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O TESTAMENTO DE UM CAO
Minhas posses materiais sdo poucas e eu deixo tudo para vocé...

Uma coleira mastigada em uma das extremidades, faltando dois
botées, uma desajeitada cama de cachorro e uma vasilha de dgua que se
encontra rachada na borda.

Deixo para vocé a metade de uma bola de borracha, uma boneca
rasgada que vocé vai encontrar debaixo da geladeira, um ratinho de borracha
sem apito que estd debaixo do fogdo da cozinha e uma por¢do de 0ssos
enterrados no canteiro de rosas ou sob o assoalho da minha casinha.
Além disso, eu deixo para vocé as memdrias, que, alids, sdo
muitas.

Deixo para vocé a memdria de dois enormes e meigos olhos
marrons, de uma caudinha curta e espetada, de um nariz sempre molhado e das
choradeiras atrds da porta.

Deixo para vocé uma mancha no tapete da sala de estar junto a
Jjanela, quando nas tardes de inverno eu me apropriava daquele lugar, como se
fosse meu, e me enrolava feito uma bolinha para pegar um pouco de sol. (Mas

ndo manchava de propdsito.)

Deixo para vocé um tapete esfarrapado em frente de sua cadeira
preferida, o qual. nunca foi consertado com o tipo de linha certo.... isso é
verdade. Eu o mastiguei todinho, quando ainda tinha cinco meses de
idade, lembra-se?

Deixo para vocé um esconderijo que fiz no jardim debaixo dos
arbustos perto da varanda da frente, onde eu encontrava asilo durante
aqueles dias de forte verdo.

Ele deve estar cheio de folhas agora e por isso tal.vez vocé
tenha dificuldades em encontrd-lo. Sinto muito!

Deixo também, s para vocé, o barulho que eu fazia ao sair
correndo sobre as folhas de outono, quando passedvamos pelo bosque.

Deixo ainda, a lembranca de momentos pelas manhds, quando
satamos junto pela margem do riacho e vocé me dava aqueles biscoitos de
baunilha.

Recordo-me das suas risadas debochadas, porque eu ndo consegui
alcangar aquele coelho impertinente.



Deixo-lhe como heranga minha devogdo, minha simpatia, meu apoio
quando as coisas ndo iam bem, meus latidos quando vocé levantava a voz
aborrecido... e minha frustragdo por vocé ter ralhado comigo.

Eu nunca fui d igreja e nunca escutei um sermdo.
No entanto, mesmo sem haver falado sequer uma palavra em toda a
minha vida, deixo para vocé o exemplo de paciéncia, amor e compreensdo.

Talvez, (modéstia a parte) sua vida tenha sido um pouco mais
alegre, porque eu estive ao seu lado! Agora, jd velhinho, quando tenho que
me despedir definitivamente, desejo, sinceramente, que encontre um
substituto a minha altura. Eu lhe deixei alguns herdeiros, dos quais vocé
teve que se desfazer por falta de condigoes de cuidar de mais de um. Pode
ser que consiga algum deles de volta, ou, pelo menos, uma terceira geragdo.
Eu garanto que provém 'de boa familia’

Mas, se sua dor for tanta a ponto de ndo poder agiientar outra separacdo
semelhante, eu compreenderei, saberei que ndo considerou "um alivio
livrar-se de mim'.

Com a esperanga de que vocé tenha podido me entender, olhando-me nos
olhos, enquanto me acompanha nesses meus uiltimos momentos, apesar de estar
com os seus olhos completamente molhados, embora os meus ndo estejam, porque
0s cdes sofrem mas ndo derramam ldgrimas,
pego-lhe desculpas por tudo que possa ter feito que o tenha aborrecido,
e por ndo consequir mais for¢a para continuar a seu lado.

ADEUS, meu maior amigo!

(‘autor desconhecido)
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INTRODUCAO

A descoberta de uma associagdo entre a infecgcdo pelo
Helicobacter pylori (Hp) e a doenca péptica por Marshall & Warren em 1983, foi
um marco na compreensao das doencas do trato digestivo alto (Dooley, 1993).
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).

Vaérios estudos tém demonstrado correlagao entre a presenga de Hp
no homem e outras doencas, como trombocitopenia auto-imune, nefropatia
membranosa, polineuropatias imunes agudas, doenga cardiaca isquémica
(Gasbarrini & Franceschi, 1999), carcinoma hepatico (Avenaud et al.., 2000),
colangite esclerosante primaria e cirrose biliar primaria (Nilsson et al., 2000), e
também em doenga coronariana (Danesh et al., 1999). Algumas espécies de
Helicobacter foram isoladas do sangue de pacientes aidéticos (Weir et al.,
1999).

E estimado que metade da populacdo mundial. esteja colonizada por
este patdgeno e que a maioria dela foi colonizada ainda na idade escolar
(Asaka et al., 1992; Megraud,1993). A infecgcédo pela bactéria tem correlagcéo
inversa com o padrao socioecondmico (Graham et al., 1991). Nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, a colonizagdo do estémago humano pelo H.
pylori € disseminada (Valle e Bizinelli, 1993; Coelho et al., 1996; Souto et al.,

1998). Muitos individuos colonizados permanecem assintomaticos.
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O estbmago constitui reservatério habitual da bactéria, e suas
caracteristicas permitem que ela habite 0 muco que recobre o epitélio gastrico,
levando danos a mucosa gastrica. Sua sobrevivéncia na mucosa gastrica
provavelmente resulta de sua forma e de sua natureza microaerdfila. A forma
espiralada ou helicoidal possibilita sua movimentagdo no ambiente mucoso e
permite mover-se para longe do ambiente acido. O dano é decorrente da
adesdao da bactéria a mucosa gastrica, constituindo importante fator de
viruléncia. A adesividade é essencial a colonizacdo e a indugao de resposta
inflamatoéria. A adesdo impede que a bactéria seja eliminada durante o
“turnover” celular, secre¢do de muco ou pela motilidade gastrica, permitindo ao
Helicobacter direcionar suas toxinas diretamente as células epiteliais do
hospedeiro. A sobrevida da bactéria nesse ambiente por décadas é devido a
capacidade da mesma em néao ser identificada pela resposta imunoldgica do
hospedeiro.

A forma exata pela qual ocorre a transmissao desta helicobacteriose é
desconhecida. O isolamento de Hp em saliva, placa dentaria e nas fezes
reforca a hipotese de transmissao oro-oral ou oro-fecal. Alguns relatos
mostram disseminagao da bactéria por meio de equipamentos gastrointestinais
contaminados (Langenberg et al., 1990; Williams, 1999). Experimentalmente
conseguiu-se a transmissao do H. pylori em caes gnotobidticos para caes néo
infectados (Radin et al., 1990).

Outras espécies de Helicobacter foram identificadas no ser humano. O
Helicobacter heilmannii (Hh) foi associado a gastrite (Rodrigues et al., 1996;
Honsova et al., 1999; Mention et al., 1999; Yamamoto et al., 1999; Cales et al.,

2000; Svec et al., 2000) e ao linfoma MALT gastrico primario (Morgner et al.,
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2000a; Foschini et al., 1999). Nessa associacdo, a erradicacdo da bactéria
resultou no desaparecimento do linfoma gastrico (Morgner et al., 2000a). A
infeccao por Hh em seres humanos € bem menos freqtiente do que a verificada
com o Hp, sendo possivel a concomitancia de infecgdo por ambas as espécies
de bactérias (Rodrigues et al., 1996, Foschini et al., 1999).

A contaminagdo do ser humano pelo Hh provavelmente deve-se ao
contacto deste com o cdo. Esse fato foi observado, tendo em vista a maior
ocorréncia desta espécie em helicobacterioses no homem que vive em zonas
rurais em relagdo aos que habitam em centros urbanos, pelo fato de o cao ter
contacto mais prolongado e duradouro com o0 homem da zona rural (Meining et
al., 1998).

A presenga de organismos espiralados na mucosa gastrica do cao foi
primeiramente reportada em 1881 (Rappin apud Hermanns, 1995). Em 1896,
foram descritas trés bactérias espiraladas nessa espécie, morfologicamente
distintas (Salomon apud Happonnen et al., 1998). Atualmente, pelo menos 11
espécies foram isoladas em estdbmagos ou intestinos de mamiferos, incluindo o
cao (Cover & Blaser, 1995; Jalava et al.,1997; Jalava et al., 2001).

Por outro lado, ndo se conseguiram evidéncias de correlagéo entre a
presengca da bactéria na mucosa gastrica de caes e os sintomas digestivos
apresentados por esses animais. Estudos de prevaléncia e incidéncia do
Helicobacter em caes tém sido descritos em diversos paises, revelando, em
sua maioria, taxas de 95-100% (Weber et al., 1958; Lee et al.,1992; Lecoindre
et al., 1995; Hermanns et al., 1995; Eaton et al., 1996; Happonen et al., 1996b;
Happonen et al., 1998; Happonen et al., 2000; Peyrol et al.,1998; Mendes et al.

1999; Cattoli et al., 1999; Simpson et al., 2000; Hwang et al., 2002). Esses
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estudos sugerem que o Helicobacter deve ser um dos componentes normais
da flora gastrica do canino (Hermanns et al., 1995; Cattoli et al., 1999).

A avaliagao histologica do estbmago de caes mostrou que o corpo e
fundo, principalmente, sdo os locais de encontro da bactéria, sendo apontada
no muco, nas criptas gastricas, nas glandulas gastricas e nas células parietais.
O diagnéstico de gastrite leve a moderada € achado frequente em caes sadios
e naqueles com sintomas de doenca gastrica, independente, do grau de
colonizagdo gastrica pela bactéria (Hermanns et al.,, 1995; Haziroglu at al.,
1995; Cattoli et al., 1996; Eaton at al., 1996; Happonen et al., 1998; Peyrol et
al., 1998; Cattoli et al., 1999; Simpson et al., 1999a). Do mesmo modo, a
funcao secretdria gastrica foi igual nos dois grupos de cées (Simpson et al.,
1999b).

A grande maioria da pesquisa sobre Helicobacter em caes foi
realizada com animais sadios ou com doenga digestiva, pertencentes a
proprietarios definidos ou de criadores de animais para laboratério, sendo que
cades naturalmente infectados por Helicobacter pylori nunca foram
documentados.

A necessidade de treinamento técnico em animais de laboratorio por
grande parte de pesquisadores € uma realidade em nossos dias, tanto para
novos procedimentos cirdrgicos quanto para a destreza a ser utilizada na
pratica clinica. Os caes, devido ao seu porte, sdo amplamente utilizados nas
pesquisas experimentais. Os caes do Biotério Central do Campus de Botucatu
sdo animais errantes, cuja alimentagcdo e habitos sdo desconhecidos pelos

pesquisadores.
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Levando-se em consideragao esses aspectos, o presente estudo foi
delineado no sentido de investigar se esses animais s&o naturalmente

infectados por Helicobacter pylori.
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OBJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido para investigar, em caes do
Biotério Central do Campus de Botucatu, a frequéncia de infeccdo por
Helicobacter e a incidéncia da espécie H. pylori na mucosa gastrica e duodenal

utilizando-se os seguintes métodos:

1. Teste rapido de urease
2. Teste imunocromotografico

3. Analise histologica com método histoquimico.
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Foram utilizados 109 caes sem raga definida, sendo 49 machos e 60
fémeas, pesando em média 13 quilos, provenientes do Biotério Central do
Campus de Botucatu da Universidade Estadual Paulista.

Os animais foram capturados em varias cidades do Estado de Séo
Paulo, e encaminhados ao Biotério Central da UNESP. Entre o 2° e o 10° dia
da chegada ao Biotério, foram imunizados com vacina triplice (cinomose,
hepatite e leptospirose), vermifugados com solugéo injetavel de ivermectina
(0,004 ug/Kg) via subcutdnea e Praziquantel oral (5mg/kg), sendo feito
aplicagado de Deltametrina pour on (dose total de 2mL/animal ), no dorso para
controle de ectoparasitas. A partir do 11° dia da chegada ao Biotério, foram
imunizados contra raiva sendo, a liberacdo para pesquisa apds 25 dias da
imunizagao anti-rabica.

Os boxes utilizados no Biotério para o abrigo de animais s&o de
alvenaria em toda a sua extensdo, sendo lavados diariamente com agua
pressurizada, dao acesso ao solario e possuem um estrado de madeira, na
parte destinada ao dormitdrio.

A alimentagdo dos animais foi constituida de racdo de manutengao

para caes®.

® -
¥ Nutriara
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2. Preparo do animal

Na véspera do procedimento, os animais foram levados ao
Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia e Ortopedia
da FMB-UNESP, onde foram acondicionados em boxes individuais, recebendo

alimentagao até 14 horas e agua até 3 horas anteriormente ao exame.

3. Sequéncia das etapas experimentais

3.1. Anestesia

3.2. Coleta sanguinea

3.3. Coleta das amostras gastricas e duodenal.
3.4. Processamento do material.

3.5. Analise estatistica
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4. Técnicas utilizadas

4.1. Anestesia

O sistema venoso do cao foi acessado por puncao da veia cefalica
do membro dianteiro, com introducdo de abocath n°® 20, sendo mantida a
perfusdo com solugdo de cloreto de sédio 0,9% na velocidade de 20
gotas/minuto.

A anestesia consistiu de injecdo endovenosa de pentobarbital sddico
3% na dosagem de 30mg/kg. Apds atingir o plano anestésico, caracterizado
por movimentos respiratérios regulares e auséncia de reflexos motores, foi
iniciada a endoscopia ou a técnica cirurgica programada.

A manutencao da anestesia foi realizada com dose suplementar do

anestésico, quando necessario.

4.2. Coleta de sangue

Apoés a indugao anestésica, foram retirados 10mL de sangue venoso
do animal, por meio de pungao da veia jugular, colocados em tubo de vidro
sem anticoagulante, com a finalidade de analisar quantitativamente os
anticorpos anti-Helicobacter pylori, por meio do teste sorolégico H. pylori-One

Step Teste.
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4.3. Coleta das amostras gastricas e duodenal

Em 61 animais, as amostras gastricas foram coletadas por
endoscopia e em 48 animais por meio da técnica aberta.

As amostras, quando obtidas por via endoscopica, foram retiradas
por aparelho de endoscopia Olympus, modelo GIF-XQ, com canal de biopsia
de 2.0mm (Fig. 1). Com o auxilio da pinga de biopsia fenestrada oval
(1,8mm)®, retiravam-se duas amostras na pequena curvatura do antro gastrico
(A), duas na grande curvatura do fundo gastrico (B), duas na pequena
curvatura do corpo gastrico (C) e duas no duodeno (D), as quais eram
colocadas em papel de filtro com a serosa voltada para cima e imersas em
solugdo tamponada de formaldeido a 10%. Era também retirada uma terceira
amostra, no fundo gastrico (B), a qual era imediatamente colocada em solugao-
padrao de uréia a 10% e vermelho fenol.

Apés a retirada das amostras, os animais foram conduzidos para a
sala de recuperacao até completa reversdo da anestesia, sendo recolocados
nos boxes individuais do Laboratorio de Técnica Cirurgica e Cirurgia
Experimental, para serem posteriormente utilizados em técnica cirurgica com
graduandos ou residentes do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.

As amostras gastricas coletadas pela técnica aberta foram obtidas de

caninos utilizados em técnica cirurgica, nos quais o trato digestivo ndo tivesse

GIP
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sido utilizado e os animais permanecessem vivos ao término da técnica
cirargica.

Através desta técnica, o animal foi colocado em goteiras, em
decubito dorsal, e o estbmago foi acessado por laparotomia mediana ampla,
imediatamente apos a eutanasia com superdosagem de anestésico. Procedia-
se entao a abertura do mesmo pela grande curvatura, com analise de toda a
mucosa gastrica, sendo as amostras retiradas dos mesmos locais quando da
utilizagcado da via endoscopica (Fig. 2) Em ambas as técnicas de retirada das
amostras gastricas e duodenal, todo o procedimento foi realizado com
equipamentos de protecao individual como aventais, luvas e mascaras, para
todos os membros da equipe (Fig. 3). A cada realizagdo do procedimento, em
ambas as técnicas, todo o material ficava imerso em solugao de glutaraldeido a

10% por 30 minutos apés limpeza.
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Figura 1., Equipamentos utilizados para realizagao da endoscopia:
Endoscopio (En), fonte de luz (Fl) e pinga de biopsia (Pg)
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Figura 2. Estdbmago aberto pela grande curvatura. Técnica de retirada das

amostras, pela via aberta, utilizando-se o punch, tesoura e pingca

anatdbmica, dos locais identificados:
A — Amostras do antro; B — Amostras do fundo gastrico; C —

Amostras do corpo gastrico, na pequena curvatura; D — Amostras

do duodeno.




Materiais e Métodos 20

Figura 3. . Método de coleta das amostras gastrica e duodenal pela via
endoscopica. Observar equipamentos de protecdo individual da

equipe
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4.4. Processamento do material

Apos retirada do sangue do animal, procedeu-se a centrifugagao do
mesmo a 4.000 rpm durante 10 minutos, obtendo-se soro que era transferido
para um tubo esterelizado.

O dispositivo utilizado para analise qualitativa de anticorpos anti H.
pylori € denominado kit H. pylori One Step Teste® (Fig. 4). Este teste
sorologico utiliza a técnica imunocromatografica, detectando anticorpo anti-
Helicobacter pylori de todos os isotipos (IgG, IgM, IgA).

O dispositivo imunocromatografico contém conjugado de cor,
corante, e antigenos de H. pylori imobilizados.

O kit contém 25 dispositivos imunocromatograficos lacrados para
analise de anticorpos, sendo que a abertura do kit era necessaria a verificacao
de sua validade, utilizando-se as solugdes controle positiva e negativa que
acompanham o kit. O teste sorolégico nos animais era realizado nos 23
dispositivos restantes.

Assim, duas a trés gotas da solugdo controle positiva, que contém
anticorpos anti-H.pylori conservado em soro inativado ou da solugdo controle
negativa, isenta de anticorpos anti-H.pylori, eram colocadas na janela S do
dispositivo imunocromatografico por meio da micropipeta que acompanha o kit
(Fig. 5). A seguir, adicionava-se a mesma quantidade da solugdo tampao de
extracdo, sendo esta composta por fosfato de sddio 0.01M, cloreto de sodio

0.14M, BSA a 0.2% e azida sddica a 0.1% .

®Inlab Diagndstica - Alamar Tecno Cientifica Ltda.
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A formagao de um complexo antigeno-anticorpo-corante, quando da
utilizacdo da solugao-controle positiva, era visibilizado pelo aparecimento de
uma faixa résea na area T (teste) do dispositivo imunocromatografico e a nao
formagao desse complexo, quando da utilizacdo da solugao controle negativa,
nao desencadearia a formagao da faixa rosea na area T (teste) do dispositivo
imunocromatogréfico.

Por outro lado, com o uso de ambas as solu¢cdes, deveria ocorrer o
aparecimento de uma faixa résea na area C (controle) do dispositivo
imunocromatografico, que independe da presencga de anticorpos, ocorrendo por
uma reagao imunoquimica. Essa faixa résea na area C indica a validade do
dispositivo (Fig. 5).

O kit, mantido sob refrigeracédo, era retirado do refrigerador 15
minutos antes de sua utilizagdo. Para a analise dos anticorpos circulantes,
colocavam-se duas ou trés gotas do soro de cada animal e a mesma
quantidade da solugdo tampdo de extragcdo na janela S do dispositivo
imunocromatografico, deixando-se 0 mesmo a temperatura ambiente. A leitura
da reacdo era realizada 10 minutos apds a colocacdo do soro na placa do
dispositivo.

As amostras gastricas e duodenal colocadas em formaldeido 10%
tamponado, apds sua fixacdo, foram processadas para obtencdo de cortes
histolégicos de quatro micra de espessura. Os cortes foram corados pelo
método de Giemsa modificado.

O corante Giemsa € um dos derivados do corante de Romanowsky,

sendo constituido de uma mistura de eosinatos de azul de metileno, eosinato
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de violeta e azul de metileno, usualmente dissolvido em alcool metilico para
fixagcao.

A diferenca entre os derivados e o corante original de Romanowsky
deve-se a proporgao em que se emprega o azul de metileno e a eosina, ou ao
meétodo de tratamento do azul de metileno antes de sua combinagdo com a
eosina.

A amostra gastrica colocada em solugédo de uréia a 10% com
vermelho fenol foi destinada ao teste rapido da urease. A leitura de reagao foi
realizada em até quatro horas da imersao da amostra na solucao.

Esse teste da urease baseia-se na capacidade da bactéria em
degradar a uréia em amonia, por esta possuir alta concentragdo da enzima
urease. Assim, o meio de inoculacdo da amostra gastrica, de coloragao
alaranjada (composto de tampao fosfato 0,001 M/ pH 6,5, 2g de uréia/100mL
do tampao, 50mg de fenol/100mL do tampao e 20mg de azida de sédio/100mL
do tampao em pH ajustado para 4.5), assumia-se uma tonalidade arroxeada
quando da presenca da bactéria, pela mudanca do pH acido da solugao para

pH alcalino (Fig. 6).
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Figura 4. Kit H. pylori One Step: A) Dispositivo imunocromatografico lacrado;
B) Solugdo controle negativa; C) Solugdo controle positiva; D)

Solugao tampéao de extragao; E) Micropipeta.
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Figura. 5. Verificagdo da validade do Kit H. pylori One Step Teste:
A) Negativa: presenca da faixa résea na regiao C do dispositivo.
B) Positiva: presenga das faixas réseas nas regides C e T do

dispositivo.




Materiais e Métodos 26

Figura 6. Teste rapido de urease. Teste positivo no animal 89, observado pela
mudanga da coloragdo alaranjada do meio de inoculagdo para

coloracao arroxeada.
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4.5. Andlise Estatistica

O estudo do peso dos animais, considerando o total de caninos ou a
distribuicao por sexo, foi realizado por meio de medidas descritivas envolvendo
posicao e variabilidade.

Para o teste rapido da urease e para o estudo histopatolégico com a
coloracéo Giemsa nas trés regides gastricas e no duodeno, utilizou-se o limite
de 95% de significancia.

Os dados obtidos das reagdes soroldgicas foram submetidos ao teste
do Quiquadrado a 5% de probabilidade e teste exato de Fisher.

A analise descritiva das regides gastricas (antro, corpo e fundo) e
duodeno em relacdo a presenca da bactéria, € descrita pela frequéncia
absoluta e seu percentual, bem como pelo intervalo de confianga a 95% do
porcentual de positividade (limite inferior e superior).

Com relagao a presencga, concomitante ou néo, de bactérias nas trés
regides gastricas e duodeno, os resultados foram apresentados pela
distribuicao de frequéncia das ocorréncias em zero, um, dois, trés e quatro
regides concomitantemente.

Todos os procedimentos descritivos e de estimacgao utilizados no

presente trabalho podem ser encontrados em Campana et al.(2001).
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Resultados

A tabela 1 mostra a distribuicdo dos caninos segundo o sexo. Na tabela

2, estdo as medidas descritivas do peso dos caes.

Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa dos caes segundo sexo:

Frequéncia .
Absoluta Relativa (%)
Sexo
Macho 49 44,95
Fémea 60 55,05
Total 109 100,00

Tabela 2. Medidas descritivas para o peso (kg) de caes estudados segundo o

sexo:
Descricao Macho Fémea Total.
by Tomero 49 60 109
Valor minimo 6,0 6,0 6,0
Valor maximo 27,0 20,0 27,0
1°. Quartil 10,0 10,0 10,0
3°. Quartil 16,5 15,0 16,0
Mediana 12,0 13,0 13,0
Média e D.P. 13,3+4,9 12,7+ 3,9 13,0+ 4,4

Estatistica: p<0,05
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Nas tabelas 3 e 4, respectivamente, estdo relacionados o numero de
animais, distribuidos pelo sexo, com resultado positivo para o teste rapido da
urease e da detecgao da bactéria pelo exame histopatoldgico, assim como a

porcentagem correspondente ao numero total dos animais utilizados.

Tabela 3. Distribuicdo dos animais pelo sexo, com resultado positivo para o

teste rapido da urease, com a porcentagem correspondente ao total de animais

utilizados.
Sexo Animais positivos Porcentagem Animais utilizados
Macho 48 97,96 49
Fémea 60 100,00 60
Total. geral 108 99,08 109

Tabela 4. Distribuicdo dos animais pelo sexo, com resultado positivo para a
coloracao pelo método Giemsa, com a porcentagem correspondente ao total de

animais utilizados.

Sexo Animais positivos Porcentagem Animais utilizados
Macho 48 97,96 49
Fémea 60 100,00 60

Total geral 108 99,08 109
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Na tabela 5 estdo distribuidos os animais machos e fémeas, com a
porcentagem correspondente em cada sexo e em relagdo ao total de animais

positivos para detecgcao do Helicobater pylori pelo teste imunocromatografico.

Tabela 5. Detec¢cdo do Helicobater pylori pelo teste imunocromatografico em
caes machos e fémeas, com a porcentagem correspondente em cada sexo ao

total de animais.

Sexo H. pylori Porcentagem Animais utilizados
Macho 42 85,71 49
Fémea 44 73,33 60

Total geral. 86 78,89 109

v*=2,48 ; 0,05<p<0,10
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Na tabela 6, estdo relacionadas as biopsias obtidas nas trés regides

gastricas e duodeno, com resultado positivo ao exame histopatolégico corado

pelo Giemsa, porcentagem média obtida e limite minimo e maximo da

ocorréncia em relagdo a totalidade das biopsias retiradas de cada uma das

regides.

Tabela 6. Freqliéncia de amostras com coloracdo positiva pelo Giemsa em

cada uma das regides examinadas.

Regides

Antro (%) Fundo ( %) Corpo (%) Duodeno (%)
Amostras
positivas 94 105 104 88
Porcentagem 86,23 96,33 95,41 80,73
Limites 79,77 < Poss< 92,71 | 92,80 < Pos < 99,86 | 91,49 < Pos 99,34 | 73,33 < Pos < 88,14
Total das
amostras 109 109 109 109
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A tabela 7 refere-se a freqliéncia de animais com coloragao positiva

pelo Giemsa, quando analisadas as quatro regides simultaneamente.

Tabela 7. Frequéncia absoluta e relativa de animais com ocorréncia de
Helicobacter spp a coloragdo pelo Giemsa, quando analisadas as quatro

regides de obtencao das amostras simultaneamente.

Regido Frequéncia absoluta Frequéncia relativa(%)
0 1 0,92
01 3 2,75
02 6 5,51
03 20 18,35
04 79 72,47

Total 109 100
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DISCUSSAO

1. Quanto a metodologia:

A. Animal de Experimentacao

Os caes sao amplamente utilizados nas investigagdes experimentais,
principalmente naquelas relacionadas ao estudo da cicatrizag¢ao intestinal, tanto
para a experimentagcao de novas técnicas cirurgicas, quanto para o treinamento
técnico em suturas (Faria et al., 1969; Faria, 1972; Guimaraes, 1972; Aprilli et
al., 1975; Naresse, 1985).

Destaca-se o treinamento em cirurgias vasculares, pulmonares,
urologicas, 6sseas e em videocirurgias, principalmente naquelas relacionadas
as ressecgdes do colon. O cdo, pela similaridade de seu estémago ao do ser
humano e também, pelo seu porte, permite ainda o treinamento em endoscopia
digestiva alta e baixa, utilizando-se endoscopio do mesmo didmetro daqueles
utilizados em seres humanos.

Além das caracteristicas anteriores, a revisdo da literatura mostrou a
existéncia de bactérias espiraladas na intimidade da mucosa gastrica de caes,
nao correlacionadas com doengas digestivas nesse animal, podendo constituir-
se em fonte de disseminacio dessas bactérias.

Associa-se o fato de que, sendo o cao um animal. décil, ha facilidade

do seu manuseio na experimentacao.
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B. Anestesia

Utilizou-se o pentobarbital sédico a 3% como agente anestésico na
dosagem de 30mg/kg de peso corporal, o que forneceu boa margem de
segurancga e tempo anestésico suficiente para a realizagao da experimentacao.
No Laboratério de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental do Departamento
de Cirurgia e Ortopedia, ha longa experiéncia com 0 uso desse anestésico
(Macedo,1972; Mendes, 1973; Saad, 1977, Lastoria, 1978; Naresse, 1985).

Alia-se a isso o fato de ser um anestésico barato, de facil preparo e

conservagao.

C. Deteccéao de Helicobacter

A pesquisa do Helicobacter pode ser realizada por diversos métodos,
sendo que pelo menos dois deles devem ser utilizados para avaliar o resultado
positivo (Van der Ende et al.,1997; Vaira et al., 2001). Dentre estes métodos,
existem os realizados por técnicas invasivas e nao invasivas.

Para a deteccdo do Helicobacter por técnicas nao invasivas, o teste
respiratorio, pela ingestdo de uréia com carbono marcado ou por detecgao de
antigenos da bactéria nas fezes do hospedeiro, pode ser utilizado (Li et al.,
1996; Calvet et al., 1999; Chey et al., 1999; Neiger et al.,1999; Agha-Amiri et
al., 1999; Trevisani et al., 1999; Vaira et al., 2001). Por outro lado, dentre as
técnicas invasivas, destaca-se a endoscopia para a obtencdo de biopsias
gastricas e coleta de sangue para a detecgdo de antigenos circulantes

(Strauss-Ayal.i et al.,1999; Strauss-Ayal.i 2001; Ladeira et al., 2002; Portorreal
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& Kawakani, 2002). Na biopsia gastrica, facilmente obtida de pacientes
submetidos a endoscopia digestiva alta, varios métodos diagnosticos podem
ser utilizados. Assim, destacam-se o teste rapido de urease, a cultura, o exame
histolégico e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Eaton et al., 1996;
Agha-Amiri et al., 1999; Cattoli et al., 1999; Doorn et al., 2000).

A cultura de microrganismos da mucosa gastrica de caes foi testada
in vitro, com resultados pouco animadores (Henry et al., 1987; Eaton et al.,
1996; Happonen et al., 1996a; Elizalde et al.,1998; Jalava et al., 1998; Cattoli et
al.,, 1999). A baixa positividade de culturas deve-se as caracteristicas da
bactéria, a qual necessita, para seu cultivo, da presenca de meio constituido
por Agar-sangue ou achocolatado, enriquecido com soro bovino fetal,
possuindo alta umidade, microaerofilia (5% de CO,, 90% Nz, 5% Hy) e
suplementado com antibiéticos (trimetropina, vancomicina, polimixina B e
anfotericina B) por periodo de cinco a sete dias de incubacgéo.

Esse método de obtencdo de amostras gastricas pela via
endoscopica constitui, na pratica clinica, um dos mais utilizados para o
diagndstico da infecgao por Helicobacter. O exame histolégico convencional,
com o método de coloragdo pela hematoxilina-eosina, permite identificar a
bactéria quando a densidade de colonizagao ¢ alta. Os métodos histoquimicos
de impregnacao pela prata (método de Warthin-Starry) ou de coloragao pelo
Giemsa permitem a identificacdo de bactérias quando a densidade de
colonizagédo é baixa (Misra et al., 1997; Morais et al., 1997; Lechago, 1999;
Mendonga et al., 1999; Trouillet et al., 2000).

Como era desconhecida a densidade de bactérias nas amostras

gastricas, foi utilizado o método histoquimico de Giemsa modificado para
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avaliar a real incidéncia de caes acometidos, dada a possibilidade deste
método em detectar pequena densidade de bactérias. Associa-se ao fato o seu
baixo custo operacional e a grande experiéncia do examinador com essa
técnica.

Por outro lado, o método de coloragédo empregado permite, além da
detecgao da bactéria, a possibilidade de identificar a espécie visualizada.

A utilizagdo do teste da urease nas amostras gastricas deveu-se
principalmente ao reduzido tempo de obtengao do resultado (1-12 horas), baixo
custo operacional e alta sensibilidade do método (Marshal & Warren, 1983;
Eaton et al., 1996; Castellote et al., 2001). Destaca-se, por outro lado, a
impossibilidade em identificar a espécie, ja que todas as espécies de
Helicobacter que habitam o estdbmago produzem urease, apresentando
portanto, a capacidade de degradar a uréia em amdnia, com consequente
mudanca do pH da solugdo e mudanca da tonalidade do meio de inoculagao.

A introducdo do teste soroldgico, para avaliar a presenga de
Helicobacter pylori, foi relacionado as informacdes do fabricante, em que a
reacao positiva desse teste correlaciona-se com a presenga de H.pylori no
estdbmago, com sensibilidade de 92% e especificidade de 96,6%. A reacgéo
positiva para H.pylori no teste sorolégico era considerada quando do
aparecimento de faixa résea nas areas C e T do dispositivo (Fig. 7) e reagéo
negativa quando apenas a faixa résea era presente na faixa C (Fig. 8), a
semelhancga do ocorrido quando da utilizacdo das solugdes controle positiva e
negativa que acompanham o kit sorolégico. A eventual ocorréncia de néao

aparecimento da faixa rosea na area C de algum dispositivo
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imunocromatografico indicaria um teste invalido, devendo o mesmo ser
repetido, mas esta eventualidade citada pelo fabricante ndo ocorreu.

Os testes soroldgicos impossibilitam, por outro lado, a distingao entre
infeccao pelo H. pylori atual ou no passado (Doorn et al., 2000), além da
possibilidade de reacao cruzada. Nesse aspecto, conforme também citado pelo
fabricante, o kit utilizado foi submetido a reatividade cruzada com antigenos de
Campylobacter jejuni, Campylobacter fetus, Campylobacter coli e de

Escherichia coli, captando apenas antigenos do H.pylori.
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NENEIERS NENEIERS

Figura 7. Dispositivo imunocromatografico com reagéo positiva para anticorpos
anti-H. pylori no canino 47. Observa-se a faixa rosea nas areas C e T do

dispositivo.

NEUEIERS NENGEIERS

Figura 8. Dispositivo imunocromatografico com reagdo negativa para
anticorpos anti-H. pylori no canino 12. Observa-se faixa rosea

somente na area C.
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2. Quanto aos resultados

A amostra de caes utilizada no presente estudo, composta de 49
machos e 60 fémeas, quando submetida a analise estatistica, mostrou nao
haver diferenca significativa em relagao ao sexo. Do mesmo modo, o peso dos
animais, comparando-se machos e fémeas, nao mostrou diferenca
estatisticamente significativa. Trata-se, portanto, de amostra homogénea.

Utilizando-se dos resultados referentes ao exame histopatolégico das
biopsias gastricas coradas pelo Giemsa, observa-se a presenga da bactéria em
108 animais (99,08%). Desses animais, o resultado positivo ocorreu,
respectivamente, em 86,23%, 96,33%, 95,41% e 80,73% nas regides do antro,
fundo gastrico, corpo gastrico e duodeno. A analise mostrou também, maior
ocorréncia da bactéria no fundo e corpo gastricos, com valores entre 92,8 a
99,86% no fundo gastrico e de 91,49 a 99,34% no corpo gastrico. Ressalta-se
que em apenas um dos animais (0,92%), o resultado positivo ndo ocorreu em
nenhuma das quatro regides examinadas. As bactérias encontravam-se nas
criptas foveolares, em grupos, ndo invadindo as células. No maior aumento,
mostravam-se alongadas e espiraladas, tipo “saca-rolhas” (Fig. 9).

Estes resultados obtidos, coincidem com os relatados na literatura,
em que a colonizagdo de caes pela helicobacteriose varia de 67 a 100% dos
animais, independente do estado clinico dos mesmos (Lecoindre et al., 1995;
Hermans et al., 1995; Eaton et al., 1996; Happonen et al., 1996b, Happonen et
al., 1998; Catolli et al., 1999; Mendes et al., 1999; Neiger & Simpson, 2000;

Hwang et al., 2002).
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Figura 9. Bactérias alongadas e espiraladas, tipo “saca-rolhas®, nas criptas

foveolares (Giemsa — aumento 1000X).
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Utilizando o teste sorolégico para detecgao do H. pylori, observou-se
que 78,9% da totalidade dos animais apresentavam a bactéria. Assim, pelos
resultados apresentados, pode-se inferir que os caes provenientes do Biotério
Central e utilizados em pesquisas experimentais seriam naturalmente
infectados pelo H. pylori. Esses resultados encontrados, portanto, seriam
contrarios aos relatados na literatura, em que colonizagéo pela espécie H.pylori
somente p6de ser documentada por inducdo e nunca visualizados em caes
naturalmente colonizados (Radin et al., 1990; Rossi et al., 1999).

Os animais utilizados na presente investigagcao, provenientes do
Biotério Central, eram errantes, desconhecendo-se portanto seus habitos
alimentares. E provavel que sua alimentagéo, até a chegada ao Biotério, fosse
constituida por alimentos deteriorados na maioria das vezes e de terem
convivido em zonas de baixo padrao socioeconémico. Essas condicbes podem
favorecer a seletividade da espécie H. pylori nos animais, visto que, em seres
humanos, ja foi observado que as camadas da populagdo de baixo poder
aquisitivo estdo relacionadas a uma maior incidéncia de Helicobacter pylori
(Souto et al., 1998; Mckeown et al, 1999).

Apesar da colonizagdo espontanea de caes com H. pylori nunca ter
sido documentada, é referida a possibilidade de transmisséo da espécie pylori
de cées induzidos a infecgao para outros animais nao induzidos, por meio do
contato (Radin et al., 1990; Rossi et al., 1999). Por outro lado, H. felis e H.
salomonis foram propagados da mae a prole, durante o periodo de lactagéao,
pelo habito da higiene oral da mée com os filhotes ou pela ingestdo acidental
pelos filhotes de restos alimentares vomitados pela mae (Hanninen et al.,

1998).
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A colonizacdo dos animais do Biotério Central poderia ter sido
verificada a partir de apenas um animal infectado. E provavel que essa
hipétese ndo seja a mais correta, dado o montante de caes utilizado no
presente estudo n&o ter dado entrada ao Biotério no mesmo dia, aliado a
reposi¢cdes periodicas pelo Biotério assim como protocolo para caes adotado
pelo Biotério Central, com liberacdo dos animais para pesquisa situado em
aproximadamente trinta e cinco dias de sua chegada ao Biotério.

Os testes sorolégicos para detecgdo do Helicobacter, somente
fornecem evidéncias indiretas da infeccdo, ndo podendo discriminar entre
infecgcbes atuais ou pregressas (Doorn et al., 2000). No entanto, a realizagao
de duas titulagdes, em periodos diferentes e com resultados diferentes, permite
concluir acerca do sucesso de uma terapéutica especifica instituida (Figueroa
et al.,, 2000). Assim, o procedimento acima realizado em intervalo de seis
meses, em que a segunda titulagdo mostrou reducédo em 30% ou mais da
titulacao inicial, foi compativel com a erradicacdo da bactéria do sitio primario,
com 90,5% de sensibilidade e 100% de especificidade, tanto para anticorpos
IgG quanto anticorpos IgA (Kato et al., 1999). Pode, portanto, ocorrer sorologia
positiva na auséncia de Helicobacter, observada por coloracdes especificas e
pelo teste da urease.

Entretanto, os animais deste estudo apresentaram resultados
positivos dos testes de urease e da coloracao pelo Giemsa em praticamente
100% dos animais, sendo a espécie H. pylori diagnosticada em 78,9% dos
animais. Assim, é possivel admitir que esses animais ja estivessem infectados
pela espécie H. pylori no momento de sua captura, considerando-se o conjunto

dos dados.
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Os resultados anteriores obtidos levam a conclusdo de que os caes
provenientes do Biotério Central e utilizados em pesquisas experimentais sao
colonizados por Helicobacter sp em 99,02% da amostragem, tendo a espécie
H. pylori como o agente em 78,9% , caracterizando uma zoonose.

Por outro lado, a forma espiralada, alongada e em “saca-rolha” da
bactéria visualizada, a microscopia, na maioria das amostras, ndo € compativel
com o diagnostico da espécie H. pylori diagnosticada pelo teste soroldgico,
levando a inferéncia da possibilidade de espécie diferente apresentando reacao
cruzada a antigenos que possam ser comuns a espécie H. pylori e a outra
espécie, ou na hipétese de os cdes apresentarem outra forma de espécie
pylori.

Nesse aspecto, a analise da espécie de Helicobacter associada a
linfoma MALT em cinco pacientes humanos pelo teste soroldégico mostrou
tratar-se de Helicobacter pylori, mas a analise do RNA confirmou tratar-se de
Helicobacter heilmannii nesses pacientes (Morgner et al., 2000a). Por outro
lado, poderia ainda constituir-se em infeccdo mista pelas duas espécies. A
analise por Western blot (que identifica resposta imune aos antigenos
especificamente conhecidos do H. Pylori como Cag A e antigenos como 50, 33,
25 e 19 kilodalton) foram negativos em todos os pacientes, comprovando tratar-
se de linfoma MALT realmente associado ao H. heilmannii. Em contra-prova
resposta imune antigeno-especifica em pacientes infectados por H. heilmannii
e paciente-controle infectados por H. pylori ocorreu com IgA da subunidade B
(62 kilodaltons), sendo esta conhecida e presente no H. heilmannii.

Assim, a possibilidade de reagcao cruzada entre as espécies H.

heilmannii e H. pylori pode ter ocorrido nos animais por nés utilizados neste
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estudo, ja que o kit One Step Teste captura anticorpos do tipo IgA, podendo
estes pertencer a subunidade B (62 kilodal.tons), responsavel pela reacao
cruzada.

Sendo o céo o hospedeiro primario da espécie H. heilmannii e pelos
resultados aqui encontrados, principalmente as caracteristicas morfologicas da
bactéria, € pouco provavel tratar-se de outra espécie que nao o H. heilmannii
como agente da colonizagdo gastrica nesses animais. No entanto, esses
animais podem constituir-se em fonte de transmissdo dessa espécie para o ser
humano, por meio de contacto, como ja verificado (Mention et al., 1999). E no
ser humano a infecgao foi associada a quadros clinicos definidos, como gastrite
(Svec et al., 2000) e linfoma MALT, sendo que nesta associagao, a ocorréncia
do linfoma foi maior do que a identificada quando da associacdo Helicobacter
pylori e linfoma (Morgner et al., 2000b).

Assim, o encontro de alta porcentagem de resultados positivos para
Helicobacter pylori na casuistica pela sorologia positiva desta pesquisa pode
ser decorrente de reagdo cruzada a antigenos de H. helmannii dada as
caracteristicas histolégicas desta bactéria. Por outro lado, os caes provenientes
do Biotério Central e utilizados em pesquisas experimentais, constituem foco
importante dessa helicobacteriose, e dada a possibilidade de transmissao ao
pesquisador e a equipe em geral, pode-se aponta-la como zoonose.

A necessidade da confirmagdo precisa da etiologia da
helicobacteriose identificada no presente estudo remete a um possivel
aprofundamento da pesquisa para tentar comprovar se ha identidade ou nao
entre a helicobacteriose encontrada no seres humanos e nos cées. Nesse

sentido, testes especificos e mais acessiveis dos que os atualmente em uso
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podem ser desenvolvidos para a verificagdo da espécie de H. helicobacter
envolvido tanto em caninos quanto em seres humanos, e ensaios preliminares

ja se encontram em estudo para essa proposta.
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CONCLUSOES

Nas condi¢cdes do presente estudo, utilizando a metodologia ja
descrita, conclui-se:

1°) Caes oriundos do Biotério Central apresentam alta incidéncia de
helicobacteriose.

2°) A helicobacteriose encontrada pode ser apontada como uma
zoonose, devendo ter asseguradas medidas de protegcéo a equipe.

3°) O padrao morfoldégico em espiral da bactéria € compativel com a

espécie H. heilmannii.

4°) O kit comercial. H. Pylori One Step teste utilizado nao é

especifico para detectar a espécie H. pylori.

5°) Nos caninos pesquisados, nado foram encontrados pela

microscopia de imersao, morfologia compativel com a espécie H. pylori.
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RESUMO

O presente trabalho foi delineado para investigar a frequéncia de
infeccdo pelo Helicobacter em cées oriundos do Biotério Central da UNESP —
Campus de Botucatu - e a incidéncia da espécie Helicobacter pylori(Hp) nos
animais.

Os animais utilizados foram capturados em varias cidades,
desconhecendo-se seus habitos alimentares até a captura, mas é provavel que
foram pertencentes ou conviveram com pessoas de classe socio-econémica de
baixo poder aquisitivo, onde a incidéncia de Hp em seres humanos é mais
elevada.

Foram utilizados os métodos de teste rapido da urease, teste
imunocromatografico (kit H. pylori one step teste) e o método histoquimico de
coloracéao pelo Giemsa.

A coleta de material foi feita em 109 caninos sem racga definida,
sendo 49 machos e 60 fémeas. O sangue foi retirado da veia jugular e as
amostras gastricas e duodenais foram obtidas por endoscopia (61/109) e pela
técnica aberta (48/109).

As analises, pelo teste rapido da urease e coloragado pelo Giemsa,
mostraram que, em 97,96% dos machos (48/49) e em 100% das fémeas
(60/60), foi detectada reagdo positiva para Helicobacter, sendo 99,08%
(108/109) na totalidade dos animais. Nao foram observadas alteracbes
estatisticamente significativas entre os dois sexos.

A analise pelo Kit H. pylori one step teste, que detecta antigenos

especificos do H. pylori, foi positivo em 78,89% dos animais, nao apresentando
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diferenga significativa entre os sexos, com uma taxa de 85,71% (42/49) nos
machos e de 73,33% (44/60) nas fémeas.

No entanto, a analise morfolégica mostrou tratar-se de bactérias
espiraladas, alongadas, em “saca-rolhas”, na maioria das amostras,
compativeis com a espécie Helicobacter heilmannii(Hh) e ndo com a espécie
Hp, como o apontado pelo teste imunocromatografico. A reagédo cruzada das
espécies Hh e Hp é relatada na literatura, o que provavelmente ocorreu com a
utilizacdo desse Kit.

Assim, pode-se concluir que os caes oriundos do Biotério central e
utilizados em pesquisas experimentais apresentam alta prevaléncia de
Helicobacter, sendo que o kit H. pylori one step teste ndo se constitui em
método fidedigno para afirmar o diagndstico da espécie Helicobacter pylori nos
animais. E provavel tratar-se da espécie Helicobacter heilmannii, como
verificado ao exame histolégico com coloragéo pelo Giemsa.

A necessidade de testes mais acessiveis e fidedignos para o real
diagndstico das espécies de Helicobacter em caninos e no homem constitui-se

um objetivo a ser alcangado.
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ABSTRACT

The present work was delineated to investigate the infection
frequency for Helicobacter in dogs originating from Central Animal House of
UNESP - Campus of Botucatu - and the incidence of the species pylori in the
animals.

The used animals were captured in several towns, being ignored their
alimentary habits until the capture, but it is probable that they belonged or they
lived together with people of socioeconomic class of low purchasing power,
where the incidence of H. pylori in humans is higher.

The methods used were of fast urease test, immunocromatograph
test (kit H. pylori one step test) and histochemical coloration method for
Giemsa.

The material collection was made in 109 mongrel dogs, being 49
males and 60 females. The blood was removed of the jugular vein and the
gastric and duodenal samples were obtained by endoscopy (61/109) and by
the open technique (48/109).

The analyses for the fast test of the urease and coloration for Giemsa
showed that, in 97,96% of the males (48/49) and in 100% of the females
(60/60), positive reaction was detected for Helicobacter, being 99,08%
(108/109) in the totality of the animals. No statistically significant alterations
significant were observed between the two sexes.

The analysis for the Kit H. pylori one step test, that detects specific

antigens of the H. pylori, was positive in 78,89% of the animals, not presenting
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significant difference between the sexes, with a rate of 85,71% (42/49) in the
males and of 73,33% (44/60) in the females.

However, the morphologic analysis showed spiraled bacteria,
prolonged, in "corkscrew", in most of the samples, compatible with the species
H. heilmannii and not with the species H. pylori, as pointed in the
immunocromatograph test . The crossed reaction of the species heilmannii and
pylori is pointed in the literature, what probably happened with the use of that
kit.

Like this, we ended that dogs originating from Central Animal House
and used in experimental researches present high prevalence of Helicobacter
and the kit H. pylori one step test is not a trustworthy method to affirm the
diagnosis of the species H. pylori in the animals. Probably it is the species H.
heilmannii, as verified in the histological exam with Giemsa coloration.

The need of more accessible and trustworthy tests for the real
diagnosis of the species Helicobacter in dogs and in humans is an objective to

be reached.
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