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RESUMO

TAKEMURA, L.S. Helicobacter spp. em cées e gatos: relacdo entre espécies infectantes,
alteracdes histoldgicas e proliferacéo celular. 2007. 107f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal, &rea de concentracdo em Sanidade Animal) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina. 2007.

RESUMO

Bactérias espiraladas colonizando a mucosa gastrica de varias espécies de mamiferos tém sido
observadas desde o fim do século XIX. Em humanos, as espécies Helicobacter pylori e H.
heilmannii tém sido relacionadas a quadros de gastrite, Ulcera péptica, e ainda carcinoma e
linfoma tipo MALT. Em cées e gatos, a infeccdo por Helicobacter spp. apresenta distribuicéo
mundial, podendo ocorrer em 100% dos animais, no entanto sua patogenicidade nao esta bem
elucidada. O objetivo deste trabalho foi avaliar a relacdo entre as espécies infectantes de
Helicobacter, e as alteracGes histologicas e proliferacdo celular. Foram utilizados 37 cées e 23
gatos domiciliados que foram submetidos a gastroscopia para biépsia de antro pil6rico, corpo
e fundo. As amostras foram submetidas as técnicas de Warthin Starry e PCR para
identificacdo de Helicobacter spp., exame histolégico para verificar alteragdes da mucosa
gastrica, e técnica de AgQNOR para analisar a taxa de proliferagdo celular. As ocorréncias de
Helicobacter spp. foram da ordem de 75,7% e 87,0% em cées e gatos, respectivamente.
Foram identificadas as espéecies H. heilmannii e H. felis em gatos, além do H. bizzozeronii ou
H. salomonis em cdes. Nenhum animal foi positivo para H. pylori. Infiltrado inflamatorio
mononuclear discreto foi freqlientemente observado (29/37 cées e 17/23 gatos), assim como
fibrose da lamina propria (30/37 cédes e 19/23 gatos) e degeneracdo glandular (25/37 cées e
19/23 gatos). Dezenove cées e 14 gatos apresentaram nodulos linféides; 5/37 cées e 4/23
gatos tinham erosdo do epitélio gastrico, e 4/37 cédes e 1/23 gato mostraram edema intersticial
da mucosa gastrica. A infeccdo por Helicobacter spp. estava associada com a presenca de
nddulo linféide em gatos, mas ndo em cées e, aumento da proliferacdo celular em ambas as
espécies estudadas. Nota-se que a observacdo de lesbes da mucosa gastrica € comum tanto em
cdes quanto em gatos infectados ou néo por Helicobacter spp.

Palavras-chave: Cdes. Gatos. Helicobacter spp. Lesdes gastricas. Proliferacéo celular.



ABSTRACT

TAKEMURA, L.S. Helicobacter spp. in dogs and cats: association between infecting
species, histological findings and cellular proliferation. 2007. 107f. Dissertation (Master
Degree in Animal Science) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2007.

ABSTRACT

Spiral shaped bacteria colonizing gastric mucosa of many mammalians species have been
observed since the end of 19™ century. In humans, the species Helicobacter pylori and H.
heilmannii have been related with gastritis, peptic ulcer and also carcinoma and MALT
lymphoma. In dogs and cats the infection by Helicobacter spp. is present worldwide, and is
bound to happen in 100% in the animals, but the pathogenicity is unclear. The aim of this
study was to evaluate the relationship between Helicobacter infecting species, histological
alterations and cellular proliferation. Thirty seven domiciled dogs and twenty three domiciled
cats were submitted to gastroscopy to biopsy of pyloric antrum, corpus and fundus. The
samples were submitted to Warthin Starry technique and PCR to identify the Helicobacter
spp., histological exam to verify gastric mucosa alterations, and AgNOR technique to analyze
tax cellular proliferation tax. The occurrences of Helicobacter spp. were in the order of 75,7%
and 87,0% in dogs and cats, respectively. It was identified the species H. heilmannii and H.
felis in cats, as well as H. bizzozeronii or H. salomonis in dogs. None of the animals was H.
pylori positive. Mild mononuclear infiltrated inflammatory was frequently observed (29/37
dogs and 17/23 cats), as well as fibrosis in the lamina propria (30/37 dogs and 19/23 cats) and
glandular degeneration (25/37 dogs and 19/23 cats). Nineteen dogs and fourteen cats
presented lymphoid nodules; 5/37 dogs and 4/23 cats had erosion of gastric epithelium, and
4/37 dogs and 1/23 cat presented interstitial edema. The infection by Helicobacter spp. was
associated with the presence of lymphoid nodules in cats, but not in dogs, and increasing of
cellular proliferation in both studied species. It has been noticed that observation of gastric
mucosa gastric is common in dogs and cats infected or not due Helicobacter spp.

Keywords: Dogs. Cats. Helicobacter spp. Gastric lesions. Cellular proliferation.
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1 REVISAO DE LITERATURA
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1 REVISAO DE LITERATURA

Bactérias do género Helicobacter tém sido observadas desde o final do século XIX
(BI1ZZOZERO, 1893), infectando o estbmago de humanos e espécies animais como caes,
gatos, furdes, suinos, algumas espécies de macacos (HERMANNS et al., 1995), tigres e onca
parda (CATTOLI et al, 2000), golfinhos e baleias (HARPER et al., 2002), ursos polares
(OXLEY et al., 2005) e coelhos (VAN DEN BULCK et al., 2005a). 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). Bactérias espiraladas encontradas no estbmago de cdes e gatos foram
denominadas como Gastrospirillum hominis por McNulty e colaboradores em 1989, pois ja
haviam sido observadas estruturas semelhantes na mucosa gastrica de humanos e que essa
seria uma possivel causa de gastrite cronica ativa (HEILMANN e BORCHARD, 1991).

As helicobactérias sdo espiraladas ou em forma de “S”, flageladas, algumas
espécies tém fibrilas periplasmaticas (HERMANNS et al. 1995); microaeréfilas (OWEN,
1998; NEIGER e SIMPSON, 2000), gram negativas e produtoras de urease (HERMANNS et
al. 1995). Quando em cultivo in vitro e submetidas a temperatura de 37°C, crescem em trés a
cinco dias em média (OWEN, 1998), podendo demorar até 12 dias (JALAVA et al., 1998),
sob pH do meio de cultura entre 5,5 a 8,5 (pH 6timo de 6,9 a 8,0), ndo resistindo a pH abaixo
de 5,5 em crescimento in vitro (OWEN, 1998).

Até agora, h& registro de 165 organismos com caracteristicas tipicas de
Helicobacter, no entanto apenas 39 foram classificadas taxonomicamente (NCBI, 2007). Das
espécies reconhecidas, foram encontradas em cées e gatos as seguintes espécies gastricas: H.
felis, H. bizzozeronii, H. salomonis, H. pylori, “Flexispira rappini”; hepatobiliar: H. bilis, e

intestinal: H. pametensis (NEIGER E SIMPSON, 2000). Recentemente foi isolada uma
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espécie, até entdo denominada de H. cynogastricus da mucosa gastrica de cdo, baseado na
analise da seqiiéncia do 16S rRNA (VAN DeEN BULCK et al., 2006). Podem ser encontradas
helicobactérias intestinais como H. cianaedi, H. fennelliae e H. canis, e que foram descritas
pela primeira vez associadas a doengas entéricas em homens homossexuais. Ha citacdo de que
a espécie H. cianaedi pode causar bacteremia, febre e leucocitose com trombocitopenia em
humanos, sendo também encontrado em hamsters saudaveis. H. pullorum ja foi encontrado no
trato intestinal de pacientes humanos com gastrenterites e no figado (OWEN, 1998). A
espécie H. heilmannii é relatada em varios estudos, no entanto, ainda ndo foi classificada
oficialmente (NCBI, 2007).

A infeccdo pela espécie H. pylori, descrita em humanos em 1983, apresenta grande
importancia na gastroenterologia desde entdo (NEIGER e SIMPON, 2000), por estar
relacionada a patologias gastricas. Estima-se que 50% da populagdo mundial esteja infectada
(BROWN, 2000).

E sensivel ao pH acido do suco gastrico, e um dos fatores mais caracteristicos da
bactéria é sua capacidade na producdo de urease, capaz de catalisar a uréia em amonia e
bicarbonato, propiciando um meio alcalino, permitindo que a bactéria chegue até o muco
gastrico (MARSHALL et al.,, 1987). Devido aos seus flagelos, possui a capacidade de
motilidade e penetragdo no muco gastrico, migrando para as jungdes intercelulares, local de
alta concentragéo de nutrientes, meio de microaerofilia e pH alcalino (HAZELL et al., 1986).
O H. pylori pode se aderir na mucosa gastrica devido principalmente & BabA, uma adesina
presente na sua superficie, tornando viavel a penetracdo de produtos antigénicos nas células
da mucosa e dificultando a sua eliminacdo pelo individuo infectado, resultando em resposta
imune persistente (STABILE et al., 2005). O H. pylori ainda possui duas citotoxinas
relacionadas a sua patogenia, que sdo a cytotoxin-associated gene A (CagA) e a vacuolating-

associated cytotoxin (VacA). A CagA induz a producdo de citocina (SHIMADA e TERANO,
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1998), estimulando a proliferacéo celular, apoptose, motilidade celular bacteriana e expressao
de resposta imune (BLASER e ATHERTON, 2004). Ja a proteina VVacA induz principalmente
a vacuolizacdo (LEUNK et al., 1998), e apoptose da célula epitelial (GALMICHE et al.,
2000), além da imunomodulagdo (BLASER e ATHERTON, 2004). Em decorréncia desses
eventos a infecgcdo bacteriana pode levar a ruptura da barreira mucosa gastrica e a inducao de
uma variedade de mediadores inflamatorios (TORRES et al.,, 2000) que intensificam a
apoptose e o turnover celular. A intensidade da inflamacéo gastrica por H. pylori em humanos
é decorrente de uma complexa interacao entre as caracteristicas do hospedeiro e dos fatores de
viruléncia da helicobactéria, definindo dessa forma a extensdo especifica da infeccdo (DEL
GIUDICE e MICHETTI, 2004).

Assim como o H. pylori em humanos, a espécie H. mustelae promove um quadro
de gastrite, ulceragio e neoplasia em furdes (FOX et al., 1997; YAMAZAKI et al., 2002). A
inoculacdo de H. pylori, foi observado desenvolvimento de inflamacdo gastrica em caes
(RADIN et al., 1990), em cdes beagles gnotobiotas (LEE et al., 1992) e em gatos (FOX et al.,
1995). Com o intuito de obterem maiores informagdes na diversidade de Helicobacter spp. na
mucosa gastrica de cdes, Buczolits e colaboradores (2003) analisaram quatro seqiiéncias
parciais de 16S rDNA de Helicobacter spp. de bidpsias gastricas de quatro cdes com
Helicobacter spp. e constataram em dois animais a espécie H. pylori ou uma outra, até entdo
desconhecida, geneticamente semelhante.

A espécie H. heilmannii, comumente encontrado em animais (PRIESTNALL et
al., 2004), e encontrado em 0,25 a 4,0% dos pacientes humanos com gastrite (ANDERSEN et
al.,, 1999; SVEC et al., 2000), sendo também apontado como agente carcinogénico em
humanos (PRIESTNALL et al., 2004). Na espécie suina esta relacionada a génese de Ulceras
da pars esophagea (QUEIROZ et al., 1996). Em tigres, o H. acinonychis é causador de lesdes

gastricas (CATTOLI et al.,, 2000). Uma espécie de Helicobacter spp. geneticamente



17

semelhante ao H. pylori foi associada a lesdes de ulceracdo gastrica em golfinhos (HARPER
et al., 2000).

Ha evidéncias de que 67 a 100% de cdes e 90 a 100% dos gatos sadios albergam
pelo menos uma espécie de Helicobacter spp. (NEIGER e SIMPSON, 2000). Embora estudos
demonstrem os efeitos da infeccdo gastrica por determinadas espécies de Helicobacter spp.
em cées e gatos, diferentemente dos seres humanos, a real patogenicidade ndo esta bem
elucidada.

As especies como H. felis, H. heilmannii e H. bizzozeronii ou H. salomonis, que
sd0 maiores e mais espiraladas que o H. pylori (LEE e O'ROURKE, 1993) tém sido
encontradas colonizando o estdmago de caes, gatos e, com menor freqiiéncia, humanos (VAN
DEN BULCK et al., 2005b). Recentemente foram detectadas as espécies H. felis, H. salomonis,
“H. heilmannii” e H. pullorum / H. rappini em coelhos (VAN DEN BULCK et al., 2005a). No
entanto, a relacdo entre a presenca das helicobactérias em cées e gatos e as manifestacdes
clinicas ainda ndo estdo definidas, pois as mesmas sdo encontradas tanto em animais higidos
guanto naqueles com algum disturbio gastrintestinal (HERMANNS et al., 1995).

Geyer et al. (1993), na Alemanha, detectaram taxas de Helicobacter spp. em seu
grupo de cées e gatos doentes de 73,8% (31/42) e 56,6% (34/60), respectivamente e outra de
41,4% (12/29) em populacdo de gatos sadios. No Japéo, Yamasaki et al. (1998) observaram
uma ocorréncia de 86% (18/21) e 90% (9/10) em cées e gatos sadios, respectivamente. Ainda
nesse estudo, contataram uma taxa de 61% (34/56) e 64% (21/33) em cées e gatos com
distdrbio gastrico. Papasouliotis et al. (1997) e Neiger et al. (1998) observaram uma taxa de
infeccdo por helicobactéria géstrica em gatos sadios de 100% (n=54) e 84,5% (49/58),
respectivamente. Mais recentemente na Bélgica, foram relatadas taxas de infec¢do de 83%

(91/110) em cdes e 86% (37/43) em gatos (VAN DEN BULCK et al., 2005b). Camargo
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(2002), no Brasil, estudando cdes e gatos com sinais clinicos gastricos, constatou uma
ocorréncia de 9/14 cées e 5/5 gatos.

Em humanos, sabe-se que a infeccdo por H. pylori esta relacionada a gastrites,
Ulceras pépticas, adenocarcinomas e linfoma do tecido linféide associado da mucosa gastrico
(MALT) (WACK et al., 1997; YAMAZAKI et al. 2002). Alguns autores vém tentando
determinar os tipos de lesdes gastricas presentes em cées e gatos infectados por Helicobacter
spp. Com esse intuito, Hermanns et al. (1995) listaram como mais freqiientes a degeneracéo
glandular com acumulo de linfécitos e neutrofilos, fibrose e edema da lamina propria,
presenca de foliculos linféides e de infiltrados inflamatorios. Camargo em 2002 observou
infiltrado inflamatdrio de graus variados em cdes e gatos infectados e ndo infectados, néo
resultando correlacdo entre as variaveis; ndo foram listadas as lesbes demais lesbes
histoldgicas gastricas. Straubinger et al. (2003) observaram infiltrado inflamatdrio e fibrose da
lamina prépria mais intensos e numero e tamanho maiores de nodulos linféides em gatos
infectados naturalmente por H. pylori do que o visto em gatos ndo infectados, embora nao
houvesse correlacdo entre intensidade de colonizacao e inflamacg&o géstrica, atrofia ou fibrose.

Outra importante alteracdo relacionada a infec¢do por H. pylori em humanos é a
proliferacdo de células epiteliais gastricas (ROKKAS et al., 1999; MISRA et al., 2000; De
FREITAS et al. 2004), semelhante ao observado em gerbils inoculados com H. felis e H.
bizzozeronii (DE BOCK et al., 2006).

O modo de transmissao do Helicobacter spp. ainda é incerto, mas aponta-se que o
fecal-oral seja o principal, ja que H. pylori foi isolado de fezes de homem e gato. Este modo
de transmissdo tem maior importancia em paises em desenvolvimento, devido as condic¢Ges
sanitarias precarias. Outro meio de transmissao descrito é o oral-oral, pois ja se encontrou
Helicobacter spp. na saliva, placa dentaria e secrecdes géastricas de humanos (NEIGER e

SIMPSON, 2000) e cées. Esse estudo em cdes demonstrou uma prevaléncia de 71,1% de
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DNA de Helicobacter spp. na cavidade oral de uma determinada populagédo de cées na Italia
(RECORDATI et al., 2007). Ha ainda citacdes de que a dgua e vegetais lavados com agua
contaminada seriam uma via de transmissao (HOPKINS et al., 1993).

Assim como 0s humanos que sdo infectados por H. pylori ainda na infancia
(MITCHELL et al., 1993), os caes adquirem infeccdo por Helicobacter spp. ainda muito
jovens, ja no periodo de amamentacdo, pelo proprio comportamento da espécie, sendo a mae a
fonte de infeccdo. Ainda, os filhotes podem transmitir uns aos outros pelo contato préximo
(HANNINEN et al., 1998).

O potencial zoondtico e a importancia dos animais como reservatorios naturais da
doenca ainda nao estdo bem esclarecidos (EL-ZAATARI et al., 1997). Considerando-se que ja
foi encontrado H. pylori na mucosa gastrica de gatos (HANDT et al., 1994 e CAMARGO,
2002), esses podem ser considerados fonte de infeccdo para 0 homem, e a transmisséo, nesse
caso seria via oral-oral, pelo contato proximo entre as espécies ou via fecal-oral, por ja ter
sido encontrado H. pylori em fezes de gatos (HANDT et al., 1994). Em furdes ja se encontrou
H. mustelae viavel em suas fezes, tornando um risco também para os humanos (FOX et al.,
1992).

No caso da espécie H. heilmannii, comprovadamente patogénica para o ser
humano (DIETERICH et al., 1998) e encontrada em cdes, gatos e suinos, supde-se
implicagdes na saude publica. Um estudo realizado com gatos oriundos dos EUA e Alemanha
e cdes da Dinamarca demonstrou que cées e gatos infectados por H. heilmannii oferecem um
risco zoonotico pequeno, ja que os humanos geralmente sdo infectados por um subtipo (1)
diferente do comumente observado em cdes e gatos (subtipo 2 e 4). No entanto, 0s suinos
representam um risco maior, devido a elevada frequéncia de infeccdo pelo subtipo 1
(PRIESTNALL et a., 2004). Lopez et al. (1993), Sykora et al. (2003) e Kato et al. (2005)

relataram a ocorréncia de H. heilmannii em criangas que n&o tinham contato com animais
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domeésticos. Mas, Thomson et al. (1994) e Van Loon et al. (2003) reportaram H. heilmannii
em criancas e em seus animais de companhia. De acordo com os resultados obtidos por De
Groote et al. (2005) e Van den Bulck et al. (2005b) o contato com cées, gatos e suinos pode
ser considerado fator de risco para os humanos na aquisi¢do de infeccdo por Helicobacter
néo-pylori.

O diagnostico da infeccdo por Helicobacter spp. pode ser feito por meio do teste
rapido da urease (OTTO et al., 1994), sorologia, teste respiratorio (NEIGER et al., 1998),
técnicas tintoriais para citologia e histopatologia (HAPPONEN et al., 1996; SIMPSON et al.,
1999), cultivo microbioldgico, microscopia eletronica (HANDT et al., 1994; HAPPONEN et
al., 1996) e PCR (NEIGER e SIMPSON, 2000).

Devido a distribuicdo do Helicobacter spp. na mucosa gastrica das diferentes
espéecies de animais ndo ser homogénea em toda sua extensdo, sendo necessaria durante a
gastroscopia a colheita de varios fragmentos da mucosa nas biopsias, ou combinacdo de
métodos diagndsticos (DEBONGNIE et al., 1995).

O teste rapido da urease revela a urease produzida pelas bactérias desse género
(KATELARIS et al., 1992) e, embora necessite de um fragmento da mucosa gastrica, é facil
de ser realizado, rapido e de baixo custo. A citologia por escovacdo da mucosa é um método
bastante sensivel na visualizacdo dessas bactérias, além de ser um teste rdpido e barato
(HAPPONEN et al., 1996). Ja a histopatologia possibilita, além da identificacdo da bactéria, a
avaliacdo da amostra tecidual de acordo com a técnica de coloragdo indicada (JALAVA et al.,
1997). A técnica de Warthin Starry tem sido considerada a melhor para a identificacdo desses
organismos espiralados (STEVENS, 1990); outros métodos como Giemsa (GODDARD et al.,
1997), Gram (YAMASAKI et al.,, 1998; NEIGER et al., 1998) e coloracdo de Steiner
(GARVEY et al., 1985) também sdo relatados como efetivos. Happonen e colaboradores

(1996) utilizaram hematoxilina-eosina (H.E.), porém ndo obtiveram sucesso em todos 0s
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casos. O cultivo microbioldgico tem se mostrado um método problematico, pois séo bactérias
muito exigentes quanto as condicdes de cultivo (JALAVA et al., 1997), além de que algumas
espécies usualmente encontradas em animais e eventualmente no homem, como H.
heilmannii, dificilmente serem cultivadas (NORRIS et al., 1999). Embora essas bactérias
tenham sido descritas ha muitas décadas, a espécie H. pylori ndo havia sido cultivada a partir
de amostra gastrica do homem até 1982 (WARREN e MARSHALL, 1983), e a primeira
helicobactéria em animais a ser cultivada foi a H. felis em gatos (LEE et al., 1988).

As bactérias do género Helicobacter spp. podem ser vistas por meio da
microscopia eletronica. Essa técnica revela sua morfologia tipica helicoidal e caracteristicas
peculiares de cada espécie (HANDT et al., 1994). As provas de biologia molecular, como a
PCR oferecem grande sensibilidade e especificidade, além de serem mais rapidas que o
cultivo microbiolégico, possibilitando ainda a identificacdo da espécie infectante. A
sensibilidade da PCR pode ser aumentada utilizando-se a técnica de nested-PCR (BAMFORD
etal., 1998).

Em humanos sdo utilizadas as técnicas histoquimicas e imunoistoquimicas para
avaliacdo do efeito do H. pylori na proliferacdo celular (DE FREITAS et al., 2004). A técnica
histoquimica Argyrophil Nucleolar Organizer Regions (AgNOR) evidencia essas unidades
funcionais do nucléolo onde estdo localizados todos 0os componentes necessarios para a
sintese do rRNA. Duas proteinas argirofilicas (nucleolina e nucleofosmina) envolvidas na
transcricdo e processo do rRNA estdo associadas na fase de interfase da mitose. Essas
proteinas sdo facilmente marcadas pelo nitrato de prata, promovendo a visualizagdo dessa fase
a microscopia optica, tanto nas preparacdes citoldgicas quanto histopatoldgicas de rotina. O
namero dessas regides esta estritamente relacionado a atividade de transcri¢do das células em
proliferacdo e daquelas em que estdo sofrendo rédpida proliferacdo celular (DERENZINI,

2000). A anédlise qualitativa (pardmetros morfométricos e morfoldgicos) das NORs,
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demonstra que em lesdes malignas, além de em maior ndmero, as NORs (regides
organizadoras de nucléolos) estdo diminuidas de tamanho, dispersas pelo nucleo e com forma
e contornos irregulares (CABRINI et al., 1992). Esse metodo foi utilizado com sucesso por
Steininger e colaboradores, em 1995, que relataram que o ndmero de NORs aumenta de
acordo com a gravidade da lesdo gastrica (de mucosa normal a crescentes graus de
inflamacdo, metaplasia, displasia a adenocarcinoma), podendo contribuir no prognostico da
doenca. Mais recentemente, em 2000, Misra e colaboradores na India, demonstraram também
uma relacdo direta entre o grau de lesdo na mucosa gastrica e a infeccdo por H. pylori. Os
autores enfatizaram a participacdo da bactéria como agente promotor da carcinogénese por
estimular a proliferacdo celular durante a inflamagédo cronica, sujeitando essas células a
agentes neoplasicos endogenos e exogenos. Sabe-se ainda que o subtipo H. pylori CagA(+)
induz maior proliferacdo celular que H. pylori CagA(-) e em pacientes livres da infeccdo
(ROKKAS et al., 1999; DE FREITAS et al., 2004).

Utilizando outra metodologia para avaliacdo da proliferacdo celular, o PCNA, Liu
et al. (1998) analisaram o efeito do H. pylori na proliferacdo epitelial gastrica na progressao
de mucosa gastrica normal a carcinoma gastrico, e também observaram um aumento na
proliferacdo celular e, ainda sugeriram a técnica como indicadora na avaliagdo de risco de
carcinogénese gastrica.

N&o se encontrou na literatura estudo de proliferacdo celular da mucosa gastrica
em cées e gatos utilizando a técnica de AgNOR. Em suinos, Preziosi et al. (2000) avaliaram
por meio da técnica de AgQNOR a patogénese das lesdes da pars esophagea, e concluiram que
a proliferacdo celular foi um evento prévio de lesdes de degeneracéo e ulceracdo dessa regido,
apresentando dessa forma um desequilibrio entre proliferagdo celular e apoptose. A técnica de
AgNOR ja foi utilizada como meio auxiliar para estimar um progndstico mais objetivo para

mastocitomas em cdes (RECH et al., 2004), além de ter sido apontada como de facil execucédo
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e baixo custo. Ja Rassnick et al. (1999) ndo puderam afirmar o mesmo na tentativa de
determinar um valor prognostico para linfoma intestinal em gatos. Na Poldnia, Sapierzynski e
Malicka (2004) utilizaram um método imunoistoquimico para investigar a expressdo
antigénica do Ki-67 (MIB-1) na mucosa gastrica de cées, e determinaram que tanto a presenca
do Helicobacter spp. quanto o infiltrado inflamatorio promovem uma proliferacdo celular
mais pronunciada em regifes de antro e corpo gastricos.

A obtencdo de resultados por meio de diferentes metodos diagnosticos e pesquisa
sera de grande valia para o entendimento da real fisiopatologia de infec¢cdes por Helicobacter
spp. em animais, sendo possivel estabelecer 0 uso dos mesmos como modelos experimentais,

levando a proposicao de protocolos terapéuticos mais eficazes e profilaxia.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

= Analisar a participacdo de Helicobacter spp. na patogénese das alteracOes teciduais

gastricas de caes e gatos.

2.2. Objetivos Especificos

= Verificar a presenca de bactérias espiraladas por meio de exame histoldgico;

= |dentificar o género Helicobacter e quatro espécies de helicobactérias pela técnica da

PCR;

= Correlacionar a presenca de Helicobacter spp. com alteracdes histopatolégicas na

mucosa gastrica de cdes e gatos;

= Comparar os indices de proliferacdo celular na presenca ou ndo de Helicobacter spp.

géstrica utilizando método histoquimico (AgNOR).
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3.1 Helicobacter spp. em cées: relacdo entre espécies infectantes, alteracoes
histologicas e proliferacao celular

RESUMO

As helicobactérias tém sido observadas infectando a mucosa gastrica de animais
desde o século XIX. A patogenicidade do Helicobacter spp. em cdes ainda ndo estd bem
elucidada, embora apresente prevaléncia que varia entre 67 a 100%. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar a ocorréncia de Helicobacter spp. em cées domiciliados, relacionar as
especies infectantes com alteracGes gastricas histoldgicas e proliferacao celular. Neste estudo,
37 cées domiciliados foram submetidos a gastroscopia e biopsia gastrica de antro pilorico,
corpo e fundo. As amostras foram submetidas as técnicas de Warthin Starry e PCR para
identificacdo de helicobactéria; ao exame histoldgico para avaliar as lesdes da mucosa
gastrica e ainda a técnica de AgNOR para comparar os indices de proliferacdo celular. Foi
observado Helicobacter spp. em 75,7% (28/37) das amostras pela técnica de WS e 73,0%
(27/37) pela PCR. Foram identificadas as espécies H. heilmannii (5/27), H. felis (7/27) e H.
bizzozeronii ou H. samolonis (10/27), além de infec¢es mistas (6/27). Nenhum dos animais
apresentou infeccdo por H. pylori. Treze cdes foram positivos para género, e negativos para as
espeécies testadas. Infiltrado inflamatorio mononuclear foi observado em 78% das amostras;
lesbes como fibrose da lamina propria e degeneracdo glandular estavam presentes em 30
(81%) e 25 (68%) animais, respectivamente, sem estarem associadas a infec¢do por
Helicobacter spp. Notou-se que nos animais avaliados ndo houve relacdo entre infecgédo e
infiltrado inflamatorio ou outras lesdes. Os cdes infectados apresentaram médias de

proliferacé@o celular maior que os ndo infectados (p < 0,05).

Palavras-chave: Helicobacter spp., lesbes gastricas, caes, proliferacdo celular
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ABSTRACT

Helicobacters have been observed infecting gastric mucosa of the animals since
the 19™ century. The Helicobacter spp. pathogenicity is not yet clear in dogs, although the
prevalence varies from 67 to 100%. The objectives of this study were to evaluate the
association of Helicobacter spp. infection in gastric mucosa of domiciled dogs with
histological gastric lesions and cellular proliferation. In this study, 37 domiciled dogs were
submitted to gastroscopy and gastric biopsy of pyloric antrum, corpus and fundus. The
samples were submitted to Warthin Starry and PCR techniques for the identification of
helicobacteria, histological exam to evaluate the gastric mucosa lesions, and AgNOR
technique to compare cellular proliferation tax. An occurrence of 75,7% (28/37) of
Helicobacter spp. by WS technique and 73,0% (27/37) by PCR was observed. H. heilmannii
(5/27), H. felis (7/27) and H. bizzozeronii or H. salomonis (10/27) and also mixed infections
(6/27) were identified. None the animals showed H. pylori infection. Thirteen dogs were
positive in genus, and negative for the tested species. Inflammatory infiltrate were observed in
78% of the samples; lesions like fibrosis in the lamina propria and glandular degeneration
were present in 30 (81%) and 25 (68%) of the animals, respectively, without association
Helicobacter spp. infection. It has been noticed that in the evaluated animals had no relation
between infection and inflammatory infiltrate or others lesions, although the infected dogs

presented cellular proliferation indices greater than the not infected.

Key-words: Helicobacter spp., gastric lesions, dogs, cellular proliferation
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3.1.1 INTRODUCAO

Helicobacter spp. séo bactérias microaerofilas (OWEN, 1998; NEIGER e
SIMPSON, 2000), gram negativas, flageladas e urease positivas (HERMANNS et al. 1995) e
tém sido descritas colonizando o estdmago de cées desde o século XIX (BIZZOZERO, 1893).
As helicobactérias encontradas em cées sdo consideradas “grandes helicobactérias”, pois
medem de 5-15 um de comprimento (JALAVA et al., 1997) e sdo morfologicamente distintas
do H. pylori. A espécie H. heilmannii, comumente encontrada em animais, apresenta
prevaléncia de 0,2 a 4,0% em pacientes humanos com gastrite e tem sido considerada como
agente carcinogénico nesta espécie (JALAVA et al., 2001; PRIESTNALL et al., 2004). Trés
outras espécies de Helicobacter spp. tém sido cultivadas da mucosa gastrica de cées: H. felis,
H. bizzozeronii e H. salomonis (HANNINEN et al., 1996; JALAVA et al., 1997). O contato
com caes foi apontado como fator de risco para a infec¢do por Helicobacter ndo-H. pylori em
humanos, indicando que esses animais podem ser a fonte de infeccdo (MEINING et al.,

1998).

Diferentemente dos seres humanos, a real patogenicidade das helicobacterioses
para 0s cdes ndo estd bem elucidada, embora haja evidéncia de que 67 a 100% dos cées
possam albergar pelo menos uma espécie de Helicobacter spp. (NEIGER e SIMPSON, 2000).
Os estudos de Eaton et al. (1996), Yamasaki et al. (1998), Simpson et al. (1999b) e Camargo
(2002) demonstraram ndo haver relagcdo entre intensidade de colonizagcdo bacteriana e
presenca de infiltrado celular inflamatorio. Porém, ja foi registrado que cdes infectados por
Helicobacter spp. podem apresentar outras alteracdes de mucosa géastrica, além de um
infiltrado inflamatdrio leve a moderado (LEE et al., 1992; HERMANNS et al., 1995).
Diminuicdo do muco superficial, presenca de células cubdides, variacdo na largura e

profundidade das glandulas géstricas, degeneracdo glandular, edema intersticial, diferentes
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graus de fibrose, hiperplasia, vacuolizacdo e necrose das células parietais quando da presenca
da bactéria no seu interior ja foram constatadas (HERMANNS et al., 1995; YAMASAKI et
al., 1998).

Alteracdes relacionadas a proliferacdo celular e apoptose tém sido descritas em
pacientes infectados por H. pylori, contribuindo com o desenvolvimento de metaplasias,
displasias e neoplasias (De FREITAS et al., 2004). Em cées pouco se sabe sobre a associacdo
entre a presenca de helicobactérias e indices de proliferacdo celular na mucosa gastrica. Os
objetivos deste estudo foram identificar as espécies de Helicobacter spp. na mucosa gastrica
de cées, verificar as lesdes gastricas e relacionar a especie infectante com o grau de

inflamacéo e proliferacéo celular.

3.1.2 MATERIAL E METODOS

3.1.2.1 Local

Foram realizadas no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina
(UEL), Londrina/PR, as bidpsias gastricas dos cdes. O trabalho foi desenvolvido junto ao
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP — UEL), nos laboratérios de

Anatomia Patologica e de Virologia Animal.

3.1.2.2 Animais / Amostras

Foram utilizadas amostras de bidpsia gastrica de 37 cédes domiciliados em

Londrina/PR, 15 machos e 22 fémeas de diversas ragas e sem raca definida, com idade
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variando entre seis meses a 12 anos. Vinte e cinco cdes eram assintomaticos e 12
apresentavam algum distdrbio gastrintestinal priméario que, a partir de entdo, foram
encaminhados para o Servico de Endoscopia para serem submetidos a gastroscopia e biopsia
gastrica. O procedimento foi realizado mediante o consentimento do proprietario, durante o
periodo de 2002 a 2005. Nenhum dos animais foi submetido a tratamento por antibidticos,
antiinflamatdrios ou antiacidos nas quatro semanas precedentes a colheita. O projeto foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Estadual de Londrina.

3.1.2.3 Endoscopia e colheita de fragmentos da mucosa gastrica

Os animais foram submetidos a anestesia geral endovenosa [tiopental (12,5
mg/Kg) ou propofol (3 a 5 mg/Kg)] para o procedimento de gastroscopia e bidpsia de mucosa
gastrica.

A endoscopia digestiva alta foi realizada com o paciente em decubito lateral
direito, com gastroscopio pediatrico marca FUJINON®, modelo UGI-7 acoplado a fonte de
luz marca MICRONAL®, modelo 0200. Utilizou-se pinca de biépsia endoscépica de 2,8 cm
de diametro, marca OLYMPUS® devidamente esterilizada. Foram colhidos 3 fragmentos de
cada regido (antro pildrico, corpo e fundo). Para PCR, uma amostra de cada regido foi
agrupada e os fragmentos armazenados em microtubo livre de RNase e DNase, mantidos em
freezer a —20°C até o momento do processamento. Para exame histoldgico, as amostras foram

fixadas em solucdo de Bouin por 24 horas e alcool 70% posteriormente.
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3.1.2.4 Reacdo da Polimerase em Cadeia

Previamente a extracdo de DNA, foi realizada digestdo dos fragmentos gastricos
utilizando 25 pL de proteinase K (20mg/mL), adicionado de 200 pL de tampao de lise pH 8
(100 mM de cloreto de sédio, 100 mM de EDTA e 0,5% de dodecil sulfato de sodico), sendo
entdo agitado em aparelho voértex e incubados em banho-maria a 56°C durante 3 horas. O
DNA foi extraido a partir do de 500 pL do material resultante da digestdo de acordo com
Barreiros et al. (2004). Para reacdo de amplificacdo todas as reacdes foram preparadas com
volume final de 25 uL, sendo 5 puL de mix de DNA (1 uL do DNA extraido, 3,0 uL de agua e
1 uL de cada primer a 20 pM) e 20 uL do mix da reacdo contendo 11,75 uL agua, 0,4 mM de
cada dNTP, 1X tampédo de PCR (20 mM Tris —=HCI pH 8,4 e 50 mM KCI), 1,25 U de Taq
platinum DNA polimerase e 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen™ Life Technologies, USA). A
sequéncia dos primers e o tamanho dos produtos amplificados estdo descritos na quadro 1
(CAMARGO et al., 2003). Todos os primers utilizados foram produzidos pela GIBCO BRL
PRODUCTS - Life Technologies do Brasil Ltda. A reacdo de amplificacdo foi executada em
termociclador modelo PTC-100™ (MJ Reserch INC) como descrito na quadro 2. Foi

utilizado controle negativo da extracdo de DNA &gua ultra-pura estéril.
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Quadro 1 — Agentes estudados, referéncias, sequéncias dos primers, produtos amplificados
[pares de base (pb)]. Londrina, 2007

ESPECIES REFERENCIAS | PRIMERS Produtos
amplificados
Helicobacter spp. GERMANI et al. | (f) 5 AAC GAT GAAGCT TCT AGC TTGCTA 3’ 399 pb
Gene 16S rRNA (1997) ()5 GTGCTT ATT CSTNAG ATACCGTCAT3Z P
H. bizzozeronii ou NEIGER et al. | (f)5" ACT AGG CGATACCAACTTGATTT 3’ 499 ob
H. salomonis Gene ureB (1999) (5 TTCTTC AGC TGC GCG GAG CAT GC 3’ P
H. felis GERMANI et al. | (f) 5’ GTG AAG CGA CTA AAG ATA AAC AAT 3’ 241 pb
Genes ureA e ureB (1997) (r) 5 GCA CCA AAT CTA ATT CAT AAG AGC 3’ P
H. heilmannii NEIGER et al. |(f)5 GGG CGATAAAGTGCGCTTG 3’ 580 pb
Gene ureB (1998) (r) 5" CTG GTC AAT GAG AGC AGG 3’ P
H. pylori CLAYTON et al. | (f) 5’ GCC AAT GGT AAATTAGTT 3’ 411 ob
Gene ureB (1992) (r)5° CTC CTT AAT TGT TTT TAC 3’ P

Fonte: CAMARGO et al., 2003

Quadro 2 — CondicGes de tempo e temperatura utilizadas nas PCRs para género Helicobacter
e espécies de interesse do estudo. Londrina, 2007

Espécies testadas Desnaturagéo Temperaturas de desnatu~ra<;ao, N® de C'CJOS € Extensao final
anelamento e extenséo duracéo
Helicobacter spp. 95°C por 5 min 95°C, 65°C e 72°C 40 por 1 min 72°C /10 min
H. bizzozeronii* 94°C por 5 min 94°C, 63°C e 72°C 40 por 1 min 72°C /10 min
H. heilmannii 94°C por 3 min 94°C, 59°C e 72°C 35 por 1 min 72°C /5 min
H. felis 94°C por 5 min 94°C, 62°C e 72°C 40 por 1 min 72°C /10 min
H. pylori 95°C por 5 min 94°C, 45°C e 72°C 40 por 1 min 72°C /10 min

*ou H. salomonis. Fonte: Modificado de CAMARGO et al., 2003

Todas as amostras foram submetidas as reacfes de amplificacdo com os primers
género-especifico. Aquelas amostras em que as reacGes geraram produtos do tamanho
esperado (399 pb) foram, posteriormente, testadas para as quatro espécies propostas neste
estudo.

Os produtos amplificados foram analisados em eletroforese de agarose a 2,5% com
brometo de etidio (0,5 pg/mL) em tampéo de TEB pH 8,4 (89 mM Tris HCI, 89 mM acido

borico, 2 mM EDTA), submetidos a eletroforese, em voltagem constante 100 V por
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aproximadamente 40 minutos e visualizado em trans-iluminador sob luz ultravioleta. O
registro fotografico foi realizado utilizando sistema digital Kodak (cupula Kodak EDAS e

KODAK digital cAmera DC290 ZOOM - EASTMAN KODAK COMPANY).

3.1.2.5 Exames Histoldgico e Histoquimico

Apls as amostras terem sido fixadas, foram submetidas a desidratagdo em
solucdes de concentracdo crescente de alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina.
Cortes de 5 um de espessura foram corados pelos métodos de hematoxilina e eosina (HE) e
Warthin Starry (WS) para exame histologico e pesquisa de bactérias espiraladas,

respectivamente.

Histopatologia: A interpretacdo dos resultados histopatoldgicos foi baseada nos critérios de
avaliacdo histoldgica propostos por Happonen et al. (1998), em que se avaliou 0 nimero de
agregados linfocitarios, a intensidade do infiltrado inflamatorio e o tipo de células presentes,
utilizando-se as objetivas de 10 e 40x, respectivamente. As laminas submetidas a
impregnacdo argéntea (WS) foram avaliadas quanto a morfologia e contagem de bactérias
sugestivas de Helicobacter spp. presentes em cada regido do estdbmago, em trés campos
visuais escolhidos aleatoriamente e com objetiva de 100x, levando-se em conta também a
distribuicdo na mucosa gastrica. A classificacdo da intensidade de colonizacdo bacteriana
seguiu o seguinte escore: (0) negativo ou auséncia de bactéria; (1) colonizacéo discreta, com
presenca de uma a 10 bactérias; (2) moderada, 11 a 30 bactérias; (3) intensa, 31 a 50
bactérias; e (4) acentuada, quando o numero ultrapassava 50 bactérias por campo. A
intensidade do infiltrado inflamatdrio em cada regido do estomago foi graduada conferindo-se
os escores: (0) quando presentes até 4 células inflamatorias; (1) de 5 a 15 células por campo;

(2) de 16 a 25; (3) mais de 25 células por campo. A mucosa gastrica foi considerada normal
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quando da presenca de 0 a 4 linfdcitos esparsos e auséncia ou presenca de até 4 neutrdfilos
e/ou eosindfilos e auséncia de agregados linfocitarios ou com agregados solitarios e esparsos e
sem alteracOes epiteliais. A gastrite foi classificada como discreta quando o infiltrado era
composto por 5 a 14 células inflamatdrias; moderada quando presente de 15 a 25 células
inflamatdrias e acentuada quando o infiltrado apresentava mais de 25 células e com trés ou
mais agregados linfocitarios. O diagnostico de gastrite foi estabelecido quando o infiltrado
inflamatdrio estava presente em pelo menos uma regido gastrica. Gastrite foi considerada
regional quando néo estava presente em todas as regides gastricas.

Histoquimico: Para a analise histoquimica foram selecionados 10 cdes, machos e fémeas,
com raca e sem raca definida, de idades variadas, sendo cinco negativos e cinco positivos para
Helicobacter spp., compondo os grupos G1 e G2, respectivamente. Para avaliar a proliferacéo
celular utilizou-se 0 método Argyrophil Nucleolar Organizer Regions (AgNORs) de acordo
com a metodologia modificada de Crocker e Skilbeck (1987). A avaliacdo quantitativa foi
realizada contando-se o nimero de NORs em um total de 100 células das regides do colo e
istmo das glandulas gastricas com a objetiva de 100x, utilizando registro fotografico com
camera digital MOTICAM® 2000 2.0 M Pixel USB 2.0, e programa MOTIC® Images Plus 2.0

M.L. para mensuracgdo da area (morfometria) de cada NOR contada.

3.1.2.6 Andlise estatistica

Para todas as andlises foi utilizado programa SAS - Statistics Analysis Systems
V.8 for Windows.
Para verificar a intensidade da colonizacdo bacteriana e do infiltrado inflamatério

entre as regides gastricas, e ainda associar a espécie infectante com o infiltrado inflamatério
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foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Para observar se houve correlacdo entre densidade de
colonizacdo bacteriana e infiltrado celular foi realizado teste de correlacéo de Pearson.

O teste Exato de Fisher foi utilizado para avaliar se a presenca de Helicobacter
spp. estava associada com gastrite, degeneracdo epitelial glandular, fibrose e formacdo de
nodulos linfoides.

Para comparar a proliferacao celular nas diferentes regides da mucosa gastrica dos
caes infectados ou ndo por Helicobacter spp. foi utilizados teste de andlise de variancia
(ANOVA).

Considerando um nivel de significancia de o = 0,05.

3.1.3 RESULTADOS

3.1.3.1 Warthin Starry

Estruturas impregnadas pela prata foram visualizadas em 28/37 (75,7%) cées, bem
espiraladas e sugestivas de Helicobacter spp. foram visualizadas recobrindo a superficie
epitelial, colonizando o Iimen de foveas e de glandulas gastricas (Figura 1). As bactérias
foram vistas em pequenos ou grandes aglomerados, mas tambeém isoladamente, e geralmente
verticalmente ao limen da regido. A maior freqiiéncia de colonizacao foi observada na regido
de corpo (100%), seguida de fundo (93%) e antro (82%) (Tabela 1). A intensidade da
colonizacao bacteriana das regides variou de 1 a 2, sendo que nenhum dos cédes apresentou
uma infeccdo macica. Onze pacientes apresentaram uma colonizacdo homogénea da mucosa
gastrica, ou seja, antro pilérico, corpo e fundo com o mesmo escore. Em dois cdes puderam

ser observadas populagdes distintas de bactérias espiraladas, umas mais curtas que as outras.
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Foram observadas ainda, em trés cdes, sendo dois deles positivos, estruturas bem
marcadas, acastanhadas, ndo espiraladas e nem curvas, semelhantes a bacilos, distribuidas

pelo muco superficial ou sobre a regido glandular.

Figura 1 — Fotomicrografia de mucosa gastrica de cdes. A) Helicobacter spp. agrupados e
localizados no interior da févea. B) Helicobacter spp. localizados no lumen de glandulas
gastricas. Warthin Starry. Objetiva 40x (original).

Tabela 1 — Frequéncia de escores de intensidade de colonizacdo bacteriana na mucosa
gastrica de cées, de acordo com as regides gastricas. Londrina, 2007

Escores Antro (n=37) Corpo (n=37) Fundo (n=37)
0 14 9 11
1 16 22 23
2 7
3
4

N&o houve diferenca significativa (p = 0,4145) entre as trés regides gastricas em

relagdo a intensidade de colonizag&o.
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3.1.3.2PCR

A ocorréncia para cada uma das espécies testadas esta descrita na tabela 2. Vinte e

sete (73%) dos 37 caes foram positivos para género Helicobacter (Figuras 2, 3 e 4).

Tabela 2 — Resultado das PCRs de Helicobacter spp. da mucosa gastrica de cdes. Londrina,
2007

Resultados das PCRs Frequéncia

Reacdes positivas para género e negativas para as espécies testadas 13
H. bizzozeronii ou H. salomonis

H. bizzozeronii ou H. salomonis e H. felis

H. heilmannii

H. heilmannii, H. bizzozeronii ou H. salomonis e H. felis
H. felis

Negativos 10

R N W RS
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369 pb w (B B BR300 pb
246 pb
123 pb

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 2,5%, corada com brometo de etidio, dos produtos
de amplificacdo do gene 16S rRNA de Helicobacter spp. (399 pb) obtidos pela técnica de
PCR realizada com fragmentos de mucosa gastrica de cdo. Canaleta 1. padrdo de tamanho
molecular de 123 pb; canaleta 2: controle positivo; canaleta 3: controle negativo; canaletas 4 a
11: amostras provenientes de cdes. Londrina, 2007.

492 pb
369 bb 580 pb
246 pb
123 pb

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose 2,5%, corada com brometo de etidio, dos produtos
de amplificacdo do gene ureB de Helicobacter heilmannii (580 pb) obtidos pela técnica de
PCR realizada com fragmentos de mucosa gastrica de cdo. Canaleta 1. padrdo de tamanho
molecular de 123 pb; canaleta 2: controle positivo; canaleta 3: controle negativo; canaletas 4 a
8: amostras provenientes de cdes. Londrina, 2007.

369 pb
246 pb

123 pb

Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose 2,5%, corada com brometo de etidio, dos produtos
de amplificacdo dos genes ureA e ureB de Helicobacter felis (241 pb) obtidos pela técnica de
PCR realizada com fragmentos de mucosa gastrica de cdo. Canaleta 1: padrdo de tamanho
molecular de 123 pb; canaleta 2: controle positivo; canaleta 3: controle negativo; canaletas 4 a
11: amostras provenientes de cédes. Londrina, 2007.
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3.1.3.3 Alteragdes histologicas

Observou-se que a maioria dos cées (29/37) apresentava infiltrado inflamatorio em
pelo menos uma regido do estdbmago (Tabela 3). Esses infiltrados eram de grau 1, constituidos
por células mononucleares, caracterizando uma gastrite discreta cronica. As frequéncias do
infiltrado de cada regido gastrica e sua relacdo com a presenca da bactéria estdo representadas
na tabela 4. Dos 28 cdes positivos para Helicobacter spp., cinco ndo apresentavam infiltrado
inflamatdrio; cinco cées apresentavam gastrite discreta cronica nas trés regides avaliadas e 0s
demais 23 pacientes gastrite discreta cronica regional. A regido que menos apresentou escore
inflamatdrio foi a de fundo gastrico (10/28). Em cinco cdes pdde-se observar a presenca da
bactéria, porém sem o acompanhamento de processo inflamatorio gastrico. Ndo houve
diferenca significativa (p = 0,1321) entre as regiGes gastricas de acordo com o infiltrado
celular. As intensidades de colonizacgéo bacteriana e de infiltrado inflamatdrio foram variaveis
independentes uma da outra, ndo havendo dessa forma correlagao.

Dezenove caes apresentaram pelo menos um ndédulo linféide (Tabela 3) e ndo mais
gue dois em cada regido gastrica, sendo todos acompanhados por infiltrado inflamatério e/ou
infeccdo por Helicobacter spp (Figura 5). A frequéncia de ocorréncia de agregados
linfocitarios deu-se da seguinte forma: 11/19 em antro, 12/19 em corpo e 11/19 em fundo.
Dois desses cédes ndo estavam infectados por Helicobacter spp. Cinco pacientes apresentaram
nodulos linfoides nas trés regies gastricas, sendo que um era do grupo ndo infectado. Nao
houve associacao entre presenca de Helicobacter spp. ha mucosa gastrica de cdes e presenca
de agregados linfocitarios (p = 0,06).

Além da classificagdo do infiltrado inflamatorio e presenca de agregado
linfocitario, outras alteragBes foram observadas: fibrose discreta e acentuada, degeneracéo

glandular, erosdo e edema intersticial. As lesdes histoldgicas e sua frequéncia estdo descritas
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nas tabelas 3 e 4. Todos os cées, inclusive aqueles com mucosa sem infiltrado inflamatério ou
negativo para Helicobacter spp. apresentaram algum tipo de lesdo.

A largura e profundidade das fossetas variavam; em alguns casos apresentavam-se
mais rasas e largas; eventualmente eram pouco evidentes. Dentre os 28 animais positivos, trés
apresentaram erosdo em regido de corpo e um em fundo gastrico; um cdo ndo infectado
apresentou erosao no corpo gastrico.

Fibrose da lamina propria pdde ser observada como sendo discreta ou acentuada,
focal ou difusa (Figura 6). Fibrose discreta foi observada em 24 dos cées positivos (Tabela 3),
e ainda, em sete pode ser observada fibrose acentuada associada. Em seis dos nove animais
negativos foi observada fibrose discreta e desses, dois apresentaram também fibrose
acentuada. A freqliéncia desse tipo de lesdo histologica de acordo com as regides gastricas
deu-se conforme disponivel na tabela 4.

Edema intersticial foi observado em trés animais positivos (antro, corpo e/ou
fundo) e um negativo (corpo). Degeneracdo glandular estava presente em 20/28 dos caes
positivos (Tabela 3) com distribuicdo que variou entre as regides (Tabela 4). Em 18 e quatro
caes infectados e ndo infectados, respectivamente, observaram-se fibrose e degeneracgdo
glandular no mesmo corte. Notou-se ainda que algumas células parietais apresentavam
vacuolizagdo citoplasmaética, caracterizando a degeneracédo (Figura 6).

N&o houve associacdo entre presenca de Helicobacter spp. com gastrite, com
degeneracdo glandular e com fibrose (Tabela 3). N&o foi observada relacdo entre espécie

infectante e intensidade de infiltrado inflamatério (p = 0,15).
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Tabela 3 — Freqliéncia das lesdes gastricas histologicas em cées de acordo com presenca ou
auséncia de infeccdo por Helicobacter spp. Londrina, 2007

Leséo géstrica Total (n=38) Positivos (n=28) | Negativos (n=9) | Valor de p
Gastrite discreta cronica 29 23 6 0,37
Nodulos linfoides 19 17 2 0,06
Eroséo 5 4 1 -
Degeneracao glandular 25 19 6 0,73
Fibrose da lamina propria 30 24 6 0,43
Edema 4 3 1 -

Teste Exato de Fisher: significancia quando p < 0,05

Tabela 4 — LesOes gastricas histologicas e sua frequéncia de acordo com as regides da bidpsia

gastrica de cées. Londrina, 2007

Achado histopatoldgico

Numero de regides gastricas afetadas

Superficie epitelial gastrica
Eroséo

Lamina propria
Nodulo linféide
Infiltrado mononuclear grau 1
Fibrose discreta
Fibrose acentuada
Edema

Glandulas gastricas

Degeneracdo glandular

Cées Positivos (n=28) Cées Negativos (n=09)
Antro Corpo  Fundo | Antro Corpo  Fundo
0 3 1 0 0 1
10 10 10 1 2 1
17 16 10 2 5 2*
16 11 12 5 0 2
4 0 3 1 1 0
1 1 2 0 0 1
15 8 11 5 1 2

*Considerar n=8
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Figura 5 — Fotomicrografia de mucosa gastrica de cdo infectado por Helicobacter spp.
Nodulo linféide. H.E. Objetiva 10x (original).

Figura 6 — Fotomicrografia de mucosa géstrica de cdo infectado por Helicobacter spp. A)
Fibrose de lamina prépria. B) Degeneracdo epitelial glandular associado com infiltrado
inflamatdrio mononuclear. H.E. Objetiva 100x (original).

3.1.3.4 Histoquimica: proliferacéo celular

As NORs apresentavam-se como pontos pretos distribuidos no interior do nucleo,

com formato e tamanho variados (Figura 7).
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Figura 7 — Fotomicrografia de mucosa gastrica de cdo. A) C&o negativo para Helicobacter
spp. B) Céo positivo para Helicobacter spp. AQNOR. Objetiva 100x (original).

Os valores de média da contagem das NORs e area das mesmas estdo dispostos na
tabela 5. Houve diferenca estatistica em relacdo a proliferacdo celular entre as regides
gastricas de antro (p = 0,019) e corpo (p = 0,008) nos caes do G1; o0 mesmo nao foi observado
nos cées infectados por Helicobacter spp. Ainda, pode ser observada diferenca estatistica em
relacdo a proliferacdo celular nos animais infectados por Helicobacter spp. nas regifes de
antro (p = 0,029) e fundo (p = 0,008) gastricos, sendo que 0s animais negativos apresentaram
valores menores de proliferacdo celular. N&do houve diferenca significativa em relacéo a area

das NORs dentro e entre 0s grupos.

Tabela 5 — Valores de média (x desvio padrdo) da quantificacdo da proliferacdo celular de
mucosa gastrica de cdes negativos e positivos para Helicobacter spp., das regides de antro,
corpo e fundo, utilizando método histoquimico de AgNOR. Londrina, 2007

Valores de média (xdesvio padréo) de proliferacao celular

Parémetro G1 - Negativos G2 - Positivos
Antro Corpo Fundo Antro Corpo Fundo
N° NORs 154+059*° 155+057°  145+056*¢  163+070° 1,60+0,68 1,56 +0,69°
Morfometria (m?) 1,09 £ 0,64 0,94 £0,53 0,92 £0,52 0,88 £0,44 0,76 £0,33 0,76 £0,35

ANOVA: letras iguais, significancia estatistica. a) p = 0,019; b) p = 0,008; c¢) p = 0,029; d) p = 0,008
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3.1.4 DISCUSSAO

A ocorréncia de Helicobacter spp. na mucosa gastrica de cédes observada neste
trabalho foi relativamente alta, assim como as observadas em paises do Hemisfério Norte,
como Alemanha (82%) (HERMANNS et al., 1995), Estados Unidos da Ameérica (91%)
(EATON et al., 1996), Japdo (68%) (YAMASAKI et al., 1998) e Bélgica (83%) (VAN DEN
BULCK et al., 2005).

Foram utilizados cdes domiciliados, diferentemente de Eaton et al. (1996) e
Camargo (2002) que utilizaram cédes aparentemente sadios de canis. Eaton et al. (1996)
relataram uma ocorréncia de 91% e Camargo (2002) 94,6%. Geyer et al. (1993) reportaram
que cédes domiciliados apresentam taxas de infeccdo relativamente mais baixas, devido as
diferencas dos ambientes onde habitam e do contato com menor numero de cées de fontes
aleatdrias, o que pode ser verificado no estudo.

Pelos resultados obtidos por meio da técnica de WS foi possivel avaliar que 0s
caes apresentaram distribuicdo e intensidade homogéneas de Helicobacter spp. na mucosa
gastrica, de modo semelhante ao relatado por Happonen e colaboradores (1998), porém,
diferente de outros autores que descreveram regides preferenciais da colonizagdo bacteriana
(YAMASAKI et al., 1998; CAMARGO, 2002).

Embora os resultados das técnicas de WS e PCR tenham sido discordantes (28/37
e 27/37, respectivamente), ambas demonstraram alta sensibilidade, além de que a
impregnacdo pela prata apresenta como vantagem o seu baixo custo, e com a PCR a
possibilidade de identificar a(s) espécie(s) infectante(s) na mucosa gastrica pelo uso dos
primers especificos. Essa discordancia dos resultados reforca a necessidade da colheita de
maultiplos fragmentos e do uso combinado de métodos diagnosticos (DEBONGNIE et al.,

1995; SIMPSON et al., 2000). A impregnacdo argéntea permitiu visualizar bactérias do
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género Helicobacter spp. pela sua morfologia fortemente espiralada e reconhecer como sendo
ndo-H. pylori e, ainda, observar em alguns cdes estruturas mais curtas, ndo helicoidais,
semelhantes a bacilos, albergando-se simultaneamente em sua mucosa gastrica. Esses bacilos
apresentavam-se dispostos na superficie epitelial, nas foveas e dispersos nas glandulas.

As espécies de Helicobacter spp. que mais infectam o estbmago de cées sdo H.
bizzozeronii, H. felis, H. heilmannii e H. salomonis (CAMARGO, 2002; VAN DEN BULCK
et al., 2005) e, ocasionalmente H. rappini e H. bilis (EATON et al., 1996; NEIGER et al.,
1999), sendo freqliente a ocorréncia de infeccGes por mais de uma espécie (JALAVA et al.,
1998; NORRIS et al., 1999). Com excecdo da espéecie H. pylori, as outras espécies de
interesse do estudo foram observadas, inclusive em infecgfes mistas.

H. bizzozeronii ou H. salomonis ocorreu como Unica espécie infectante
identificada, mas também em co-infec¢cdes com H. heilmannii e/ou H. felis. A ocorréncia foi
de 27% (10/37), sendo superior a observada por Cattoli et al. (1999) de 4%. Jalava et al.
(1998) relataram uma taxa de 46,7% por meio de isolamento bacteriano; pela técnica de PCR,
Camargo (2002) e Van den Bulck et al. (2005) observaram taxas de 65,7% e 70%,
respectivamente. Embora a ocorréncia de H. bizzozeronii varie de acordo com o estudo, o fato
de ter sido a espécie mais predominantemente identificada foi um achado comum entre os
autores.

A taxa de infeccdo por H. heilmannii (13,5%) foi superior & citada por Camargo
(2002) (1,4%), mas inferior ao observado por Neiger et al. (1999) (50%). Foi observada uma
ocorréncia de H. felis de 19% na populagdo estudada, enquanto que Jalava et al. (1998) e
Camargo (2002) relataram taxas de 18% e 50%, respectivamente.

O fato de 13 animais terem sido positivos para género, mas negativos para espécie
sugere a existéncia de outras espécies aqui ndo testadas, ocasionalmente detectadas no céo,

como o “Flexispira rappini”, H. bilis (NEIGER et al., 1999), H. cynogastricus (VAN DEN
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BULCK et al., 2006), ou da existéncia de outras espécies com semelhancas morfologicas a
microscopia optica (VAN DEN BULCK et al., 2005). A auséncia de H. pylori nesses cées vai
de encontro a varios outros trabalhos existentes (EATON et al., 1996; YAMASAKI et al.,
1998; CATTOLI et al., 1999; CAMARGO, 2002), embora Buczolits et al. (2003) tenham
identificado em alguns cées essa espécie ou outra geneticamente semelhante. A auséncia de
infeccdo por H. pylori nesses cées sugere que eles ndo séo reservatorios da infec¢do para o
homem.

Infiltrado inflamatorio mononuclear foi visto em 78,4% dos cdes infectados ou ndo
por Helicobacter spp. Este tem sido um achado comum tanto em cées sadios como em cées
com algum sinal clinico gastrico (HERMANNS et al., 1995; HAPPONEN et al., 1996;
YAMASAKI et al., 1998; HAPPONEN et al., 1998; CAMARGO, 2002), e ndo tem mostrado
ter relacdo com a presenca e intensidade de colonizacdo bacteriana (EATON, et al., 1996;
SIMPSON et al., 1999b; CAMARGO 2002).

Assim como Eaton et al. (1996) e Simpson et al. (1999a), nddulos linféides foram
observados tanto em mucosa gastrica infectada quanto em ndo infectada. Sabe-se que nos
seres humanos a infec¢do por H. pylori leva & ocorréncia de agregados linfocitarios na mucosa
gastrica (MITCHELL et al., 1993). Nos animais avaliados observou-se que o0s nodulos
linféides foram mais frequientes nas amostras positivas, no entanto ndo houve significancia
estatistica, sugerindo que sua presenca na mucosa gastrica seja um achado comum, assim
como relatado por Happonen et al. (1998). Lee et al. (1992) e Simpson et al. (1999a)
observaram aumento do numero de nodulos linféides e infiltrado inflamatorio difuso
predominantemente mononuclear quando da inoculacdo de H. felis em cées livres de
patdgenos especificos (specific-pathogen-free — SPF), porém, ndo demonstraram relacéo entre
espécie infectante e infiltrado inflamatdrio. Em estudo realizado com ratos, De Bock et al.

(2005) relataram infiltrado inflamatério moderado a intenso causado por inoculagdo de H.
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bizzozeronii, H. salomonis ou H. felis. No presente estudo nédo foi observado relagcdo entre
especie infectante e infiltrado inflamatorio.

As microerosdes foram achados inconsistentes, o que ja havia sido relatado
anteriormente (EATON et al.,, 1996). O mesmo ndo foi observado por outros autores
(HERMANNS et al., 1995; HAPPONEN et al., 1996).

A degeneracao glandular foi observada na maioria dos cées positivos e negativos
(p > 0,73) e, em varios casos essa alteracdo vinha acompanhada de células inflamatdrias
mononucleares. Hermanns et al. (1995) ndo demonstraram associacdo entre degeneracao
glandular e grau de colonizacdo bacteriana; por outro lado, Yamasaki et al. (1998) relataram
uma frequéncia maior em cées infectados do que os animais negativos. Ainda puderam notar
que a presenca desse tipo de lesdo gastrica ndo reflete na condicdo de salde desses animais.
Avaliando mucosa géstrica de gatos, Hermanns et al. (1995) observaram uma relacao direta
entre colonizacdo bacteriana, numero de células inflamatorias, nddulos linféides e
degeneracdo glandular e alteracBes do epitélio superficial gastrico. N&do se sabe se essa
diferenca é pela patogenicidade da espécie de Helicobacter envolvida ou se pela diferenca
genética entre 0s hospedeiros.

Alteragfes no tecido conjuntivo, particularmente a fibrose foi freqientemente
observada, sendo focal ou difusa, 0 mesmo ja observado por outros autores (HERMANNS et
al., 1995; YAMASAKI et al., 1998). Embora ndo haja associagdo estatistica entre a presenca
de Helicobacter spp. e a fibrose da lamina propria, a prevaléncia foi maior nos cdes positivos.
O mesmo foi reportado por Yamasaki et al. (1998), que também observaram esse tipo de
alteracdo em caes jovens (dois meses de idade) sem qualquer sinal clinico.

A proliferacdo celular e a apoptose sdo eventos essenciais para homeostase dos
tecidos. No estbmago normal e nos outros 6rgaos, o desequilibrio entre esses dois processos

pode resultar no desenvolvimento de patologias (GO e CROWE, 2000; XIA e TALLEY,
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2001). O efeito deletério a mucosa gastrica de seres humanos ja foi demonstrado (MISRA et
al., 2000; De FREITAS et al., 2004).

Métodos imunoistoquimicos, como o PCNA e Ki-67, foram utilizados na
avaliacdo da proliferacdo celular. Os resultados indicaram que a infeccdo em seres humanos
por H. pylori, e em cées por Helicobacter spp., resultam em aumento do indice de
proliferacdo epitelial gastrica (LIU et al.,1998; SAPIERZYNSKI e MALICKA, 2004).
Preziosi et al. (2000) avaliaram por meio da técnica de AgNOR a patogénese das lesbes da
pars esophagea em suinos e concluiram que a proliferacdo celular foi um evento prévio de
lesbes de degeneracdo e ulceracdo dessa regido, apresentando dessa forma um desequilibrio
entre proliferacdo celular e morte celular programada.

No presente trabalho, a presenca de Helicobacter spp. estava relacionada com
aumento no indice de proliferacdo celular, do mesmo modo que o observado em humanos que
albergam a espécie H. pylori (STEININGER et al., 1995; MISRA et al., 2000; De FREITAS
et al., 2004). No entanto, este evento foi constatado apenas na avalia¢cdo do numero de NORs,
diferindo dos resultados de De Freitas et al. (2004) que também observaram a alteracdo em
relacdo & area das NORs. Uma maior proliferagdo celular em humanos esta relacionada a
infeccdo pelo subtipo H. pylori CagA(+) (ROKKAS et al., 1999; DE FREITAS et al., 2004).
Né&o foram encontrados relatos na literatura que avaliassem a proliferacdo celular da mucosa
géstrica de cdes com a técnica de AGNOR.

Deve ser observado, que as alteracfes histologicas em cées infectados por espécies
H. ndo-pylori sdo bem menos severas do que em humanos afetados por H. pylori
(HERMANNS et al., 1995). Por meio dos resultados obtidos, nota-se que essa espécie animal
pode apresentar infec¢Bes mistas por helicobactéria e, pode-se inferir que as alteracGes
inflamatdrias e as degenerativas presentes ha mucosa gastrica de cdes nao estdo relacionadas a

infeccdo por Helicobacter spp. Os fatores envolvidos na atuagdo da proliferacdo celular
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permanecem incertos, abrindo perspectivas para outros estudos que envolvam os cdes como
modelos experimentais. Ainda, o fato de esses cdes serem negativos pela espécie H. pylori

sugere que 0s Mesmos nao sejam reservatorios para 0 homem.
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3.2 Helicobacter spp. em gatos: relacédo entre espécies infectantes, alteracfes
histologicas e proliferacao celular

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo entre infeccdo por Helicobacter spp. e
0 estabelecimento de lesGes gastricas e proliferacdo celular. Foram utilizados 23 gatos
domiciliados, de ambos os sexos, com idade e racas variadas. Fragmentos de antro pilorico,
corpo e fundo foram colhidos por gastroscopia. O diagnéstico da infec¢do e a densidade da
colonizacao bacteriana foram verificados utilizando a técnica de Warthin Starry. As espécies
infectantes foram determinadas pela técnica de PCR. As alteracGes histoldgicas e a
proliferacdo celular foram avaliadas pelo meétodo da hematoxilina-eosina e AgNOR,
respectivamente. Em 20 gatos (87%) constatou-se a presenca de Helicobacter spp. pelas
técnicas de WS (20/23) e PCR (20/23). Nao houve diferenca significativa nos escores da
densidade de colonizacdo entre as diferentes regides gastricas. H. heilmannii foi a espécie
mais frequentemente identificada (17/20). H. felis foi identificado sempre em co-infeccao
(2/20). Um dos animais positivos para género Helicobacter foi negativo para as quatro
espécies testadas pela técnica de PCR. As alteragdes mais frequientes foram: eroséo do epitélio
gastrico, degeneracéo glandular, infiltrado inflamatério mononuclear discreto e a presenca de
foliculos linféides. O antro pildrico foi a regido que apresentou maior freqiiéncia de alteragdes
gastricas. A associagdo entre infecgdo por Helicobacter spp. e presenca de nddulos linfoides
(p = 0,04) e proliferacao celular em corpo (p = 0,00008) e fundo (p = 0,00005) géstricos foi

significativa.

Palavras-chave: Helicobacter spp., lesGes gastricas, gatos, proliferacéo celular
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the association of Helicobacter spp.
infection and to establish the gastric lesions and cellular proliferation. 23 domiciled cats, of
both sexes, with varied age and breeds were studied. Pyloric antrum, corpus and fundus
fragments were collected by gastroscopy. The diagnosis of infection and density of bacteria
colonization were determined by Warthin Starry (WS) method. The infecting species were
determined by the PCR. The histological alterations and cellular proliferation were evaluated
by hematoxilin-eosin and AgNOR, respectively. In twenty the cats (87%) the presence of
Helicobacter spp. was confirmed spp. by the WS (20/23) and PCR (20/23) techniques. There
was no significant difference in scores among the different gastric regions. H. heilmannii was
the most frequently identified specie (17/20). H. felis was always identified in co-infection
(2/23). One of the positive to genus Helicobacter spp. was negative to the four species tested
by PCR technique. The most frequent observed alterations were erosion of gastric epithelium,
glandular degeneration, mild mononuclear inflammatory infiltrate and the presence of
lymphoid follicles. The pyloric antrum was the region that presented the more occurrences of
gastric alterations. The relation between Helicobacter spp. and presence of lymphoid follicles
(p = 0,04) and cellular proliferation in corpus (p = 0,00008) and fundus (p = 0,00005) gastric

was meaningful.

Key words: Helicobacter spp., gastric lesions, cats, cellular proliferation
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3.2.1 INTRODUCAO

Bactérias espiraladas tém sido observadas colonizando a mucosa gastrica de
alguns mamiferos, incluindo o homem ha mais de 100 anos (BIZZOZERO, 1893).
Geralmente essas estruturas estdo presentes na superficie da mucosa e fovea (GEYER et al.,
1993), na luz das glandulas fandicas e no interior de células parietais (BIZZOZERO, 1893).
Na espécie felina, a prevaléncia de Helicobacter spp. é alta e varia de 41 a 100% nos
diferentes trabalhos existentes, dependendo dos meios diagndsticos utilizados, da metodologia
de selecdo da populacdo estudada e, ainda, das caracteristicas geograficas (LECOINDRE et
al., 2000). Gatos muito jovens podem estar infectados, possivelmente pelo contato direto com
a mée (LEE et al., 1991). J& foram identificadas as seguintes espécies infectando a mucosa
gastrica de gatos: H. heilmannii (JALAVA et al., 1998; PRIESTNALL et al., 2004), H. felis
(NORRIS et al., 1999; SIMPSON et al.,, 2000; STRAUSS-AYALI et al., 2001), H.
bizzozeronii, H. salomonis (VAN DEN BULCK et al., 2005) e H. pylori (HANDT et al., 1994;

SIMPSON et al., 2001; CAMARGO, 2002).

Em seres humanos, o H. pylori tem sido associado a gastrites, Ulceras pépticas,
adenocarcinomas e linfoma gastrico tipo MALT (WACK et al., 1997; YAMAZAKI et al.
2002). A infeccdo por H. pylori em pessoas causa aumento da proliferacdo celular e da
apoptose, causando um desequilibrio na homeostase da mucosa gastrica (DE FREITAS et al.,
2004). O H. heilmannii, espécie comumente encontrado em animais (PRIESTNALL et al.,
2004), apresenta ocorréncia de 0,2 a 4,0% em pacientes humanos com gastrite (JALAVA et
al., 2001) e ja foi apontado como agente carcinogénico nos humanos (PRIESTNALL et al.,
2004). Gatos naturalmente infectados com H. pylori oriundos de um gatil comercial
apresentaram gastrite cronica, presenca de nddulos linféides, atrofia glandular e fibrose

(SIMPSON et al., 2001). Camargo em 2002 relatou H. pylori em dois gatos com sinal clinico
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gastrico, sendo um deles com infiltrado inflamatdério mononuclear. Quando da inoculagédo de
H. felis em gatos livres de patdgenos especificos (specific-pathogen-free - SPF), houve
desenvolvimento de hiperplasia folicular linfoide, gastrite discreta, porém com funcéo

gastrica secretora normal (SIMPSON et al., 2000).

Diferentemente dos seres humanos, a real patogenicidade das helicobacterioses
gastricas em gatos ndo estd bem elucidada, embora ja tenham sido reportadas gastrite
acompanhada de degeneracdo glandular e fibrose em gatos infectados (HERMANNS et al.,
1995; YAMASAKI et al., 1998). O objetivo deste estudo foi verificar as espécies mais
comumente encontradas na mucosa gastrica de gatos e se ha associacdo entre infeccdo por

Helicobacter spp., alteracdes histoldgicas e proliferacdo de células epiteliais gastricas.

3.2.2 MATERIAL E METODOS

3.2.2.1 Local

Foram realizadas no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina
(UEL), Londrina/PR, as biopsias gastricas dos gatos. O trabalho foi desenvolvido junto ao
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP — UEL), nos laboratérios de

Anatomia Patologica e de Virologia Animal.

3.2.2.2 Animais / Amostras

Foram utilizadas amostras de bidpsia gastrica de 23 gatos domésticos domiciliados

em Londrina-PR, sendo 13 machos e 10 fémeas, com idade entre 8 meses a 13 anos. Dezoito



67

gatos eram assintomaticos e cinco apresentavam algum distdrbio gastrintestinal primario que,
a partir de entdo, foram encaminhados para o Servigo de Endoscopia para serem submetidos a
gastroscopia e biopsia gastrica. O procedimento foi realizado mediante o consentimento do
proprietario, durante o periodo de 2002 a 2005. Nenhum dos animais foi submetido a
tratamento por antibidticos, antiinflamatdrios ou antiacidos nas quatro semanas precedentes a
colheita. O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal da Universidade Estadual de Londrina.

3.2.2.3 Endoscopia e colheita de fragmentos da mucosa gastrica

Sob jejum prévio os animais foram submetidos a anestesia geral intravenosa com
propofol (5 mg/Kg). Com o paciente em decubito lateral direito, foi realizada gastroscopia
com gastroscopio pediatrico marca FIJINON®, modelo UGI-7 acoplado a fonte de luz marca
MICRONAL®, modelo 0200. Utilizando pinca de biépsia endoscépica de 2,8 cm de diametro,
marca OLYMPUS® devidamente esterilizada, foram colhidos trés fragmentos do antro
pilérico, corpo e fundo gastrico. Para o exame histoldgico, duas amostras de cada regido
foram fixadas em solucdo de Bouin por 24 horas e posteriormente &lcool 70%. Para realizacdo
da técnica da PCR, uma amostra de cada regido foi agrupada e em microtubo livre de RNase e

DNase, mantidos em freezer a —20°C até 0 momento do processamento.

3.2.2.4 Reacéao da Polimerase em Cadeia (PCR)

Previamente a extracdo de DNA, foi realizada digestdo dos fragmentos gastricos

utilizando 25 pL de proteinase K (20 mg/mL), adicionado de 200 pL de tampé&o de lise pH 8

(100 mM de cloreto de sédio, 100 mM de EDTA e 0,5% de dodecil sulfato de sédico), sendo
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entdo agitado em aparelho voértex e incubados em banho-maria a 56°C durante 3 horas. O
DNA foi extraido a partir do de 500 pL do material resultante da digestdo de acordo com
Barreiros et al. (2004).

Para reacao de amplificacdo todas as reacdes foram preparadas com volume final
de 25 uL, sendo 5 uL de mix de DNA (1 uL do DNA extraido, 3,0 uL de 4gua e 1 uL de cada
primer a 20 pM) e 20 pL do mix da reacdo contendo 11,75 uL 4agua, 0,4 mM de cada dNTP,
1X tampdo de PCR (20 mM Tris —HCI pH 8,4 e 50 mM KCI), 1,25 U de Taq platinum DNA
polimerase e 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen™ Life Technologies, USA). A seqiiéncia dos
primers e o tamanho dos produtos amplificados estdo descritos no quadro 1 (CAMARGO et
al., 2003). Todos os primers utilizados foram produzidos pela GIBCO BRL PRODUCTS -
Life Technologies do Brasil Ltda. A reacdo de amplificacdo foi executada em termociclador
modelo PTC-100™ (MJ Reserch INC) como descrito na quadro 2. Foi utilizado controle

negativo da extracdo de DNA agua ultra-pura esteril.

Quadro 1 — Agentes estudados, referéncias, sequéncias dos primers, produtos amplificados
[pares de base (pb)]. Londrina, 2007

ESPECIES REFERENCIAS | PRIMERS Produtos
amplificados
Helicobacter spp. GERMANI et al.|(f)5" AAC GAT GAAGCT TCT AGC TTG CTA 3’ 399 pb
Gene 16S rRNA (1997) (5 GTGCTT ATT CSTNAG ATACCGTCAT3 P
H. bizzozeronii ou NEIGER et al. |(f)5 ACT AGGCGATAC CAACTTGATTT 3 499 pb
H. salomonis Gene ureB | (1999) (N5 TTCTTC AGC TGC GCG GAG CAT GC 3’ P
H. felis GERMANI et al.|(f)5" GTG AAG CGA CTA AAG ATA AAC AAT 3’ 241 b
Genes ureA e ureB (1997) (r) 5 GCA CCA AAT CTA ATT CAT AAG AGC 3’ P
H. heilmannii NEIGER et al. |(f)5 GGG CGATAAAGTGCGCTTG3’ 580 pb
Gene ureB (1998) (r) 5" CTG GTC AAT GAG AGC AGG 3’ P
H. pylori CLAYTON et al.|(f)5" GCC AAT GGT AAATTAGTT 3’ 411 ob
Gene ureB (1992) (r)5° CTC CTT AAT TGT TTT TAC 3’ P

Fonte: CAMARGO et al., 2003
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Quadro 2 — CondicGes de tempo e temperatura utilizadas nas PCRs para género Helicobacter
e espécies de interesse do estudo. Londrina, 2007

Espécies testadas Desnaturagao Temperaturas de desnatuNragao, N® de C'CJOS € Extensdo final
anelamento e extensdo duragdo

Helicobacter spp. 95°C por 5 min 95°C, 65°C e 72°C 40 por 1 min 72°C /10 min

H. bizzozeronii* 94°C por 5 min 94°C, 63°C e 72°C 40 por 1 min 72°C /10 min

H. heilmannii 94°C por 3 min 94°C, 59°C e 72°C 35 por 1 min 72°C /5 min

H. felis 94°C por 5 min 94°C, 62°C e 72°C 40 por 1 min 72°C /10 min

H. pylori 95°C por 5 min 94°C, 45°C e 72°C 40 por 1 min 72°C /10 min

*ou H. salomonis. Fonte: Modificado de CAMARGO et al., 2003

Amostras de todos os animais foram submetidas as reacfes de amplificacdo com
0s primers género-especifico. Aquelas amostras em que as reacfes geraram produtos do
tamanho esperado (399 pb), foram, posteriormente, testadas para as quatro espécies propostas
neste estudo.

Os produtos amplificados foram analisados em eletroforese de agarose a 2,5% com
brometo de etidio (0,5 pg/mL) em tampéo de TEB pH 8,4 (89 mM Tris HCI, 89 mM acido
borico, 2 mM EDTA), submetidos a eletroforese, em voltagem constante 100 V por
aproximadamente 40 minutos e visualizado em trans-iluminador sob luz ultravioleta. O
registro fotografico foi realizado utilizando sistema digital Kodak (cipula Kodak EDAS e

KODAK digital cdmera DC290 ZOOM - EASTMAN KODAK COMPANY).

3.2.2.5 Exames Histoldgico e Histoquimico

Apls as amostras terem sido fixadas, foram submetidas a desidratagdo em
solucdes de concentracdo crescente de alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina.
Cortes de 5 um de espessura foram corados pelos métodos de hematoxilina e eosina (HE) e
Warthin Starry (WS) para exame histologico e pesquisa de bactérias espiraladas,

respectivamente.
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Histopatologia: A interpretacdo dos resultados histopatoldgicos foi baseada nos critérios de
avaliacdo histologica propostos por Happonen et al. (1998), em que se avaliou o0 nimero de
foliculos linféides, a intensidade do infiltrado inflamatorio e o tipo de células presentes,
utilizando-se as objetivas de 10 e 40x, respectivamente. As laminas submetidas a
impregnacdo argéntea (WS) foram avaliadas quanto a morfologia e contagem de bactérias
sugestivas de Helicobacter spp. presentes em cada regido do estdbmago, em trés campos
visuais escolhidos aleatoriamente e com objetiva de 100x, levando-se em conta também a
distribuicdo na mucosa gastrica. A classificacdo da intensidade de colonizacdo bacteriana
seguiu o seguinte escore: (0) negativo ou auséncia de bactéria; (1) colonizacéo discreta, com
presenca de uma a 10 bactérias; (2) moderada, 11 a 30 bactérias; (3) intensa, 31 a 50
bactérias; e (4) acentuada, quando ultrapassava 50 bactérias por campo. A intensidade do
infiltrado inflamatorio em cada regido do estdbmago foi graduada conferindo-se os escores: (0)
quando presentes até 4 celulas inflamatdrias; (1) de 5 a 15 celulas por campo; (2) de 16 a 25;
(3) mais de 25 células por campo. A mucosa gastrica foi considerada normal quando da
presenca de 0 a 4 linfocitos esparsos e auséncia ou presenca de até 4 neutrdfilos e/ou
eosinofilos e auséncia de foliculos linféides ou com foliculos linféides solitarios e esparsos e
sem alteracOes epiteliais. A gastrite foi classificada como discreta quando o infiltrado era
composto por 5 a 14 células inflamatdrias; moderada quando presente de 15 a 25 células
inflamatorias e acentuada quando o infiltrado apresentava mais de 25 células e com trés ou
mais foliculos linfoides. O diagnostico de gastrite foi estabelecido quando o infiltrado
inflamatdrio estava presente em pelo menos uma regido gastrica. A gastrite foi considerada
regional quando ndo estava presente em todas as regides gastricas.

Histoquimica: Para a analise histoquimica foram selecionados oito gatos de ambos 0s sexos,
de idades variadas, com raga e sem raca definida, determinando os grupos G1 (trés animais

negativos para Helicobacter spp.) e G2 (cinco infectados por Helicobacter spp.). A
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proliferacdo celular foi avaliada utilizando método Argyrophil Nucleolar Organizer Regions
(AgNOR). Cortes de 4 um de espessura foram montadas em lamina para posterior coloracao
de acordo com modificado de Crocker e Skilbeck (1987). A avaliagdo quantitativa foi
realizada contando-se o0 nimero de NORs em um total de 100 células das regides do colo e
istmo das glandulas gastricas com a objetiva de 100x. O registro fotografico foi realizado com
camera digital MOTICAM® 2000 2.0 M Pixel USB 2.0, e programa MOTIC® Images Plus 2.0

M.L. para mensuragdo da area (morfometria) de cada NOR contada.

3.2.2.6 Andlise estatistica

Para todas as andlises foi utilizado o programa SAS — Statistics Analysis Systems
V.8 for Windows.

Para verificar a intensidade da colonizacdo bacteriana e do infiltrado inflamatério
entre as regides gastricas, e ainda associar a espécie infectante com o infiltrado inflamatério
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Para observar se houve correlacdo entre densidade de
colonizacdo bacteriana e infiltrado celular foi realizado teste de Pearson.

O teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher foi utilizado para avaliar se a presenca
de Helicobacter spp. estava associada com gastrite, degeneracao epitelial glandular, fibrose da
lamina prépria e presenca de foliculos linfoides.

Para analise da associacdo entre presenca e auséncia de Helicobacter spp. na
mucosa gastrica de gatos e a proliferacao celular, foi utilizado o teste de analise de variancia
(ANOVA).

Considerando um nivel de significancia de o = 0,05.
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3.2.3 RESULTADOS

3.2.3.1 Warthin Starry

Dos 23 gatos avaliados, 20 (87%) apresentaram estruturas bem espiraladas,
sugestivas de grandes helicobactérias dispostas na superficie do muco, no interior da fovea,
das glandulas gastricas e intracelularmente (Figura 1). Os escores de intensidade de
colonizacdo bacteriana variaram de 0 a 4 como podem ser observados na tabela 1. Em trés
animais ndo foi possivel avaliar a regido de fundo. Oito animais apresentaram escores
semelhantes nas trés regides, sendo trés e cinco gatos com escores 1 e 2, respectivamente.
Apenas um gato da populacdo estudada apresentou escore 4 na regido de antro pilorico. Nao
houve diferenca significativa entre as regides em relacdo a colonizagéo bacteriana.

Em trés amostras, sendo duas positivas, puderam ser observadas estruturas
acastanhadas, semelhantes a bacilos, dispostas sobre a mucosa, ndo estando presente nos

mesmos locais que as helicobactérias.

Tabela 1 — Frequéncia de escores de intensidade de colonizagdo bacteriana na mucosa
gastrica de gatos, de acordo com as regides gastricas. Londrina, 2007

Escores Antro (n=23) Corpo (n=23) Fundo (n=20)
0 4 4 5
1 10 6 5
2 6 11 10
3 2 2 1
4
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Figura 1 — Fotomicrografia de mucosa géastrica de gato. A) Helicobactérias localizadas no
interior de fovea gastrica. B) Helicobactérias localizadas no interior de glandula gastrica e
intracelular (setas). WS. Objetiva 100x (original). Londrina, 2007

3.2.3.2PCR

Vinte dos 23 gatos foram positivos para género (Tabela 2 e figura 2), 19 foram
positivos para H. heilmannii (Figura 3), dois com infeccdo mista com H. felis (Figura 4), e um
negativo para as quatro espécies de interesse do estudo. Nenhum animal foi positivo para H.

pylori ou H. bizzozeronii ou H. salomonis (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultado das PCRs de Helicobacter spp. da mucosa gastrica de gatos. Londrina,
2007

Resultados das PCRs Frequéncia
Reacdes positivas para género e negativas para as espécies testadas 1
H. heilmannii 17
H. heilmannii e H. felis 2

Negativos 3
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Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 2,5%, corada com brometo de etidio, dos produtos
de amplificacdo do gene 16S rRNA de Helicobacter spp. (399 pb) obtidos pela técnica de
PCR realizada com fragmentos de mucosa gastrica de gato. Canaleta 1: padrdo molecular de
123 pb; canaleta 2: controle positivo; canaleta 3: controle negativo; canaletas 4 a 8: amostras
provenientes de gatos. Londrina, 2007.

615 pb 580 pb
492 pb

369 pb

246 pb

123 pb

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose 2,5%, corada com brometo de etidio, dos produtos
de amplificacdo do gene ureB de Helicobacter heilmannii (580 pb) obtidos pela técnica de
PCR realizada com fragmentos de mucosa gastrica de gato. Canaleta 1: padrdo molecular de
123 pb; canaleta 2: controle positivo; canaleta 3: controle negativo; canaleta 4: amostra
proveniente de gato. Londrina, 2007.

246 pb

241 pb

123 pb

Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose 2,5%, corada com brometo de etidio, dos produtos
de amplificacdo dos genes ureA e ureB de Helicobacter felis (241 pb) obtidos pela técnica de
PCR realizada com fragmentos de mucosa gastrica de cdo. Canaleta 1: padrdo molecular de
123 pb; canaleta 2: controle negativo; canaleta 3 a 6: amostras provenientes de gatos.
Londrina, 2007.



75

3.2.3.3 Alteragdes histoldgicas

O antro pilorico foi a regido com maior freqiéncia de alteracdes histoldgicas.
Alteracdes no epitélio gastrico, na lamina propria e a presenca de foliculos linféides foram
observadas. Cinco animais apresentaram a mucosa normal (Tabela 3).

Infiltrado inflamatdério mononuclear foi constatado em 78% (18/23) dos gatos, em
pelo menos uma regido gastrica (Tabela 4). Dos animais positivos, 16 apresentaram gastrite
discreta cronica em pelo menos uma regido do estdbmago, e um, gastrite moderada na regido
do antro. Oito animais apresentaram infiltrado inflamatério nas trés regides, um deles
pertencente ao grupo negativo. Nao houve correlacdo entre intensidade de colonizacéo
bacteriana e intensidade de infiltrado inflamatorio (p > 0,05). Embora a regido de antro tenha
apresentado uma maior freqiéncia de células inflamatdrias, ndo houve diferenca estatistica.
De acordo com os resultados obtidos, ndo houve relacéo entre espécie infectante e intensidade
do infiltrado celular (p = 0,14).

Quatorze gatos, todos positivos para Helicobacter spp., apresentaram pelo menos
um e ndo mais que cinco foliculos linféides. (Figura 5); sendo a regido de antro a com maior
ocorréncia de foliculos (Tabela 3). Quatro animais apresentaram foliculos linféides em antro e
fundo. Todas as regides afetadas estavam colonizadas por bactéria. Apenas um gato
apresentou agregado linfocitario sem a presenca de infiltrado inflamatério. Dois animais
apresentavam trés agregados em antro, com escores de colonizagdo bacteriana 1 e 2,
respectivamente, e um deles com gastrite moderada cronica na regido afetada. Outros dois
apresentaram 4 e 5 agregados em antro pilorico, com intensidades de coloniza¢cdo maxima e
moderada, respectivamente. Houve significancia estatistica entre presenca de Helicobacter

spp. e a presenca de nodulos linfoides (p = 0,04).
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Em quatro animais infectados observou-se erosdo do epitélio superficial da
mucosa gastrica (Figura 6), sendo que em trés na regido fundica. Dos trés animais negativos,
dois apresentaram fibrose discreta nas regides de antro e fundo. Em relacdo a fibrose,
independentemente da intensidade, em 85% (17/20) dos animais com Helicobacter spp.
constatou-se essa alteracdo em pelo menos uma regido (Tabela 3). Quatro gatos apresentaram
fibrose nas trés regides avaliadas. Fibrose acentuada foi vista em um animal com escore 4 de
colonizacdo bacteriana e com infiltrado inflamatério mononuclear discreto.

Doze gatos apresentavam degeneracdo glandular em pelo menos uma regido do
estdmago; sendo que um apresentou essa lesdo nas trés areas. Em dois animais observou-se
degeneracdo glandular acentuada na regido de antro, acompanhada de colonizagdo bacteriana
e infiltrado inflamatorio discreto. As lesdes de fibrose e degeneracdo glandular
ocasionalmente estavam acompanhadas de infiltrado celular inflamatério (Figura 7). N&o
houve associacdo entre presenca de Helicobacter spp. e presenca de gastrite (p = 0,54),

degeneracdo glandular (p = 0,09) e fibrose da lamina propria (p = 0,45).
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Tabela 3 — LesOes gastricas histologicas e sua frequéncia de acordo com as regides de bidpsia
gastrica em gatos. Londrina, 2007

Freqliéncia das regides gastricas afetadas

Achado histopatoldgico Gatos Positivos (n=20) Gatos Negativos (n=03)

Antro Corpo Fundo* Antro Corpo Fundo

Superficie epitelial gastrica

Eroséo 0 1 3 0 0 0
Lamina prépria

Nodulo linféide 12 2 5 0 0 0

Infiltrado mononuclear grau 1 13 10 9 1 2 2

Infiltrado mononuclear grau 2 1 0 0 0 0 0

Fibrose discreta 11 7 7 1 0 1

Fibrose acentuada 4 0 0 0 0 0

Edema 1 0 0 0 0 0
Glandulas gastricas

Degeneracdo glandular discreta 7 2 8 0 0 0

Degeneracdo glandular acentuada 2 0 0 0 0 0

*Considerar n=17

Tabela 4 - Freqliéncia das lesdes gastricas histologicas em gatos de acordo com presenca ou
auséncia de infeccdo por Helicobacter spp. Londrina, 2007

Lesdo géstrica Total (n=23) | Positivos (n=20) | Negativos (n=9) | Valor de p
Gastrite discreta cronica 17 15 2 -
Gastrite moderada cronica 1 1 0 0,54
Nodulos linfoides 14* 14* 0* 0,04
Eroséo 4 4 0 -
Degeneragao glandular 12 12 0 0,09
Fibrose da lamina propria 19 17 2 0,45
Edema 1 1 0 -

Teste Exato de Fisher: significancia quando p < 0,05. * Diferenca significativa
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Figura 5 — Fotomicrografia de mucosa géastrica de gato infectado por Helicobacter spp.
Nodulo linféide. H.E. Objetiva 10x (original). Londrina, 2007.

Figura 6 — Fotomicrografia de mucosa gastrica de gato infectado por Helicobacter spp.
Erosdo epitelial gastrica (seta). H.E. Objetiva 20x (original). Londrina, 2007.

Figura 7 — Fotomicrografia de mucosa gastrica de gato infectado por Helicobacter spp.
Infiltrado inflamatdério mononuclear, degeneracdo glandular e fibrose discreta em lamina
prépria. H.E. Objetiva 40x (original). Londrina, 2007.
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3.2.3.4 Histoquimica: proliferacdo celular

Os valores obtidos estdo dispostos na tabela 5. A proliferacdo celular foi
mensurada contando-se 0s pontos representativos das NORs (Figura 8) e medindo a area
destas regides (um?).

N&o houve diferenca significativa em relagdo ao nimero (p = 0,417) e area das
NORs (p = 0,43) nas trés regides gastricas avaliadas dos animais do G1. J4 no G2, houve
diferenca significativa entre as regides gastricas de antro e corpo (p = 0,002) e antro e fundo
(p = 0,041). Na comparacgdo entre 0s animais negativos e positivos, constatou-se diferenca
significativa no nimero de NORs nas regides de corpo (p < 0,001) e fundo (p < 0,001).

Quanto a area das NORs, no G2 a regido de corpo apresentou area
significativamente maior que antro (p = 0,0002) e fundo (p = 0,044). Na comparacéo entre 0s
negativos e positivos, verificou-se diferenca significativa somente na regido de corpo (p =

0,0001).

Tabela 5 — Valores de média (+ desvio padrdo) da quantificacdo da proliferagdo celular de
mucosa gastrica de cdes negativos e positivos para Helicobacter spp., das regides de antro,
corpo e fundo, utilizando método histoquimico de AgNOR. Londrina, 2007

Valores de média (+desvio padréo) de proliferacéo celular

Parametro G1 - Negativos G2 - Positivos
Antro Corpo Fundo Antro Corpo Fundo
N° NORs 1,16 £ 0,36 1,12+0,33° 1,13+0,34" 1,34+054*° 1,24+047*° 1,27 +0,52"
Morfometria (um?) 1,38 £0,77 1,32+056° 1,35+059 1,06+0,55° 1,17+0,57%*¢ 1,11 +0,50°

ANOVA: letras iguais, significancia estatistica. a) p = 0,003; b) p = 0,041; ¢) p = 0,0002; d) p = 0,044; e) p =
0,00008; f) p = 0,00005; g) p = 0,00015
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Figura 8 — Fotomicrografia de mucosa géstrica de gato. A) Gato negativo para Helicobacter
spp. B) Gato positivo para Helicobacter spp. AQNOR. Objetiva de 100x (Original). Londrina,
2007

3.2.4 DISCUSSAO

Neste estudo, Helicobacter spp. estava presente na mucosa gastrica de 20/23
(87%) dos animais. Esse resultado esta de acordo com a alta prevaléncia relatada em outros
paises como Alemanha (GEYER et al., 1993; HERMANNS et al., 1995), Finlandia
(HAPPONEN, et al., 1996a), Reino Unido (PAPASOULIOTIS et al., 1997), Suica (NEIGER
et al., 1998), Japdo (YAMASAKI et al., 1998), Estados Unidos da América (EUA) (NORRIS
et al., 1999; STRAUSS-AYALLI et al., 2001; VAN DeN BULCK et al., 2005) e inclusive no
Brasil (CAMARGO, 2002), portanto a infeccdo nessa espécie animal é bastante comum. A
ocorréncia de helicobactérias varia de acordo com a distribuicdo geografica e ainda condicao
clinica do paciente. Com esse intuito, varios autores avaliaram gatos aparentemente saudaveis
e com algum sinal clinico gastrico primario, e obtiveram taxas de infeccdo que variaram de 41
a 100% e 56 a 100%, respectivamente (GEYER et al., 1993; HERMANNS et al., 1995;
HAPPONEN, et al., 1996a; PAPASOULIOTIS et al., 1997; NEIGER et al., 1998;

YAMASAKI et al., 1998; STRAUSS-AYALI et al., 2001; CAMARGO, 2002). Otto et al.
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(1994), avaliando a mucosa gastrica de gatos jovens e adultos observaram uma ocorréncia de
70 e 97%, respectivamente.

Tanto a técnica de WS quanto a PCR forneceram o mesmo resultado, em se
tratando da ocorréncia de Helicobacter spp. infectando estdmago de felinos domésticos,
demonstrando alta sensibilidade dos testes. Happonen et al. (1996b) e Neiger et al. (1998)
compararam testes de diagndstico para Helicobacter spp. e observaram uma variacao entre as
taxas de infeccdo conforme o método utilizado. Dessa forma, a associacdo de exames
diagnosticos para confirmacédo da infecgcdo por helicobactérias gastricas se torna importante.

Por meio da impregnacdo argéntea, foi possivel verificar ainda que as estruturas
sugestivas de Helicobacter spp. ndo eram da espécie H. pylori e proceder a contagem para
graduar a intensidade de colonizacao. Essa técnica possibilitou ainda determinar a localizacéo
das bacterias que predominaram no muco da superficie epitelial, sendo também observadas no
interior de foveas, glandulas e intracelularmente. A técnica de PCR apresenta um custo mais
elevado em relacdo ao método de WS, mas apresenta como vantagem a identificagdo das
espécies infectantes com uso de primers espécie-especificos.

Yamasaki et al. (1998) notaram uma colonizac¢ao bacteriana mais intensa na regido
de fundo do que no antro pilérico. No entanto, foi observado neste trabalho que os escores de
densidade bacteriana mostraram-se semelhantes, sugerindo colonizagdo homogénea nas trés
regides gastricas avaliadas, como relatado previamente (HAPPONEN et al., 1996a; NORRIS
etal., 1999; STRAUSS-AYALI et al., 2001; CAMARGO, 2002).

Gatos podem apresentar infeccdo por diferentes espécies de Helicobacter e
também infeccdo mista. Porém, somente com a PCR é possivel a identificacdo da espécie
infectante. Embora ja tenham sido identificadas na mucosa gastrica de gatos as espécies H.
pylori (HANDT et al.,, 1994, CAMARGO, 2002), H. bizzozeronii ou H. salomonis

(CAMARGO, 2002), e H. salomonis (VAN DEN BULCK et al., 2005), nenhum dos animais
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deste estudo apresentou infeccdo por essas espécies. Neiger et al. (1998) e Strauss-Ayali et al.
(2001) obtiveram resultados negativos na tentativa de se identificar H. pylori em felinos.
Recentemente foi identificado colonizando a mucosa gastrica de felinos o “Candidatus
Helicobacter suis” (VAN DEN BULCK et al., 2005).

A alta taxa de infeccdo pela espécie H. heilmannii vai de encontro com o achado
de Neiger et al. (1998), quando relataram uma freqiéncia de 78%, e ainda afirmaram que
gatos sdo freqiientemente infectados por esta espécie. No Brasil, Camargo (2002) observou
uma taxa de infeccéo por H. heilmannii de 64%, superior a 38% de Strauss-Ayali et al. (2001)
nos EUA. A espécie H. felis também foi identificada nos gatos, tanto em infec¢bes Unicas
(JALAVA et al., 1998), como em co-infecgdes (STRAUSS-AYALI et al., 2001; CAMARGO,
2002; VAN DEN BULCK et al., 2005). A espécie infectante pode variar de acordo com a
localizagdo geogréafica e ainda caracteristicas dos grupos de animais utilizados no estudo
(GEYER et al., 1993; PRIESTNALL et al., 2004).

Sabe-se que humanos podem estar infectados com as grandes helicobactérias, isto
é, as ndo-H. pylori, comumente encontradas na mucosa gastrica dos animais (PRIESTNALL
et al., 2004; DE GROOTE et a., 2005; VAN DEN BULCK et al., 2005). Supbe-se que a alta
taxa de H. heilmannii em gatos, cées e suinos tenha implicacdes na salde publica, ja que é
uma espécie comprovadamente patogénica para o humano (DIETERICH et al., 1998). Porém,
um estudo, realizado com cdes e gatos oriundos dos EUA e Alemanha, demonstrou que
guando infectados por H. heilmannii oferecem um risco zoondtico pequeno, jA que 0S
subtipos mais envolvidos nos mesmos seriam 2 e 4, e que 0S suinos representam um risco
maior, por geralmente apresentarem o subtipo 1, mais comumente encontrado em seres
humanos (PRIESTNALL et a., 2004). De acordo com os resultados obtidos por De Groote et
al. (2005) e Van den Bulck et al. (2005) o contato com cdes, gatos e suinos pode ser

considerado um fator de risco para os humanos na aquisicao de infec¢do por H. ndo-pylori.



83

A auséncia de H. pylori nesses gatos domiciliados e de outros estudos
(HAPPONEN et al., 1998; JALAVA et al., 1998; NEIGER et al., 1998; NORRIS et al., 1999)
sugere que esta espécie animal ndo seja reservatério para humanos, embora Handt et al.
(1994) e Camargo (2002) terem relatado H. pylori infectando a mucosa gastrica de gatos de
gatis.

Apenas um animal positivo foi negativo para todas as especies testadas, taxa
inferior a relatada por Strauss-Ayali et al. (2001) e Camargo (2002). Isso demonstra que outra
espécie de Helicobacter estava envolvida, e que haveria necessidade do uso de outros primers
espécie-especificos.

A presenca de infiltrado inflamatério discreto a moderado na maioria dos animais
estd de acordo com outros relatos (GEYER et al., 1993; HAPPONEN et al., 1996a; NORRIS
et al., 1999; SIMPSON et al., 2000; CAMARGO, 2002; STRAUBINGER et al., 2003). O
infiltrado inflamatorio teve frequéncia semelhante em todas as regiGes gastricas,
diferentemente do observado por Yamasaki et al. (1998) que observaram maior ocorréncia na
regido fandica dos animais positivos e antro dos negativos. Ja Straubinger et al. (2003)
detectaram o infiltrado inflamat6rio mais freqlientemente na regido do cardia dos positivos do
que dos negativos. Em relacdo a auséncia de associagdo entre intensidade de colonizagdo e
infiltrado inflamatdrio, os resultados sdo concordantes aos de Papasouliotis et al. (1997) e
Neiger et al. (1998), diferindo dos de Hermanns et al. (1995) e Happonen et al. (1996a).

Neste estudo ndo se observou associacdo significativa entre espécie infectante e
infiltrado inflamatorio, no entanto, Eaton et al. (1996) e Neiger et al. (1998) demonstraram
que a colonizagdo por H. heilmannii na mucosa géastrica de gatos esta relacionada a gastrite
discreta a moderada. Em estudo realizado com gerbils, os autores demonstraram que a espécie
H. felis apresenta uma maior patogenicidade do que H. bizzozeronii apds inoculagdo

experimental por via oral (DE BOCK et al., 2006).
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Simpson et al. (2000) ao avaliarem o efeito do H. felis na mucosa gastrica de
gatos, constataram o desenvolvimento de hiperplasia folicular linfoide e gastrite discreta, mas
com funcdo secretora gastrica normal. Dos dois animais acometidos por essa espécie no
presente trabalho, um apresentou os mesmos tipos de alteracbes na mucosa gastrica.

A presenca de nodulos linfoides em gatos infectados por Helicobacter spp. ja foi
reportada por Otto et al. (1994); Hermanns et al. (1995); Happonen et al. (1996a), Simpson et
al. (2000) e Straubinger et al. (2003). Embora Strauss-Ayali et al. (2001) tenham detectado
essas estruturas em suas amostras, ndo observaram correlagdo com a infeccdo por
helicobactérias. Ja foi sugerido que a presenca de nodulos linfoides na mucosa gastrica de
gatos seria uma resposta aos antigenos do Helicobacter spp. (OTTO et al.,, 1994,
STRAUBINGER et al., 2003), o que corrobora com os resultados deste estudo que indicaram
associacdo significativa entre estas variaveis.

Foram identificadas alteracGes gastricas como erosdo epitelial, fibrose da lamina
prépria e degeneracdo glandular. Alteragdes minimas foram observadas nos gatos nao
infectados, de modo semelhante aos achados de Simpson et al. (2001). Ja havia sido
observado que a regido de antro pilérico é mais acometida por lesbes do que as outras
(SIMPSON et al., 2001), e embora ndo tenha sido feita essa analise no presente estudo,
verificou-se uma maior frequéncia de lesdes nesta regido. Happonen et al. (1996a) nao
reportaram alteracGes teciduais gastricas com excecao do infiltrado celular inflamatério.

Fibrose na lamina prépria foi observada de forma focal ou difusa de modo
semelhante a outros estudos (HERMANNS et al.,, 1995; YAMASAKI et al., 1998;
STRAUBINGER et al., 2003), porém com uma freqiiéncia maior a observada por Hermanns
et al. (1995) e Yamasaki et al. (1998) quando da avaliagdo das regides de antro e fundo de
gatos aparentemente sadios e doentes. Os autores, apesar da descri¢do da lesdo, também néo a

relacionaram com a presenca de Helicobacter spp.
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Degeneracao glandular foi freqiientemente observada, assim como outros autores
ja haviam relatado (GEYER et al., 1993; YAMASAKI et al., 1998); além disso, Hermanns et
al. (1995) observaram a existéncia de correlacdo positiva entre densidade de colonizagédo por
helicobactérias e degeneracdo glandular, embora ndo esclarecessem a patogenia.
Ocasionalmente, todo o segmento glandular estava afetado e a presenca de vacuolos nas
células parietais foi observada com relativa freqliéncia, principalmente quando da infeccéo
intracelular (HERMANNS et al., 1995; YAMASAKI et al., 1998). Os autores observaram a
presenca de erosdao e edema na lamina propria em alguns casos, quando da pesquisa de
Helicobacter spp., enquanto Geyer et al. (1993) relatou apenas erosdo nas suas amostras.

O H. pylori causa inflamagdo persistente no estdmago de alguns pacientes
humanos que pode evoluir para um processo neoplasico (PEEK e BLASER, 1997). As
alteracdes nas condicbes hiperplasicas e neoplasicas podem ser avaliadas obtendo-se
informacdes quanto a estrutura e atividade nucleolar nessas situacbes com técnicas para
avaliacdo da proliferacdo celular, como a técnica histoquimica AgNOR (WALKER, 1988).
Pelo conhecimento dos autores, ndo ha estudo na literatura a respeito de proliferacéo celular
na mucosa gastrica de gatos em associacao a infecgdo por Helicobacter spp.

Preziosi et al. (2000) avaliaram por meio da técnica de AGNOR a patogénese das
lesbes da pars esophagea em suinos e concluiram que a proliferacdo celular foi um evento
prévio nas lesdes de degeneracdo e ulceracdo dessa regido, ocorrendo dessa forma um
desequilibrio entre a proliferacdo e apoptose celular. Experimentalmente demonstrou-se que
infeccdes por H. felis, H. pylori e H. bizzozeronii em gerbils ou ratos estdo associadas a um
aumento na proliferacdo celular (COURT et al., 2002; DE BOCK et al., 2006). No presente
trabalho, a presenca de Helicobacter spp. teve relagdo com aumento na proliferacdo celular
nas regides de corpo e fundo gastricos, a semelhanca do que foi descrito em pacientes

humanos infectados por H. pylori (STEININGER et al., 1995; MISRA et al., 2000; DEe
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FREITAS et al., 2004). Sabe-se ainda que determinados subtipos de H. pylori induzem maior
proliferacdo celular (ROKKAS et al., 1999; DE FREITAS et al., 2004).

Em relacdo a morfometria, constatou-se que gatos negativos apresentaram area das
NORs numericamente maior que os infectados por Helicobacter spp., embora s6 houvesse
correlacdo estatistica na regido de corpo, como foi reportado tambem por De Freitas et al.
(2004). A andlise qualitativa (parametros morfométricos e morfologicos) das NORs,
demonstra que em lesbes malignas, além de maior numero, as areas das NORs estdo
diminuidas de tamanho, dispersas pelo nucleo e com forma e contornos irregulares,
representando uma alteracdo do mecanismo de proliferacéo e diferenciacdo, juntamente com a
sintese de proteinas oncogénicas presentes em carcinomas (CABRINI et al., 1992).

Pode ser observado neste trabalho que os nodulos linfoides encontrados na mucosa
gastrica de gatos e que o aumento do indice de proliferacdo celular estavam associados a
infeccdo por Helicobacter spp., eventos estes observados tambem em humanos infectados por
H. pylori. E possivel ainda observar co-infecgdes por Helicobacter spp. na mucosa gastrica
dessa espécie animal, sem estar relacionadas com achados como infiltrado inflamatério, e
lesBes histologicas de degeneragdo glandular e fibrose da Iamina propria, assim como sinais
clinicos gastricos primarios. Diante disso, o gato pode servir de modelo experimental para

estudos de patogenicidade relacionados a Helicobacter ndo-pylori.
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4 CONCLUSOES

Com os meétodos aqui utilizados for obtido uma ocorréncia elevada de Helicobacter
spp. gastrica em cdes e gatos e, ainda foi possivel determinar infeccGes mistas com
duas ou trés espécies diferentes utilizando a PCR, o que ndo seria possivel por meio

apenas da microscopia Optica;

Foram identificadas as espécies H. heilmannii, H. bizzozeronii ou H. salomonis e H.

felis; e H. heilmannii e H. felis na mucosa gastrica de cées e gatos, respectivamente;

Ha necessidade do uso de outros primers espécie-especificos para identificacdo das

espécies ndo identificadas;

Caes e gatos ndo representam importante potencial zoonético para H. pylori;

Né&o foi possivel estabelecer associacao entre infeccdo gastrica por Helicobacter spp. e

infiltrado inflamat6rio, bem como degeneragdo do epitélio glandular e fibrose da

l&mina propria em cées e gatos;

Helicobacter spp. gastrico esta associado com a presenca de foliculos linféides na

mucosa gastrica de gatos;

Cées e gatos infectados por helicobactéria gastrica de cées e gatos tem uma maior taxa

de proliferacédo celular do que aqueles ndo infectados.
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Caes positivos para Heliocbacter spp. A C F
WS A|C|F PCR HE |A| C |F |Erosdo|DG | FB | Edema | Erosédo |DG| FB |Edema|Eroséo |DG| FB |Edema

C06 |Positivo| 1 | 2 |1 H.spp GDC |00 |1 X X X
C09 |Positivo| 1 | 2 |1 H.spp [Normal|0| 0 | O X X X X
Cl14 |Positivo| 2 | 2 | 2 H.spp GDC |1]1]|1 X X X X X X | xX
C29 |Positivo| 0 | 1 |1 H.spp GDC |1]1 |1 X X X
C32 |Positivo| 2 | 1 |1 H.spp GDC |0]1 )1
C33 |Positivo| 2 | 1 |1 H.spp GDC |1|1]0 X | XX XX | X
C37 |Positivo| 1 |1 |1 H.spp GDC |1]1]1 X X X X
C38 |Positivo| 1 | 1 |1 H.spp GDC |10 ]0 X X X X X
C42 |Positivo| 0 | 2 |1 H.spp GDC |1]0]1 X X X X
C45 |Positivo| 1 |1 |0 H.spp GDC |11 ]0 X
C48 |Positivo| 0 | 1 |1 H.spp GDC |[1]1 |1 X X X XX
C52 |Positivo| 1 | 1|2 H.spp GDC |[0]0 |1
C57 |Positivo| 0 | 1 |1 Hspp |[Normal|0| 0 | O X
C16 |Positivo| 1 | 1 |1 Hh GDC |1]1 |1 X | XX X X
C17 |Positivo| 1 | 1 |1 Hh GDC |11 ]0 XX X
C18 |Positivo| 2 [ 2 | 1 Hh GDC |1|1]0 X X X X X | XX
C08 |Positivo| 0 [ 1 |1 Hb GDC |01 ]0 X X X X
C19 |Positivo| 1 | 2 | 2 Hb GDC |1|1]0 X | xx X X X X X X
C35 |Positivo| 1 |1 |1 Hb Normal|[0 | 0 | O X X
C49 |Positivo| 1 | 1 |1 Hb GDC |1|1]0 X X X X X X
C53 |Positivo| 1 [ 1 |0 Hf GDC |01 ]0 X X X X
C43 |Positivo| 2 [ 1 |1 Hb, Hf GDC |[0]1]0 X X
C44 |Positivo| 1 [ 1 |1 Hb, Hf GDC |[1]0]0
C46 |Positivo| 1 |1 |1 Hb, Hf |[Normal| 0| O | O X X X X
C47 |Positivo| 1 | 1 |1 Hb, Hf GDC |[1]0]1 X X X
C27 |Positivo| 2 | 1 |1 |Hh,Hb,Hf| GDC |1|1 |0 X
C40 |Positivo| 2 | 1 | 1 |Hh,Hb,Hf| GDC |10 |0 X X
C41 |Positivo| 1 | 1 |1 | Negativo |[Normal{0 ]| 0 | O

sojeb o SoRJ op sope|nge] sopeljnssy — v 3D1AN3IdV
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Caes negativos para Helicobacter spp. | Antro Corpo Fundo
WS|A|C|F HE A | C | F |Erosado |DG|FB|Edema |Erosado |DG| FB | Edema|Erosédo | DG | FB | Edema
1/CI5| N |0|O|O|Normal |O|0]| O X X XX
2/C50| N |0|O0O|O0O| Normal |0O|0]| O
3/C58| N |0|O0O|O|Normal |0|0]| O
4|CO7| N |O|O]. GDC 0|1
5/|/C31| N |0O]|0O]|O GDC 0|1]1 X
6/C36| N |0|0]|O GDC 111 X
7/C39| N 0|00 GDC 1/0]0 X | XX X
8|/C56| N |0|0]|O GDC 0|1]0
9/C59| N 0|00 GDC 0|1]0
Gatos negativos para Helicobacter spp. | Antro Corpo Fundo
WS|A|C|F HE A | C | F |Erosdo |DG|FB |Edema |Erosdo |DG| FB |Edema | Erosado | DG | FB | Edema
1|F13| N |0|0]|0O|] GDC |0|1] 1 X
2/F30| N |O|O|O| GDC |1|1] 1
3/F60| N |0O|O0O|O | Normal |O |0 ]| O X
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ANEXO A - Lista de Reagentes

N o a s~ w Ddh e

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20

21
22

23.
24.
25.
26.
217.
28.

2-Mercaptoetanol (C,HgOs) P.M. 78,13 (Fluka®)

Acetona, P.A. (CHsCOCHs) P.M. 58,08 (Dinamica®)

Acido acético glacial, P.A. (CH;COOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)

Acido borico (H3;BO3) P.M. 61,83

Acido citrico P.A. — Anidro (Reagen®)

Acido cloridrico (HCI) P.M. 36,46 (Reagen®)

Acido etilenodiaminotetraacido Sal di-sddico — EDTA, P.A. (C1oH14N>0gNay2H,0) P.M.

372,24 (Reagen®)

Acido férmico P.A. / ACS (Reatec®)

Agarose (Gibco BRL®)

Alcool etilico absoluto (C,H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

Alcool isoamilico ((CH3);CHCH,CH,0H) P.M. 88,15 (Synth®)

Azul de bromofenol (Sigma®)

Bicarbonato de sédio P.A.(NaHCOs) P.M. 84,01 (Biotec®)

Cloreto de potassio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

Cloreto de sédio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®)

Cloroférmio, P.A. (CHCI3) P.M. 119,38 (Dinamica®)

Didhiothreitol — DTT (Invitrogen Life Technologies™)

DNA Leadder (123 bp) (Invitrogen Life Technologies™)

dNTP Set (100 mM), 4 x 250 pL; 25 pmol each (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP

Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen Life

Technologies™)

. Dodecil sulfato de sodio — Lauril Sulfato de Sdédio — SDS (C;,H2sNaO,S) P.M. 288,38
(Synth®)

. Eosina (Nuclear®)

. Ethidium bromide (C2:H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

Formaldeido P.A. (Vetec®)

Fosfato de sdio dibasico anidro (Na;HPO,) P.M. 141,96 (Synth®)

Fosfato de sédio monobasico (NaH,PO, . 2H,0) P.M. 155,99 (Reagen®)

Gelatina U.S.P. (Sinth®)

Glicina, P.A. (Nuclear®)

Glicose



29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

38
39
40

41.
42.
43.
44,
45.
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Guanidine isothiocyanate P.M. 118,16 (Gibco BRL®)

Hidroquinona (Nuclear®)

Hematoxilina (Nuclear®)

Hidréxido de Sédio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinamica®)

Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®)

Metanol, P.A. (CH3;OH) P.M. 32,04 (Allkimia®)

M-MLV Reverse Transcriptase - 200 units/pL (Invitrogen Life Technologies®)

Nitrato de Prata (Sinth®)

PCR-buffer (10X) (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI) (Invitrogen Life
Technologies®)

Platinum Taq DNA Polymerase recombinant 500 units (Invitrogen Life Technologies®)
Proteinase K (Invitrogen Life Technologies™)

RT-Buffer (5X) (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 15 mM MgCl,, 375 mM KCI) (Invitrogen
Life Technologies™)

Sacarose, P.A. — sucrose (C12H22011) P.M. 342,31 (Reagen®)
Silicon dioxide (SiO-) P.M. 60,08 (Sigma®)

TripLE™ Express Stable Trypsin-like Enzyme (Gibco®)
Triton X-100 (Synth®)

Xileno P.A. (Nuclear®)
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Solucéo de &gua acidulada (Técnica de Warthin Starry)
- Preparar uma solucéo de &cido citrico a 1%, utilizando &gua destilada
- Diluir 0,7 mL da solucéo a 1% em 500 mL de agua destilada

- Ajustar para pH 4,0

PBS

- Misturar 1,98 g de Na;HPO,4.7H,0 em 500 mL de agua MilliQ®
- Acrescentar 0,36 g NaH,PO,4.H,0 e 8.17 g de NaCl

- Adicionar agua MilliQ® g.s.p. 1.000 mL

- Ajustar solucdo para pH 7,2

Triton X -100 a 0.5%
- Acrescentar 0,5 mL de Triton X -100 em 99,5 mL de PBS

Solucéo A - Solugéo Coloide (Técnica de AQNOR)
- Aquecer 50 mL de &gua deionizada a 60°C

- Dissolver 1 g de gelatina

- Quando solugdo a temperatura ambiente, adicionar 0,5 mL de &cido férmico

Solucéo B — Solucgéo de Prata (Técnica de AQNOR)
- Dissolver 50 g de nitrato de prata em 100 mL de agua destilada

Hidratacéo da silica

- 60 g de silica (SIGMA®)

- Adicionar 500 mL de agua MilliQ® autoclavada

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h

- Por succéo, desprezar 430 mL do sobrenadante

- Ressuspender a silica em 500 mL de agua bidestilada

- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar

- Desprezar 440 mL do sobrenadante

- Adicionar 600 pL de HCI (32% w/v) para ajustar pH para 2,0



- Aliquotar e autoclavar

Solucéo L6

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

-22mL de EDTA 0,2 M pH 8,0

- 2,6 g de Triton x 100

Solugédo L2
- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

Tampéao de Amostra
- Azul de bromofenol 0,25%
- Sacarose — sucrose (C12H2,011) 45%

Fenol / cloroférmio — &lcool isoamilico (25:24:1)

- 24 mL fenol saturado
- 24 mL cloroférmio

- 1 mL éalcool isoamilico
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ANEXO C - Protocolo de Técnicas

Warthin Starry (para até 20 laminas)

- Desparafinizar as ldminas a temperatura de 80°C

- Reidratar a partir de xilol a alcool 70° GL

- Lavar em &gua corrente por 5 min

- Manter as 1dminas mergulhadas em &gua destilada até que as solugdes estejam prontas
- Solucdo impregnadora: dissolver 1 g de nitrato de prata em 100 mL de &gua acidulada
- Solucdo I: dissolver 0,42 g de nitrato de prata em 24,5 mL de 4gua acidulada

- Solucdo II: dissolver 2,62 g de gelatina em 56 mL de agua acidulada

- Solucéo II: dissolver 0,04 g de hidroquinona em 31,5 mL de &gua acidulada

- Manter as solucdes I, Il e 1 em estufa a 56°C

- Dispor as laminas em cuba com tampa, cobri-las com a solucéo impregnadora

- Manter em estufa a 56°C por 30 min

- Retirar todo o contetdo da cuba

- Misturar as solucdes reveladoras |, Il e 111, nessa ordem e homogeneizar

- Cobrir as laminas com a solucao reveladora e levar a estufa a 56°C

- A revelagéo dos cortes ocorre nos primeiros 5 min (coloracao levemente acastanhada)
- Lavar rapidamente com agua destilada aquecida a 60°C

- Secar e montar

AgNOR

- Desparafinizar a lamina a temperatura de 80°C

- Reidratar a partir de xilol a alcool 70° GL

- Descanso em &gua destilada por 10 min

- Colocar em imersédo na solucédo de Triton X 100 a 0.5% por 15 min
- Lavar em agua corrente por 20 min

- Colocar a lamina invertida no laminario

- Preparar solucdo de A+B na proporcédo de 1A:2B
- Para cada lamina, 3 mL da solugéo A+B

- Estufa a 37°C por 25 min

- Lavar em agua corrente por 20 min

- Secar e montar

Extracdo do DNA
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- Acrescentar 250 pL de agua estéril em cada amostra de biopsia gastrica
- Adicionar 250 pL de solucdo TENP

- Misturar em vortex

- Agitar por 10 min

- Acrescentar 50 pL de SDS 10% e 25 uL de Proteinase K
- Misturar em vortex

- Banho-maria a 56°C durante 2 h

- Agitar em vortex

- Adicionar 500 pL de fenol / cloroférmio — alcool isoamilico
- Banho-maria a 56°C durante 15 min

- Centrifugar a 10.000 g durante 10 min

- Recolher sobrenadante em outro microtubo

- Adicionar 500 pL de solucdo L6

- Adicionar 30 uL de silica hidratada

- Homogeneizar em vortex

- Agitar durante 30 min em temperatura ambiente

- Centrifugar a 10.000 g durante 30 s

- Desprezar sobrenadante em solugdo contendo NaOH 10M
- Adicionar 500 pL de solucdo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 g durante 30 s

- Desprezar sobrenadante em solugdo contendo NaOH 10M
- Repetir 1 vez os quatro ultimos passos

- Adicionar 1 mL de etanol a 70%

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 g durante 30 s

- Desprezar sobrenadante

- Repetir 1vez os quatro ultimos passos

- Adicionar 1 mL de acetona P.A.

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 g durante 1 min

- Desprezar sobrenadante

- Secar o pellet em termo bloco a 60° C durante 2 min
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- Adicionar 50 uL de 4gua DEPC

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria a 56° C durante 15 min

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 g durante 2 min

- Recolher sobrenadante em microtubos de 500 pL
- Estocar a -20°C

e Primers

Helicobacter spp. (forward): 5> AAC GAT GAAGCT TCT AGCTTGCTA 3
Helicobacter spp. (reverse): 5 GTG CTT ATT CST NAG ATACCGTCAT3

H. bizzozeronii ou H. salomonis (forward): 5 ACT AGG CGA TAC CAACTTGATTT 3’
. bizzozeronii ou H. salomonis (reverse): 5> TTC TTC AGC TGC GCG GAG CAT GC 3’

. felis (forward): 5 GTG AAG CGA CTA AAG ATA AAC AAT 3
. felis (reverse): 5 GCA CCA AAT CTA ATT CAT AAG AGC 3

H
H
H
H. heilmannii (forward): 5 GGG CGA TAAAGT GCGCTT G 3’
H. heilmannii (reverse): 5 CTG GTC AAT GAG AGC AGG 3’
H

H

. pylori (forward): 5’GCC AAT GGT AAATTAGTT 3’
. pylori (reverse): 5’CTC CTT AAT TGT TTT TAC 3’

Fragmentos: Género Helicobacter 399 pb
H. bizzozeronii ou H. salomonis 499 pb
H. felis 241 pb
H. heilmannii 580 pb
H. pylori 411 pb

e PCR-MIX (para uma reacao)

Buffer 10x [Tris-HCI 200 mM (pH 8,4); KCI 500 mM]: 2,5 uL
MgCl; (50 mM): 1,5 uL

dNTP (0,1 mM): 4,0 pL

primer forward (20 pmol): 0,5 pL

primer reverse (20 pmol): 0,5 pL

Platinum® Tag DNA Polymerase (5 U/uL): 0,25 pL

Agua estéril g.s.p. 24 pL

Amotra: 1 pL
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e PCR

- Género Helicobacter: ciclo inicial de desnaturagéo de 95°C por 5 min, 40 ciclos de 1 min a
95°C (desnaturagéo), 65°C (anelamento) e 72°C (extensdo), ciclo de extens&o final de 72°C
por 10 min, repouso a 4°C.

- H. bizzozeronii ou H. salomonis: ciclo inicial de desnaturacdo de 94°C por 5 min, 40 ciclos
de 1 min a 95°C (desnaturacgdo), 63°C (anelamento) e 72°C (extensdo), ciclo de extenséo final
de 72°C por 10 min, repouso a 4°C.

- H. felis: ciclo inicial de desnaturacdo de 94°C por 5 min, 40 ciclos de 1 min a 95°C
(desnaturacdo), 62°C (anelamento) e 72°C (extenséo), ciclo de extensdo final de 72°C por 10
min, repouso a 4°C.

- H. heilmannii: ciclo inicial de desnaturagéo de 94°C por 3 min, 35 ciclos de 1 min a 95°C
(desnaturacdo), 59°C (anelamento) e 72°C (extensdo), ciclo de extensao final de 72°C por 5
min, repouso a 4°C.

- H. pylori: ciclo inicial de desnaturagcdo de 95°C por 5 min, 40 ciclos de 1 min a 95°C
(desnaturacdo), 45°C (anelamento) e 72°C (extenséo), ciclo de extenséo final de 72°C por 10

min, repouso a 4°C.

e Eletroforese (Gel de agarose a 2%)
- 1 g de agarose
- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM) pH 8,4
- 30 pL de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

Amostra: 7,0 uL do amplicom e 3,0 yL tampéao de amostra
Corrida por aproximadamente 45 minutos a 100 VV e 80 A

Visualizacdo em transiluminador de luz ultravioleta
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