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Resumo

Bactérias do género Helicobacter spp. tém sido identificadas na mucosa gastrica de diferentes
espécies de mamiferos, inclusive em caninos. Pacientes infectados tém gastrite histologica; no
entanto, ndo sdo todos os portadores que apresentam sinais clinicos. O objetivo deste trabalho foi
identificar as bactérias sugestivas de Helicobacter spp. pela impregnacao pela prata e caracterizar as
lesbes histopatoldgicas observadas. Foram analisadas amostras de mucosas gastrica e entérica de
26 caninos. Para avaliacdo histopatoldgica, foi realizada avaliacdo qualitativa, na qual foram
atribuidos escores de ausente (-) a acentuada (+++), considerando a densidade de bactérias
espiraladas por campo (400x), presenca de células inflamatorias e aglomerados linfoides. Dos 26
animais avaliados, 34,6% apresentaram positividade para helicobacteriose. A gastrite foi observada
em 15,38% dos animais e a maior ocorréncia de bactérias do género Helicobacter spp. foi
observada em regido de corpo/fundo gastrico (23%). Em nove amostras, seis de corpo/fundo
gastrico e trés de antro pildrico, foram observados aglomerados linféides associados a Helicobacter
spp. Por meio de Teste de Fisher, verificou-se associa¢do positiva entre a presenca de Helicobacter
spp. e agregados linfoides (p<0,001). A infeccdo por Helicobacter spp. estd associada com a
presenca de aglomerados linféides em caninos.

Palavras-chave: bactéria espiralada; caes; estbmago; histoquimica; intestino.

Abstract

Bacteria of the genus Helicobacter spp. have been identified on the gastric mucosa of different
species of mammals, including canines. Infected patients have histological gastritis; however, not
all the animals that carry the bacteria show clinical signs. The objective of this work was to
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identify the bacteria suggestive of Helicobacter spp. by impregnation by silver and to characterize
the histopathological lesions observed. Qualitative evaluation was performed for histological
analysis, in which scores from absent (-) to severe (+++) were attributed, considering the density
of spiral bacteria per field (400x), presence of inflammatory cells, and number of lymphoid
aggregates. Of the 26 animals evaluated, 34.6% presented positivity for helicobacteriosis. Gastritis
was observed in 15.38% of the animals and a higher occurrence of bacteria of the genus
Helicobacter spp. was observed in the gastric body/fundus region (23%). In nine samples, six from
gastric body/fundus and three from antrum pylorus, lymphoid clusters associated with
Helicobacter spp. were observed. Fisher's Test revealed a positive association between the
presence of Helicobacter spp. and lymphoid aggregates (p<0.001). Infection by Helicobacter spp.
Is associated with the presence of lymphoid aggregates in canines.

Keywords: dogs; histochemstry; intestine; spiral bacteria; stomach.
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Introducéo

Bactérias do género Helicobacter spp. tém sido observadas had mais de um século. Foram
primeiramente consideradas da espécie Campylobacter spp. e, posteriormente, em 1989, como do
género Helicobacter, pertencente & familia Helicobacteraceae, da classe Epsilonproteobacteria®.
Estes organismos sdo Gram-negativos, microaerofilos, curvados ou em espirais, ndo-sacaroliticos,
oxidase-positivos (em exce¢do de H. canis), catalase e urease-positivos, sendo esta Gltima reacéo
uma caracteristica marcante do género®,

Na mucosa gastrica, estas bactérias adaptaram-se a viver no meio acido e passaram a produzir
urease, que induz a producdo de amonia e age como receptor de fons H*, propiciando o
desenvolvimento de pH neutro no interior da bactéria. Com isso, a Helicobacter spp. é capaz de
resistir a acidez gastrica®.

A prevaléncia da infecgdo por helicobactérias em cédes varia de 82% a 100%C7. Ja foram
identificadas H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis, H. rappini, H. heilmannii, H. canis, H.
cynogastricus e H. marmotae. Em animais com gastrite foram isoladas H. felis, H. bizzozeronii e H.
heilmannii, sendo a H. bizzozeronii a espécie mais prevalente em bidpsias gastricas de cdes®?. E
embora estejam comumente associadas a mucosa gastrica, algumas espécies como H. canis podem
colonizar também o trato hepatobiliar®19.

Em sua maioria, as espécies de Helicobacter spp. ndo possuem um reservatdrio animal ou
ambiental especifico. Seu hospedeiro principal é o ser humano; no entanto, ja foram observadas em
algumas outras espécies de mamiferos como caes, gatos, furdes, primatas ndo humanos, suinos,
golfinhos e guepardos®*112),

Mesmo diante dos estudos até entdo realizados, a patogenicidade da Helicobacter spp. ainda é
considerada incerta em doencas gastrointestinais nos animais. Ha anos que bactérias desse género
sdo encontradas em mucosa gastrica de cdes, porém a relacdo entre as mesmas com a doenca
gastrica ainda é incerta®. Segundo Quinn® e Barr e Bowman®, as infeccdes causadas pela
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Helicobacter spp. em cdes podem estar associadas a alteragfes inflamatdrias, degeneracdo
glandular e Ulceras gastricas.

O H. pylori em humanos possui diversidade genotipica e todas as suas cepas sdo capazes de levar
ao desenvolvimento de um processo inflamatorio na mucosa gastrica, com mediadores e ocitocinas
que podem causar resposta inflamatoria em varios niveis no hospedeiro®. Dessa forma, os sinais
clinicos observados podem variar desde vOmitos, anorexia, apetite depravado, eructacdo, dor
abdominal e perda de peso e, em alguns casos, severo emagrecimento e diarreia®'4'®, Na maioria
dos casos, os animais infectados por helicobactérias séo clinicamente saudaveis, tornando muitas
vezes dificil a relacdo direta entre a causa e o efeito da doenca clinica*®.

O objetivo deste trabalho é verificar a presenca de bactérias do género Helicobacter spp. e
identificar lesdes histopatoldgicas na mucosa gastrica e duodenal de cdes necropsiados no Hospital
Escola Veterinario — FURB/Blumenau.

Material e Métodos

O presente estudo do tipo experimental transversal foi realizado com amostras de estdmago e
intestino de 26 caes, machos e fémeas, necropsiados no Laboratério de Patologia Veterinaria do
Hospital Escola Veterinario — FURB/Blumenau, independente de histdrico clinico associado ou ndo
a distarbios gastrointestinais. Foram coletadas amostras gastricas (corpo/fundo e antro pilérico) e
intestinais (duodeno), fixadas em solucdo de formalina tamponada a 10%, por 24 horas. As
amostras foram submetidas a preparo histologico de rotina e sec¢des de trés micrometros (3 um) de
espessura, foram coradas por hematoxilina-eosina (HE) e Warthin-Starry (WS) modificado*® para
caracterizacdo histologica e pesquisa de bactérias espiraladas, respectivamente. Utilizando-se
microscopio optico, as alteracdes histologicas e sua intensidade foram avaliadas de acordo com a
presenca de agregados linfocitérios, intensidade do infiltrado inflamatério e o tipo de células
inflamatorias presentes”18),

A intensidade do infiltrado inflamatério em cada uma das regides estudadas foi avaliada de acordo
com o seguinte escore proposto por Happonen et al.*”: (-) ausente, até 4 células inflamatorias;
(+) discreto, 5 a 15 células inflamatorias; (++) moderado, 16 a 25 células inflamatérias; ou (+++)
acentuado, mais de 26 células inflamatorias por campo visual. A mucosa gastrica foi considerada
normal quando da presenca de 0 a 4 linfocitos esparsos e auséncia de até 4 neutrdfilos e/ou
eosinofilos, auséncia de agregados linfocitarios e sem alteracbes epiteliais. A gastrite foi
classificada como discreta, quando infiltrado de 5 a 15 células inflamatorias; moderada, quando
infiltrado de 16 a 25 células inflamatorias ou acentuada quando infiltrado igual ou superior a 26
células inflamatdrias.

As laminas submetidas a WS foram avaliadas quanto a morfologia e contagem de bactérias
sugestivas de Helicobacter spp. presentes em cada uma das regides analisadas, levando-se em
conta a distribuicdo da mucosa gastrica e duodenal, em trés campos visuais aleatérios e com
objetiva de 100x. A intensidade da colonizagdo bacteriana seguiu o escore demonstrado no
Quadro 1.
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Quadro 1. Identificacio de Helicobacter spp. em mucosas gastrica e duodenal de cies
utilizando método de impregnacio pela prata (WS). Intensidade de colonizacio da mucosa
gastrica e intestinal, de acordo com a densidade de bactérias espiraladas

ESCORE* DESCRICAO
(=) () bactérias por campo visual
(+) 1 a 5 bacténias por campo visual
(+H 6 a 15 bactérias por campo visual
(+++) Mais de 16 bactérias por campo

*(-) ausente, (+) leve, (++) moderade e (+++) acentuada.

O teste Exato de Fisher foi utilizado para verificar se a presenca de Helicobacter spp. estava
associada a formacéo de aglomerados linfoides, congestéo e infiltrado inflamatério. Considerando
um nivel de significancia de p < 0,05.

Resultados e Discussao

Ao todo foram coletadas 78 amostras de tecidos, sendo 26 de corpo/fundo gastrico, 26 de antro
pilorico e 26 de duodeno, que foram fixadas em solucdo formalina a 10% por 24 horas e coradas
pelas técnicas de HE e WS.

N&o foram observadas alteracbes macroscopicas em nenhuma das amostras de estbmago e
intestinos coletadas. Entretanto, por meio da histopatologia foram observados agregados
linfocitarios em 23% (6/26) das amostras de corpo/fundo gastrico e em 11,5% (3/26) de antro
pilorico; congestdo de intensidade variando de discreta a moderada em 19,2% (5/26) das amostras
de corpo/fundo gastrico e em 7,7% (2/26) de antro pil6rico e infiltrado linfoplasmocitario
multifocal discreto em 11,5% (3/26) das amostras de corpo/fundo gastrico e moderado em 3,8%
(1/26) de antro pilorico. Nas amostras de duodeno foi observada congestdo moderada e infiltrado
linfoplasmocitario difuso moderado em 11,5% (3/26) das amostras analisadas (Figura 1).

Por meio de WS, nove amostras (34,6%) apresentaram positividade para helicobacteriose.
Bactérias espiraladas foram visualizadas na camada superficial de muco e superficie do epitélio
glandular, nas regides gastricas de corpo/fundo (6/26), antro pilérico (3/26) e em duodeno (1/26),
conforme demonstrado na Tabela 1.

Tais achados vado de encontro aos observados em outras pesquisas que afirmam que essa bactéria
atinge normalmente a camada de muco que recobre a mucosa do estbmago em epitélio superficial
e criptas gastricas® e interior de glandulas®!?, Destacamos ainda que as estruturas alongadas ao
serem visualizadas em objetiva de maior aumento (100x) demonstravam conformacéo espiralada,
compativel com Helicobacter spp.
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Figura 1. Fotomicrografias de mucosa gastrica de cdes. (A) Infiltrado linfoplasmocitario
moderado em fragmento de corpo/fundo gastrico, HE obj. 40x. (B) Congestio moderada
em fragmento de corpo/fundo gastrico, HE, oby. 40x.

Tabela 1. Avaliacio da intensidade de colonizaciio pela bactéria Helicobacter spp na
regifio do corpo/fundo gastrico e antro pilorico e na regifio do duodeno de caninos

] Regiio Gastrica Regiio Intestinal
Inten.mdaiie_ Corpo/Fundo Antro Pilérico Duodeno
Colonizagio™ (n) (%) (n) % (1) %
) 20 76,9 23 88,5 25 96,2
(+) 04 15,5 02 7.7 1 3.8
(++) 00 - 00 - 0 -
(+++) 02 7.6 01 38 0 -
TOTAL 26 100 26 100 26 100

*(-) ausente, (+) leve, (++) moderado e (+++) acentuada.

A colonizagéo das mucosas gastrica e entérica pela Helicobacter spp. foi classificada como sendo
leve em 14,4% (4/26) das amostras de corpo/fundo gastrico, 7,7% (2/26) de antro pilérico e 3,8%
(1/26) de duodeno. Em 7,6% (2/26) das amostras de corpo/fundo géstrico e 3,8% (1/26) de antro
pilorico, foram visualizadas mais de 16 bactérias espiraladas por campo visual, caracterizando
assim a colonizagdo acentuada (Figura 2). Assim como Moutinho e colaboradores”), que
observaram um maior nimero de bactérias do género Helicobacter spp. em regido do corpo (62%)
e fundo gastrico (82%), a maior ocorréncia de bactérias do género Helicobacter spp. no presente
estudo foi nessa regido, representando 23% (6/26) das amostras avaliadas. J& em regido de antro
pilorico foi observado que 11,5% (3/26) das amostras apresentavam a bactéria. A existéncia de
bactérias espiraladas na mucosa gastrica pode nédo estar correlacionada com doencas digestivas do
animal®®2%, podendo, entretanto, ser uma fonte de disseminac&o dessas bactérias. A falta de sinais
clinicos e lesbes macroscopicas evidentes em caninos infectados nos levam a crer que a bactéria
ndo seja tdo patogénica para esses como sdo para os felinos, em que as lesGes se assemelham as
observadas em humanos.
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Figura 2. Fotomicrografias de mucosa gastrica de cies. (A) Fotomicrografia evidenciando
bactérias Helicobacter spp. (seta) em fragmento de corpo/fundo gastrico, WS, oby. 40x.
{B) Fotomicrografia evidenciando bactérias Helicobacter spp. (seta) em fragmento de

antro pilorico, WS, obj. 40x

A regido de corpo/fundo gastrico foi a mais acometida por lesdes histopatolégicas e também onde
foram localizadas com maior frequéncia estruturas espiraladas, morfologicamente identificadas
como Helicobacter spp, pela Técnica de Warthin-Starry, resultados esses que corroboram os
achados de Handt et al.?V),

Na Tabela 2 é possivel confrontar as alteracGes histopatologicas observadas nos fragmentos de
corpo/fundo géstrico, antro pil6rico e duodeno com a presenca de estruturas espiraladas compativeis
com Helicobacter spp. em diferentes intensidades de colonizagdo. Nove cées apresentaram pelo
menos um aglomerado linfoide e ndo mais que cinco em pelo menos uma regido gastrica e em
nenhum destes foi observado, de maneira associada, infiltrado inflamatério em mucosa. Entretanto,
associado aos aglomerados linfoides, observou-se que seis animais apresentaram colonizacao leve e
trés, colonizacdo acentuada de Helicobacter spp. A gastrite foi observada em apenas 15,38% (4/26)
animais do nosso estudo, sendo que em 11,5% (3/26) dos casos era leve e em 3,84% (1/26)
moderada. Em nenhum dos animais que apresentaram gastrite foram evidenciadas bactérias
associadas. De acordo com Ulgen et al.??, ndo ha relagdo entre carga bacteriana, sintomas clinicos
e presenca de Helicobacter spp. na mucosa gastrica, o que dificulta a avaliacdo da relagdo
helicobacteriose e gastrite, permanecendo incerto seu significado patogénico, provavelmente
associado & dependéncia da relacdo cepa e hospedeiro®?. Estudos apontam a presenca de
Helicobacter spp. na saliva de cées com gastrite, o que indica que a saliva € uma potencial fonte da
bactéria®24- Apesar de ndo totalmente elucidado, suspeita-se que a infecgdo entre outros animais e
seres humanos ocorra por via oral como, por exemplo, por meio de lambedura®* 25,

Dos sete animais que apresentaram infiltrado inflamatorio do tipo linfoplasmocitario, em apenas
um evidenciaram-se bactérias do género Helicobacter spp. e estas estavam localizadas no
segmento duodeno.
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Tabela 2. Alteracdes histopatologicas e densidade de bactérias observadas em fragmentos
de corpo/fundo gastrico, antro pilorico e duodeno
Alteracio Histopatoligica Intensidade de colonizacio de bactérias® Valor de p
) ) ) =

Congestio
Corpo/fundo gastrico 5 0 0 1 p<0,001
Antro pilérico 2 0 0 1 p=0,001
Duodeno 2 1 0 0 p<0,001
Agregados Linfdides

Corpo/fundo gastrico 0 4 0 p=<0,001
Antro pilérico 0 2 0 1 p=0,001
Duodeno 0 0 0 ] p<0,001

Infilirado Inflamatdrio
Corpo/fundo gistrico 3 0 0 0 p<0,001
Antro pilérico 1 0 0 0 p<0,001
Duodeno 2 1 0 0 p<0.001

#(-) auzente, () leve, (++) moderado e (+++) acentuada

Teste de Figher significineia quando p <0,05.

Em relacdo aos aglomerados linfoides, em nosso estudo estes foram observados em nove amostras
gastricas, sendo 06/26 de corpo/fundo géstrico e 3/26 de antro pildrico e, nessas amostras, por
meio da técnica de WS, foram evidenciadas estruturas espiraladas compativeis com Helicobacter
spp. Por meio de Teste de Fisher, observou-se uma associacdo positiva entre a presenga de
Helicobacter spp. e agregados linfoides (p<0,001), o que corrobora com os achados de Handt et
al.?Y e Mysorekar et al.?®, que afirmaram que a hiperplasia de nddulos linfoides representa uma
resposta local a presenca da Helicobacter spp. Esse sim € um importante achado histopatoldgico,
indicativo de comprometimento da mucosa géastrica diante da bactéria. Entretanto, nossos achados
sdo controversos aos de Takemura et al.®), que em estudo semelhante constatou que existe
associacdo entre os aglomerados linféides e a helicobacteriose em felinos, mas ndo em caninos, e
aumento da proliferacdo celular em ambas as espécies.

Conclusodes

Com base nos achados, fica evidente a associacdo entre a presenca de bactérias e a formacdo dos
aglomerados linfoides, o que representa uma resposta local do tecido diante do agressor. Mesmo
assintomaticos, cdes podem apresentar bactérias espiraladas em mucosa gastrica e duodenal,
podendo, dessa forma, se comportarem como um importante reservatorio e disseminador da
bactéria para outros animais e até mesmo para humanos. Esse fato demanda uma especial atencéo
ao estudo do modo de transmissdo da helicobacteriose entre espécies, visto que representa uma
importante questdo relacionada a satde publica.
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