humanos, podendo ser encontrada também em animais, enquanto que H.
felis e H. heilmannii sdo as principais espiroquetas encontradas nos caes e gatos (NEIGER &
SIMPSON, 2000). Outras espécies de Helicobacter foram identificadas no ser humano, sendo
que a Helicobacter heilmannii (Hh), também encontrado em gatos, foi associado a gastrite
(RODRIGUES & FIGUEIREDO, 1996), e ao linfoma MALT (Mucosa Associated Lynphoid
Tissue) gastrico primario (MORGNER et al., 2000). Nessa associagdo, a erradicacdo da
bactéria resultou no desaparecimento do linfoma géstrico; a infeccdo por Hh em seres
humanos é bem menos frequente do que a verificada com a Hp, sendo possivel a
concomitancia de infeccdo por ambas as especies de bactérias (RODRIGUES &
FIGUEIREDO, 2000; TAMS, 2005 ).

Segundo Jenkins & Basset (1997), Neiger & Simpson (2000) e Gueneau et al. (2002),
ha relatos de infeccdo gastrica por espécies de Helicobacter em humanos, gatos, caes, ratos,
suinos, bovinos, ferrets, raposas, felinos selvagens e primatas ndo-humanos (BIZZOZERO,
1893).

Estima-se que metade da populacdo mundial esteja colonizada por este patdgeno e que
a maioria dela foi colonizada ainda na idade escolar, porém muitos individuos colonizados
permanecem assintomaticos. A infeccdo pela bactéria tem correlacdo inversa com o padrdo
socioecondmico e nos paises em desenvolvimento como o Brasil, a coloniza¢do do estbmago
humano por Hp é disseminada (SOUTO et al., 1998). A prevaléncia de animais portadores
com essas bactérias se situa entre 70 e 100%, demonstrando a possibilidade dos animais de
companhia servirem como reservatorio para a transmissao de helicobactérias aos humanos
(FLATAND, 2002; BOYANOVA et al, 2003).

Em pesquisas sobre a infeccdo por Helicobacter spp. no estbmago de animais
domésticos focam-se duas questbes principais. A primeira prende-se com a possibilidade de
estes animais estarem a transportar e transmitir agentes zoonoticos a humanos, sendo, com
este objetivo, necessario designar a incidéncia e tipo de bactérias que colonizam os carnivoros
domésticos. A segunda relaciona-se com uma perspectiva em Medicina Veterinaria, visando a

significancia e importancia clinica destes microrganismos em cdes e gatos, bem como a sua
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funcionalidade enquanto modelos animais da infecgdo por helicobactérias em humanos. Com

iSs0, se torna necessario o estudo desta bactéria nos cées e gatos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Heliccobacter spp.

2.1.1. Cronologia da Helicobacter spp.

O género Helicobacter € hoje amplamente reconhecido no mundo cientifico. A sua
descoberta veio a alterar toda a dindmica de patologia gastrica até entdo registrada. Rappin
(1881) conduziu os primeiros estudos a cerca da observacdo de bactérias espiraladas em
raspagens da mucosa gastrica, em cédes. Seguiram-se outros estudos, realizados por Bizzozero
(1893) e Salomon (1898), onde ratos de laboratorio eram inoculados com tecido gastrico
infectado, para reproduzir a infeccdo nesses animais (SOLNICK & SCHAUER, 2001;
ERGINSOY & SOZMEN, 2006).

Na decada de 50 a hipétese de que Helicobacter spp. estaria intrinsecamente
relacionada com o desenvolvimento de Ulceras pépticas em humanos, foi rejeitada por uma
investigacdo introduzida por lvy, Grossman & Bachrach (1950). Este agente bacteriano
acabou por cair no esquecimento durante decadas e a sua manifestacdo ocasional no estbmago
dos mamiferos, foi considerada resultante da contaminagdo bacteriana alimentar (KUSTERS,
VLIET, & KUIPERS, 2006).

A verdadeira pesquisa ao Helicobacter spp. no estdmago iniciou-se com os trabalhos
de Robin Warren. Este patologista, em 1979, mostrou grande interesse na classificacdo
histopatologica de alteracGes gastricas e na pesquisa, através de coloracdes de prata
(coloracdo de prata Warthin-Starry), de microrganismos espiralados adjacentes a mucosa
gastrica. Um colaborador de Warren, Barry Marshall, demonstrou também grande interesse
nos estudos até entdo realizados. Em 1982, conseguiram isolar agentes Gram-negativos em
condicdes microaerofilas, de biopsias gastricas de 58 pessoas, das 100 positivas a presenca de
espiroquetas na analise histopatologica do estomago (WARREN,2006). A investigacdo

tornou-se publica em 1983, descrevendo microrganismos que se pensava ser do género
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Campylobacter (WARREN, 2006), sendo ratificado em 1984 para o nome de Campylobacter
pyloridis e mais tarde para Campylobacter pylori (GOODWIN et al., 1989). Foi apenas em
1989 que o conceito de um novo género bacteriano surgiu e estas bactérias passaram a ser
denominadas Helicobacter spp. Apesar de se assemelharem ao género Campylobacter,
caracteristicas importantes como os flagelos e sequéncia do 16S rRNA eram bastante dispares
(GOODWIN et al., 1989). Esta descoberta viria a laurear Warren e Marshall com um Nobel
da Medicina ou Fisiologia em 2005, pela descoberta da Helicobacter pylori e seu papel em
gastrites e em Ulceras pépticas (WARREN,2006).

O interesse nestes agentes patogénicos cresceu exponencialmente apoOs estas
investigacOes surpreendentes e cada vez mais se aproximou do fundamento de que o H. pylori
estd associado ao desencadeamento de muitos mecanismos patogénicos no estdmago,
incluindo Glceras pépticas, gastrite cronica, linfoma associado ao tecido linfoide da mucosa
gastrica (MALToma) e adenocarcinoma (DUNN, COHEN, & BLASER, 1997; KUSTERS et
al., 2006). Em 1994, um consenso foi publicado pelo “National Institutes of Health”,
recomendando o uso de terapéutica anti-microbiana em pacientes com ulceras pepticas,
infectados com H.pylori (SOLNICK & SCHAUER, 2001). No mesmo ano, a “International
Agency for Cancer Research”, apoiada pela Organizacdo Mundial de Sadde, declarou o H.
pylori como um agente carcinogénico da classe I (DUNN, et al., 1997; SOLNICK &
SCHAUER, 2001).

Novas espécies de Helicobacter spp. foram entretanto investigadas, em diferentes
espécies de mamiferos, nomeadamente gatos, cdes, furbes, suinos, chitas e outros primatas
(NEIGER et al., 1998). A especie Helicobacter mustelae foi isolada pouco tempo apés o
isolamento de H. pylori, em furdes, (FOX et al. 1986; SOLNICK & SCHAUER, 2001). A
Helicobacter felis foi a primeira espécie a ser identificada em gatos (LEE et al., 1988), sendo
seguido pela Helicobacter heilmannii (anteriormente denominada por Gastrospirillum
hominis, um agente espiralado diferente da H. pylori, apontado também como colonizador do
estbmago humano e associado a gastrite) (HEILMANN & BORCHARD, 1991).
Subsequentemente, uma nova espécie Helicobacter bizzozeronii foi observada em cées, sendo
muito semelhante a H. heilmannii (HANNINEN et al,, 1996).

Hoje em dia, outras espécies sdo reconhecidas, bem como se sabe que existem

espécies da Helicobacter spp. com predomindncia no figado e intestino (espécies
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enterohepéticas) e espécies de Helicobacter spp. no estdmago (espécies gastricas) (KUSTERS
et al., 2006).

2.1.2. Epidemiologia e Transmiss@o da Helicobacter spp.

As espécies de Helicobacter sdo bactérias gram-negativas, microaerofilas, moveis,
espirais e multiflageladas, sendo capazes de se multiplicar no estbmago apesar de sua
secrecdo acida, gracas a importante atividade da enzima urease. A producdo de ambnia por
esta enzima, a partir da hidrdlise da uréia, neutraliza a acidez do meio (GEMI, 2001;
GUENEAL et al., 2002).

O conhecimento sobre espiroquetas gastricas cresceu consideravelmente no campo da
Medicina Humana e Medicina Veterinaria. Até o ano de 2000, ja haviam sido identificadas e
descritas 31 espécies de Helicobacter spp. (NEIGER & SIMPSON, 2000) e em 2008,
compreendiam cerca de 38 espécies classificadas taxondmicamente e outras ainda sob
investigacdo. Grande parte destas bactérias pertencentes ao género Helicobacter mostrou estar
associada a patologia gastrica ou enterohepatica (HARBOUR & SUTTON, 2008).

A maioria dos estudos em humanos demonstrou que a infeccdo ocorre durante a
infancia, sobretudo nos paises mais desfavorecidos, porém muitos individuos permanecem
assintomaticos (DUNN et al., 1997; BROWN, 2000; KUSTERS et al., 2006). A incidéncia da
H. pylori em criancas foi calculada em 3 % a 10 % por ano, nos paises subdesenvolvidos, e
estimada em 1 % por ano, nos paises mais ricos e 12 % a 15 % de infec¢do em criancas até 10
anos, respectivamente (ERNST & GOLD, 2000).

Diversos fatores de risco foram identificados na infec¢do por H. pylori. O consumo de
tabaco e alcool foi implicado como um fator associado a elevada prevaléncia da bactéria, mas
outros estudos mais conclusivos desacreditaram essa hipdtese. Uma adequada alimentacao, a
base de frutos e vegetais (ricos em Vitamina C) provou originar uma maior protecdo contra a
infeccdo, contrariamente a uma alimentacdo descuidada, preparada sobre condicGes higiénicas
precarias. Sobretudo, préaticas higiénicas inadequadas, baixas classes sociais e elevadas
densidades populacionais, acusaram uma relacdo com elevada prevaléncia da infeccdo
(BROWN, 2000).

Quanto a0 modo como a H. pylori é transmitido mantém-se ainda incerto. A
transmissdo iatrogénica, através do uso de endoscopio, € o Unico mecanismo oficialmente

provado, embora seja pouco frequente e ndo tdo comum nos dias atuais, uma vez que a
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importancia dos cuidados higiénicos e de assepsia do endoscOpio receberam particular
atencdo no manejo pré-cirargico (DUNN et al.,, 1997; BROWN, 2000). A forma mais
provavel de transmissdo acredita-se ser a via oral-oral ou fecal-oral. Esta Gltima foi proposta
num estudo em que se cultivou Helicobacter spp. das fezes de furdes, provando uma nova via
de transmissdo (FOX et al., 1992). Transmissdo atraves de recursos de agua pode ocorrer da
contaminacgdo fecal desta, em paises onde existe um deficiente tratamento de aguas. Cré-se
que o humano prevalece como hospedeiro reservatorio do H. pylori, sendo a sua transmissdo a
partir de outros animais pouco fundamentada, apesar de ja ter sido identificada em outras
espécies animais, como felinos e em ovelhas (BROWN, 2000).

Outra espécie identificada em pessoas é a Helicobacter heilmanniii (DUNN et
al.,1997). Contudo a sua prevaléncia, modos de transmissdo e patogenicidade ndo estdo
completamente esclarecidos. Heilmann & Borchard (1991), na sua descoberta de espiroquetas
gastricas ndo H. pylori, estabeleceram uma prevaléncia de 0 % a 25 % de microrganismos
Gastrospirillum hominis, futuramente designados H. heilmannii, na observacéo de bidpsias do
antro gastrico. Mais tarde, tornou-se claro que H. heilmannii ndo representa uma so espécie,
mas antes compde um complexo grupo de espécies das quais se distinguem Candidatus
Helicobacter suis (De GROOTE et al.,, 1999a), identificado no estdmago de suinos,
correspondente ao H. heilmannii tipo 1 (O’ROURK et al., 2004), e microrganismos
espiralados observados na mucosa gastrica dos carnivoros domésticos e humanos, designados
por Candidatus Helicobacter heilmannii, correspondente ao H.heilmannii tipo 2
(O’ROURKE et al., 2004) e filogeneticamente muito similares a H. felis (LEE et al., 1988),
H. bizzozeronii (HANNINEN et al., 1996), H. salomonis (JALAVA et al., 1997) e o
recentemente descrito H. cynogastricus (BULCK et al., 2006).

A maior parte dos organismos tipo Helicobacter spp. em cées e gatos sdo espiroquetas
grandes (0,5 x 5 — 10 hm), ndo distinguiveis por microscopia optica (NEIGER & SIMPSON,
2000). Em gatos estdo descritas as seguintes espécies gastricas: H. felis, H. pamatensis, H.
pylori e H. heilmannii (NEIGER et al., 1998; JALAVA et al., 1998; HANDT et al., 1994).

H. felis foi a primeira bactéria espiralada a ser isolada com sucesso no gato (LEE et
al., 1988) Os resultados das analises histopatoldgicas da mucosa gastrica, demonstraram que
esta bactéria residia, principalmente, na camada superficial de muco, no lumen das glandulas
gastricas ou inoculando os canaliculos das células parietais. A sua estrutura era semelhante a

uma forma de saca-rolhas, com parede Gram-negativa, multiplos flagelos localizados
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bipolarmente e fibrilas periplasmaticas, em nimeros pares, ao longo do seu comprimento. A
presenca de fibrilas periplasméticas € uma das caracteristicas que permitiu a distin¢do entre
outras espécies de Helicobacter spp., porém foi mais tarde identificada a sua perda quando em
cultura in vitro (EATON et al., 1996).

Foram identificados por microscopia eletronica microrganismos sem fibrilas
periplasmaticas, logo distinto do H. felis, com caracteristicas de Helicobacter heilmannii, uma
bactéria ainda ndo isolada, mas frequentemente encontrada em outros animais, sendo este
achado suportado por outros estudos contemporéaneos (OTTO et al., 1994; SCANZIANI et al.,
2001; STRAUSS-AYALLI et al., 2001). Pensa-se que estes microrganismos sejam dos mais
prevalentes nos carnivoros domésticos (NEIGER et al., 1998), mas a distincdo dos diferentes
subtipos que alberga continua incerta. Num estudo, a sua prevaléncia foi de 38 %, sendo a
mais elevada entre os diversos microrganismos encontrados (STRAUSS-AYALI et al., 2001).

Helicobacter pamatensis foi isolada por Neiger et al., (1998), desconhecendo-se a sua
epidemiologia e patogenia em gatos. H. pylori tem dado origem a teorias controversas sobre a
sua capacidade como agente zoondtico em felinos. Alguns trabalhos de investigacao
estiveram aptos para provar a sua existéncia em gatos (HANDT et al., 1994; FOX et al., 1995;
HANDT et al., 1995; SCANZIANI et al., 2001), mas outros ndo reconheceram a infeccéao
nestes animais domésticos (NEIGER et al., 1998; JALAVA et al., 1998; NORRIS et al.,
1999).

Os carnivoros domésticos, para além de serem susceptiveis a um maior nimero de
espécies de Helicobacter spp. que os humanos, apresentam co-infec¢bes no seu estbmago
(SCANZIANI et al., 2001; STRUSS-AYALLI, et al., 2001; TAKEMURA, CAMARGO, &
BRACARENSE, 2007), sendo mais comum em gatos uma flora mista de H. felis e
H.heilmannii (STRUSS-AYALLI et al., 2001).

A localizacdo dos microrganismos € relatada de modo igual para o fundo, corpo e
antro (ERGINSOY & SOZMEN, 2006; TAKEMURA, CAMARGO, & BRACARENSE,
2007). No entanto, existem estudos que indicaram nichos preferenciais para 0s
microrganismos, apesar ndo serem consistentes nos dados que apresentam, ja que evidenciam
diferentes padrbes de colonizacdo personalizada, na mucosa fundica e corpo (OTTO et al,,
1994; SCANZIANI et al.,2001) ou no antro (HANDT et al., 1994). Os diferentes moldes de
colonizacdo no estdbmago ndo estdo completamente esclarecidos, mas de certo que sdo

influenciados por diversos fatores, como o tipo e nimero de amostras que se colhem para
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analise histopatoldgica, fatores intrinsecos ao hospedeiro, fatores relacionados com a espécie
ou as espécies colonizantes e a propria resposta inflamatéria da mucosa géastrica nas suas
diferentes zonas. Histologicamente, os microrganismos tendem a alojar-se, principalmente, na
camada de muco gastrico, mas sdo também observados nas criptas gastricas ou nas glandulas

gastricas e nos canaliculos das células parietais (HERMANNS et al., 1995).

A prevaléncia de microrganismos gastricos tipo Helicobacter foi calculada em 86%
em gatos (OTTO et al., 1994), 90 a 100% em gatos domesticos clinicamente saudaveis
(JALAVA et al., 1998;NEIGER et al., 1998; NORRIS et al., 1999) e em 57 a 76 % em gatos
(HERMANNS et al., 1995) com vomito recorrente.

Em termos epidemioldgicos, as condi¢cBes higio-sanitarias em que 0s animais
domésticos se encontram e habitam é um fator importante, tal como nos humanos, sendo essa
teoria suportada pelo fato de maiores prevaléncias serem registradas em animais provenientes
de canis, do que em animais provenientes de lares domésticos particulares (EATON et
al.,1996). Considera-se tambeém que a prevaléncia possa variar com a idade, sendo menor para
animais mais jovens (OTTO et al., 1994), embora seja ainda uma teoria incerta e contraditéria
(NEIGER et al., 1998). Por outro lado, as diferentes densidades bacterianas encontradas entre
animais clinicamente doentes e sdos (HERMANNS et al., 1995), podem sugerir que o estado

clinico dos pacientes é relevante na manutencdo de uma infeccéo persistente por Helicobacter

spp.

A prevaléncia advém também do tipo de teste diagndstico utilizado. Estudos que
utilizam diversos testes, incluindo exames de elevada sensibilidade, como o PCR, obtém
menores valores no calculo da prevaléncia (EATON et al., 1996; NEIGER et al., 1998), do

que aqueles que recorrem apenas a um tipo de teste diagnostico.

Os diferentes estudos de prevaléncias estimaram que 100% dos cdes (STRAUSS-
AYALI et al.,1999), 67 a 100 % dos cdes domésticos clinicamente saudaveis (EATON et al.,
1996; JALAVA et al., 1998), 100 % dos Beagles gnotobidticos (EATON et al., 1996;
STRAUSS-AYALLI et al.,1999) e 61 a 95 % dos cdes (HEMANNS et al., 1995) com vomito
recorrente  estavam infectados com espécies de Helicobacter spp. gastricas.
Epidemiologicamente e ecologicamente, 0 modelo de doenca é similar ao encontrado nos

felinos, desenvolvendo-se sobre as mesmas condi¢cdes acima apontadas.
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Diversas espécies de Helicobacter tém sido apontadas como causadoras de gastrite em
cées e gatos (TORTORA et al., 2000; FOX, 2003; JOHNSON et al., 2008), porém, alguns
autores referem a presenca dessa bactéria em animais saudaveis também, perfazendo assim
uma infeccéo sub clinica (STURGESS, 2001; DENOVO, 2005; JOHNSON; SHERDING &
BRIGHT, 2008).

A transmissdo de Helicobacter spp. entre individuos da mesma espécie ou de espécies
diferentes € desconhecida. Tendo como base 0 modelo humano, pondera-se que as vias oral-
oral e fecal-oral constituam as duas principais formas de transmissao deste microrganismo.
Em canideos o padrédo de infeccdo é semelhante ao dos gatos, tendo sido descritas as seguintes
espécies no estbmago de caes: H. felis (EATON et al., 1996; JALAVA et al., 1998;
SIMPSON et al., 1999), H. bizzozeronii (HANNINEN et al., 1996; JALAVA et al., 1998), H.
solomonis (JALAVA et al., 1997; JALAVA et al., 1998), “Flexispira rappini” (EATON et al.,
1996; JALAVA et al., 1998), H. bilis (EATON et al., 1996), H. heilmannii (NEIGER et al.,
1998) e recentemente o H. cynogastricus (BULCK et al., 2006).

As infec¢bes mistas sdo habituais, tal como nos felinos, sendo mais comuns floras
mistas de H. bizzozeronii e H. heilmannii (JALAVA et al., 1998).

Outros animais domesticos foram alvo de estudo, provando ser hospedeiros de
microrganismo do género Helicobacter. Em 1986 relataram-se abortos em ovelhas devido a
uma bactéria isolada dos fetos abortados, e classificada, na altura como Flexispira rappini
(HARBOUR & SUTTON, 2008). Trabalhos mais recentes detectaram este microrganismo em
outros animais, descortinando-se a sua relacdo filogenotica proxima do género Helicobacter,
sendo tentadora a sua inclusdo no grupo como Helicobacter rappini (DEWHIRST et al.,
2000). Os suinos suscitaram interesse no mundo cientifico e no campo de Salde Publica,
assim que surgiram como potenciais transmissores de espiroguetas aos humanos. A espécie
mais prevalente nestes animais ¢ a Candidatus Helicobacter suis (De GROOTE et al.,
1999a),espécie muito semelhante ao Helicobacter heilmannii, classificado anteriormente
como um subtipo desta, a Helicobacter heilmannii tipo 1. No bovino e nos equinos foram
descritas espécies de Helicobacter spp., a Helicobacter bovis (De GROOTE et al., 1999b) e
H. equorum (MOYAERT et al.,, 2007), respectivamente. A descoberta de Helicobacter
pullorum em aves extrapolou o espectro de acdo, até entdo conhecido apenas para mamiferos
(STANLEY etal., 1994).
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Entre animais silvestres, também existem relatos de bactérias helicoidais, comegando
nos furdes. O primdrdio de investigacbes em animais, ap6s a descoberta da H. pylori (FOX et
al., 1988). Assim, é seguro afirmar que multiplas espécies animais sdo infectadas e que a
Helicobacter spp. é uma bactéria ubiquitaria (HARBOUR & SUTTON, 2008).

2.2. Consideracdes anatdémicas e fisioldgicas do estbmago

O estbmago é uma dilatacdo do tubo digestivo anatomicamente constituido por
diferentes regides, a saber: cérdica, fundica, corpo, antro e pilérica. A regido céardica €
responsavel pela passagem de agua e alimento para o interior do estdmago, e por meio do seu
esfincter impede o refluxo gastro-esofagico. A regido fandica e o corpo tém por funcdo o
armazenamento do contetdo alimentar, com capacidade de dilatacdo e manutencao da presséo
intra gastrica constante, enquanto o antro realiza a digestdo mecénica dos alimentos solidos. A
regido pilorica € uma valvula muscular que limita as dimensdes das particulas que passam

para o duodeno e previne o fluxo gastroduodenal (WILLARD, 1997).

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

No antro e nas proximidades do piloro, as glandulas secretam grande quantidade de

muco contando também com expressivo nimero de células enddcrinas, principalmente células
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G responsaveis pela producdo de gastrina, que é uma potente estimuladora da secrec¢do acida
(ROSS & ROMRELL, 1993; WILLARD, 1997).

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

2.2.1. Barreira da mucosa gastrica

O estbmago esta bem protegido dos efeitos danosos de &cido gastrico, pepsina, acidos
biliares e outras enzimas digestivas por componentes fisico-quimicos complexos conhecidos
como barreira da mucosa gastrica. O componente mais superficial , € uma fina camada de
muco-bicarbonato secretado pelas células epiteliais gastricas que funciona como um
lubrificante contra lesbes mecanicas de particulas abrasivas, enquanto que o gel de
glicoproteinas (mucinas) basal se adere & mucosa e aprisiona o bicarbonato secretado pelas
ceélulas epiteliais para manter o pH da mucosa acima de 6. Esta ultima camada forma uma
barreira eletro-quimica para impedir a difusdo retrograda de ions hidrogénio do acido luminal
e pepsina para o epitélio (DENOVO, 2005; TAMS, 2005; MITCHELL et al., 2006).

Outra caracteristica importante da barreira mucosa gastrica € a capacidade das células
epiteliais de repararem continua e rapidamente pequenos danos no tecido. Portanto, quando
ocorre uma lesdo superficial na mucosa, as células na margem dessa area migram sobre o
defeito dentro de poucas horas para evitar lesdes mais profundas da mucosa (DENOVO,
2005).

Uma densa rede de capilares da submucosa fornece oxigénio e nutrientes para as
necessidades metabdlicas altas de secrecdo de muco e bicarbonato, e para a rapida renovacdo
celular (DENOVO, 2005). A exposicdo do epitélio gastrico ao acido resulta em hiperemia
reativa, e essa resposta hiperémica reflete um mecanismo de defesa vascular no qual o fluxo
sanguineo aumentado fornece bicarbonato plasmatico e remove produtos nocivos como o

acido que é difundido de modo retrogrado, alem de mediadores inflamatérios (TAMS, 2005).

Entretanto, provavelmente um dos componentes mais importantes na barreira mucosa
gastrica sejam as prostaglandinas. A mucosa do trato gastrointestinal é capaz de sintetizar
diversas delas, sobretudo a PGE, PGE, e prostaciclina, as quais aumentam a secrecdo de
muco e bicarbonato, regulam o fluxo sanguineo e estimulam uma série de eventos como o

crescimento das células epiteliais. O processo de transporte celular, a sintese de
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macromoléculas e dos fosfolipideos ativos de superficie, estabilizam lisossomos teciduais e
inibem a secrecdo do &cido cloridrico. O efeito coletivo desses eventos é aumentar a
redistribuicdo celular rapidamente para evitar a lesdo da superficie da mucosa e a progressdo
da profundidade da lesdo em direcdo a submucosa (DENOVO, 2005; TAMS, 2005;
MITCHELL et al.,2006). As prostaglandinas também modulam a atividade de muitos
imundcitos, incluindo macréfagos e mastocitos. Juntamente com diversas citocinas e 0 6xido
nitrico, parecem desempenhar papéis decisivos na regulacdo da resposta imune, quando a
mucosa esté inflamada (TAMS, 2005).

2.3. Gastrite

Gastrite € um processo inflamatério da mucosa gastrica em decorréncia de uma
agressdo que pode ser de origem alimentar, infecciosa, farmacoldgica ou sistémica
(STURGESS, 2001). Apresenta-se primeiramente com hiperemia da mucosa géastrica podendo
evoluir para lesdes mais profundas até atingir a submucosa. Assim o vomito é o primeiro sinal
observado nos pacientes com doenca gastrica, entretanto, o diagnostico da enfermidade destes
pacientes torna-se um desafio devido ao fato de doencas ndo gastricas também cursarem com
este mesmo sinal (DENOVO, 2005). Desta maneira a classificacdo de gastrites em agudas e
crénicas, esta de acordo com a duragdo dos sinais clinicos que varia de forma proporcional a
evolucao das lesbes da mucosa gastrointestinal (STURGESS, 2001; TAMS, 2005).

A gastrite cronica e aguda € uma doenca comum nos cédes e gatos; sendo a cronica
classificada com base nas caracteristicas histologicas, como o tipo de infiltrado inflamatorio e
a presenca de fibrose, atrofia ou hipertrofia da mucosa. A aguda, geralmente é uma afeccéo
auto limitada e suave que raramente justifica a confirmacdo com bidpsia; seu diagndstico

clinico é feito quando ocorre vomito agudo sem causa aparente (BIRCHARD et al., 1998).
2.3.1. Gastrite aguda

A gastrite aguda provavelmente € a causa mais comum de vOmito em cées e gatos e é
causada por varios fatores que resultam em lesdo e inflamacdo da mucosa gastrica. A
ingestdo de alimentos contaminados, intolerancia ou alergias alimentares sdo muito

frequentes, assim como a ingestdo de material estranho, agentes quimicos, plantas irritantes
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ou farmacos podem levar a infecgdo, mas também algumas infecgBes virais e parasitarias
desenvolvem gastrite aguda nesses animais (DENOVO, 2005). Segundo Johnson, Sherding &
Bright (2008), a infeccdo bacteriana por Helicobacter spp. dificilmente resulta em gastrite
aguda, entretanto em alguns animais esse agente etiolégico esta associado a causa da doenca.

Macroscopicamente, ha edema e hiperemia moderados, ocasionalmente com
hemorragia (gastrite erosiva hemorragica aguda). Microscopicamente, neutrofilos invadem o
epitélio, com desfacelamento do epitélio de superficie, gerando erosdo (MITCHELL et.al.,
2006).

2.3.2. Gastrite crbnica

Acredita-se que a exposicdo repetida a antigenos alimentares, farmacos, quimicos,
toxinas ou agentes infecciosos inicia uma resposta alérgica ou imunomediada que, por fim,
leva a gastrite cronica (TILLEY & SMITH, 2003; DENOVO, 2005).

Existem vérias apresentacfes de gastrite crénica, com frequéncia, o tipo celular ou
formacdo histoldgica predominante pode identificar a doenga, assim temos as gastrites
linfocitica-plamocitica, eosinofilica, granulomatosa ou atréfica, sendo os tipos linfocitica-
plasmocitica e atréfica os mais envolvidos em casos de infeccdo por Helicobacter
spp..(TILLEY & SMITH, 2003; WILLARD, 2006).

A gastrite linfocitica-plasmocitica pode ser uma reacdo imunoldgica e/ou inflamatoria
a uma variedade de antigenos, inclusive os microrganismos Helicobacter spp.podem ser 0s
responsaveis por tal reacdo em alguns animais, especialmente nos felinos (WILLARD, 2006).
Este tipo de gastrite € caracterizada pela presenca de infiltrado de linfocitos e/ou plasmaécitos
na lamina propria do estbmago, menos comumente os infiltrados se estendem para as camadas
submucosa e muscular da mucosa (TILLEY & SMITH, 2003).

A gastrite atrofica € uma afeccdo rara de etiologia desconhecida que ocorre em céaes
idosos, associada com perda na capacidade secretora gastrica (STURGESS, 2001). No
homem ela pode ocorrer com uma infeccdo por Helicobacter spp. na qual se associa com o
aumento no risco de neoplasia gastrica. A afeccdo pode representar o estagio final de uma
gastrite cronica. No entanto, € possivel que se trate de uma doenca imunomediada, pois a
afeccdo pode ser produzida, experimentalmente, com a imunizacdo de cdes contra suas
proprias secregdes gastricas (TWEDT & MAGNE, 1986). Pode-se desenvolver a falta de

producdo de acido, e esta predispor ao super crescimento bacteriano. A falha nos mecanismos
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de retroalimentacdo negativa resulta na elevacdo da gastrina plasmatica e pode ocorrer
ulceracdo gastrica (STURGESS, 2001). Gastrite atrofica também pode resultar do uso
prolongado de inibidores poderosos de secrec¢do e &cido gastrico, tal como o omeprazol. Dessa
forma, o efeito &cido-supressor do inibidor da bomba de prétons, causa 0 aumento de secrecao
de gastrina, por falta do “feedback™ negativo do acido sobre as células secretoras de gastrina

no antro pilérico (DENOVO, 2005).

A gastrite cronica parede ocorrer frequentemente em cées e gatos, entretanto, sua
prevaléncia real é desconhecida (DENOVO, 2005). O aumento da utilizacdo do endoscopio
na Medicina Veterinaria proporcionou um significante aumento do diagnéstico dessa afeccéo,
de forma geral, as causas de gastrite cronica sdo semelhantes aquelas da gastrite aguda, em
particular a infeccdo com a bactéria gastrica espiral Helicobacter spp., que parecer ser uma
causa comum de gastrite cronica em cées e gatos (DENOVO, 2005; TAMS, 2005).

Em muitos casos a inflamacdo gastrica é confirmada por biopsia, mas a causa
especifica pode ndo ser identificada. Nessas circunstancias, os achados histologicos, embora
ndo especificos, podem indicar um diagndstico etiologico e ajudar nas decisdes terapéuticas e
prognosticas; no caso de uma infec¢do por Helicobacter spp. o tipo histologico predominante
possivelmente serd linfocitico-plasmatico, e em alguns casos encontram-se nodulos linfoides
também (ISRAEL et.al, 2001).

A gastrite cronica é caracterizada clinicamente por episodios intermitentes de vémito
as vezes com episddios agudos, que ndo respondem ao tratamento sintomatico. O vOmito
crénico é definido com um vémito intermitente ou persistente que falhou em responder a
terapia sintomatica e tem ocorrido por mais de 3 semanas (STURGESS, 2001). Na afeccéo, a
frequéncia do vomito pode variar de uma vez por semana a varias vezes por dia (WILLARD,
2006). Outros sinais inespecificos incluem inapeténcia, anorexia, perda de peso e dor
abdominal. Hematémese e melena ocorrem se ha erosdo Ulcera gastrica, ou neoplasias
estiverem presentes , e nesse caso, 0 vomito pode apresentar-se com flocos de sangue ou com
sangue digerido, ao qual ¢ chamado de “borra de café¢” (STURGESS, 2001; TILLEY &
SMITH, 2003). Esses animais poderdo apresentar mucosas palidas em casos de anemia por
perda sanguinea crénica nas ulceras (TILLEY & SMITH, 2003). A diarréia é incomum, a

menos que o paciente tenha doenca inflamatodria intestinal concomitante (STURGESS, 2001).

N&o é incomum que animais com vOmito crénico apresentem pouca ou nenhuma

alteracdo na mucosa gastrica em uma biopsia, enquanto que outros animais que ndo estéo
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vomitando exibem evidéncias histoldgicas de danos na mucosa (TWEDT & MAGNE, 1986).
A raz8o para essa disparidade entre alteragdes clinicas e histoldgicas permanece obscura
(STURGESS, 2001). Entretanto, segundo Mitchell et al., (2006), na gastrite cronica, ocorre a
presenca de alteracdes inflamatdrias, mucosas cronicas que ao fim podem levar a atrofia da
mucosa e a neoplasia intestinal, sendo que esta condicdo constitui uma base para a displasia e

dai para o carcinoma.

Macroscopicamente, a gastrite cronica exibe uma mucosa avermelhada, mole de
textura grosseira. Histologicamente, infiltrado linfocitario e de células plasmaticas na lamina
prépria, infiltrados neutrofilicos-intra-epiteliais, alteracdo regenerativa das células colunares
da superficie, atrofia variavel das glandulas da mucosa, metaplasia do epitélio tipo intestinal e
displasia em alguns casos de gastrite cronica de longa duracdo (MITCHELL et al., 2006).

2.4. Diagnostico da Helicobacter spp.

O diagnostico da infec¢do por organismos semelhantes ao Helicobacter pode ser feito
pro métodos invasivos e nao invasivos. Os metodos invasivos requerem a realizacdo de
endoscopia para a coleta de fragmentos de mucosa gastrica e incluem teste rapido de urease,
citologia, histopatologia, cultura e reacdo em cadeia polimerase (PCR). Os métodos nédo
invasivos detectam a presenca de Helicobacter indiretamente, e compreendem o teste
respiratorio com ureia marcada e sorologia. Em Medicina Veterinaria, 0s métodos invasivos
s&0 0s mais comumente utilizados (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999; VELAZQUES &
FEIRTAG, 1999; HAHN et al., 2000).

2.4.1. Testes Invasivos ou Métodos Diretos

A sua designacdo provém da recorréncia a meios invasivos para coleta de amostras,
por gastroscopia ou laparotomia. Porém, permitem uma observacdo direta dos
microrganismos e como tal, mais fidedigna. Durante a realizacdo de endoscopia, alteracdes
macroscopicas podem ser observadas, porém ¢é dificil definir um padrdo especifico de
infeccdo por Helicobacter spp. Se a infeccdo for severa, pode ser observada mucosa fundica

hiperémica e/ou edematosa, as pregas do antro podem estar hipertroficas e a sua mucosa
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hiperémica e podem ocorrer pequenos nddulos na mucosa gastrica (LECOINDRE et al.,
2000).

2.4.2. Teste Rapido da Urease

E constituido por um meio rico em ureia, ligado a um indicador de pH, o vermelho
fenol. A presenca de urease quebra o principio ativo do meio, criando uma alteragdo de pH
por formacdo de amonia, ou seja ocorre uma alteracdo de cor perceptivel a olho nu para
magenta. Para além das Helicobacter spp. gastricas, outras bactérias produzem esta enzima
(por exemplo Proteus spp., em animais coprofagicos), conduzindo a resultados falso-
positivos. Falsos-negativos podem resultar de uma amostra ocasional sem a bactéria ou com
Helicobacter spp. que ndo produza urease, sendo no entanto raro (NEIGER & SIMPSON,
2000), uma vez que a sua sensibilidade estd estimada em cerca de 70 a 90 %, ou seja, sdo
necessarios cerca de 104 microrganismos para levar a resultados positivos (NEIGER et al.,
1998).

Este teste tem maior utilizacdo em Medicina Humana, tendo sido apontado como um
método eficaz para detectar a presenca de H. pylori e a sua densidade de colonizacao, ja que a
rapidez com que se altera a cor € proporcional ao nimero de bactérias (NEIGER &SIMPSON,
2000). Para além disso, € um teste pratico com varios kits rapidos disponiveis no mercado.
Estes kits contéem uma combinacdo de ureia e um indicador de pH. Outra forma de realizar o
teste € preparar tubos com ureia a 10% em agua destilada e vermelho de fenol com indicador
de pH. A mudanca para a cor rosa indica resultado positivo, e o tempo decorrido até a
alteracdo da cor estd diretamente relacionado & concentracdo de bactérias presentes no
fragmento (FOX et al., 1995; SIMPSON & BURROWS, 1997). Segundo Hann et al., (2000),
0 teste da urease para a deteccdo de helicobactérias, apresenta sensibilidade de 80 a 90%. A
presenca de outros microorganismos produtores de urease (Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa) pode gerar resultados falsos positivos, e resultados falsos negativos podem
ocorrer quando o namero de bactérias Helicobacter é pequeno (HAPPONEN et al., 1996 a).
Por isso 0 exame histologico por meio de biopsias gastricas é recomendado para o diagndstico
definitivo (HAHN et al., 2000).

2.4.3. Anélise Histopatoldgica

A maior parte das analises histopatologicas demonstram inflamacdo ligeira a

moderada, principalmente localizada no antro (HERMANNS et al., 1995), com infiltragdo por
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linfocitos e plasmaocitos. Gastrite folicular parece também ser um padrdo comum em gatos
infectados (OTTO et al., 1994; HERMANNS et al., 1995). Durante algum tempo a presenca
destes foliculos foi considerada um achado normal em gatos, mas tendo em conta que em
humanos representam um foco de inflamacdo responsiva a antigenos locais, este critério
sofreu uma revisédo (LECOINDRE et al., 2000).

Existem coloragdes especiais para realcar microrganismos tipo Helicobacter spp.
Quando ha uma baixa densidade de colonizacao, designadamente colora¢des de prata, como a
coloracdo de Warthin-Starry (EATON et al., 1996; NEIGER et al., 1998; LECOINDRE et al.,
2000), de Giemsa (HERMANNS et al., 1995) ou azul de toluideno (NEIGER & SIMPSON,
2000). Tem elevada sensibilidade e especificidade, mas podem ocorrer falsos negativos,
devido a distribuicdo heterogénea do microrganismo, por essa razdo devem ser recolhidas
amostras do corpo, fundo e antro (LECOINDRE et al., 2000).

2.4.4. Citologia por raspagem

A citologia ¢ um método sensivel, pouco invasivo, de procedimento facil e permite
rapido diagnostico. As helicobactérias podem ser visualizadas facilmente através da coloragédo
pelo Gram (CUSTODIO et al., 2005). Contudo, peca por ndo permitir a avaliacdo de lesdes de
gastrite (NEIGER & SIMPSON, 2000).

2.4.5. Isolamento em cultura bacteriana

Devido as exigéncias especiais dos organismos, a cultura de Helicobacter spp. é dificil
e sua sensibilidade ¢ baixa (15,4% - 51%) quando comparada com outros métodos
diagnosticos (HAPPONEN et al., 1996 a; STRAUSS AYALI & SIMPSON, 1999). Por essa
razdo, o seu isolamento em cultura bacteriana sempre foi dificil de alcancar (JALAVA et al.,
1998). Uma das causas desse impedimento é explicada pelas condi¢es microaerofilicas que o
seu crescimento exige (5% de oxigénio, 10% de dioxido de carbono e 85 de nitrogénio)
(LECOINDRE et al., 2000). Microrganismos nao cultivaveis integram o grupo H. heilmannii
(NORRIS et al., 1999).

2.4.6. Técnicas moleculares

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de DNA extraido de biopsias gastricas ou
fluido gastrico tem sido um diagndstico muito valioso nos estudos realizados sobre esta

bactéria, permitindo a identificacdo e diferenciacdo das diversas espécies (EATON et al.,
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1996; NEIGER et al., 1998; STRAUSS-AYALI et al., 1999). Os “primers” usados derivam
na maioria dos casos do gene de urease ou da sequéncia 16S rRNA. Estudos mais avancados
demonstraram a importancia de técnicas moleculares como FISH(“Fluorescence In Situ
Hybridization), na deteccdo de Helicobacter spp. no tecido géastrico,com elevada
sensibilidade e especificidade (JERGENS et al., 2009).

2.4.7. Microscopia Eletrénica

A microscopia eletrbnica permite a distincdo de alguns tipos morfoldgicos de
Helicobacter spp..(EATON et al., 1996; HANNINEN et al., 1996). Porém, existem estudo
que comprovam as perdas das caracteristicas morfoldgicas tipicas da H. felis quando” in
vitro” (EATON et al.,1996; JALAVA et al., 1998).

2.4.8. Testes ndo Invasivos ou Métodos Indiretos

Este tipo de analise consegue contornar a necessidade de meios como a endoscopia na
avaliacdo do sucesso terapéutico de determinados protocolos, tendo as suas limitacGes quanto

ao tipo de resultados e conclusdes que deles se podem retirar (EATON et al., 1996).
2.4.9. Testes sorologicos

O “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay” ou, mais conhecido, ELISA ¢ usado
extensivamente em Medicina Humana e em estudos epidemiolégicos. No mercado estdo
disponiveis Kits rapidos de ELISA formulados com antigenos de H. pylori que detectam IgG
do soro sanguineo. A aplicacdo destes testes nos animais domesticos é de certa forma
limitada, uma vez que podem albergar diferentes espécies de Helicobacter spp. iguais na
resposta imunolédgica que desencadeiam (EATON et al., 1996; JALAVA et al., 1998).

2.4.10. Testes de Medicdo da Ureia

A ureia pode ser medida no volume expiratério e no soro sanguineo (FRY et al,,
2005), com is6topos do carbono 12, como 13C ou 14C. A aménia contendo estes isdtopos, e
que é clivada pela urease bacteriana, e absorvida para a circulacdo sanguinea e depois exalada
pela respiracdo. A medicdo do calculo entre 12C0O2 e 13CO2 é feita por espectrofotometria de
massa (NEIGER & SIMPSON, 2000). Este teste foi ja utilizado em gatos (NEIGER et al.,
1998) e em cdes. Uma vez que este teste € uma técnica ndo invasiva, € um bom método de
documentar o sucesso de erradicagdo terapéutica em animais e humanos. O uso de anti-acidos

pode diminuir a atividade de urease da Helicobacter spp., assim como densidades bacterianas
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baixas podem persistir durante muito tempo, ndo sendo detectavel através deste teste a
producéo de urease (NEIGER & SIMPSON,2000).

2.4.11. Medicéo de gastrina e pepsinogénio

Os baixos niveis de gastrina e pepsinogénio podem constituir indicadores eficazes da
doenca atrofica (SIPPONEN et al., 2002). O célculo Pepsinogénio A:Pepsinogénio C
demonstrou, todavia, uma maior eficdcia como marcador bioquimico da gastrite cronica

atrofica, predominantemente aquela que se instala no corpo gastrico (BROUTET et al., 2003).

A combinacdo de testes soroldgicos para deteccdo de H. pylori, medicdo do célculo
Pepsinogénio A :Pepsinogénio B e medicdo do nivel sérico de gastrina, propde um bom
método de diagnostico, com precisdo similar a da analise histopatolégica, e de maior
sensibilidade do que quando usados individualmente. Neste &mbito, 0 uso destes marcadores
bioguimicos constituiu um avanco importante no diagndstico de lesdes histopatoldgicas
causadas por infec¢do por H. pylori, sem recorréncia a méetodos invasivos (STORSKRUBB et
al., 2008).
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Incidéncia de Helicobacter spp. na mucosa gastrica de gatos em Recife -

Pernambuco

ABSTRACT —[ Incidence of Helicobacter spp. in gastric mucosa of cats in Recife -

Pernambuco]

The present work was designed to investigate the incidence of the bacterium Helicobacter
spp. In cats from the Recife city, Pernambuco State. The stomach samples were collected
from 119 cats, without distinction between race or age, being 56 males and 63 females
originated from the Environmental Survey Center (CVA), captured in the city of Recife.. The
urease quick test and the histopathological examination using both the Hematoxilin-Eosin
(HE) and Giemsa stains were performed. The urease quick test showed that 83,92% of the
male (47/56) and 80,95% of the female (51/63) samples were positive for Helicobacter, with
a total of 82,35% (98/119) of the population being positive. The Giemsa analysis
demonstrated that in 73,21% of the males (41/56) and 74,60% of the females (47/63) samples
the Helicobacter spp. Bacteria was found, and the total positive sample in the tested
population was 73,94% (88/119). During the analysis performed using the HE stain, was
observed that 59,66% (71/119) of the samples showed histopathological alterations, such as:
lymphoplasmocitic infiltration with a lymphoid foliculum, microabscess, necrosis,
hypotrophy, and in 40,34% of the samples(48/119) no alterations were observed. Since the
Helicobacter spp. Microorganisms are able to cause gastric inflammation in cats, having
showed , the research studies concerning the clinical importance and elucidate the gastric
neoplasic genesis in these animals. It coud conclude that cats originated from Recife city,

Pernambuco state, shows high incidence of helicobacteriosis.

KEY WORDS: Helicobacteriosis, urease, gastritis, bacterium, cats.
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RESUMO

O presente trabalho foi delineado para investigar a incidéncia da bactéria Helicobacter spp.
em gatos oriundos da cidade do Recife do estado de Pernambuco. As amostras de estdbmagos
analisadas, foram coletados de 119 gatos sem raca definida e idade, sendo 56 machos e 63
fémeas provenientes do Centro de Vigilancia Ambiental (CVA), capturados na cidade do
Recife. Foram realizados para pesquisa de Helicobacter spp., os métodos de teste rapido da
urease, 0 exame histopatolégico corado pela técnica hematoxilina-eosina (HE) e pelo método
de coloracdo Giemsa. As analises pelo teste rapido da urease mostraram que em 83,92% das
amostras dos machos (47/56) e em 80,95% das amostras das fémeas (51/63), foi detectada
reacdo positiva para Helicobacter, sendo 82,35% (98/119) na totalidade das amostras. As
analises pelo método de coloracdo pelo Giemsa mostraram que em 73,21% das amostras dos
machos (41/56) e em 74,60% das amostras das fémeas (47/63), foi encontrada a bactéria
Helicobacter spp. , sendo 73,94% (88/119) na totalidade das amostras. Na analise das
amostras coradas pela técnica de coloracdo hematoxilia-eosina (HE), verificou-se que em
59,66% das amostras (71/119) apresentaram alteracdes histopatologicas como: infiltrado
linfoplasmocitario com foliculo linféide, microabcesso, necrose, hipotrofia; e em 40,34% das
amostras  (48/119) ndo apresentaram alteracbes histologicas. Dessa forma, o0s
microorganismos do género Helicobacter spp. sdo capazes de gerar inflamagdo géstrica no
gato, sendo necessario cada vez mais aprofundar as pesquisas a respeito da importancia
clinica e da génese de neoplasias gastricas nesses animais. Concluiu-se neste trabalho que
gatos oriundos da cidade do Recife, estado de Pernambuco apresentam alta incidéncia de
helicobacteriose.

PALAVRAS CHAVE: Helicobacteriose, urease, gastrite, bactéria, felinos,

INTRODUCAO

Bactérias do género Helicobacter tém sido observadas desde o final do século XIX
(B1zzOZERO, 1893), infectando o estdbmago de humanos e espécies animais como caes, gatos,
furdes, suinos, algumas espécies de macacos (HERMANNS et al., 1995), tigres e onca parda
(caTTOLI €t al. 2000). Foi primeiramente classificada como Campylobacter spp. por WARREN
e MARSHALL em 1983, estabelecendo-se taxonomicamente como Helicobacter spp. em 1989,

baseado nas caracteristicas morfoldgicas (OWEN, 1998).



43

A importancia dessa bactéria tem sido detectada na patogenia da gastrite, da Ulcera
gastrica e duodenal (BLASER, 1990; COVER; BLASER 1995; QUEIROZ et al., 1998) e mais
recentemente como agente indutor do carcinoma gastrico no ser humano (MORGNER et al.,
2000b; cASTRO et al., 2003). Varios estudos tém demonstrado correlacdo entre a presenca de
Hp no homem e outras doencgas, como trombocitopenia auto-imune, nefropatia membranosa,
polineuropatias imunes agudas, doenca cardiaca isquémica (GASBARRINII; FRANCESCHI,
1999), carcinoma hepético (AVENAUD et al., 2000), colangite esclerosante primaria e cirrose
biliar priméaria (NILSON et al., 2000), e também em doenca coronariana (DANESH et al., 1999).

A sua prevaléncia difere sobretudo com a area geogréafica, com a idade, com a raca e
com o estado s6cio econdmico. De acordo com a area geogréafica, a infeccdo mostrou ser mais
prevalente em paises subdesenvolvidos, numa taxa igual ou superior a 70 % de infeccdo, em
oposicdo aos paises industrializados, onde 40% das pessoas ou menos estdo infectadas. A
infeccdo pela bactéria tem correlagdo inversa com o padrdo sdcio-econdmico e nos paises em
desenvolvimento como o Brasil, a colonizagdo do estdmago humano pela Helicobacter pylori
é disseminada (VALLE; BIZINELLI 1993; COELHO et al., 1995; souTo et al, 1998) . A
prevaléncia de animais portadores com essas bactérias se situa entre 70 e 100%,
demonstrando a possibilidade dos animais de companhia servirem como reservatorio para a
transmiss@o de helicobactérias aos humanos (BOYANOVA et al., 2003). A maioria dos estudos
demonstrou que a infeccdo ocorre durante a infancia, sobretudo nos paises mais
desfavorecidos, porém muitos individuos permanecem assintomaticos (DUNN et al., 1997;
BROWN, 2000; KUSTERS et al,. 2006). A incidéncia do H. pylori em criancas foi calculada em
3 % a 10 % por ano, nos paises subdesenvolvidos, e estimada em 1 % por ano, nos paises
mais ricos, com mais de 70 % e 12 % a 15 % de infeccdo em criancas até 10 anos,

respectivamente (ERNST; GoLD, 2000).

A forma exata pela qual ocorre a transmissdo desta helicobacteriose é desconhecida. O
isolamento de Hp em saliva, placa dentaria e nas fezes reforca a hipdtese de transmissao oro-
oral ou oro-fecal. Alguns relatos mostram disseminacédo da bactéria por meio de equipamentos
gastrointestinais contaminados (LANGENBERG et al., 1990; wiLLIAMS, 1999). Outras espécies
de Helicobacter foram identificadas no ser humano. A Helicobacter heilmannii (Hh) foi
associada a gastrite (RODRIGUES et al., 1996; HONSOVA et al., 1999, MENTION et al., 1999;
YAMAMOTO et al., 1999; CALES et al., 2000; sVvec et al., 2000) e ao linfoma MALT gastrico
primario (MORGNER et al., 2000a; FOSCHINI et al., 1999). Nessa associacdo, a erradicacdo da

bactéria resultou no desaparecimento do linfoma géstrico (MORGNER et al., 2000a). A infeccdo
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por Hh em seres humanos é bem menos freqliente do que a verificada com a Hp, sendo
possivel a concomitancia de infecgdo por ambas as espécies de bactérias (RODRIGUES et al.,
1996; FOSCHINI et al. 1999).

A prevaléncia de microrganismos gastricos tipo Helicobacter foi calculada em 86%
em gatos (OTTO et al., 1994), 90 a 100% em gatos domésticos clinicamente saudaveis
(JALAVA et al., 1998; NEIGER et al., 1998; NORRIs et al., 1999; MARKS, 1999) e em 57 a 76 %

em gatos (HERMANNS et al., 1995) com vomito recorrente.

A bactéria Helicobacter coloniza o trato gastrointestinal superior, especificamente o
estdmago, provocando lesGes na mucosa gastrica, dando origem a gastrite, Ulceras e cancer
(couto, 2001). A inflamacdo do estdmago € essencialmente um disturbio de seu revestimento
mucoso. Habitualmente, a gastrite é do tipo catarral ou hemorragica, mas quando associada a
infeccdo por Helicobacter, é considerada gastrite linfocitica (JONES 2000; couTo, 2001).

Clinicamente nos gatos a gastrite caracteriza-se por episodios intermitentes de vomito,
as vezes com episddios agudos, que ndo responderam ao tratamento sintomatico. Outros
sinais ndo especificos incluem inapeténcia, anorexia, perda de peso e dor abdominal.
Hematémese e melena ocorrem se erosdo e ulceracdo gastrica ou neoplasia estiverem
presentes. A diarréia € incomum, a menos que o paciente tenha doenca inflamatoria intestinal
(TAMS, 2005).

Em termos epidemioldgicos, as condi¢cdes higio-sanitarias em que 0s animais
domésticos se encontram e habitam é um fator importante, tal como nos humanos, sendo essa
teoria suportada pelo fato de maiores prevaléncias serem registadas em animais provenientes
de canis, do que em animais provenientes de lares domésticos particulares (EATON et al.,
1996). Considera-se também que a prevaléncia possa variar com a idade, sendo menor para
animais mais jovens (OTTO et al., 1994), embora seja ainda uma teoria incerta e contraditoria
(NEIGER et al., 1998). Por outro lado, as diferentes densidades bacterianas encontradas entre
animais clinicamente doentes e sdos, podem sugerir que o estado clinico dos pacientes €
relevante na manutencao de uma infecgdo persistente por Helicobacter spp. (HERMANNS et al.,
1995).

Na pesquisa de Helicobacter spp. no estbmago de animais domésticos focaram-se duas
questdes principais. A primeira prende-se com a possibilidade destes animais estarem a
transportar e transmitir agentes zoon6ticos a humanos (RANDIN et al., 1990; HANDT et al.,
1994; o770 et al., 1994; HANDT et al., 1995; Fox et al., 1995), sendo, com este objetivo,

necessario designar a prevaléncia e tipo de bactérias que colonizam os carnivoros domésticos.
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A segunda relaciona-se com uma perspectiva em medicina veterinaria, visando a significAncia
e importancia clinica destes microrganismos em cées e gatos, bem como a sua funcionalidade
enquanto modelos animais da infec¢do por helicobactérias em humanos (RANDIN et al., 1990;
FOX et al., 1995; HANDT et al., 1995).

O objetivo deste trabalho é relatar a incidéncia de infeccdo por Helicobacter spp em
mucosa gastrica de gatos da cidade de Recife do Estado de Pernambuco. Também sé&o
relatados os achados de necropsia e histopatoldgicos associados a essa infeccao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 119 gatos sem raca definida, adultos, sendo 56 machos e 63 fémeas,
provenientes do Centro de Vigilancia Ambiental (CVA) da cidade de Recife. Os animais
foram sedados com xilazina a 2% e anestesiado com ketamina 22mg/Kg por via intravenosa e
em seguida eutanasiados com aplicacao de cloreto de potéssio a 10% por via intravenosa. Em
seguida foram imediatamente necropsiados.

Ao exame macroscopico do sistema estdmago analisou-se a integridade da mucosa
observando-se coloracdo, presenca de lesbes pre-ulcerativas e/ou ulcerativas, alteracGes
circulatérias, presenca de parasitas e outras alteracdes de superficie. Em seguida coletaram-se
fragmentos de estbmago de cada animal para a realizacdo do teste rapido de urease e exame
histopatoldgico.

Para a realizacdo do teste de urease utilizou-se kit comercial (Renylab Quimica e
Farmacéutica Ltda), para detectacdo de H. pylori, contendo ureia e vermelho fenol.
Fragmentos do estdmago foram imersos em solucdo reagente e incubados em temperatura
ambiente. O teste foi considerado positivo quando a solucdo adquiria tonalidade rosa,
indicando presenca da bactéria devido a liberacdo de amonia. A reacdo foi considerada
positiva quando a viragem do indicador ocorreu entre 2 e 120 minutos, sendo fortemente
positiva quando a viragem do indicador ocorreu entre 2 e 30 minutos. Quando a viragem do
indicador ocorreu até 120 minutos a reacdo foi considerada fracamente positiva e apds 120
minutos as reac6es foram consideradas negativas.

Fragmentos de estdbmago foram fixados em formol a 10% tamponado com fosfato a
4% por 24 horas, convenientemente desidratados em concentragdes crescentes de &lcool

etilico, diafinizados pelo xilol e impregnados pela parafina liquida em estufa regulada a
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temperatura de 60 °C, segundo a metodologia preconizada por MICHALANY (1980). Na
sequiéncia, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot, ajustado para 4 pm. Os
cortes assim obtidos foram transferidos para laminas histoldgicas e, em seguida, mantidas em
estufa regulada a temperatura de 46°C, durante 24 horas, para secagem e colagem. Quatro
laminas foram preparadas de cada animal e coradas por hematoxilina e eosina (H.E) (BARROS;
MARQUES, 2003) e pela técnica de coloracdo do Giemsa (NELSON; CouTo, 2006) para posterior
descricdo morfoldgica. Para este fim foi utilizado um microscépio de luz, da marca CARL
ZEIS, com objetivas variando de 4 a 400 X.

Para a analise morfologica, a mucosa gastrica foi avaliada quanto a presenca de
infiltracdo inflamatdria, degeneracdes glandular e, nimero de aglomerados linfoides. As
alteracbes morfoldgicas podem ser classificadas de acordo com a natureza quantitativa e
qualitativa. As alteracbes de natureza quantitativa incluem: infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario na lamina propria com ou sem formacdo de foliculos; presenca de
neutrofilos em torno dos colos glandulares e foveolas; perda dos componentes préprios da
mucosa com rarefacdo e afastamento das glandulas e alargamento das foveolas. As alteracdes
de natureza qualitativa incluem: epitélio superficial foveolar podendo apresentar alteracfes
degenerativas; edema e congestdo; displasia; erosdes; foliculos linféides; fibrose da lamina

propria e proliferacdo vascular e metaplasia pseudo-antral (BoGLIOLO, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em particular a infeccdo pela Helicobacter spp parece ser uma causa comum de
gastrite cronica em cdes e gatos. Em felinos os sinais clinicos da gastrite cronica consistem
em episodios intermitentes de vomito, anorexia, perda de peso e dor abdominal. Os achados
de necropsia relatados no presente trabalho sdo importantes para o diagndstico presuntivo da
doenca. A confirmacdo diagnéstica dos casos aqui relatados foi baseada nos resultados
do teste de urease, lesdes macroscopicas caracteristicas da enfermidade e principalmente na
observacdo de bactérias helicoidais tipo Helicobacter similares aos descritos em outros casos
de infeccdo por Helicobacter spp. em felinos.

Macroscopicamente das 119 amostras de estdmago, 51 amostras (42,86%) nao

apresentaram alteracfes macroscopicas e 68 amostras (57,14%) apresentaram alteracdes
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macroscopicas que consistiam em hiperemia de mucosa (28,58%), ulceras (5,88%) (Figura
A), hemorragia petequial (2,52%), hipertrofia (9,24%) e atrofia (10,92%) de pregas gastricas
(Figura B).

De acordo com MITCHELL et al., (2006), macroscopicamente na gastrite cronica por
Helicobacter spp visualiza-se edema, hiperemia moderada a acentuada, podendo ainda
apresentar hemorragia (gastrite erosiva hemorréagica aguda) e Ulceras. Foi observado que 68
amostras (57,14%), apresentaram uma ou mais alteragBes macroscopicas na mucosa gastrica
tais como hiperémia, Ulceras, areas hemorrégicas, hipertrofia e atrofia de pregas gastricas.

As alteracbes mais freqlientes observadas ao exame histopatolégico em cortes corados
pelo método hematoxilina eosina (HE), foram infiltrados de células linfoplasmocitérias,
distribuidas na maioria das amostras de forma difusa. Estes infiltrados foram encontrados em
71 (59,66%) amostras, onde 44 amostras (36,98%) apresentaram apenas infiltrado
linfoplasmocitario, 13 amostras (10,92%) apresentaram infiltrado linfoplasmocitario difuso
com foliculos linféides (Figura C), 6 amostras (5,04%) continham infiltrado
linfoplasmocitario difuso com presenca foliculos linfoides, microabcessos e necrose (Figura
D), 6 amostras (5,04%) apresentaram infiltrado linfoplasmocitario com hipotrofia epitelial, 1
amostra (0,84%) apresentou infiltrado linfoplasmocitario com hipotrofia de epitélio e
presenca de neutrofilos e 1 amostra (0,84%) apresentou infiltrado linfoplasmocitario com
microabcesso e metaplasia epitelial (Figura E).

Em um estudo, observou-se um infiltrado inflamatério mononuclear discreto, assim
com fibrose da lamina prépria e degeneracdo glandular. Dos animais infectados, 51% dos caes
e 61% dos gatos apresentaram nddulos linfoides, e apenas 13% dos cdes e 17% dos gatos
tinham erosdo do epitélio gastrico. Verificou-se aumento da proliferacdo celular em ambas as
espécies estudadas (TAKEMURA, 2007) A atrofia glandular, a fibrose e os infiltrados
linfociticos sdo caracteristicos das gastrites, principalmente daquelas que sdo originadas por
H. pylori. Séo, alem disso, consideradas como lesdes comuns de um processo de infecgdo, em
que existe um desaparecimento progressivo de bactérias e degradacdo da funcdo gastrica
(Tucct et al.,, 2001). As lesGes observadas neste estudo enquadram-se neste padrdo
histolégico.

LesBes neoplasicas estdo também relacionadas com a infeccdo por Helicobacter spp.,
e particularmente com atrofia do fundo gastrico, estimando-se um risco 4,5 vezes mais
elevado de ocorrerem carcinomas nestes casos (Tuccl et al., 2001). Os MALTomas foram

também relacionados com gastrite atrofica (HIYAMA et al., 2001). Esses tipos de alteracbes
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ndo foram identificadas nas amostras do estudo. No entanto, alteragdes como infiltracdo
linfoplasmocitéria foram identificadas. A formacdo de linfomas gastrointestinais surgem de
processos que geram tecido linfoide associado a mucosa (MALT), que alberga as células
precursoras dos linfomas e que, progressivamente, se transforma em células malignas
(MORGNER et al., 2000 a). Assim sendo, e apesar de neoplasias gastricas como o linfoma
serem raras em animais, é de alguma relevancia investigar a possibilidade de desenvolvimento
de MALTomas em gatos com este tipo de les6es histopatoldgicas.

Na andlise da amostras pelo teste rapido da urease, 98 amostras (82,35%)
apresentaram resultados positivos e 21 amostras (17,65%) apresentaram resultados negativos.
A reacgéo foi fortemente positiva em 100% das amostras positivas para este teste.

Histologicamente, em 73,95% das amostras coradas por Giemsa, foram observadas
bactérias helicoidais medindo entre 5 e 12 mm de comprimento, arranjadas isoladamente ou
formando aglomerados no lumen das glandulas gastricas, na camada de muco superficial ou
no interior das fossetas gastricas (Figura F). O exame microscépico pelo método de coloracéo
Giemsa revelou Helicobacter spp em 88 amostras (73,95%) do total de 119 amostras
analisadas. Das 98 amostras (82,35%) positivas ao teste rapido de urease, 10 amostras
(8,40%) nao foi confirmada a presenca de Helicobacter spp no exame histopatolégico pelo
método de coloracdo Giemsa, corroborando com NEIGER ; SIMPSON (2000), que relataram
que resultados falso-negativos podem resultar de uma amostra ocasional sem a bactéria ou
com Helicobacter spp. que ndo produza urease, sendo no entanto raro, uma vez que sua
sensibildade estd estimada em cerca de 70 a 90%, ou seja, sd0 necessarios cerca de 104
microrganismos para levar a resultados positivos.

O teste da urease & preconizado para a confirmacdo do diagnostico em casos de
helicobacteriose (MARSHAL; WARREN, 1983; EATON et al., 1996; CASTELLOTE et al., 2001). A
técnica € sensivel e especifica ja que todas as espécies de Helicobacter que habitam o
estdmago sdo produtoras de urease, apresentando-se, portanto, capazes de degradar a uréia em
amonia, com conseqiiente mudanca do pH da solucdo e mudanca da tonalidade do meio de
inoculacdo (MARSHAL; WARREN, 1983; EATON et al., 1996; CASTELLOTE et al., 2001).

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

positivo. Neste estudo, além da realizagdo do teste da urease foram realizados como
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diagndsticos adicionais os exames histopatologicos de coloragdo pelo método Giemsa e
coloracéo pela técnica da hematoxilina eosina.

Utilizando-se do teste da urease e do exame histopatolégico pelo método de
coloracdo Giemsa para analise das amostras gastricas dos gatos , obteve-se um elevado
resultado positivo em ambos os testes. Este resultado coincide com os relatados na literatura,
em que a colonizacdo pela helicobacteriose, foi calculada em 86% em gatos (OTTO et al.,
1994), 41 a 100% em gatos domésticos clinicamente saudaveis (NEIGEr et al., 1998; JALAVA
et al., 1998; NORRIS et al., 1999; NEIGER; SIMPSON, 2000) e em 57 a 100 % em gatos com
vOmito recorrente (HERMANNS et al., 1995; HWUANG et al., 2002; SiMPSON 2009).

CONCLUSAO

De acordo com os dados aqui apresentados, é permitido concluir que gatos oriundos
da cidade de Recife, Pernambuco apresentam alta incidéncia de infeccdo por Helicobacter
spp. Quanto as alteracdes histopatologicas mais freqiientes na mucosa gastrica de gatos sao

infiltrado de células linfoplasmocitarias distribuidas de forma difusa.
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Fig. 1. Em A observar Ulcera com halo hiperémico medindo 0,2 x 0,5 cm na regido pilérica
de felino com reacdo de uréase fortemente positiva para Helicobacter spp. Em B, observar
areas de hemorragia e atrofia de pregas gastricas em gato com infecgdo por Helicobacter spp.
C, fotomicrografias da mucosa géastrca com presenca de foliculo linféide reativo Coloragédo
HE, Obj. 20X. D, fotomicrografias da mucosa gastrica com presenca de infiltrado
inflamatorio difuso e microabcessos Coloracdo HE, Obj. 10X.. E, fotomicrografias da
mucosa géastrica com infiltrado linfoplasmocitario difuso e metaplasia epitelial. Coloragédo
HE, Obj. 10X.. F, fotomicrografias da mucosa gastrica mostrando bactérias helicodais
medindo 9 mm na mucosa gastrica pilorica. Coloragdo Giemsa. Obj. 100X..
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