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RESUMO

COSTA, Manuella Carvalho da, M.S., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2005.
Utilizacdo do extrato de prépolis, do 6leo de alho e da terapia tripla no controle do
Helicobacter spp. em cées. Orientador: Jodo Carlos Pereira da Silva. Conselheiros:
Marlene Isabel Vargas Vildriae Sérgio Luis Pinto da Matta.

O Helicobacter spp. coloniza 0 estdmago do homem e de animais. Em medicina
humana € uma das principais causas de gastrite. A resisténcia do Helicobacter pylori ao
tratamento convencional, € um dos principais problemas encontrados. Desta forma, varios
tratamentos alternativos tem sido propostos como a utilizacdo do prépolis e do aho, que
por meio de estudos “in vitro” tem demonstrado sua atividade anti-H. pylori. Os objetivos
desse estudo foram determinar se 0s graus de colonizagdo pel os organismos semel hantes ao
Helicobacter sdo sensiveis ao emprego do extrato de prépolis e do 6leo de alho como
bacteriostéticos naturais, diminuindo assim, a colonizagdo e densidade de Helicobacter na
mucosa gastrica de caes, bem como avaiar as ateracles inflamatorias causadas por este
patdgeno. Para tanto, foram selecionados 28 cdes com Helicobacter spp. e alteracdes
histologicas presentes nas biopsias endoscopicas coradas por Hematoxilina-eosina e
Carbol-fucsina, e resultado positivo para o teste de urease nas primeiras 3 horas. Esses
animais foram separados aleatoriamente em 4 grupos de 7 componentes cada. O grupo 1 foi
0 controle e recebeu cdpsulas placebo (vazias). O grupo 2 recebeu 20 gotas de extrato de
propolis a 30% e o grupo 3 recebeu 500mg de dleo de aho em cdpsulas, ambos a cada 24
horas durante 30 dias. O grupo 4 recebeu tratamento convencional para Helicobacter,
consistindo em Amoxicilina, Metronidazol e Omeprazol, na dose de 20mg/Kg a cada 12
horas, 25mg/Kg e 20mg/Kg a cada 24 horas, respectivamente durante 15 dias. Ao final do
tratamento os caes foram submetidos a novas endoscopias e biopsias da mucosa géastrica.
Para andlise histoldgica foram atribuidos escores de 0 a 3, considerando a média por campo
(400x) para 0 numero de bactérias espiraladas e para o nimero de células inflamatérias e
alteracOes degenerativas glandulares. A prevaléncia de Helicobacter spp. identificado pela
histologia (Hematoxilina-eosina e Carbol-Fucsina) e positividade no teste da urease, foi de

100%, antes dos tratamentos. Ao exame histopatologico a maior parte das amostras



apresentou leve infiltrado inflamatorio (escore 1), e severa densidade de Helicobacter spp.
(escore 3) antes do tratamento. Dos animais tratados agueles que apresentaram melhores
resultados, foi 0s que receberam a terapia tripla, apresentando erradicacdo total do
Helicobacter spp. tanto na regido fundica quanto na regido pildrica. Sendo confirmado na
préatica devido a auséncia da bactéria ao exame histopatol 6gico e resultado negativo ao teste
rapido de urease. Entretanto ndo foi observado correlagdo significativa em nenhuma das
varidveis analisadas neste estudo apos o tratamento. Desta forma, a densidade de bactérias
ndo esta significativamente correlacionado com o nimero de células inflamatorias, bem
como o agregado linféide e degeneracéo glandular. O tratamento com 6leo de alho na dose
utilizada foi eficaz em reduzir a degeneragcdo glandular tanto na regido fundica quanto na
pildrica. Entretanto ndo foi eficaz em erradicar o Helicobacter spp. em cées, apenas
diminuindo a sua colonizagdo em alguns dos animais tratados. O tratamento com extrato de
propolis na dose utilizada ndo foi eficaz em reduzir ou até mesmo erradicar o Helicobacter

Spp. em caes,



ABSTRACT

COSTA, Manuella Carvalho da, M.S., Universidade Federa de Vigosa, december, 2005.
Use of propolis extract, garlic oil and triple terapy in the control of Helicobacter
spp. in dogs. Adviser: Jodo Carlos Pereira da Silva. Committee Members. Marlene
Isabel Vargas Vildriaand Sérgio Luis Pinto da Matta.

The Helicobacter spp. inhabits men's stomach and animals. In human medicineit is
one of the principal gastritis causes. The resistance of the Helicobacter pylori to the
conventional treatment is one of the main problems that are found. This way, severd
aternative treatments have been proposed, as the use of propolis and garlic, that has been
demonstrating its activity anti-H pylori through studies " in vitro ". The am of this study
was to determined if the colonization degrees for organisms similar to Helicobacter are
sensitive to the employment of propolis extract and of garlic oil as natural bacteriostatics,
decreasing thus the colonization and density of Helicobacter in the gastric mucous
membrane of dogs, as well as the inflammatory aterations caused by this patogen. For so
much, 28 dogs were selected with Helicobacter spp. and histologic alterations present in
the endoscopic biopsies red-faced for Hematoxilin-eosin and Carbol-fucsina, and positive
result for the urease test in the first 3 hours. Those animals were randomly separate in 4
groups of 7 components each. Group 1 was the control and received placebo capsules
(empty), group 2 received 20 drops of propolis extract 30%, group 3 received 500mg of
garlic oil in capsules every 24 hours for 30 days, and group 4 received conventional
treatment for Helicobacter, consisting of Amoxicilin, Metronidazole and Omeprazol, in the
dose of 20mg/Kg every 12 hours, 25mg/Kg and 20mg/Kg every 24 hours, for 15 days. At
the end of the treatment the dogs new endoscopies and biopsies of the gastric mucous
membrane were submitted to. For histologic analysis scores from O to 3 were attributed
considering the average per field (400x) of spiraled bacteria and inflammatory number cells
and glandular degenerative alterations. The prevalency of Helicobacter spp. identified for
the histology (Hematoxilina-eosina and Carbol-Fucsina) and positivity in the urease test,
was 100%, before the treatments. For the histopathologic examination most of the samples
presented light infiltrated inflammatory (score 1), and severe density of Helicobacter spp.
(score 3) before the treatment. From the treated animals that presented better results, it was

Xi



accomplished with the triple therapy, presenting total eradication of Helicobacter spp. so
much in the fundus as in the pylorus regions, being confirmed in practice due to the
absence of the bacteria to the histopathologic examination and negative result to the fast
urease test. However significant correlation was not observed in none of the variables
analized in this study after the treatment. This way, the density of bacterias is not
significantly correlated with the number of inflammatory cells, as well as the lymphoid
nodules and glandular degeneration. The treatment with garlic oil in the used dose was
effective in reducing the degeneration glandular in the fundic region as in the pilorus.
However it was not effective in eradicating the Helicobacter spp. in dogs, it just reduced its
colonization in some of the treated animals. The treatment with propolis extract in the used

dose was not effective in reducing or even eradicating the Helicobacter spp. in dogs.
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1. INTRODUCAO

Em 1983, Marshal e Warren reportaram um novo fator patogénico relacionado com
a gastrite crébnica em atividade ao isolarem, pela primeira vez, bactérias espiraladas em
bidpsias gastricas de pacientes com processo inflamatorio (BULKOOL et al., 2002). Essa
bactéria, denominada Helicobacter pylori é reconhecida como a mais importante causa de
gastrite crénica em humanos e, € também implicada como determinante etioldgico de
Ulceras pépticas, sobretudo as duodenais (CANIZARES et al., 2002). As espécies de
Helicobacter sdo bactérias gram negativa com relativa capacidade de se multiplicar no
estdmago, gragas a producdo e importante atividade da enzima urease (BELLI et a., 2003).

Em medicina veterinéria, varias espécies desta bactéria tém sido relacionadas com
inflamacdo da mucosa gastrointestinal em diferentes espécies, embora a correlagdo entre
colonizagdo e manifestagOes clinicas ainda ndo esteja bem esclarecida (BELLI et a., 2003;
BAILLON & MARSHAL-JONES, 2004;).

Segundo JENKINS & BASSETT (1997) e NEIGER & SIMPSON (2000), ha relatos
de infeccdo géstrica por espécies de Helicobacter em gatos, cées, ratos, suinos, bovinos,
ferrets, raposas, felinos selvagens e primatas ndo humanos.

Cées e gatos tém demonstrado ser infectados por diferentes espécies de
Helicobacter, incluindo: Helicobacter felis, Helicobacter heillmannii, Helicobacter
bizzozeronii, Helicobacter bitis, Helicobacter salomonis e Helicobacter rappini. A
prevaléncia de animais portadores com essas bactérias se situa entre 70 e 100%
(HAPPONEN et al., 1998; BAILLON & MARSHAL-JONES, 2004).

O potencia zoondtico dessas bactérias justifica o crescente e renovado interesse
nesse campo da medicina veterinaria, em especial, no estabelecimento da incidéncia e
significado clinico desta bactéria gastrica nos animais domesticos, sobretudo em caes e
gatos, ja que microrganismos com morfologias semelhantes ao H. pylori foram observados
no estdbmago de animais com gastrite (HANDT et al., 1995).

MARTIN & ERNST (2003) relataram que a erradicacdo do Helicobacter pylori
pode ser dificil com o uso da antibioticoterapia convencional, requerendo a combinacéo de
dois antibioticos associados a um inibidor da bomba de prétons, para diminuir a produgéo
de &cido cloridrico existente no suco géstrico. Entretanto, segundo O’ GARA et a. (2000), a



resisténcia da bactéria reportada aos antibiéticos utilizados é um dos principais problemas
encontrados. Desta forma, varios tratamentos alternativos tém sido propostos, tais como a
utilizacdo da proépolis e do aho, que por meio de estudos “in vitro” tém demonstrado sua
atividade anti-H. pylori (CELLINI et al., 1996; SIVAM et d., 1997, BOYANOVA et d. ,
2003; CANIZARES et al., 2004).

O presente estudo teve por objetivo determinar se os graus de colonizagdo pelos
organismos semelhantes ao Helicobacter sdo sensiveis ao emprego do extrato de prépolis e
do Oleo de alho como bacteriostaticos naturais. Além disso, considerando a escassez de
pesquisa envolvendo o tratamento de bactérias espiraladas gastricas em céaes pretendeu-se
avaliar a eficécia da terapia tripla no controle da colonizagdo por Helicobacter e a eventual

reducdo das ateracfes inflamatorias causadas por este patégeno.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Microbiologia

O género Helicobacter é representado por bacilos gram negativos, curvo ou
helicoidal, medindo dois a quatro milimetros de comprimento por 0,5 a 1 mm de largura,
com formato espiralado em S ou U, mévels, unipolares e poliflagelados com quatro a seis
flagelos e com extremidades arredondadas e rombas. Seu crescimento ocorre em uma
atmosfera com microaerofilia (5 a 15% de oxigénio), com adicdo de gas carbbnico e
temperatura ideal de 37°C. Tem capacidade de aderir a mucosa géastrica e provocar
inflamacdo (gastrite), colonizar focos de metaplasia géstrica no duodeno promovendo
inflamac&o (duodenites), e em decorréncia disso, facilitar a ulceragdo da mucosa duodenal
(OLIVEIRA, 2000 e BELLI et al., 2003).

2.2. Fontesde Transmissao

As formas de transmissdo ainda ndo se encontram totalmente elucidadas, mas as
principais formas propostas séo a fecal-ora e a oral-oral, incluindo como possiveis fontes
de contaminagdo a &gua, as fezes e asaliva (HANDT et al., 1995; JENKINS & BASSETT,
1997; ARAUJO & FERREIRA, 2002; FLATLAND, 2002).

A via de transmissdo fecal — oral foi primeiramente sugerida, devido ao sucesso
obtido no isolamento do agente por meio da cultura de fezes (GEYER et a., 1993;
STRAUSS-AYALY & SIMPSON, 1999). Além disto, notou-se aumento do risco de
transmissdo, principalmente de H. hellmannii, de animais para 0 homem, devido a
exposicdo a fezes destes (MEINING et a., 1998). Neste contexto, LECOINDRE et al.,
(1997) afirmaram que a infeccdo por Helicobactérias em cées pode chegar a 100% dos
animais que vivem em coletividade (canil, abrigos), ao passo que em animais de companhia

ainfeccéo variade 45 a 80%.



SIMPSON et a., (1999), citaram ainda que alta prevaéncia pode ser estar
presente em 61-80% dos cdes com sintomatol ogia de vomitos, 67-86% em caes saudaveis e
em 100% de cées experimentais de |aboratorio.

A via oral — ora foi indicada apds isolamento de H. pylori na saliva de pessoas
infectadas e na saliva e secregcdo gastrica de carnivoros domésticos (STRAUSS-AYALI &
SIMPSON, 1999). O habito destes animais lamberem sua pelagem, a ocorréncia freqlente
de vémitos e o intimo contato com seus proprietarios e/ou com outros da mesma espécie
aumentam a incidéncia da transmiss3o por estavia (LECOINDRE et ., 1997; ARAUJO &
FERREIRA, 2002).

Existem relatos de que a transmissdo possa também ocorrer pela forma iatrogénica,
por meio do uso de endoscopios e sondas contaminados por DNA de H. pylori
(GOODMAM & CORREA, 1995).

Além da possibilidade de transmissdo por vetores, € aventada ainda a possibilidade
de transmissio zoondtica de cies e gatos para o homem ou vice-versa (ARAUJO &
FERREIRA, 2002).

2.3. Potencial zoon6tico

Evidéncias consideram o potencia de alguns animais, principalmente os
domeésticos, serem a fonte da infeccdo zoonética das Helicobactérias, ja que
microrganismos com morfologias semelhantes ao H. pylori foram observados no estdmago
de humanos com gastrite (HANDT et al.,1995). Contudo, HAPPONEN et al., (1998),
afirmaram que o Helicobacter pylori tem sido isolado apenas de gato e néo de caes.

Segundo JENKINS & BASSETT (1997), nem todas as espécies de Helicobacter séo
patogénicas, e nem todas parecem induzir o mesmo grau ou tipo de patologia no trato
gastrointestinal. O H. heilmannii e o H. felis sGo as duas espécies mais comumente
encontradas em cées e gatos. Entretanto, o0 maior patogénico em seres humanos € o H.
pylori e o H. heilmannii, tendo sido identificado numa baixa percentagem de pacientes
humanos com Ulcera e estando associado na patogénese de gastrite crénica, cancer gastrico
e linfoma de MALT em adultos (JENKINS & BASSETT, 1997; JALAVA et al., 2001,
CANIZARES et d., 2002; KATO et al., 2004; PRIESTNALL et al., 2004).



Corroborando com os autores acima, DIETERICH et al. (1998) assinalaram que em
cdes e gatos a colonizacdo estd associada com leve a moderada gastrite enquanto que em
humanos ela causa gastrite branda. Entretanto, pessoas com H. heilmannii também pode
desenvolver Ulceras e eventualmente o cancer gastrico.

Nesse mesmo contexto, PRIESTNALL et al. (2004) asseveram que o Helicobacter
heilmannii € encontrado no estdmago de 0,2 a 4% de pacientes com gastrite. Assim, a
possibilidade de transmissdo zoonética deve ser considerada. Trés espécies diferentes do H.
heilmannii podem ser isoladas de cées e gatos, conhecida como H. felis, H. bizzozeronii e
H. salomonis (DIETERICH et al.,1998; JAVALA et al., 1998; JAVALA et al., 2001).

FLATLAND (2002) tem sugerido que a infeccdo por Helicobacter pode ser
zoonotica devido ao grande contato com cées e gatos ter sido correlacionado a infeccdo por
H. hellmannii em humanos. No entanto, os humanos sdo comumente colonizados pelo H.
heilmannii tipo 1, e os subtipos de H. heilmannii presentes nos cées e gatos ndo tem sido
determinado, além do que o potencial zoondtico ndo haver sido avaliado (PRIESTNALL et
al., 2004).

A freqiéncia aparentemente alta de Helicobactérias em cdes e gatos, e
particularmente a presenca de Helicobacter pylori em um grupo de gatos de laboratorio,
demonstram a possibilidade dos animais de companhia servir como reservatério para a
transmissao de Helicobactérias para humanos (SIMPSON & BURROWS,1997).

Num estudo em caes da raga Beagle clinicamente sadios, a taxa de infecgédo foi de
100% (SIMPSON & BURROWS, 1997)

Grande atencdo deve ser dada a esse fato, visto que aproximadamente 40% da
populacdo mundia possuem animais de estimacéo em casa, além do elevado contato com
outras espécies animais estabelecidos pelo homem, principalmente em é&reas ruras
(MCISAAC & LEUNG,1999).

Segundo DORE et al., (1999), varios estudos epidemiol6gicos sugeriram que 0s
animais podem estar relacionados com a origem da infeccdo, uma vez que foi demonstrada
a elevada prevaléncia de anticorpos contra H. pylori em funciondrios de frigorificos
(abatedouros), veterinarios e agougueiros quando comparados com individuos que ndo
tinham contato direto com os animais, sugerindo que o H. pylori pode ser transmitido de

animais ao homem. Relataram ainda, como resultado de seu estudo, que a prevaléncia de H.



pylori estaria diretamente relacionada com o contato direto de pessoas com ovelhas ou cées

pastores.

2.4. Patogénese

A capacidade do Helicobacter pylori em provocar lesbes na mucosa gastroduodenal
esta intimamente relacionada a sua capacidade de adaptar-se ao ambiente indspito, que é o
ambiente géstrico, o qual tem inimeros mecanismos que dificultam a colonizacdo de
qgualquer organismo. Desta forma, a inflamagdo da mucosa gastroduodenal é o resultado
final do desequilibrio entre os fatores citoprotetores da mucosa e os agentes lesivos. O grau
de desequilibrio entre estes, determina a gravidade da lesdo, desde discreta inflamagéo até a
potente ulceracdo da mucosa (OLIVEIRA, 2000 e BULKOOL et al., 2002 ).

No estdbmago, a secregdo mucosa, que se congtitui na primeira linha de defesa contra
agentes agressores, encontrase preservada ndo havendo evidéncias que sugiram
anormalidades na quantidade ou qualidade da mesma em pacientes com doenca
gastroduodenal. O muco é secretado pelo epitélio géstrico e células cervicais das glandulas
géstricas e encontra-se revestindo o epitélio géstrico. O bicarbonato, secretado pelas células
epiteliais, é retido proximamente ao epitélio, junto a camada de muco, agindo como uma
barreira de protecdo mucosa adicional aos danos causados pelo acido e pepsina
(OLIVEIRA, 2000).

Dentre outros fatores de protecdo da mucosa gastroduodenal, podem-se citar a
adequada microcirculagéo, a renovagdo celular, os radicais sulfidrilas, a prostaglandina E;
gue inibe a secrecéo gastrica de &cido e as imunoglobulinas IgG e IgA (OLIVEIRA, 2000).

Os fatores de viruléncia podem ser agrupados naqueles que sdo comuns a todas as
cepas para sua adaptacdo ao ambiente géstrico, e naqueles que estdo presentes apenas em
algumas, conferindo-lhes maior agressividade e determinando diferentes padrdes clinicos
da doenca. As adesinas, as flagelinas e a producéo de urease sdo caracteristicas comuns a
todas as cepas e parecem ser os instrumentos de colonizagdo do Helicobacter pylori no
hospedeiro. Sua capacidade de adesdo por meio das adesinas € um mecanismo importante
para que a bactéria ndo sgja eliminada pelo peristaltismo géastrico. A producéo de uma

enzima denominada de urease, a qual hidrolisa a uréia em amonia, promove elevacdo do pH



tornando-o levemente alcalino em torno da bactéria, permitindo assim sua sobrevivéncia no
ambiente gastrico, e a penetracdo segura da bactéria no &cido cloridrico e na camada de
muco. A urease ainda € responsavel por estimular a producéo de citotoxinas e lesar as
células epiteliais da mucosa gastrica atraves de ions hidréxido. Portanto, atua como fator de
viruléncia e mantenedor da infeccdo (JENKINS & BASSETT, 1997; VANDENPLAS &
BADRIUL, 1999; OLIVEIRA, 2000 e BULKOOL et al., 2002 ). Além disso, a ambnia é
diretamente tdxica para as células epiteliais gastricas (FLATLAND, 2002).

A suamorfologia em espiral e seus flagel os constituem-se em fatores que aumentam
a suaviruléncia e patogenicidade, conferindo-lhe maior capacidade de mover-se ativamente
através do suco gastrico e da camada de muco e se aojar na superficie das células de
revestimento (VANDENPLAS & BADRIUL, 1999; OLIVEIRA, 2000; BULKOOL et al.,
2002).

O Helicobacter pylori também exerce sua patogenicidade por meio da producéo de
citotoxinas vacuolizantes, da producdo de ambnia que é lesiva a célula epitelial, da
liberagdo de fosfolipases e de agentes pro-inflamatorios como lipopolissacaridases e do
fator ativador das plaguetas (FAP)(JENKINS & BASSET, 1997; OLIVEIRA, 2000 e
BULKOOL et al., 2002).

Duas citotoxinas sdo responsabilizadas por promoverem a vacuolizagdo celular. A
primeira, representada por uma proteina de 94 Kd denominada VacA que esta ligada ao
gene VacA e a outra de 128 Kd denominada CagA, que esta ligada ao gene CagA. As
amostras que ndo possuem o CagA ndo sdo consideradas toxigénicas. Recentemente, alguns
autores observaram maior fregliéncia de amostras toxigénicas em pacientes com gastrite
atréfica, metaplasia intestinal e cancer géstrico. Entretanto, apesar da presenca destes genes
estar associada com inflamagdo mais grave, a natureza da doenca clinica € determinada por
fatores ambientais e do hospedeiro (OLIVEIRA, 2000; BULKOOL et al., 2002).

Os lipopolissacarideos (LPS) presentes na maioria das bactérias estimulam varias
atividades biolégicas como ativagdo de complemento, febre, producdo de citocinas e
recrutamento de células inflamatorias, entre outras. Os LPS do Helicobacter pylori,
entretanto, possuem baixa atividade bioldgica, o que resulta em boa adaptacdo do

microrganismo a mucosa gastrica. Assim, outras substancias estimulam mais o hospedeiro



gue o LPS na infeccdo pelo Helicobacter pylori (OLIVEIRA, 2000 e BULKOOL et al.,
2002).

A presenca do Helicobacter pylori na mucosa géastrica associada a lesdo da célula
epitelial evoca resposta inflamatoria que consiste na liberagéo de citocinas, dentre elas;

- interleucina 1 (IL1); IL2; IL6 e fator de necrose tumora (TNF) pelas células
inflamatorias;

- prostaglandinas, leucotrienos e agentes pro-inflamatdrios (como as fosfolipases e
Fator Ativador das Plaquetas (FAP);

- radicais livres de oxigénio.

O possivel mecanismo para explicar a relagdo do Helicobacter pylori na patogénese
dessas doencas tem sido a produgdo e circulagdo de citocinas acarretando reagdo
imunomediada. Demonstrou-se recentemente que a infeccdo pelo Helicobacter pylori
aumenta os niveis de TNF- alfa. A resposta inflamatoria persistente mantida pela liberagdo
de citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-alfa, interferon gama), prostaglandinas e leucotrienos,
em resposta a infecgdo, seria um dos possiveis mecanismos implicados (OLIVEIRA, 2000;
BULKOOL et a., 2002).

A producdo de catalases e superOxido dismutase conferem protecdo a bactéria
contra a atividade litica de macrofagos e neutréfilos polimorfonucleares, impedindo desta
forma uma resposta eficaz do hospedeiro (OLIVEIRA, 2000 e BULKOOL et al., 2002).

Ao contrério do que acontece com a infeccdo por H. pylori no homem, o significado
da infeccéo por bactérias do género Helicobacter em cdes ainda ndo esta totalmente
esclarecido, sendo necessérios mais estudos para determinar se as patologias gastricas dos
cdes podem ser atribuidas a estas bactérias, apesar da ata fregiéncia de infeccdo
(SIMPSON & BURROWS,1997; JALAVA et a,1998).

Segundo FLATLAND (2002), em humanos a infecgdo por H. pylori estd associada
com 0 aumento da secrecdo géstrica (hiperacidez), o qual causa inflamagdo gastrica na
regido do antro (gastrite) e ulceracdo duodenal. Tem sido proposto que a hiperacidez
ocorrida é causada por hipergastrinemia resultante da inibicdo da secrecdo celular de
somatostatina (a somatostatina inibe a secrecéo de gastrina).

A infeccdo por H. pylori pode estar associada também com a redugdo da acidez

gastrica (acloridria). Isso provavelmente ocorre quando o H. pylori causa atrofia da mucosa



do corpo e fundo géastrico ou inibicdo do funcionamento das células parietais. Inflamagdo
crénica géstrica pode progredir para atrofia cronica e metaplasia intestinal, as quais sao
condicdes pré-cancerigenas (FLATLAND, 2002).

Parece que a infeccdo por Helicobacter ndo atera a secrecdo écida gastrica em cées
(FLATLAND, 2002). Contudo, PERKINS et a. (1996) disponibilizaram informacgdes
afirmando que furdes naturalmente infectados com H. mustaelae estavam associados com
hipergastrinemia, além de citarem que a erradicacdo do microorganismo levou a resolucdo
damesma

Num estudo realizado com Beagles infectados com H. felis e H. bizzozeronii
SIMPSON et al. (2000) concluiram que a presenca da bactéria ndo interferia na secregéo
acida e que o tratamento temporario suprimia mas ndo erradicava a mesma. Céaes infectados
apresentaram manifestacOes histologicas de gastrite leve antes e apds o tratamento (leve
inflamac&o gastrica também foi observada nos cées néo infectados, do grupo controle do
estudo).

2.5. Sinais clinicos

Segundo JENKINS & BASSETT (1997), muitos seres humanos e animais com
infeccdo por Helicobacter ndo apresentam sintomas clinicos. Alguns humanos entretanto,
apresentam desconforto pés prandial, dor epigastrica.

De acordo com BAILLON & MARSHAL -JONES (2004), ainda n&o esta bem claro
se 0 Helicobacter spp. consegue induzir gastrite em caes e gatos. A opinido atual € de que
0s animais portadores sdo freglentemente assintométicos, embora sinais clinicos como
vomitos cronicos, diarréia, febre, dor abdominal, eructacdo, dispepsia, enterocolite,
anorexia, possam ser causados por estes organismos. Hematemese ou melena pode ser
observado caso haja ocorréncia de Ulcera (JENKINS & BASSET, 1997).

Em seres humanos, o Helicobacter pylori provoca gastrite aguda que, em poucos
dias, se torna crénica. Esta gastrite crénica raramente manifesta sintomas, e em cerca de
20% dos infectados, progridem para doenca ulcerosa. Existem evidéncias de que a maior
parte das Ulceras cura definitivamente se o Helicobacter pylori for erradicado. Entretanto,

aguns casos podem evoluir para adenocarcinoma ou linfoma, dependendo da



susceptibilidade do hospedeiro, viruléncia da bactéria, idade de aquisicdo da infeccdo,
fatores genéticos e ambientais e possivelmente outros fatores ainda desconhecidos
(OLIVEIRA, 2000; BULKOOL et d., 2002; BAILLON & MARSHALL- JONES, 2004).

H& evidéncias indicando que aproximadamente 95% das pessoas com Ulceras
duodenais estéo infectadas com H. pylori (SIMPSON & BURROWS, 1997).

A ocorréncia de organismos semelhantes ao Helicobacter tem sido estudada em
caes e gatos clinicamente sadios e com sintomas gastrointestinais (GEYER et al., 1993;
HAPPONEN et al., 1996). A alta prevaléncia destas bactérias sugere que as mesmas nao
apresentam potencial patogénico para os animais domeésticos (SIMPSOM et al., 2000).
Destaforma WIINBERG et al. (2005) citaram uma prevaléncia de 67% a 100% em animais
saudaveis e 74 a 90% em caes com vomitos, e em 100% em Beagles de |aboratorio.

Segundo JALAVA et a. (1998), uma infeccdo experimental de Beagles com
Helicobacter felis causou gastrite nestes animais. LEE et al. (1992) verificaram que a
inoculacdo de Helicobacter pylori em porcos e cées induziu gastrite crénica similar a
gastrite associada com Helicobacter pylori em criangas. De acordo com HERMANNS et al.
(1995), sinais clinicos ndo sdo usua mente observados em animais infectados com bactérias
do género Helicobacter. Entretanto GEYER et al. (1993) observaram gue em casos
isolados, vomito e alteracdes histopatol 6gicas da mucosa podem estar associadas a infeccdo

por bactéria gastrica.

2.6. Alteracdes histopatol égicas em caes

Segundo YAMASAKI et a. (1998), a relacdo entre as helicobactérias e sua
manifestacdo clinica ndo tem sido identificada em cées e gatos, porque as mesmas tem sido
encontradas em caes e gatos clinicamente sadios e doentes.

Organismos semelhantes ao Helicobacter em cdes e gatos tém sido descritos em
todas as regides gastricas (HAPPONEN et al., 1996; EATON et al., 1996), sendo mais
freqlente no fundo e corpo (HANDT et al., 1995; HAPPONEN et al., 1998; VIEIRA,
2004). Entretanto, YAMASAKI et al. (1998) ressaltaram que organismos espiralados
géstricos foram detectados em 70% da regido fundica e 45% do piloro dos cées examinados

em seu estudo.
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Segundo FLATLAND (2002), estudos em cées e gatos naturalmente infectados, tém
mostrado que o Helicobacter coloniza predominantemente a regido géstrica do fundo e
cardia, e estd associado com leve a moderada inflamacdo com predominio de células
mononucleadas.

JALEE et a. (1992) salientaram que, anatomicamente, as bactérias podem ser vistas
naregido do cardia e najuncdo do fundo com o piloro, e a sua presenca esta correl acionada
com hiperplasia linféide nessas éreas, sugerindo uma relacéo de causa e efeito.

Ao exame histopatol6gico as bactérias podem ser encontradas principamente na
superficie do muco, nas criptas géstricas, nas glandulas géstricas e nas células parietais
(EATON et a.,1996; CATOLLI et a., 1999; JENKINS & BASSETT, 1997; HAPPONEN
et al., 1998; SIMPSON et al., 1999; HWANG et d., 2002).

O diagndstico de gastrite leve a moderada € achado freqlente em cdes sadios e
naqueles com doenca gastrica, independente do grau de colonizacdo géstrica pela bactéria
(HERMANNS et a., 1995; HAPPONEN et al., 1998; CATOLLI et a., 1999; HWANG et
a., 2002). Desta forma, WIINBERG et a. (2005) relataram que a gastrite € um achado
comum em caes, sendo observado em 35% de cées investigados com vomito crénico e em
26 a 48% dos cées assi ntoméaticos.

Né&o foi observada correlagcéo entre o grau de inflamagdo e o de colonizag&o por
Helicobacter (FLATLAND, 2002). Contudo, HAPPONEN et al. (1998) afirmaram que
alteracdes histologicas como inflamacdo, aglomerados linféides e mudancas degenerativas
nas células parietais, tem assumido um indicativo de patogenicidade das helicobactérias.

Num estudo realizado por YAMASAKI et a. (1998), a prevaléncia de organismos
semel hantes ao Helicobacter foi de 60% em c&es com 1 ano ou menos, e 80% em caes com
5 anos ou mais. Entretanto, segundo VIEIRA (2004), ndo h& correlacdo entre o grau de
colonizagao pelo Helicobacter e afaixa etaria dos cées acometidos.

WIINBERG et al. (2005) citaram que durante a avaliagdo histopatol 6gica pode ser
observado 0 tipo e o numero de infiltrado celular, onde predominam linfécitos,
plasmacitos, células mononucleadas, eosinofilos e neutrofilos, além da presenca de atrofia,
hipertrofia, metaplasia, fibrose, edema e aglomerados linféides.

De acordo com WIINBERG et al. (2005), a infecgdo cronica por H. pylori em

humanos adultos € caracterizada pela infiltracdo de células polimorfonucleadas e
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mononucleadas. Neste mesmo contexto, BAILLON & MARSHAL-JONES (2004),
ressaltaram que as infecgdes cronicas em gatos com H. pylori podem apresentar as mesmas
caracteristicas da infec¢do por longo prazo com H. pylori em seres humanos, incluindo o
desenvolvimento de processos paraneopl asicos.

Corroborando com os autores acima, WIINBERG et a. (2005), afirmaram que a
gastrite em cées geramente € caracterizada pela presenca de leve a moderado infiltrado
superficial linfoplasmocitério, com atrofia e fibrose sendo relativamente incomum.

Segundo HANDT et al. (1995), o desenvolvimento de nédulos linféides na mucosa
gastrica tem sido associados a presenca de organismos semelhantes ao Helicobacter em
cées e gatos, podendo estar relacionado principal mente ainfecgéo cronica.

HAPPONEN et a. (1998), observaram a presenca de aglomerados linféides tanto
em cades que apresentavam Helicobacter com sintomatologia de gastrite quanto em caes
sadios, sendo observado mais comumente na regido do corpo gastrico e do fundo

respectivamente destes animais.

2.7. Métodos de diagnéstico

O diagndstico da infeccdo por organismos semelhantes ao Helicobacter pode ser
feito por métodos invasivos e ndo invasivos. Os métodos invasivos requerem a realizacéo
de endoscopia para a coleta de fragmentos de mucosa gastrica e incluem teste rapido de
urease, citologia, histopatologia, cultura e PCR. Os métodos ndo invasivos detectam a
presenca de Helicobacter indiretamente, e compreendem o teste respiratorio com uréia
marcada e sorologia (NEIGER et a., 1998). Em medicina veterindria, os métodos de
diagnéstico mais utilizados sdo o teste da urease, a citologia, 0 exame histopatolégico e a
cultura (ARAUJO & FERREIRA, 2002).

O teste da urease, de facil realizac8o, é rapido e barato, e revela a urease produzida
pelos organismos gastricos semelhantes ao Helicobacter. O teste rgpido de urease é muito
usado como método de diagnostico porgque as helicobactérias sdo potentes produtoras de
urease. O procedimento envolve a incubacdo da amostra com uréia a 10% em é&gua
destilada e vermelho fenol como indicador de pH. A cor muda quando a urease hidrolisa a

uréia em amonia e bicarbonato, o qual eleva o pH, assumindo uma coloragéo de tonalidade
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rosa (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999). A répida mudanca de pH pode ser
proporcional a densidade de helicobactérias (BELLI et al., 2003), tendo como principal
vantagem a rapidez que o teste é obtido (com a fregiiéncia de 1 hora ou menos), sendo
usado geramente em conjunto com o exame histopatoldgico (JENKINS & BASSETT,
1997; GEMI, 2001). Atualmente existem “kits” comerciais que contém uma combinacéo de
uréia e um indicador de pH (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999).

Falso-negativo pode ocorrer apos o tratamento devido ao baixo nimero de bactérias
encontradas na amostra gastrica e também nos casos em que se usaram drogas anti-
secretorias. Falso-positivo pode resultar do aumento de pH devido a contaminacéo da
amostra com sangue ou a producéo de urease por bactérias da cavidade oral (FLATLAND,
2002). Outras bactérias gastricas produtoras de urease, como 0 Proteus mirabilis e
Pseudomonas aeruginosa, também podem ocasionar falso-positivo (HAPPONEN et al.,
1996).

A sensibilidade e especificidade do teste rapido de urease tem sido muito bem
reportada (88-100%), exceto em pacientes com sangramento de Ulceras duodenais
(FLATLAND, 2002).

A citologia € um método sensivel, pouco invasivo, de procedimento facil e rapido
diagnostico, na qual as helicobactérias podem ser visualizadas facilmente através da
coloracdo de Gram (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999).

A cultura do microorganismo € um méodo menos sensivel do diagnostico da
infeccdo por Helicobacter, devido ao fato do H. pylori ser de dificil cultivo em meio de
cultura e o H. hellmannii ainda ndo ter sido cultivado com sucesso (NEIGER at al., 1998;
SOLNICK, 2003). Contudo, CATTOLI et al. (1999) ressaltaram que ha, no estdmago de
caes, trés espécies diferentes de helicobactérias que tém sido cultivadas com sucesso: H.
felis, H. bizzozeronii e H. salomonis. A vantagem da cultura € que permite, a diferenciacéo
das colOnias e a determinacdo da sensibilidade antimicrobiana (FLATLAND, 2002).

O H. pylori cresce em meio de cultura com morfologia idéntica ao do H.
heilmannii (PRIESTNALL et a., 2004).

Dos métodos invasivos, a cultura de amostras de bidpsias géstricas é considerada

um excelente méodo de diagndstico. Entretanto, as helicobactérias apresentam

caracteristicas que dificultam a realizacdo da cultura podendo ocorrer, resultados falso-
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negativo podem ocorrer devido a baixa viabilidade da bactéria na amostra, ndo conseguindo
ser cultivada (com 6 a 24 horas, dependendo da temperatura, aém do ambiente de
microaerofilia necessario) FLATLAND (2002)).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR), técnica que amplifica o segmento de
material genético de organismos como o Helicobacter, permite definir e identificar as
espécies de Helicobacter e pode ser realizado usando-se biopsia gastrica, suco gastrico,
placa dentéria ou fezes. A sensibilidade varia com o primer usado, contudo € considerada
ata (FLATLAND, 2002). Entretanto, sua disponibilidade limitada e seu custo elevado
restringem o emprego desse método (STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999).

O exame histopatol 6gico € o melhor método de diagndstico, pois tem a vantagem de
permitir a avaliagdo das alteracOes teciduais, a presenca de céulas inflamatérias e a
localizagdo das bactérias na mucosa géstrica. No entanto, multiplas biopsias devem ser
obtidas de cada &rea do estdmago devido a distribuicdo desigual das bactérias (STRAUSS —
AYALI & SIMPSON, 1999; FLATLAND, 2002).

Segundo JENKINS & BASSETT (1997), a maior vantagem na avaiagdo
microscopica do tecido géstrico é que se pode determinar a extensdo e severidade das
alteracOes inflamatodrias do trato gastrointestinal .

Pode-se usar a histopatologia por meio de coloracdo de hematoxilina e eosina (H-E)
para demonstrar organismos espiralados grandes sobre o muco gastrico. Métodos especiais
como coloragdo pela prata (Warthin-Starry e Steiner Modificado) ou Carbol-Fucsina
(Fucsina fenicada) facilitam a deteccdo de um nimero menor de bactérias do que pela H-E,
e sdo facilmente distinguidas na mucosa, especidmente nas glandulas parietais
(STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999; FLATLAND, 2002)

O exame histopatologico ndo permite a identificagdo definitiva de diferentes
espécies de Helicobacter (JENKINS & BASSETT, 1997). O diagnéstico é feito por meio
de sua morfologia em espiral, comparado com o H. pylori. Entretanto, grande variedade de
organismos alongados, espiralados como o H. felis, H. salomonis, e H. bizzozeronii sdo
indistinguiveis do H. heilmannii na rotina por microscépio de luz (JALAVA et a., 1998;
PRIESTNALL et a., 2004). Contudo, diferencas morfolgicas entre H. heilmannii e o H.
pylori podem ser observadas histologicamente (JENKINS & BASSETT, 1997). Enquanto o

H. pylori € menor (2-4 mm) e pode estar presente na forma de coco, o H. heilmannii é mais
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alongado e espiralado (7-10 mm) com 6 a 8 espirais por célula e 12 flagelos em cada
extremidade (EATON et al., 1996; SIMPSON & BURROWS, 1997; SIMPSON et 4.,
1999; KATO et a., 2004).

De acordo com FLATLAND (2002), o H. pylori geramente ndo pode ser
visualizado comumente pela coloracdo de hematoxilina e eosina, a ndo ser quando a
incidéncia é muito ata.

A especificidade da histopatologia € 100% e uma sensibilidade maior que 90% tem
sido descrita (FLATAND, 2002).

A deteccdo de anticorpos circulantes (IgG) a H. pylori € uma forma sensivel e ndo
especifica de diagnéstico ndo invasivo da infeccdo do Helicobacter em humanos e é
facilitada pela investigacdo dos fatores de risco para a infeccdo. A sorologia tem valor
limitado na avaliagdo da resposta da infec¢éo ao tratamento com antibioticos e antiécidos,
j& que os titulos de anticorpos podem diminuir lentamente depois da erradicagdo do
microrganismo. A sorologia pode ser pouco confiavel em pacientes cuja a resposta
imunitéria é inadequada, como em individuos imunodeficientes, ou pacientes muito jovens
e muito velhos (SIMPSON & BURROWS, 1997).

Anticorpos de H. pylori pode ser detectado na saliva, porém este método apresenta
menor sensibilidade e especificidade (81% e 73%, respectivamente) que o teste soroldgico
(90% sensibilidade e 78% especificidade) como foi observado num estudo recente com 213
pacientes com dispepsia (FLATLAND, 2002), porém ndo € comumente usado em medicina

veterinaria
2.8. Tratamento

Segundo FLATLAND (2002), o tratamento para a infeccdo por Helicobacter em
caes e gatos é bastante controverso. Quando o tratamento se faz necessario e a droga a ser

utilizada ainda ndo esta claro. A eficacia do tratamento é desconhecida e a resisténcia as

drogas ainda é um problema para 0s pacientes veterinarios.
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281 TerapiaTripla

O tratamento ideal para o combate ao Helicobacter pylori é o da naterapia com trés
componentes (terapia tripla) que consiste na utilizagdo de dois antibiéticos como a
amoxicilina ou tetraciclina e 0 metronidazol, associados a uma substancia para diminuir a
producdo de é&cido cloridrico existente no suco géstrico. Como por exemplo o uso de
inibidores da bomba de prétons (1BP), sendo mais utilizado o omeprazol (MEGRAUD &
DOERMANN, 1998; HAPPONEN et al., 2000; O'GARA et a., 2000, MCNULTY et a.,
2001; IIMURO et a., 2002; SOLNICK, 2003). Compostos a base de bismuto sdo
freqlentemente incluidos no tratamento em conjunto com a antibioticoterapia. (JENKINS
& BASSETT, 1997). A duracdo do tratamento é de 1 a 2 semanas (FLATLAND, 2002).

Segundo FLATLAND (2002), a cléssica terapia tripla em humanos consiste de
bismuto, metronidazol e tetraciclinas. Novas terapias triplas preferem a combinacdo de
antibidticos e inibidores da bomba de proton. Quadrupla terapia refere-se a classica terapia
tripla, sendo modificada pelo aumento na dose de metronidazol e adicionando o inibidor da
bomba de praéton.

Segundo O'GARA et a., (2000) e MCNULTY et al., (2001), um dos principais
problemas encontrados em relacéo a terapia combinada com antibi6ticos para Helicobacter
pylori é a resisténcia a certas drogas, como 0 metronidazol, claritromicina, amoxicilina e
tetraciclina

Para BAILLON & MARSHAL-JONES, (2004), a maior parte dos estudos
terapéuticos ndo conseguiram demonstrar a erradicacdo a longo prazo do Helicobacter spp
e atualmente ainda ndo estd perfeitamente esclarecido se resulta de reinfeccdo ou
recrudescéncia. Contudo, HAPPONEN et al. (2000) citaram que areinfeccdo com H. pylori
é rara apos uma erradicagdo com sucesso. Podendo ser confirmada com quatro a oito
semanas apos o0 término do tratamento (JENKINS & BASSETT, 1997). Entretanto, este
mesmo autor, observando o efeito da terapia tripla para erradicacdo das helicobactérias em
cdes, constatou recurrénciaem 4 dos 9 cées tratados, 3 meses apos aplicacdo do tratamento.

De acordo com SIMPSON & BURROWS (1997) e MCNULTY et a. (2001),

nenhum medicamento antimicrobiano, por si s, tem conseguido uma taxa de erradicacdo
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adequada. E corroborando esses autores, 0os mesmos afirmaram que a combinagdo de
antimicrobianos e agentes antisecretores géastricos (como a ranitidina e 0 omeprazol) tem
apresentado as taxas de erradicacéo mais altas (80-90%). Tanto antagonistas dos receptores
H2, quanto inibidores da bomba de proton podem ser usados como terapia anti-secretora.
Porém, os inibidores da bomba de préoton sdo mais utilizados porque eles suprimem a
producdo de acido mais rapidamente, possibilitando uma melhora e cura mais répida das
Ulceras, dém de apresentar atividade anti-H. pylori “invitro” (FLATLAND, 2002).

Os efeitos sobre a erradicacdo de Helicobacter em cdes com gastrite ndo esta bem
esclarecido. Contudo, estudos preliminares indicam uma resposta clinica de 26% dos caes
afetados (WIINBERG et al., 2005).

Segundo KATO et a. (2004), parece que o H. hellmannii € mais facil de se
erradicar que o H. pylori. Em um estudo onde o H. heilmannii foi cultivado, o organismo
mostrou-se sensivel a tetraciclina, amoxicilina e eritromicina, porém foi resistente ao
metronidazol. Entretanto, na populacdo pedidtrica o H. heillmannii é erradicado com
sucesso em tratamento com amoxicilina associado com metronidazol ou claritromicina.

E importante a investigagdo do Helicobacter depois do tratamento para assegurar
gue a erradicacéo foi realizada com éxito. A realizaco de novas bidpsias endoscépicas 30
dias depois de completar o tratamento antimicrobiano sdo as Unicas formas definitivas
capazes de assegurar que a infeccdo tenha sido erradicada (SIMPSON &
BURROWS,1997).

2.8.2. Utilizacéo da propolis

A propolis € uma substancia resinosa, balsdmica, de consisténcia viscosa e cor
variando entre o0 verde pardo e castanho escuro ou outras tonalidades, dependendo de sua
origem botanica. E elaborado pelas abelhas a partir de resinas de broto e de outras partes do
tecido vegetal, consistindo ainda de uma mistura de enzimas salivares, cera, polen e
materiais inorganicos (BOYANOVA et al., 2003).

A propolis desempenha, dentre outras, duas fungdes bésicas. atua como
bacteriostético, esterilizando a colméa e impedindo a propagagdo de bactérias e fungos, e

também age como isolante térmico, revestindo e envernizando internamente a colméia. Sua
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utilizacdo como tratamento adjuvante de processos inflamatorios se, mantém ao longo dos
anos e, nos dias atuais, grande nimero de investigacdes cientificas sdo realizadas,
envolvendo o emprego de preparados com propolis nos campos da biologia, medicina
humana e veterinaria (BANSKOTA et a., 2001).

2.8.2.1. Propriedades da propolis

A prépolis bruta encontra-se no estado solido, sendo dura a 15°C, tornando-se
pastosa ou semi-fluida a partir dos 30°C. Suas propriedades fisicas, como cor, odor e faixa
de fusdo (60° - 70°C) variam de amostra para amostra. Devido a grande diversidade de
especies vegetais brasileiras polinizadas pelas abelhas, ocorre elevada variagdo de seus
principios ativos. Sua composi¢do quimica é extremamente complexa e varia de acordo
com a sua origem botanica, tendo sido isolados mais de 300 componentes quimicos. Assim,
tem sido demonstrado que os principais componentes da propolis com propriedades
biologicas pertencem ao grupo dos compostos fendlicos, dentre eles os flavondides, que
explicam, em parte, a grande variedade das propriedades terapéuticas relatadas por diversos
pesquisadores. E constituida de modo geral, por 55% de resinas e basamos, 30% de cera,
10% de compostos voléteis e 5% de pdlen e outros compostos inorganicos (BANSKOTA et
a., 2001; BOYANOVA et a., 2003).

2.8.2.2. Efeitos biol6gicos

Dentre as principais atividades biologicas atribuidas a prépolis, BANSKOTA et al.
(2001) destacam as seguintes. antimicrobiana (bacteriana, micotica e vira), antiparasitéria
(Giardia e Trichomonas), antiinflamatoria (cicatrizante e de regeneragdo tecidual), anti-
oxidante (prevenindo o0 envelhecimento precoce), antitumoral, vasoprotetora,
imunomoduladora (estimula a producdo de anticorpos) e broncodilatadora (permitindo a

eliminacdo de secregdes).
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2.8.3. Utilizagao do alho

O aho (Allium sativum) é um vegetal da familia Liliaceae, sendo encontrado na
forma de raiz. Seu bulbo, vulgarmente conhecido como cabega, € constituido por varios
nodulos (dentes), os quais sdo empregados como condimento culinario e como
medicamento, ha centenas de anos, em todo o mundo (HEINERMAN, 1997; SATO &
MIYATA, 2000) Nesse Ultimo contexto, o extrato de alho na dosagem de 2 g/l tem sido
utilizado e se revelado efetivo parainibir o crescimento de varios microorganismos, dentre

eleso Helicobacter pylory.

2.8.3.1. Propriedades do alho

Grande numero de pesquisas cientificas foram realizadas visando estabelecer as
principais propriedades terapéuticas do aho. Depois de inimeras andlises quimicas,
verificou-se que a grande riqueza do alho se encontra nos seus mais de 30 componentes
isolados, especialmente nos derivados de enxofre (sulfatados). Entre eles, o mais
importante €, sem divida, a alicina (di-propeny! tiosulfinato), responsavel pela maioria das
propriedades farmacol dgicas da planta, incluindo a sua atividade antimicrobiana. A aicina
€ um ligquido de coloracdo amarelada, responsavel também pelo odor caracteristico da
planta, que sb aparece quando o aho € mastigado ou cortado, rompendo-se as células do
bulbo (HEINERMAN, 1997; SATO & MIYATA, 2000; SIVAM, 2001; MARTIN &
ERNST, 2003; CANIZARES €t al., 2004).

2.8.3.2. Efeitos bioldgicos

Assim como vérios outros pesquisadores, HEINERMAN (1997) e SATO &
MIYATA (2000) atribuem ao alho vérias propriedades bioldgicas, destacando dentre elas
as suas acles anti-bacteriana, anti-inflamatéria, analgésica, anti-térmica, antiparasitéria,
anti-séptica, anti-oxidante, estimulante circulatorio, diurética, hipotensora, purificadora do
sangue, antitumoral, imunomoduladora e hipocolesterolémica (SIVAM et a., 1997,
CANIZARES et a., 2004).
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Além disso, outros trabalhos tém demonstrado as agbes bactericidas do alho, e os
resultados tém sido bastante promissores.

Um estudo realizado com gerbils da Mongdlia, nos quais foi inoculado Helicobacter
pylori e tratados com extrato de aho a 1, 2 e 4% na sua dieta durante 6 semanas, mostrou
ser dose dependente, no qual as lesdes gastricas diminuiram de acordo com a dose, sendo
significante a 4%. A gquantidade de petéquias e hemorragias reduziram. Entretanto, ndo
houve diferencas significativa no nimero de bactérias viaveis no estbmago, mostrando-se
similar tanto no grupo controle quanto naqueles tratados com extrato de alho (IIMURO et
al., 2002).

Num estudo epidemiolégico realizado por YOU et al. (1998), foi reportado a
prevaléncia de cancer de estdmago, correlacionando-o com a presenca de Helicobacter
pylori e o consumo de aho, no qual ficou constatado que a reducéo da incidéncia de cancer
géstrico estava relacionado ao consumo de aho.

Segundo O’ GARA et a. (2000), ha relatos de irritacéo gastrica em certos pacientes,
logo a alicina deve ser usada com cautela especial em pacientes com lesdo na mucosa
gastrica ou inflamagdo. O uso excessivo de extrato ou cépsulas de aho pode causar
irritacao géstrica, algumas vezes com febre, colicas intestinais, cistite e vomitos.

GRAHAM et a., (1999) observaram efeitos colaterais como diarréia, flatuléncia,
halito de alho, bem como odor de alho pelo corpo, em pacientes tratados.

Efeito sinérgico do extrato de alho com omeprazol “in vitro” sugere, que 0 Uso com
o inibidor da bomba de prétons pode ser usado com sucesso (CELLINI et al., 1996;
O’'GARA et al., 2000).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais utilizados

Foram utilizados 28 cées adultos, clinicamente sadios, sem raca definida, oito
machos e 20 fémeas, com peso variando entre 6 e 25 Kg, provenientes do canil
experimental do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa. Apds
vermifugacdo, os animais foram alojados em baias coletivas, com quatro animais em cada

uma, onde recebiam agua e ragdo a vontade.
3.2. Endoscopia e biopsia da mucosa gastrica

Antes da realizacdo das endoscopias e bidpsias gastricas todos os cdes foram
submetidos a um jejum sblido de 12 horas e hidrico de duas horas. Os animais receberam
acepromazina® 1% como medicacdo pré-anestésica na dose de 0,1 mg/Kg pela via
intravenosa. Cerca de 10 minutos depois, a anestesia geral foi induzida com tiopental
sodico? na dose de 12,5 mg/K g, por essa mesma via, para permitir a intubacéo endotragueal
e endoscopia. Apds atingir o plano anestésico, caracterizado por movimentos respiratérios
regulares e auséncia de reflexos motores, foi iniciada a endoscopia e posteriormente as
bidpsias. A manutencdo da anestesia foi realizada com dose suplementar do anestésico,
guando necessrio.

Os animais foram posicionados em decubito lateral esgquerdo, possibilitando a
introducdo de um gastroscopio, modelo Olympus CV-1, com 9,5 mm de didmetro. No
intervalo entre a realizacdo de cada procedimento, todo o equipamento e instrumental era
esterilizado utilizando imersdo em solucéo de glutaraldeido 2%, evitando desta forma, a
transmisséo de eventuais doencas pela forma iatrogénica, por meio do uso de endoscopios e

sondas contaminados.

! Aceprama Univet SA., Sdo Paulo, Brasil
2 Thiopentaxa CristaliaS. A., S0 Paulo, Brasil
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Nos cées utilizados no presente experimento e submetidos ao exame endoscdpico do
estdmago, procederam-se 0s exames da integridade da mucosa observando sua coloragéo,
da presenca de lesdes prée-ulcerativas e ou ulcerativas, de alteragcdes circulatdrias, da
presenca de parasitas e outras alteracdes em sua superficie.

Apbs a endoscopia foram colhidos fragmentos da mucosa gastrica obedecendo a um
mapeamento realizado previamente e correspondendo as regides do corpo e do antro
géstricos. Esses fragmentos foram submetidos a exames citoldgicos, histopatoldgico e ao
teste de urease.

Apés aredlizagdo dos procedimentos descritos acima 0s animais retornaram para as
suas respectivas baias, onde permaneceram até o final do tratamento para posterior
realizac&o de um novo exame endoscopico e novas biopsias.

Para o teste rapido de urease, foram colhidos fragmentos da mucosa da regido do
corpo géastrico que eram colocados em “kit” comercial, para detectar Helicobacter pylori,
contendo uréia e indicador de pH vermelho fenol. O teste era considerado positivo quando
a solucdo adquiria uma coloracdo de tonalidade rosa, indicando presenca da bactéria devido
a liberacdo de amoOnia. Registra-se que o teste € baseado na producdo de urease que
hidrolisa a uréia em amonia, aumentando o pH local. A reacdo foi considerada fortemente
positiva naqueles casos em que a viragem do meio ocorreu entre uma e trés horas, ou

fracamente positiva nas amostras em que a reacdo ocorreu apos quatro horas.

3.3. Preparo do material para avaliacéo histopatol égica

Os fragmentos de mucosa géstrica foram fixados em formol neutro tamponado a
10%, por 24 horas, desidratados em concentragdes crescentes de acool, clareados em xilol
e incluidos em parafina, seguindo-se a técnica preconizada para utilizagdo na rotina em
histopatol ogia.

Os cortes com espessura de 4 um foram corados e analisados em microscopia de
luz, sendo os resultados expressos em diferentes graus, utilizando para tal os seguintes
parédmetros. infiltracdo inflamatoria, degeneragcOes glandulares, nimero de aglomerados

linfdides e concentracdo de bactérias espiraladas, por campo microscopico de 400 vezes.
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A coloragdo pela Carbol-Fucsina foi utilizada visando a identificagdo de bactérias
espiraladas do género Helicobacter e a quantificacdo do grau de colonizacéo.

A coloragdo pela HematoxilinaEosina (HE) foi usada para redlizar a descri¢éo
histol6gica adequada, incluindo a identificagdo de eventuais alteracOes inflamatorias, a
natureza e o numero de infiltrado celular, degeneracdo glandular e a presenca de
aglomerados linfoides na mucosa gastrica. O grau de gastrite foi estimado com base na
quantidade de infiltrado de linfocitos, plasmocitos ou polimorfonucleares na Iamina

propria

3.4. Tratamento dos animais

Os animais utilizados foram divididos aleatériamente em quatro grupos com sete
animais cada: 0 Grupo 1 receberam capsulas controle (vazias); 0 Grupo 2 receberam 20
gotas de extrato de prépolis a 30% a cada 24 horas, o Grupo 3 receberam 500mg de dleo de
alho em cépsulas diariamente, ambos durante 30 dias e 0 Grupo 4 receberam tratamento
consistindo de Amoxicilina®, Metronidazol* e Omeprazol®, na dose de 20mg/Kg a cada 12
horas, 25mg/Kg e 20mg/Kg a cada 24 horas respectivamente, durante 15 dias
consecutivos. Apés este periodo, os animais foram submetidos a um novo exame
endoscopico e colheita de fragmentos das regides contra-laterais da mucosa fundica e antral

do estbmago.

¥ Amoxicilina500mga Rambaxy S.A., S&o Paulo, Brasil
* Polibiotic 250mga Prati S.A., Sdo Paulo, Brasil
® Petprazol 104 Vetnil SA., Sdo Paulo, Brasil
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3.5. Andlise estatistica

Apbs processamento e analise histol6gica e mensuracdo da densidade de bactérias,
os resultados foram submetidos a procedimentos estatisticos, visando a comparacdo de
meédias por meio do Teste de Wilcoxon, ao nivel de significancia de 5%, aém do teste de
Coeficiente de Correlagdo Pearson. Os dados obtidos no experimento foram processados,
utilizando-se 0 sistema SAEG 4.0 (Sistema para andlises estatisticas e genéticas)

Para andlise histologica foi realizada avaliagdo qualitativa, onde foram atribuidos
escores, considerando a densidade de bactérias espiraladas por campo (400x), a presenca de
céulas inflamatdérias, 0 numero de agregados linféides e a existéncia de alteracOes
degenerativas glandulares (HAPPONEN et al., 1998; IIMURO et a., 2002), conforme o
disposto na Tabela 1.

Tabela 1. Avaliacdo histopatol6gica da mucosa gastrica de acordo com a densidade de
bactérias espiraladas, intensidade do infiltrado inflamatério, nUmero de

agregados linfoides e degener agdes glandular es.

DENSIDADE DE INTENSIDADE DO N
3 AGREGADOS DEGENERACOES
Graus BACTERIAS INFILTRADO 3
, LINFOIDES GLANDULARES
ESPIRALADAS INFLAMATORIO
0 ausente normal nenhum nenhuma
menos do que 20% das
1 leve leve 1 agregado
glandulas com degeneracdo
de 20 a 50% das glandulas com
2 moderada moderada 2 agregados B
degeneragéo
) > 50% glandulas com
3 severa severa 3 ou mais agregados .
degeneragéo
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo endoscopica da mucosa gastrica

Na maioria dos cdes, a avaiagdo endoscopica do estdmago se revelou
aparentemente normal. 12 animais apresentaram alteragdes macroscopicas como erosdes na
mucosa (sete caes) e hemorragias petequiais (cinco animais). Alguns animais apresentaram
alteractes de forma simultanea (trés cdes). O historico dos animais ndo era conhecido, pois
0S mesmos eram provenientes do canil experimental da UFV. Sabe-se contudo, que os
animais ndo apresentavam sinais clinicos relacionados com as ateragcbes macroscopicas
observadas. Praticamente todos 0s cdes apresentavam estrias avermelhadas na regido do
antro, sugerindo ser esse aspecto um achado usua em animais infectados por Helicobacter

nessa regio.

4.2. Testeda urease

O teste da urease e 0 exame histopatol gico revelaram a presenca de Helicobacter
em todos 0s caes que se constituiram em amostras para o experimento em tela.

Durante a realizacéo do teste de urease, houve variagdo no tempo de mudanca de
coloracéo do meio indicador.

Em 28,57% das amostras, a mudanca de coloragcdo ocorreu apds 4 horas (prova
fracamente positiva) e, em 71,42% das amostras, a viragem do meio ocorreu em até trés
horas (prova fortemente positiva), indicando que todos os animais da amostra, embora com
diferentes intensidades, conviviam com a bactéria

Houve correlagdo positiva entre o0 teste de urease e a densidade de bactérias,
revelando que quanto maior a densidade de bactérias nas regides gastricas pesquisadas
maior a positividade do teste de urease.

O presente estudo ndo demonstrou a ocorréncia de falsos positivos e de falsos
negativos no teste de urease verificada por meio da correlagcdo dos resultados deste teste

com avisualizacdo da bactéria nos fragmentos de mucosa corados pela Carbol-Fucsina.
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Apbs os tratamentos, os testes de urease apresentaram-se negativo nos animais
tratados com a terapia tripla e praticamente inalterado no grupo controle e nagueles em que

foram utilizados extrato de propolis e 6leo de alho.

4.3. Exame histopatol dgico

As dteracfes mais freqlientemente observadas ao exame histopatol 6gico em cortes
corados pela Hematoxilina-Eosina, foram infiltrados celulares predominantemente de
mononucleares (linfécitos e plasmécitos) presentes na grande maioria dos fragmentos de
mucosa examinados, ocorréncia de aglomerados linféides, hiperemia e degeneracOes
glandulares.

Os infiltrados de células inflamatérias eram difusos, na maioria dos casos e a maior
fracdo das amostras apresentou leve infiltrado inflamatorio (escore 1), ocorrendo
predominantemente na regido fundica em relacdo aregido antral. Apenas algumas amostras
ndo apresentaram infiltrado inflamatorio (escore 0) ou exsudacdo celular em grau muito
intenso (escore 3).

As degeneracOes glandulares, de pequena a média intensidade ocorreram de forma
equivalente nas duas regides da mucosa gastrica que foram submetidas a andlise.

Ja os aglomerados linféides foram de menor ocorréncia e se faziam mais freqlientes
na mucosa fundica quando comparada com a mucosa antral.

As preparacfes coradas pela Carbol -Fucsina permitiram a visualizacdo das bactérias
espiraladas, quantificadas nas regides do corpo e antro gastrico. As bactérias possuiam
coloracdo avermelhada e, em todos o0s casos, apresentavam-se grandes, aongadas,
espiraladas, morfologicamente semelhantes ao Helicobacter heillmannii. Encontravam-se
presentes, ora na superficie epitelial junto a0 muco, ora nas criptas géstricas e ainda nas
glandulas gastricas. Bactérias morfologicamente semelhantes ao H. pylori ndo foram

observadas em nenhum animal.
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4.4, Tratamentos

4.4.1. Grupo Controle

Neste grupo observou-se que cinco cées apresentavam infiltrado inflamatério na
regido do corpo géstrico antes do tratamento, sendo que em cinco casos a reacdo
inflamatéria mostrou-se inalterada, em um animal houve reducéo, enquanto o outro céo
exibiu aumento do exsudato celular. No antro, a reacéo flogistica estava presente em seis
animais, havendo reducdo apoOs aplicacdo do controle em dois animais, mantendo-se
inalterada em quatro situagdes e aumentando em um animal.

A degeneracdo glandular presente na regido do corpo gastrico de quatro animais
aumentou apos administracdo do placebo em trés casos, diminuiu em dois e manteve-se
inalterada em dois cdes. Na regido do antro, esse aspecto que estava presente em quatro
animais sofreu elevagcdo em quatro caes, manteve-se inalterada em duas e diminuiu em um
co.

Em apenas uma ocasido foi verificada a presenca de agregados linféides na regido
do corpo gastrico antes do tratamento, e apds administracdo do controle 0 nimero de
aglomerados linfoides encontrados no corpo gastrico aumentou em trés animais, e manteve-
se inalterado em um cdo. Na regido do antro foi observada a presenca de aglomerado
linféide em apenas uma ocasido antes do tratamento, situacéo que ndo persistiu apos 0
tratamento.

Quanto ao grau de colonizacdo, as bactérias espiraladas se faziam presentes em
todos os fragmentos de mucosa fundica e antral examinados, verificando-se no grupo
controle a persisténcia dos mesmos graus de colonizacdo bacteriana em cinco fragmentos
da mucosa fundica estudados, havendo reducdo em apenas um caso e aumento da
colonizagdo em outro. No antro, a colonizagdo se revelou inalterada em seis ocasiOes,
havendo aumento em um animal.

Os resultados que expressam todos os pardmetros analisados no grupo controle
encontram-se resumidos na Tabela 2.

A andlise estatistica envolvendo o tratamento realizado com o grupo controle néo

revelou diferenca significativa em nenhuma das variaveis analisadas.
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4.4.2. Oleo de alho

No tratamento a base do 6leo de alho verificou-se que dos sete animais que
constituiam o grupo experimental cinco cées apresentavam infiltrado inflamatorio naregido
do corpo géstrico antes do tratamento sendo que desses, quatro animais apresentaram
reducdo da exsudagdo celular. No antro, a reagdo flogistica estava presente em dois
animais, havendo reducdo apos o tratamento em um cdo e mantendo-se inalterada em outro
animal.

Em quatro animais foram observadas degeneractes glandulares na regido do corpo e
em dois cdes na regido do antro, que apos a administragdo do 6leo de alho, ndo mais se
faziam presentes nas mucosas analisadas.

Em dois cdes foram notadas as presengas de aglomerados linféides na mucosa
fundica que, também desapareceram apés o tratamento.

Quanto ao grau de colonizacdo, as bactérias espiraladas se faziam presentes em
todos os fragmentos de mucosa fundica e antral examinados e, apds aplicacéo do Oleo de
alho, verificou-se que, embora persistisse a presenca de bactérias, houve reducéo do grau de
colonizac&o em cinco animais naregido do corpo e em quatro cdes naregido do antro.

Os resultados envolvendo todos os parametros estudados antes e apos o tratamento
com 0leo de aho encontram-se sumarizados na Tabela 3.

De acordo como o teste de Wilcoxon, foi observado que animais tratados com o
0leo de aho apresentaram reducdo significativa do infiltrado inflamatério e da densidade de
Helicobacter spp. na regido do corpo géstrico. As andises também revelaram que nesse
tratamento, os animais apresentaram reducdo significativa da degeneracéo glandular tanto

da regido fundica quanto daregido antral.
4.4.3. Extrato de propolis

Observou-se que os sete cdes que constituiam esse grupo apresentavam infiltrado
inflamatdrio na regido do corpo antes do tratamento, sendo que desses, trés animais

apresentaram reducdo, dois cdes exibiram aumento e em outros dois animais a reagdo

inflamatdria mostrou-se inalterada. No antro, a reacdo flogistica estava presente em seis
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animais, havendo reducdo ap0Os o tratamento com prépolis em dois cdes e mantendo-se
inalteradas nos outros quatro animais.

A degeneracdo glandular presente na regido do corpo gastrico de quatro animais
sofreu reducdo apos administragdo de propolis em trés casos. Na regido do antro, esse
aspecto, que estava presente em trés ocasifes, sofreu reducdo em duas, manteve-se
inalterada em quatro e aumentou em um c&o.

Apbs o tratamento com extrato de propolis, 0 niUmero de agregados linfoides do
Corpo géstrico aumentou em trés animais, diminuiu em dois e revelou-se inalterado em dois
caes. Naregido do antro, ndo foi observada a presenca de aglomerado linféide, nem antes e
nem apos o tratamento.

Quanto ao grau de colonizagdo, as bactérias espiraladas se faziam presentes em
todos os fragmentos de mucosa oxintica e antral examinados e, apos aplicacdo da propolis,
verificou-se a persisténcia dos mesmos graus de colonizag8o bacteriana em sei's fragmentos
da mucosa fundica estudados, havendo reducdo em apenas um caso. No antro, a
colonizagdo se revelou inaterada em quatro ocasifes, aumentou em duas e diminuiu em
apenas um animal.

Os resultados que expressam todos os parametros analisados antes e apls o
tratamento com extrato de propolis encontram-se dispostos na Tabela 4.

A andlise estatistica envolvendo o tratamento realizado com o extrato de prépolis

ndo revelou diferenca significativa nas varidveis analisadas.

444 TerapiaTripla

Neste grupo, diagnosticou-se infiltrado inflamatorio na regido do corpo em seis cées
antes do tratamento, sendo que em cinco casos a reacdo inflamatoria mostrou-se inalterada,
em um anima houve reducdo, enquanto o outro cdo exibiu aumento da exsudagdo de
células inflamatdrias. No antro, a reacéo flogistica estava presente em todos os animais,
havendo reducdo apos aplicacdo da terapia tripla em trés animais, mantendo-se inalterada
em dois e aumentando em dois outros.

A degeneragdo glandular presente naregido do corpo e do antro gastrico de todos os

animais, apos aterapia, diminuiu em um caso e manteve-se inalterada no restante.
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N&o foi verificada a presenca de agregados linfoides na regido do corpo gastrico
antes do tratamento, e apOs administracdo da terapia evidenciou-se a ocorréncia de
agregados linfGides em um animal. No antro, ocorreu o inverso, ou Sgja, em apenas um cao
foi constatada a presenca de aglomerados linféides antes do tratamento, situacdo essa que
ndo persistiu apds o tratamento.

Resultados expressivos foram observados apds a administracéo da terapia tripla que
influenciou sensivelmente o grau de colonizacdo por bactérias espiraladas. Registra-se que
esses microrganismos foram observados em graus variados em todos os fragmentos de
mucosa fandica e antral examinados e, apds o tratamento com a terapia tripla observou-se
completa auséncia dessas bactérias em todas as amostras de mucosas fundica e antral
submetidas ao exame histol6gico em preparacdes coradas pela Carbol-fucsina.

Por conseguinte, as andlises estatisticas expressaram, nos animais tratados com a
terapia tripla, reducédo significativa da densidade de Helicobacter spp., tanto na regido
fandica quanto naregido antral.

Os resultados envolvendo todos os parametros analisados apos a terapia tripla
encontram-se resumidos na Tabela 5.

Aplicando a Correlagdo de Pearson nos animais tratados com a terapia tripla,
verificou-se que a densidade de bactérias ndo esta significativamente correlacionada com o
nimero de células inflamatdrias, e tampouco com o agregado linféide e com a degeneracdo

glandular.
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Tabela 2 — Escore do grau de inflamagéo e do grau de colonizagdo de Helicobacter spp. no grupo controle, antes e apds o tratamento.

Grau de inflamacio Grau de colonizagéo
Regio do Corpo Regido do Antro Corpo Antro
Controle
Antes Depois Antes Depois Antes | Depois | Antes | Depois
Anima | El |AL | DG | El |AL |DG| EI |AL |DG| EI | AL |DG HE HE HE HE
CA ojoj1(1|j0l0|212j0|2]|2]|]0]O 3 2 3 3
CB i1 0/0|12j]0|2|1|0|0|1]0]|12 3 3 3 3
cC 1|0 0 11|11 (0|0|1|0{|1 2 2 3 3
CD 2| 2 1 212(1(2|0]1(2]0]1 3 3 2 3
CE ojoj1(0|0|lO|JOjO|2]|]0O0]|]O0O0]O 2 2 3 3
CF 210 1 213(1(2|0]1(1]0]1 2 2 2 2
CG i1, 0/,0|0]2|2|1|3|0|0]O0]|O 2 3 3 3

L egenda: El - Escore de Infiltrado Inflamatério; AL — Aglomerado Linféide; DG — Degeneraggo Glandular; EH — Escore da Colonizagdo por Helicobacter
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Tabela 3 — Escore do grau de inflamacéo e do grau de colonizacdo de Helicobacter spp. no grupo tratado com éleo de aho, antes e

apos o tratamento.
Grau de inflamaco Grau de colonizagéo
Regio do Corpo Regido do Antro Corpo Antro
Alfo Antes Depois Antes Depois Antes | Depois | Antes | Depois
Anima | El |AL | DG | El |AL |DG| EI |AL |DG| EI | AL |DG HE HE HE HE
AA i1, 0/,0|12]0|0O|O|JO|O|1]O0]|O 3 2 3 3
AB oj2|0(0|O0O|lO|OjO]JO]|]O]O]O 2 1 2 1
AC 2 1 2 1,002 (0|0|1|0{|0O0 3 3 3 2
AD 2/ 0| 2|0|0|lO0O|O|jO]O]O]O]O 3 3 3 3
AE i1,10/212|]0|]0|O|1|JO0O|1j0]O0]|O 2 1 2 0
AF ojoj1(0|0|lO|JOjO]2]|]0O0]|]O0]O 3 2 3 3
AG i1, 0,0|0|]O|O|O|J]O|lO|O]O]|O 3 2 3 2

L egenda: El - Escore de Infiltrado Inflamatério; AL — Aglomerado Linféide; DG — Degeneragdo Glandular; EH — Escore da Colonizagdo por Helicobacter.
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Tabela 4 — Escore do grau de inflamag&o e do grau de colonizacdo de Helicobacter spp. no grupo tratado com extrato de propolis,

antes e apos o tratamento.
Grau de inflamaco Grau de colonizagéo
Regio do Corpo Regido do Antro Corpo Antro
Propolis
Antes Depois Antes Depois Antes | Depois | Antes Depois
Anima | El |AL | DG | ElI |AL |DG| EI |AL |DG| EI | AL |DG HE HE HE HE
PA i1, 0,0|0]2|0O|1|]0|l0O0|O0O]O]|O 3 1 3 1
PB i1, 0,0|12|3|0|1|]0|0O0|1]0]|O 3 3 3 3
PC 2 1 1 o,o0jo0ojo0o|jof1j0|]0]|O0 2 2 2 2
PD 2 1 2 112|020 212|1|0{0O0 2 2 1 2
PE 10 1 210(1(212|0]J]0(2]0]0O0 2 2 2 3
PF 1 1 2 2101 (21|0]|1|1 0 1 3 3 3 3
PG 1,10/ 0|12]0|0O|1|0|0|1]0]|12 3 3 3 3

L egenda: El - Escore de Infiltrado Inflamatério; AL — Aglomerado Linféide; DG — Degeneragdo Glandular; EH — Escore da Colonizagdo por Helicobacter.
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Tabela 5 — Escore do grau de inflamagéo e do grau de colonizacdo de Helicobacter spp. no grupo tratado com aterapiatripla, antes e

apos o tratamento.
Grau de inflamaco Grau de colonizagéo
Terapia Regi&o do Corpo Regi&o do Antro Corpo Antro
Tripla Antes Depois Antes Depois Antes | Depois | Antes Depois

Anima | El |AL | DG | El |AL |DG| EI |AL |DG| EI | AL |DG HE HE HE HE
TA 1 0 1 1011 |0]|1]|1 0 1 3 0 3 0
B 1 0 1 1011 |0]|1]|1 0 1 1 0 2 0
TC 1 0 1 1112|011 0 1 3 0 3 0
TD 1 0 1 101 (10|12 0 1 3 0 2 0
TE ojoj1(1|j0l1|12(0|2|2]|]0]12 3 0 3 0
TF 1 0 1 1012|011 0 1 2 0 2 0
TG 10 2 o(o0j1}2|2|2]|1]0]|1 3 0 3 0

L egenda: El - Escore de Infiltrado Inflamatério; AL — Aglomerado Linféide; DG — Degeneragéo Glandular; EH — Escore da Colonizagdo por Helicobacter.
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Figura 1 — Representacdo para escores do o grau de inflamacgéo, (a) escore 0, (b)
escore 1, (c) escore 2 e (d) escore 3 (H& E — 200 X)
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Figura 2 — Representacdo para escores do grau de colonizacdo do Helicobacter spp.,

(a) escore 0, (b) escore 1, (c) escore 2 e (d) escore 3 (Carbol-Fucsina—400 X) (setas)
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Figura 3 - Teste da urease em 4 animais. resultado positivo antes do tratamento (a) e

negativo apés o tratamento com a Terapia Tripla (b)

Figura 4 — Corte histolégico de mucosa gastrica com infiltrado inflamatério

linfoplasmocitério (escore 1) antes (a) e apos o tratamento (b) com a Terapia Tripla,

no mesmo animal (H& E — 400 X)
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Figura 5 — Corte histolégico de mucosa gastrica com infiltrado inflamatério
linfoplasmocitéario (escore 2) (a) e presenca de aglomerado linféide (b) no mesmo
animal (H& E — 200 X e 100 X) (seta)

Figura 6 — Corte histolégico de mucosa gastrica antes (escore 3) (a) e ap6s o
tratamento com a Terapia Tripla (b) no mesmo animal (Carbol-Fucsina— 1000 X)
(setas)
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5. DISCUSSAO

O diagndstico da infeccdo por organismos semelhantes ao Helicobacter pode ser
realizado por métodos invasivos e ndo invasivos. Os métodos invasivos requerem a
realizac8o de endoscopia para a coleta de fragmentos de mucosa géstrica e incluem teste
répido de urease, citologia, histopatologia, cultura e “Polymerase Chain Reaction” (PCR)
(JENKINS & BASSET, 1997; STRAUSS — AYALI & SIMPSON, 1999; NEIGER &
SIMPSON, 2000; ARAUJO & FERREIRA, 2002). No presente experimento o método de
obtencdo de bidpsias da mucosa gastrica em cdes por endoscopia foi utilizado para se
estabelecer o diagndstico da infecgdo por Helicobacter, bem como para quantificar o grau
de colonizac&o das bactérias, devido ao seu baixo custo operacional, facilidade de execugéo
e especificidade datécnica.

Devido a similaridade anatdmica entre os estbmagos humano e canino, € possivel
realizar endoscopia digestiva alta e baixa utilizando endoscopio de didmetro similar aqueles
utilizados nos seres humanos. Desta forma, no presente estudo, foi utilizado um
gastroscopio humano modelo Olympus CV-1, com 9,5 mm de didmetro, que pode ser usado
tanto em cées de pequeno quanto de grande porte, com peso variando entre 6 a 25 Kg, ndo
acarretando qualquer tipo de dificuldade narealizac8o datécnica.

A andlise histopatol 6gica das bidpsias géstricas coradas pela Carbol-Fucsina revelou
a presenca da bactéria em todos os animais (100%) ndo submetidos ao tratamento, o que de
certaforma, condiz com os dados reportados na literatura que relatam a colonizagéo de caes
com Helicobacter spp. variando de 61 a 100% dos animais, independente do estado clinico
dos mesmos (JENKINS & BASSETT, 1997; STRAUSS-AYALI & SIMPSON, 1999;
NEIGER & SIMPSON, 2000; ARAUJO & FERREIRA, 2002; BAILLON & MARSHAL-
JONES, 2004). Para NEIGHER et al. (1998), este indice pode chegar a 100% em animais
gue vivem coletivamente, como em canil. Deve ser reafirmado que, no presente
experimento, todos os animais utilizados eram provenientes do canil experimental do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa.

Namaioria dos cées, a avaliacdo endoscdpica do estbmago revelava mucosa gastrica
aparentemente normal. Apenas 12 animais apresentaram alteragdes macroscopicas como

erosdes na mucosa, hemorragias petequiais, ou ambas, entretanto, nenhum desses animais
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apresentaram sintomatologia clinica que pudesse estar correlacionada com as alteracdes
macroscopi cas observadas.

Além dessas observacBes, a literatura indica que a existéncia de bactérias
espiraladas na mucosa géstrica de cdes pode ndo estar correlacionada com doencas
digestivas do animal, podendo, por outro lado, se constituir em fonte de disseminagéo
dessas bactérias.

As bactérias foram encontradas principalmente no lUmem das glandulas géastricas,
nas fossetas gastricas e no muco adjacente ao epitélio. Neste contexto, SIMPSON et al.
(1999) observaram maior prevaléncia de bactérias no lumem das glandulas gastricas,
podendo também ser encontradas nas células parietais e glandulas géstricas. A presenca da
bactéria variou de acordo com a regido do estbmago estudada, registrando indices de
64,28% naregido do antro e 60,71% naregido do corpo, concordando com VIEIRA (2004),
e discordando de YAMASAKI et al. (1998) e SIMPSON et al., (1999), que afirmam que a
regido do cérdia, fundo e corpo sdo mais comumente colonizadas que aregido do antro.

O infiltrado inflamatério era de natureza predominantemente linfoplasmocitaria
concordando com o que foi estabelecido por WIINBERG et al. (2005), a0 estudar a
inflamag&o gastrica em caes.

SIMPSON et al. (1999) observaram graus semelhantes de inflamagéo tanto em
animais infectados quanto naqueles n&o infectados por Helicobacter spp. Salientaram ainda
gue o antro apresentava maior intensidade de reacéo inflamatéria quando comparado ao
cardia e a0 corpo do estbmago. A inflamacdo era caracterizada pela presenca mais
acentuada de plasmadcitos e com escassos linfocitos. Os neutréfilos e os eosinéfilos eram
eventuais ou ndo se faziam presentes. Para esses autores ndo havia uma clara relagéo entre
0 grau de inflamagdo e o grau de colonizagdo pelas bactérias espiraladas. Foliculos
linféides foram observados tanto em bidpsias de cdes aparentemente normais quanto de
infectados e tenderam a ser mais numerosos na regido do antro, que no corpo e no cardia.
No presente estudo, foi observada maior quantidade de foliculos linféides na regido
fandica.

Segundo BELLI et al. (2003), o teste da urease é utilizado para determinar a
producdo dessa enzima pela bactéria, visto que esta substancia pode ser produzida em

grande quantidade por esse microorganismo, podendo fornecer resultado positivo em
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menos de uma hora. Salientaram ainda, que a sensibilidade do teste é de apenas 70 a 90%.
Por outro lado, discordando do autor acima, FLATLAND (2002) reporta a dta
sensibilidade e especificidade do teste da urease variando de 88-100%, 0 que se comprovou
no presente estudo, todas as amostras gastricas apresentaram resultado positivo no teste de
urease, e a0 exame histopatoldgico, foram visualizadas bactérias com caracteristicas
morfol 0gicas semel hantes ao Helicobacter.

Concordando com VIEIRA (2004), neste experimento, a maioria das reagOes
observadas no teste da urease foi fortemente positiva e analogamente ao observado por
aguela autora, tiveram origem em fragmentos de tecido provenientes da regido do corpo
gastrico, onde, no estudo anterior foram reportado maior nimero de reaces fortemente
positivas nas regides do corpo e fundo com 90,20% e 85,40% respectivamente, seguido da
regido antral 75,06% e cardica 29,3%. Entretanto, VIEIRA (2004) ndo constatou forte
associagdo entre o teste de urease e 0 grau de colonizacdo entre as diferentes regides
gastricas.

HAPPONEN et a. (1996) e FLATLAND (2002), afirmaram que reagdes falso-
negativas podem ocorrer apos o tratamento de gastrite devido ao baixo nimero de bactérias
e, por outro lado, o falso-positivo pode resultar do aumento de pH devido a contaminagéo
da amostra com sangue e a outras bactérias produtoras de urease como o Proteus mirabilis
e Pseudomonas aeruginosa, além de bactérias da cavidade oral. Contudo, no presente
estudo ndo ficou demonstrada a presenca de reagdes fal so-positivas e ou falso-negativas no
teste de urease uma vez, que se pode relacionar a reatividade desse teste com a visualizacéo
da bactéria por meio da histopatol ogia com a coloracdo pela Carbol-Fucsina.

Baseado nas caracteristicas morfolégicas da bactéria e devido ao fato do cdo ser
hospedeiro primario dessa espécie, suspeitase que no presente estudo houve
predominancia do Helicobacter heilmannii. Morfologicamente, é possivel estabelecer
diferencas entre as bactérias espiraladas que colonizam o estdbmago do cdo ou do homem,
consistindo em diferenca basica o fato do H. heilmannii ser mais espiralado do que o H.
pylori (EATON et a., 1996; SIMPSON & BURROWS, 1997; SIMPSON et al., 1999;
KATO et a., 2004). Tratase de microorganismo de cultivo extremamente dificil nos

procedimentos convencionais de microbiologia (KATO et al., 2004).
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Dos tratamentos realizados aquele que apresentou melhores resultados, foi o da
terapiatripla que ao final do procedimento resultou em erradicacdo do Helicobacter spp.

A terapiatripla consiste na combinagdo de dois antibioticos e um inibidor da bomba
de prétons e, gracas a sua eficécia, tem 0 seu uso gradativamente ampliado no tratamento
clinico de Helicobacter pylori, associado a outras doencas gastrintestinais (IIMURO et a,
2002). No entanto, a erradicagdo pela terapia tripla nem sempre € eficaz e alguns efeitos
colaterais dessas drogas tém sido reportados. Corroborando com esses autores, MARTIN
& ERNST (2003) relataram que a erradicagcdo do Helicobacter pylori pode ser dificil com o
uso da antibioticoterapia convencional requerendo para tal, a combinagdo de antibioticos,
inibidores da bomba de protons e preparados a base de bismuto. Similarmente, SIMPSON
& BURROWS (1997) enfatizaram de forma categérica que nenhum medicamento
antimicrobiano por s sO tem conseguido taxa adequada de erradicacdo dessas bactérias
espiraladas. Nesse contexto, FLATLAND (2002) afirmaram que a resisténcia do H. pylori
aos antibidticos € sé&rio problema na medicina humana e tem sido encontrada com a
claritromicina, metronidazol, amoxicilina e tetraciclina. Entretanto, combinagdes com
novas terapias tém sido feitas com sucesso, utilizando-se o metronidazol, apesar da sua
aparente resisténcia“in vitro”. Contudo, no presente estudo, o protocolo daterapiatriplafoi
realizado com sucesso, utilizando-se os antibi6ticos amoxicilina e metronidazol, juntamente
com 0 omeprazol.

Apesar da resisténcia a esses antibidticos ter sido reportada por O’ GARA et 4.
(2000), ndo foi observada em nos animais deste experimento, que tiveram queda
consistente da colonizagdo e da densidade da bactéria, comprovada tanto pelo teste de
urease quanto pelo exame histopatolodgico. Esses resultados discordam, pelo menos em
parte, daqueles observados por FLATLAND (2002), que sugeria que o tratamento pode
apenas suprimir ligeiramente a infeccdo, porém ndo € capaz de erradicar amesma.

Por meio da Correlagdo de Pearson, verificou-se a inexisténcia de correlagéo entre a
reducdo da densidade bacteriana e os outros par@metros avaliados. Desta forma, a
densidade de bactérias ndo esta diretamente correlacionada com o numero de células
inflamatdrias, com agregados linféides e com degeneracéo glandular, uma vez que, mesmo
havendo a erradicacdo do Helicobacter spp. ndo houve reducdo significativa no valor

dessas variaveis. No entanto, esses dados devem ser interpretados com cuidado, uma vez
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gue as bidpsias foram realizadas logo apos o término do tratamento, significando que houve
pequeno lapso de tempo entre a cessacdo do estimulo agressor, 0 que poderia ndo ser
suficiente para provocar reducdo dos parametros acima nominados. Fomentando
controvérsia, SIMPSON et a. (1999) afirmaram ndo haver relacdo entre o grau de
inflamacd@o e o grau de colonizacdo por bactérias, enquanto VIEIRA (2004) observou o
contrario.

De acordo com o teste de Wilcoxon, foi observado que os animais tratados com o
Oleo de aho apresentaram reducdo significativa do infiltrado inflamatorio e da
degeneracdo glandular da regido fundica, bem como da densidade de Helicobacter spp.
nesta mesma regido. Segundo IIMURO et a. (2002), o extrato de alho na dieta apresenta
pouca ou nenhuma capacidade de erradicar o H. pylori ou reduzir as lesbes gastricas em
gerbils depois que a lesdo esta estabelecida. Entretanto, ele pode prevenir a inducéo de
gastrite pelo H. pylori.

Efeitos sinérgicos do extrato de alho com omeprazol “in vitro”, sugerem que o seu
uso, com o inibidor da bomba de proétons, pode ser indicado com sucesso (CELLINI et al.,
1996; O’ GARA et al., 2000).

Ha relatos de irritagdo géstrica, logo a aicina, que é o principio ativo do alho, deve
ser usada com cautela em certos pacientes, sobretudo nagueles portadores de lesdo na
mucosa gastrica ou inflamacéo ( O’ GARA et al., 2000). Nos animais tratados com capsulas
de alho néo foi observada piora no grau de inflamacdo ou lesdo na mucosa géstrica e sm
melhora.

Apesar de GRAHAM et a. (1999), terem observado efeitos colaterais como
diarréia, flatuléncia, hdlito e odor de aho pelo corpo nos pacientes tratados, na presente
pesquisa ndo foi possivel verificar qualquer tipo de efeito colateral nos animais submetidos
aesse tratamento.

A terapia com aho ndo apresentou resultado estatisticamente significativo na
reducéo da densidade de bactérias espiraladas no estdbmago de cées, discordando assim do
gue foi constatado por CELLINI et a., (1996), OHTA et a., (1999), O'GARA et a.,
(2000), SIVAM (2001) e CANIZARES et a., (2002), por meio de estudos experimentais

realizados “in vitro”.
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Segundo O’GARA et al. (2000), na prética, 0 maior problema com a ingestéo de
preparados a base de alho, em tablete ou em cdpsula, reside na inativacdo ou destruicéo da
alicinase pelo pH gastrico, prevenindo a formagdo da alicina e diminuindo assim tanto a
atividade sistémica como intragastrica do componente ativo. Corroborando com essa
assertiva, MCNULTY et al. (2001) asseguraram que a formag&o da alicinase tem lugar
guando se corta o0 dente de aho, ou se adiciona dgua ao pd de aho, sendo sua atividade
inativada pelo suco gastrico.

Neste mesmo contexto, estudos realizados por CANIZARES et al. (2002), nos quais
foram comparados os poderes inibitérios do extrato de alho e de alguns antibiéticos usados
no tratamento de infecgBes por Helicobacter pylori, sugerem que o extrato de alho possui
graus deinibicdo “in vitro” similar ao desses antibi6ticos.

Ja a terapia com propolis, ndo apresentou resultado significativo na reducdo dos
parametros morfologicos analisados, incluindo a densidade de bactérias espiraadas no
estdmago de caes, ndo confirmando desta forma, dagueles resultados observados “in vitro”
por BOYANOVA et a. (2003).



6. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos possibilitou as seguintes conclusoes:

Nos animais tratados com a terapia tripla foram constatadas redugdes significativas nas
densidades de Helicobacter spp., tanto na regido do corpo, quanto na regido do antro
gastrico, reducdo foi confirmada devido a auséncia da bactéria a0 exame

histopatol 6gico e ao resultado negativo ao teste de urease;

Os animais tratados com o 6leo de alho apresentaram reducéo significativa do infiltrado
inflamatdrio e da degeneracdo glandular da regido fundica, bem como da densidade de

Helicobacter spp. nesta mesma regi&o;

O tratamento com 0Oleo de alho na dose utilizada foi eficaz para reduzir a degeneracéo

glandular tanto da regido fundica quanto da regiéo piléricaem caes,

O tratamento com 6leo de alho na dose utilizada foi eficaz em reduzir a densidade de
Helicobacter spp. em alguns cées, entretanto ndo erradicou totalmente a bactéria, que

pbde ainda ser observada ao exame histopatol égico, e cujo teste de urease foi positivo;

O tratamento com extrato de propolis na dose utilizada néo foi eficaz para reduzir o

Helicobacter spp. em caes,
A presenca da bactéria estava associada a gastrite de grau leve a moderada.

Imediatamente apos o tratamento com a terapia tripla, que culminou com auséncia total

desses organismos espiralados, verificou-se a persisténcia do infiltrado inflamatorio.
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