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Chegara o diaem que o homem conhecera o intimo de um animal. E, nesse

dia, todo o crime contra um animal sera um crime contra a humanidade.

Leonardo da Vinci
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A mucosa € a camada gastrica mais vulneravel a lesdes, pois representa a
interface entre 0 meio externo e 0 organismo. Por esse motivo, apresenta
mecanismos especificos que visam a manutencdo da integridade, entretanto,
guando o agente desencadeante persiste ou € muito agressivo, 0S mecanismos
de defesa sdo suplantados e ocorrem as lesbes na mucosa. O exame de
endoscopia € a principal técnica para a identificacdo dessas lesGes e apresenta a
vantagem de facilitar a colheita de material para confirmacdes bacteriolégicas e
histologicas do agente agressor. O presente estudo teve por objetivos avaliar os
aspectos gastroscopicos e histolégicos da mucosa gastrica de caes intoxicados
experimentalmente com tetracloreto de carbono e identificar a técnica mais
eficiente em detectar bactérias do género Helicobacter no estdtmago de animais
desta espécie, por meio da comparacao das técnicas de citologia, teste rapido de
urease e cortes histolégicos corados por HE, Giemsa e Warthin-Starry (WS). Nos
caes intoxicados verificou-se a gastroscopia hiperemia e hemorragia e a histologia
edema, hiperemia e hemorragia. A prevaléncia em detectar helicobactérias foi
maior no exame de citologia e a sensibilidade mais elevada nos cortes
histologicos corados por WS. Conclui-se que a administracdo de CCl, por via oral
aos caes causa alteracdes circulatorias difusas na mucosa géastrica e que a
técnica mais eficiente para a pesquisa de bactérias do género Helicobacter é a
citologia, sendo o fundo gastrico a regido mais apropriada para colheita das

amostras.

Palavras-chave: endoscopia, hepatite, Helicobacter.
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The mucosa is the most vulnerable gastric layer to damage, as it is the interface
between the external environment and the body. For this reason, it presents
specific mechanisms to maintain the integrity, but, when the triggering agent
persists or is very aggressive, the defense mechanisms are overcome and
mucosal injuries manifest. The endoscopy is the main technique for identifying this
type of injury and it has the advantage of facilitating the material collection for the
bacteriological and histological confirmation of the causing agent. The present
study aimed to evaluate the gastroscopic and histological aspects of the gastric
mucosa of dogs experimentally intoxicated with carbon tetrachloride and to identify
the most efficient technique for detecting the bacteria of the genus Helicobacter in
the stomach of this animals species by comparing the techniques of cytology, fast
urease test and histological sections stained with HE, Giemsa and Warthin-Starry
(WS). In poisoned dogs there were hyperemia and hemorrhage by gastroscopy
and histology edema, hyperemia and hemorrhage. The Helicobacter detecting
prevalence was higher in the cytology exam and the sensitivity was higher in
histological sections stained with WS. It was concluded that orally administration of
CCl, to dogs cause diffuse circulatory changes in gastric mucosa and the most
efficient technique to Helicobacter spp research is the cytology, being gastric
fundus the most suitable region for sampling.

Keywords: endoscopy, hepatitis, Helicobacter.
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1.1 Introducao

Dados estatisticos reportam que a casuistica das afecc¢des do trato
gastrointestinal estdo entre as raz6es mais comuns pelas quais os proprietarios
de animais de companhia requisitam assisténcia veterinaria, suplantado apenas
pelos atendimentos em dermatologia. Entretanto, além de se tratar de um
sistema bastante flexivel, que resiste a uma variedade de desafios e agressdes
com o minimo de efeito prejudicial, quando os sinais clinicos se manifestam
geralmente sdo inespecificos, o que reforca a importancia da utilizacdo de
recursos semioldgicos para abordagem satisfatéria desse sistema, entre 0s
guais apresenta-se a técnica de endoscopia.

Além disso, as afecgcbes desse sistema frequentemente
desencadeiam graves repercussoes, haja vista sua funcao primordial de extrair
dos alimentos os nutrientes e disponibiliza-los para utilizacdo em todas as
funcbes organicas, o que justifica o estudo de toda causa que possa
comprometer sua higidez, entre elas as de origem hepatica e as causadas pela
presenca de helicobactérias na mucosa géstrica, das quais o conhecimento das
técnicas de deteccdo também se fazem relevantes.

Nesse sentido o presente estudo teve por objetivos avaliar os
aspectos macroscopico, por gastroscopia, € microscopicos, por histologia, da
mucosa gastrica de cdes intoxicados experimentalmente com tetracloreto de
carbono e identificar a técnica mais eficiente em detectar bactérias do género
Helicobacter no estbmago de animais desta espécie por meio da comparagao
das técnicas de citologia, teste rapido de urease e cortes histolégicos corados
por HE, Giemsa e Warthin-Starry.

1.2 Anatomia e histologia do estdbmago

O estbmago é uma dilatacdo do canal alimentar, localizado na
porcdo cranial esquerda do abdémen e com capacidade de 100 a 250 mL/kg

animal. Anatomicamente a face mucosa € dividida em cardia, fundo, corpo,
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A € 0 ponto de entrada do segmento esofagico

ao nivel das 112 e 122 vértebras toracicas, o

fundo é uma grande bolsa de fundo cego cranial e dorsalmente a esquerda do

cardia, o corpo corresponde a por¢cdo média e 0 antro ao terco distal do 6rgéo,

ja o piloro é a valvula muscular que regula o esvaziamento gastrico (GETYY,

1986).

FIGURA 1 — Vista caudal do corte transversal do estbmago
canino em posicao anatomica. 1 - Es6fago, 2
— Cardia, 3 — Fundo, 4 — Corpo, 5 - Antro, 6 —
Piloro, 7 — Curvatura Maior, 8 — Curvatura
menor, 9 — Duodeno.

Fonte: GETTY (1986)

Funcionalmente essas cinco regides do estdbmago podem ser

organizadas em dois segmentos, o proximal (cardia, fundo e corpo), que se

dilata para acomodar temporariamente o alimento e secreta suco gastrico, e 0

distal (antro e piloro), responsavel por liberacdo e regulagéo do &cido cloridrico,

fracionamento mecéanico do alimento e limitagdo das dimensfes das particulas
a serem langadas no duodeno (WILLARD et al., 2002).
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scritas da luz para a parede do 6rgédo; tunica

mucosa, submucosa, muscular e serosa (SAMUELSON, 2007).
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SR80 LN ST SO S e -
Epitélio 3 g g i & & 1 \ & | Células
3 e 3 g 8 . > /AN X% Mucosas
Vasos Linfiticos  EfE% A\ Y ; LN /‘ o . Colar
o3 & &1 & 2 3 ’ & : Células
Lamina Propria  [faR8 [ ( QR R & e | 68 / Parietais
3 &3 3 i 3| AR ERLY | LW® Artéria
Muscular da \ NER | /A ¥\ / / &Veia
Mucosa G~ / 2 \ L Células
—. X Principais
Submucosa P
R Células
Fibras Musculares de
Obliquas Musculo
Fibras Musculares Hiers
Circulares
Fibras Musculares . Células G
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FIGURA 2 — Esquema da arquitetura da parede do estbmago. A) Constituicdo
das camadas: mucosa (epitélio, lamina propria e camada
muscular da mucosa), submucosa (vasos sanguineos e linfaticos),
camada muscular (fibras musculares obliquas internas, circulares
médias e longitudinais externas) e serosa. B) Constituicdo da
glandula géstrica: células mucosas, parietais, principais, células G
e musculo liso

Fonte: http://www.austincc.edu/preview/PhysText/Digestive.html

A serosa € o revestimento externo que se relaciona com a cavidade
peritoneal, por meio da qual as estruturas vasculares e linfaticas acessam o
orgdo. A camada muscular é bastante desenvolvida, responsavel pelo ténus do
orgéo, didmetro da luz e deslizamento da mucosa, constituida por uma camada
longitudinal externa ao longo das curvaturas, por fibras circulares médias, que
circulam o corpo do estdmago e se espessam para formar o esfincter pilérico, e
por fibras obliquas internas, que formam uma camada incompleta que recobre

apenas o corpo e o fundo. A submucosa apresenta constituicdo tipica, na qual
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A mucosa € a camada mais interna que reveste a luz do 6rgéo. E

constituida pelo epitélio de revestimento, lamina propria e camada muscular da
mucosa. A camada muscular da mucosa é uma delgada camada de musculo
liso que separa a submucosa da mucosa. A contracdo dessa camada torna
evidentes as dobras gastricas. A lamina propria possui celularidade variada
(linfécitos, plasmadcitos e macréfagos), foliculos linfoides e abriga as glandulas
gastricas (BANKS, 1998; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

O epitélio colunar simples da mucosa gastrica reveste, além da
superficie luminal, estreitos canais que se aprofundam na lamina prépria,
denominados fovéolas gastricas, formando colunas de células secretoras
chamadas glandulas géstricas (Figura 2B). Entretanto, em funcdo da
profundidade das fovéolas e da constituicdo celular da glandula distinguem-se
as regibes glandulares cardica, fundica e pilérica (DUKES, 2007;
SAMUELSON, 2007).

A regido glandular cardica abrange a abertura do es6fago no
estbmago, se caracteriza por fossetas e glandulas de mesmas proporcgdes e
constituicdo histologica. A regido glandular fundica compreende fundo e corpo
gastricos, apresenta fosseta curta e glandula longa, constituida por células
mucosas, principais, parietais e argentafins. A regido glandular pil6rica vai do
antro a entrada do duodeno e apresenta fosseta longa e glandula longa,
constituida basicamente por células mucosas, G e argentafins (SAMUELSON,
2007; SANTOS & ALESSI, 2010).

1.3 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica e resposta a agressao

Os mecanismos de defesa da mucosa gastrica podem ser divididos
em trés niveis, pré-epitelial, epitelial e pds-epitelial. A defesa pré-epitelial &
representada pela camada de muco e de bicarbonato, que impede que os
fatores agressivos atinjam a célula epitelial. O muco e o bicarbonato séo
secretados pelas células epiteliais do estbmago e glandulas de Brunner no

duodeno, na forma de solucéo viscosa ou como gel insoltvel de glicoproteinas,


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended. 5

Thank you for using
O m p | ete PDF Complete.

Click Horai e de espessura variada, de cinco a dez vezes

Unlimited Pag

ilibrio dindmico, adere firmemente a mucosa

protegendo-a da acdo do acido, pepsina e sais biliares. Sua acado lubrificante
previne ainda a ocorréncia de lesdes mecanicas (SPECHLER et al., 2002;
RUBESIN, et al., 2005).

Ao manter uma camada nao removivel de agua em seus intersticios,
0 muco retarda a difusdo do ion hidrogénio, o que permite que 0s ions
bicarbonato possam neutralizd-lo escalonadamente a medida que nele penetra
e aprofunda, criando assim um gradiente de pH entre o lumen, préximo a 2,0, e
a superficie mucosa, em torno de 6,0. As glicoproteinas nessa camada formam
uma barreira fisica que, enquanto intactas, retardam a difusdo dos agentes
agressores. Os fosfolipidios do muco contribuem também para a protecdo da
mucosa, pois formam uma camada hidrofobica que repele o 4cido na superficie
luminal do gel de muco (GEOR & PAPICH, 1995).

O segundo nivel de defesa é representado pelo epitélio. A barreira
mucosa € a propriedade do estdbmago de impedir a difusdo de H+ do limen
gastrico para a mucosa e do Na+ do espaco intersticial para a cavidade
gastrica. A presenca de cargas elétricas fixas dentro dos canais pelos quais o
hidrogénio se difunde faz com que as jungbes entre as células da superficie
epitelial sejam especialmente firmes, impedindo a difusdo retrograda do
hidrogénio carregado positivamente, o que confere maior resisténcia as lesdes
(WILLARD et al., 2002).

Os fosfolipidios ativos de superficie conferem a membrana celular
caracteristica hidrofébica, permitindo a passagem de moléculas lipossoluveis e
impedindo a passagem dos ions H”, solliveis em agua. Além disso, a barreira é
regulada por mediadores locais, como o fator de crescimento epidérmico,
secretado pelas glandulas salivares e presente em elevadas concentragdes no
suco gastrico. Este peptideo age sobre receptores da membrana apical,
aumentando a resisténcia da camada Unica do epitélio gastrico via elevag¢ao do
fluxo sanguineo e remocé&o de radicais livres (SOLL et al., 2002).

As prostaglandinas também representam um importante mecanismo
de defesa epitelial, especialmente a E e |. Atuam inibindo a secre¢éo acida e
aumentando a resisténcia da mucosa as agressdes por mecanismos

independentes da inibicdo da secrecdo acida, conhecidos por citoprotecao.
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fluxo sanguineo da mucosa (WILLARD et al., 2002).

A microcirculacdo representa o terceiro nivel de defesa da mucosa,
modulado pelo sistema nervoso e mediadores inflamatérios e interfere
diretamente nos outros mecanismos de defesa. A densa rede capilar abaixo do
epitélio assegura alta taxa de fluxo sanguineo para a mucosa. O sangue além
de nutrir os tecidos, proporciona rapida remocéo, diluicdo ou neutralizacao de
acidos, toxinas ou substancias que romperam a barreira epitelial, prevenindo
seu acumulo na mucosa em concentracfes citotdxicas. A hiperemia reativa
gue se segue ao dano epitelial também prové uma capacidade tampao
adicional (SPIRT, 2004).

Em situacbes de agressdo aguda, o epitélio gastroduodenal é
reparado por um processo rapido, entre 30 e 60 minutos, que envolve apenas
migracdo celular, chamado regeneracdo epitelial. Esse mecanismo € a
principal defesa da mucosa contra as forcas de cisdo. As células lesadas
liberam seu muco, e este juntamente com restos celulares e plasma que
extravasa dos capilares da mucosa, formam um tampao mucoso que impede a
exposi¢cdo da membrana basal ao acido. Em minutos as células saudaveis
vizinhas se achatam e migram ao longo da membrana basal até se
encontrarem para formar novas juncdes firmes e, dentro de 15 minutos a uma
hora, deixar o epitélio intacto novamente (WALLACE & MA, 2001).

Nas ocasides em que 0 agente causal persiste ou é muito agressivo,
a restituicdo epitelial ndo € eficiente e inicia-se a inflamag¢do. Segundo
WALLACE & MA (2001), a resposta inflamatéria do trato gastrointestinal,
coordenada por mediadores quimicos formados e liberados pelo epitélio, é
uma resposta fisiolégica e frequentemente auto limitante que tem por objetivo a
eliminacdo do agente desencadeante. Na fase aguda cursa com edema,
hiperemia e erosfes superficiais em quase 100% dos casos, no entanto, se
houver uma resposta exacerbada a um estimulo comum, a grande intensidade
da inflamacéo pode prejudicar as fungdes da mucosa, alterar a capacidade de
resistir a injarias, comprometer a realizacdo de reparos e favorecer a evolucéo
da leséo tecidual.

Por outro lado, caso o agente persista, a progressdo para a
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da mucosa e erodir pequenas artérias da

submucosa, 0 que caracteriza as Ulceras. Nesses casos, ha& especial
envolvimento dos fatores de crescimento, proliferacdo celular, ativacdo de
fibroblastos e angiogénese, processo de reparo conhecido atipica ou
cicatrizagdo (COELHO, 2001).

1.4 Tetracloreto de carbono e gastropatia

O tetracloreto de carbono também é denominado perclorometano,
tetracloreto de metano, tetraclorometano, benziférmio, tetraférmio ou tetrasol. E
um composto organico de férmula quimica CCl,, formado por quatro atomos de
cloro posicionados simetricamente em configuracéo tetraédrica, ligados a um
atomo de carbono central por simples ligagdo covalente. E liquido, incolor,
imiscivel em agua, de cheiro adocicado caracteristico, ndo inflamavel a baixas
temperaturas e que age como solvente de compostos néo polares, gorduras e
6leos (DOHERTY, 2000).

Ao tornarem conhecidos seus efeitos adversos a saude humana e o
elevado coeficiente de deplecdo da camada de ozb6nio, sua utilizagdo caiu em
desuso. Em 1990, o tetracloreto de carbono foi uma das substancias
adicionadas pela emenda de Londres ao Protocolo de Montreal, cuja producéo
e comercializagdo passaria a ser proibida. A partir de 1996, essa proibicao
passou a vigorar nos paises desenvolvidos e, recentemente, foi extendida aos
paises em desenvolvimento. Atualmente sua utilizagdo limita-se a alguns
agentes refrigerantes e principalmente na investigacdo cientifica de agentes
hepatoprotetores (ODABASI, 2008).

Sao graves os efeitos deletérios decorrentes da introducdo de
tetracloreto de carbono no organismo. FERREIRA (1998) comparou a
radiodensidade obtida por tomografia computadorizada do tecido hepatico de
cées antes e apos a administracdo de tetracloreto de carbono, verificando que
a dose Unica de 1,5ml/kg por via oral resultou em correlacdo positiva entre o
grau de necrose do tecido hepatico e os niveis de ALT no soro e correlacao
negativa entre os niveis de ALT no soro e os valores de radiodensidade.
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administragéo de 5, 7, 9, 12 e 15 semanas, a

cirrose se estabelece em 100% dos animais a partir da 122 semana de
inalagdo. Segundo LI et al. (2002), a aplicagéo intraperitoneal de 0,15ml/100g
de peso vivo de CCl,, trés vezes por semana e durante oito semanas, causa
fibrose hepética em ratos. Ao aplicar 3ml/kg via intradérmica, na primeira
injecdo, seguida de duas aplicagbes semanais de 2ml/kg de CCI4 durante 12
semanas, YONGPING et al. (2009) induziram cirrose em 80% dos ratos
estudados.

A patogénese das gastropatias que se desenvolvem na insuficiéncia
hepética é de origem multifatorial e inclui aumento da secrec¢do acida gastrica
e alteragcdo do fluxo sanguineo na mucosa. O aumento da secrecdo acida do
estbmago se deve principalmente a diminuicdo da degradagcdo hepética de
gastrina e histamina, que resulta em aumento nos niveis sanguineos destes
secretogogos (GUILFORD et al., 1996).

O figado insuficiente apresenta inflamacéo, fibrose, necrose e
alteracOes estruturais do parénquima que levam a resisténcia a passagem do
fluxo sanguineo e consequente formacdo de vasos colaterais, chamados
colaterais portossistémicos, que desviam sangue do figado diretamente para
circulacédo sistémica, o que é definido como sindrome da hipertensdo portal
[SHP] (FARIAS-SILVA et al., 2007).

Essa diminuicdo e estase do fluxo sanguineo no estémago leva
comumente ao aparecimento de varizes esbfago-gastricas e da gastropatia
portal hipertensiva (GPH), que se caracteriza endoscopicamente por edema e
areas hiperémicas ndo hemorragicas, separadas por mucosa aparentemente
normal, lesbes estas definidas como padrdo em mosaico, pele de cobra ou
estbmago em “melancia” (THULUVATH & YOOD, 2003). Histologicamente
verifica-se dilatagéo vascular na mucosa e submucosa na auséncia de erosdes
ou inflamagéo (PAPAZIAN, et al.; 1986; TOYONAGA & IWAO, 1998).

Outras condicdes verificadas em pacientes porta-hipertensos sdo a
encefalopatia hepética, sindrome hepatorrenal, peritonite bacteriana
espontanea e a cardiomiopatia cirrética, disfuncdo cardiaca resultante da
diminuicdo da resisténcia vascular periférica e distribuicdo sanguinea anormal

ocasionada pela vasodilatacdo esplancnica (BLENDIS & WONG, 2000).
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, 0 que destaca a importancia dos exames

complementares que permitem sua avaliacdo, entre eles o exame de

endoscopia.

1.5 Endoscopia digestiva alta em caes

O termo endoscopia € de origem grega, formado pelo prefixo endo
(dentro) e verbo skopia (ver ou observar). Trata-se de um recurso semiolégico
minimamente invasivo e ndo traumatico, complementar ao exame clinico e
que permite inspec¢do visual das superficies mucosas. Pode ser aplicado ao
exame do sistema respiratério (laringoscopia, tragueoscopia, broncoscopia),
gastrointestinal (endoscopia digestiva alta — es6fago, estomago e duodeno; e
baixa — ceco, cllon e reto), cavidade toracica (toracoscopia), abdémen
(laparosocopia), trato urinéario (cistoscopia) e articulacdes (artroscopia)
(AZEVEDO, 20086).

Esta é uma técnica anterior a radiologia, desenvolvida em 1806 por
Philipp Bozzini, considerado “pai da endoscopia”, quando 0s primeiros
obstaculos eram a restricdo do campo de visdo e dificuldade em transmissao
de luz suficiente para o local a ser examinado. Em 1879, na Alemanha,
Maximilian Nitz inovou com um equipamento que possuia lentes oépticas e
iluminacdo por fonte elétrica em sua extremidade, o cistoscépio de Nitz. Em
1910, Hans Christian Jacobaeus realizou a primeira toracoscopia. Ap0s a
segunda guerra mundial as fibras O6pticas, insufladores e irrigadores
autométicos permitiram um salto de qualidade e, na década de 60, foi
alcancada a fibroscopia. Em 1984, as imagens comecaram a ser captadas por
cameras e, na década de 90, a videoendoscopia tornou-se uma realidade
(CORDEIRO, 2000).

1.5.1 Instrumental e técnica de exame endoscopico

TAMS (2005) recomenda para a endoscopia de pequenos animais
equipamentos fibro ou videoendoscoépicos pediatricos, com deflexdo em quatro
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eve estar acoplado a aspirador, insuflador,

irrigador, fonte de luz e ter a disposicéo pingas de apreensao e de biopsia de
diversas caracteristicas e tamanhos.

Para a realizacdo do exame, o animal é colocado em decubito
lateral esquerdo, com a cabeca e o0 pescoc¢o estendidos. Em caso de animal
entubado, o endoscoOpio deve ser direcionado centralmente através da
orofaringe e guiado dorsalmente ao tubo endotraqueal e laringe. Apds a
passagem pelo esfincter esofdgico cranial, tem-se a visdo do esdfago, que
deve ser insuflado para que o endoscopio possa avancar até seu tergo distal,
chegando a juncdo esofagogastrica. Nesta juncdo, o0 esbdfago passa
obliqguamente através do diafragma para entrar no estdmago. Na camara
gastrica realiza-se a insuflacdo do Orgdo para melhor visualizacdo e,
seguindo a curvatura maior, 0 equipamento € guiado ao piloro e duodeno
proximal. No antro pilérico procede-se a retroflexdo para a observagdo do
cardia, curvatura menor e do fundo. Ao final do procedimento é realizada a
aspiracdo do ar e a retirada do endoscopio (SHERDING et al., 1999).

Para a realizacdo de biopsia utilizam-se pingcas de férceps
serrilhado ou do tipo baioneta. A pinca € introduzida através do canal de
biopsia do endoscOpio e exposta na cavidade gastrica. Apdés ser aberta, é
empurrada contra a parede gastrica e entdo fechada para prender a mucosa e,
em seguida, puxada de volta para o interior do endoscopio, removendo o
fragmento. A pingca € mantida fechada até que saia do equipamento e no meio
externo € novamente aberta para retirada do fragmento (CORDEIRO et al.,
2000). Dado o pequeno tamanho da amostra, entre dois e trés milimetros, é
importante dispor de material afiado e dominio da técnica para a obtengéo de

fragmentos de boa qualidade para o exame histologico (GUILFORD, 2005).

1.5.2 Indicag0es e aplicacdes

No inicio de sua utilizagdo em medicina veterinaria, a endoscopia

era empregada apenas como recurso semiotécnico para avaliagdo da

integridade da mucosa. Comprovados seus beneficios, passou a ser
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ito de sondas e tubos de alimentagcéo, como

guia para a dilatacdo de pontos de constricdo, realizacdo de cirurgias,
remocdo de corpos estranhos, acompanhamento do tratamento clinico, de
condicbes neoplasicas e afecgbes tratadas cirurgicamente (AZEVEDO, 2006).

A endoscopia é indicada principalmente no diagnéstico de doencas
infiltrativas, erosivas e que levam a alteracbes anatomicas, mas raramente
auxilia em pacientes com diarreia aguda, ou seja, inferior a trés semanas
(WASHABAU et al., 2010). Os sinais clinicos potencialmente indicativos para a
realizacdo de endoscopia digestiva sdo regurgitacéo, disfagia, mimica de vémito,
salivagdo excessiva, vOmitos, hematemese, diarreia, melena, disquezia,
constipacao, incontinéncia fecal (TAMS, 2005).

TEIXEIRA et al. (2010) relataram oito casos de obstrucdo esofagica
em cdaes, diagnosticados e tratados por meio de endoscopia. Destes, sete
animais apresentaram corpo estranho 6sseo no es6fago, sendo um cervical e
seis toracicos e, um cdo com corpo estranho plastico na base do coracdo. Para
o diagndstico foi utilizado endoscopio flexivel, segundo os autores, mais
eficiente que o rigido na identificacdo da obstrucdo e avaliagcdo das condi¢cbes
da mucosa, e o tratamento realizado com endoscépio rigido, pois este permite
a passagem de pincas de maior calibre para retirar as estruturas ou deslocé-las
no sentido aboral.

SILVA et al. (2010) empregaram a endoscopia para o diagndéstico e o
tratamento da estenose esofagica resultante de abundante refluxo gastrico pés-
operatério em cdo. Constatada a presenca de anéis fibrosos no esbdfago
toracico, optou-se pelo alargamento mecanico semanal por meio de velas
dilatadoras metalicas. Ao final das seis se¢des o animal ingeria alimentos
pastosos sem episodios de regurgitacdo. A melhora clinica foi permanente e o
paciente voltou a se alimentar de racdo seca ao final do tratamento.

Segundo KLUG et al. (2008), a colonoscopia € o melhor método
diagnéstico para as doencas do colon e reto em virtude da precisédo, acuracia,
facilidade de biopsias e possibilidade de procedimentos terapéuticos. E o
método de eleicdo para acompanhamento e a prevencdo de doencas
neoplasicas. Sua vantagem sobre outras técnicas € acentuada pela

possibilidade de visualizar o ileo terminal, documentar fotograficamente as
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MOUTINHO et al. (2007) avaliaram a prevaléncia de helicobactérias
e alteragbes na mucosa gastrica de cades saudaveis. BEHLE (2008) utilizou
videoendoscopia e histologia para avaliar os efeitos do meloxicam sobre a
mucosa gastrica de cdes da raca poodle. GUIMARO (2010) comparou a
imagem endoscépica com a avaliagdo histologica em 73 cdes com doenca

inflamatéria intestinal.

1.5.3 Limitagbes, complicagdes e contraindicagbes

Apesar de bastante Gtii no exame da morfologia do trato
gastrointestinal e na realizacdo de biopsias, citologia e cultura, a endoscopia
ndo é técnica adequada para a avaliagdo de funcdo e didmetro dos o6rgéaos,
pois apenas alteracdes intraluminais e de mucosa podem ser distinguidas
(GUALTIERI, 2001).

Em geral as amostras de biopsia variam de dois a trés milimetros
de profundidade, ndo alcancando as camadas submucosa, muscular e serosa.
Repetidas amostras podem ser colhidas no mesmo sitio para a obtencdo de
tecidos mais profundos. No entanto, nesses casos 0 risco de perfuracdo é
potencializado (GUILFORD, 2005).

Em cées de grande porte, o endoscépio pode ser introduzido até o
duodeno descendente, enquanto nos de pequeno porte e gatos chega no
maximo ao duodeno proximal, sendo que em ambos casos a maioria do jejuno
ndo é examinada (ZORAN, 2001).

A maioria das doencas do trato gastrointestinal em caes e gatos
possue carater difuso e esta comprovado que a severidade da inflamacao varia
nos diferentes segmentos intestinais (DENNIS et al., 1992). Por isso, para uma
amostragem representativa e melhora da capacidade diagndstica recomenda-
se a obtencdo de multiplos fragmentos de diversas areas (WASHABAU et al.,
2010).

Embora incomuns, as complicacdes podem ocorrer. Para RICHTER
(2001), a maioria das desordens advindas dos exames de endoscopia esta
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e do procedimento endoscépico em si como fatores de risco para hipdxia,
alteracOes eletrocardiograficas e de pressao arterial.

Perfuragcbes gastrointestinais ocorrem principalmente quando da
tentativa de remocgéo de corpos estranhos esofagicos e duodenais em que haja
lesdo da mucosa, e em pacientes com doengas graves que necessitem de
biopsia e apresentam Ulceras gastricas. Perfuracdo de estdmago, duodeno e
célon sdo as mais raras e ocorrem geralmente quando excesso de forca é
colocado no equipamento ou em praticas incorretas de biopsia (ZORAN, 2001;
TAMS, 2005).

Ao realizar estudo retrospectivo de 117 casos de 6bito com relato de
contribuicdo da endoscopia como causa da morte, DEROUX & SGARLATO
(2012) verificaram que das 77 necropsias realizadas em humanos, 41
estiveram relacionadas com complicagdo na endoscopia digestiva alta e 36
com complicacdes na endoscopia digestiva baixa, com perfuracdo em 24
pacientes. Tendo em vista 0 grande nimero de exames realizados dentro do
periodo, pode-se dizer que o risco do procedimento foi baixo, 0,014% de
mortalidade e 0,00625% de perfuracdo a colonosocopia.

Diminuicdo do retorno venoso ao coracdo e consequente hipoxia
pode ocorrer quando o estdmago é inflado em excesso e comprime a veia cava
caudal, semelhante ao que ocorre na sindrome de dilatacdo volvulo-gastrica.
Outro aspecto importante € a distensdo abdominal desenvolvida, pois pode
restringir a capacidade de expanséo dos pulmdes durante a inspiracdo e assim
piorar o grau de hipoxia. Além disso, grandes volumes de ar residual deixados
no estdmago ao final do procedimento ainda podem ocasionar tor¢do de
origem iatrogénica (TAMS, 2005).

A bradicardia desenvolve-se como resultado do excesso de presséao
aplicada para favorecer a entrada do equipamento no duodeno ou quando ha
tracdo mesentérica, pois desencadeiam estimulacdo vagal. As hemorragias se
originam principalmente das mucosas mais desvitalizadas e raramente
requerem intervencao pontual (ZORAN, 2001).

A endoscopia € contraindicada quando h& presenca de gas
extraluminal, exsudato séptico a paracentese e suspeita de perfuracao
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Quando os achados endoscOpicos nao

correspondem aos sinais clinicos, na elucidacédo de suspeitas de neoplasia, risco
iminente de peritonite ou quando ha pobre resposta a terapia medicamentosa,
TAMS (2005) recomenda a investigacao via laparotomia exploratoria.

Outra contraindicacdo é verificada quando o preparo do paciente &
inadequado. Recente ingestao de bario como meio de contraste para a avaliagdo
radiogréfica e a presenca de particulas alimentares, além de dificultar ou impedir
a avaliacdo da mucosa, podem obstruir o canal de aspiracdo do equipamento e

prejudicar a qualidade do exame (ZORAN, 2001).

1.6 Avaliacdo da integridade da mucosa gastrica

1.6.1 Avaliacdo macroscopica

As principais alteragbes que podem ser observadas na mucosa sao
edema, hiperemia, hiperqueratose da porcdo escamosa, erosfes, Ulceras,
focos de hemorragia, tumoracgoes, parasitas, exsudato, atrofia, friabilidade e
exposicdo dos vasos da submucosa decorrente do adelgagcamento da mucosa
(CORDEIRO et al., 2000).

A escala de LANZA (1990) atribui escores de zero a seis conforme
a gravidade das les6es na mucosa gastrica, em que zero refere-se a nenhuma
lesdo visivel; um, edema e hiperemia; dois, de um a dez erosdes puntiformes
ou hemorragia, trés: de 11 a 20 erosdes puntiformes ou hemorragia ou erosdes
lineares; quatro, > 20 erosdes puntiformes ou hemorragia e 1-5 erosdes
invasivas; cinco, > 5 erosdes invasivas ou erosoes lineares invasivas; e seis,
presenca de Ulcera.

MURRAY & EICHORN (1996) propuseram classificacdo da
gravidade das lesBes gastricas, pontuadas de forma crescente de zero a dez,
com diferenciagdo para mucosa escamosa e glandular. MacALLISTER et al.
(1997) propuseram um sistema baseado em duas pontuacdes diferentes, uma
descrevendo o numero de lesBes e outra sua severidade. VATISTAS et al.
(1999) capturaram e digitalizaram imagens videoendoscépicas e as
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RZESZUTKO et al. (2006) classificaram a intensidade de lesdes na
mucosa gastrica de animais com sinais clinicos de origem gastrointestinal em
ausente, discreta, moderada e distinta, e as compararam com a avaliacédo
histolégica, verificando que a escala aplicada, Escala de Sidney, amplamente
empregada na medicina, pode ser utilizada para o exame gastrocopico de cées
e gatos.

A escala de LANZA (1990) modificada foi empregada por COSTA
et al. (2007) para avaliar a integridade da mucosa gatroduodenal apoés
administracdo de nimesulida, monofenilbutazona e meloxicam por via oral em
caes e posteriormente por BEHLE (2008) para avaliar a mucosa gastrica de
cées da raca Poodle toy e sem raca definida submetidos a tratamento com
meloxicam.

Em funcdo dessa auséncia de padrfes de investigacdo, por muito
tempo o diagnostico e tratamento das afeccbes gastrointestinais dos animais
de companhia n&o foram feitos a contento, pois a definicdo de diferentes
critérios, por varios grupos, dificultava o estabelecimento de comparacdes entre
trabalhos. Nesse sentido, em 2004, a Associacdo Mundial de Veterinérios de
Pequenos Animais (World Small Animal Veterinary Association - WSAVA) criou
o Grupo de Padronizacdo Gastrointestinal Internacional (International
Gastrointestinal Standardization Group - Gl) com o propdésito de normatizacao
dos exames clinico e laboratorial e tratamento de cédes e gatos com doencas
gastrointestinais (WASHABAU et al., 2010).

Desde entdo, os parametros utilizados para a avaliacdo
endoscépica do estdbmago incluem distensibilidade, palidez, hiperemia, edema,
friabilidade, hemorragia, erosao, Ulcera, presenca de conteado (muco, bile e
alimento) e resisténcia a passagem pelo piloro, além das variaveis, nas regides
gastricas, fundo, corpo, incisura, antro e piloro. A classificagcdo proposta inclui
os graus zero (normal), um (discreto), dois (moderado) e trés (acentuado).
Avalia-se ainda a presenca de corpo estranho, massas, poélipos e parasita, e
guando realizada, informam-se as regides em que foram realizadas as biopsias
(WASHABAU et al., 2010).
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Os parametros avaliados histologicamente em amostras de biopsia
gastrica de cées e gatos seguem as recomendacdes do GI-WSAVA, e incluem,
lesdo epitelial, foliculos linfoides, linfocitos intraepiteliais, infiltracdo de
linfocitos, plasmdcitos, eosindéfilos e neutréfilos na [amina proépria, avaliados em
laminas coradas por HE e classificados em zero (normal), um (discreto), dois
(moderado) e trés (acentuado), de acordo com o grau de lesdo tecidual e
namero de células no infiltrado (DAY et al., 2008).

Segundo DAY et al. (2008), o diagnéstico das doencas
gastrointestinais em pequenos animais depende do sucesso nos estagios de
obtencdo dos fragmentos por endoscopia, processamento das pequenas e
frAgeis amostras em laboratorio e eficiéncia na interpretagdo microscopica.
Este ultimo, o mais critico, comprometido pelo numero de amostras, quantidade
de tecido, fragmentagdo e posicionamento da amostra no bloco durante o
processamento (WILLARD, 2009).

1.6.3 Pesquisa de helicobactérias

Descoberto por WARREN & MARSHALL (1983 e 1984),
Helicobacter pylori (HP) € o microrganismo padrdo do género Helicobacter
(HSP). E uma bactéria gram negativa, microaerdfila, mével, encurvada ou
espiralada, em forma de U ou O, e com quatro a seis flagelos terminais, sendo
oxidase positiva, catalase positiva, indol negativa, nitrato negativa e né&o
fermentadora de glicose (LECOINDRE et al., 2000).

A maioria das espécies de helicobacter encontradas no estbmago de
caes e gatos sao maiores que HP (1,5-3 um) (NEIGER & SIMPSON, 2000).
Grandes bactérias espiraladas (4-10 um) encontradas no estdbmago de caes
inicialmente foram chamadas de Gastrospirillum hominis, e posteriormente
classificadas como Helicobacter heilmannii (HH) (EATON et al., 1996). Outras
grandes bactérias espiraladas identificadas no estbmago do gato, como
Helicobacter felis, Helicobacter bizzozeronii e Helicobacter salomonis séo, a
microscopia oOtica, indistinguiveis de HH (HANNINEN et al., 1998). Por isso,
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e HH para as espécies que ocorrem em cades

da ocorréncia de varias espécies no mesmo
animal (STRAUSS-AYALI et al., 2001).
TAKEMURA et al. (2007) avaliaram dois grupos de céaes distintos

pelo grau de higidez. No que apresentava sinais clinicos de gastropatia
observaram 64,3% de alteracBes macroscopicas na mucosa gastrica e 64,3%
de positividade para HSP, enquanto no grupo de saudaveis esses indices
foram de 52,2% e 87,0%, respectivamente, demonstrando auséncia de
correlacdo entre infecgcdo da mucosa gastrica por helicobactérias e a presenca
de alteracdes gastricas. Segundo MOUTINHO (2007), que encontrou resultado
semelhante ao avaliar a mucosa gastrica de cades saudaveis, até entdo esta
correlacdo sO havia sido relatada em animais infectados experimentalmente
com HP e mediante utilizacdo de cepas dotadas de viruléncia potencializada.

Segundo BAH et al. (1995), para predizer uma gastrite por HP a
endoscopia € necessaria a identificacdo de textura heterogénea na superficie
antral, superficie rugosa no corpo ou erosdes esbranquicadas no antro. A baixa
especificidade dessas observacg6es impossibilita a identificacdo da bactéria na
mucosa gastrica por meio de observacdo direta, via endoscopia, sendo
necesséria a realizacdo exames especificos.

varios métodos podem ser utilizados para a deteccdo de
Helicobacter spp, classificados em invasivos e nao invasivos. Os invasivos
visam a identificacdo da bactéria em fragmentos da mucosa géstrica obtidos
por meio de biopsias endoscépicas ou pecas cirdrgicas, como o teste rapido de
urease, cultura bacteriana, citologia e histologia, e os métodos nao invasivos,
realizados quando da impossibilidade do exame endoscopico, incluem deteccao
de anticorpos anti-Helicobacter sp no soro, suco gastrico, saliva, urina, cultura
das fezes e teste respiratorio com uréia marcada no carbono 13 ou 14 (CUTLER
et al., 1995; BRESLIN & O'MORAIN, 1997; CARVALHAES et al., 2006).

O teste rapido de urease baseia-se na atividade da urease
produzida pela bactéria. A enzima converte a uréia do teste reagente em CO,
e amonia provocando aumento do pH, revelado pelo indicador fenolftaleina. A
velocidade da viragem de cor é proporcional ao nimero de micro-organismos
presente na amostra, em que guanto maior o niumero de bactérias presente mais

rapido ocorre a viragem. No entanto, o resultado final s6 deve ser emitido em 24
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A sensibilidade do teste é de 80-95% e a
DNNEN et al., 1998).
Ocasionalmente observam-se resultados falso-positivos quando da

contaminagdo por bactérias comensais do intestino e/ou orofaringe, porém, em
geral sédo rapidamente desnaturadas no pH acido do estbmago e raramente
interferem no teste (CARVALHAES et al., 2006). Falso-negativos podem ocorrer
em pacientes com hemorragia digestiva, em uso de inibidores da bomba de
prétons, apds tratamento com antibiéticos e também em funcdo da ampla
distribuicdo da bactéria associada a baixa densidade de colonizagéo, calcula-se
gue sejam necessarios no minimo 104 micro-organismoss para tornar o teste
positivo (FLATLAND, 2002; MEGRAUD, 2003).

A cultura da bactéria em biopsias é a prova definitiva da colonizagéo
e infecgédo. No entanto, em fungdo do maior tempo para a obteng&o do resultado
€ recomendada especialmente apos falha na terapia inicial devido a
possibilidade de realizacdo do antibiograma (CARVALHAES et al., 2006). Em
pequenos animais esta técnica praticamente ndo € utilizada. Do grupo HH, para
algumas espécies ndo se tem sucesso na cultura e outras crescem tanto na
presenca quanto auséncia de sinais clinicos (HAPPONEN et al., 1998).

O material colhido por meio de biopsias deve ser transportado
rapidamente ao laboratorio a temperatura de 4°C em frascos contendo meio
especial de anaerobiose. As amostras sdo semeadas em meio de cultura
apropriado, que no Brasil geralmente € o BHM (Belo Horizonte medium). As
colénias demoram em média quatro dias para crescer. Por definicdo, a
especificidade da cultura é de 100%, mas a sensibilidade varia muito, estando
em geral menor que 70%, pois depende da experiéncia do técnico do laboratério
(CARVALHAES et al., 2006).

Apesar de pouco divulgada, a citologia do escovado gastrico é uma
técnica pratica, acessivel, rapida e pouco agressiva de se avaliar a mucosa do

7

estbmago (CONRAD et al.,, 2012). O escovado gastrico é realizado apés o
término do exame endoscépico e da colheita dos fragmentos para exame
histolégico. Com o tubo de insercdo devidamente posicionado e a escova
guardada no interior do cateter de teflon, toda a extensé@o da pinca é passada
para dentro do canal de biopsia. Pela extremidade distal é feita a exposicédo da

escova, que suavemente é arrastada contra a parede do antro até o fundo do
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[ do cateter, a pinca retirada do endoscépio, a

escova € exposta novamente e friccionada em Iamina de vidro, que deve ser
secada, fixada a base de alcool e encaminhada para o laboratério. O método de
coloracdo utilizado de rotina é o Giemsa. A avaliacdo da lamina é feita por
microscopia Optica. Devem-ser avaliados, no minimo, dez campos em objetiva
de 100x, sob imersdo, em duas laminas, para que o resultado seja emitido
(HAPPONEN et al., 1996).

A escovagdo da mucosa traz muco e células epiteliais de uma area
bem extensa, o que aumenta as chances de identificacdo da bactéria, por isso
€ mais sensivel que o teste de urease e que o exame histologico (HAPPONEN
et al., 1998).

A histologia permite, além da identificagdo do agente que
habitualmente coloniza o muco, por¢cdo superior das criptas, epitélio de
revestimento e ceélulas parietais, a investigagdo da arquitetura da mucosa do
estdmago, com possibilidade de observacdo de infiltrado inflamatoério e atrofia
das glandulas gastricas, contribuindo para a conclusdo do diagndstico
(CARVALHAES et al., 2006).

Para o exame histologico recomenda-se a obtengdo de mudltiplos
fragmentos de cada regido, pois em funcdo da ampla distribuicdo das bactérias
na mucosa o exame de amostras provenientes de mdultiplos sitios melhora a
sensibilidade do teste (LECOINDRE et al., 2000). Em pequenos animais 0 micro-
organismo tem sido identificado com maior frequéncia no corpo e fundo gastricos
gue no antro e piloro, como em humanos (SCANZIANI et al., 2001).

A sensibilidade da histologia € de 90% a 95% podendo variar com
o observador e coloragdo utilizada e a especificidade é de 95% a 98%, pois as
caracteristicas morfolégicas da bactéria e sua tipica localizacdo na superficie
luminar da célula epitelial facilitam a diferenciacdo de outras raras bactérias
intragastricas (CARVALHAES et al., 2006).

Segundo DeMARTEL et al (2010), o exame histolégico de cinco
fragmentos de biopsia, corados por HE e/ou GIEMSA, é uma ferramenta
acurada para a detec¢édo de HP, comparado ao PCR de uma Unica amostra.

STRAUSS-AYALI et al. (2001) recomendaram para a identificagéo
de helicobactérias a utilizacdo de métodos especiais, como a impregnacéo pela
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permite a identificacdo simultdnea de bactérias e o estudo da morfologia da
mucosa gastrica.

Em pesquisa de HP no estdémago por meio de histologia corada por
azul de metileno e Giemsa, TRAKARNVANICH (2007) verificou concordancia
de 98,3% entre as técnicas, no entanto, por se tratar de técnica mais simples,
barata, rapida e disponivel, recomendam a utilizacdo de Giemsa na rotina.

Ao comparar a histologia corada por azul de toluidina (AT) e HE,
WRIGHT & KELLY (2006) verificaram que dos 71,1% negativos ao HE nenhum
foi positivo em AT, e dos 8,3% positivos em HE 96% confirmaram o mesmo
resultado em AT e, por isso, julgam desnecessaria a utilizacdo de coloragédo
especial em exames de rotina para pesquisa de HP.

PRACHASILPCHAI et al. (2007) verificaram prevaléncia de
Helicobacter spp no estbmago de cdes submetidos a necropsia de 17,3%,
46,7%, 30,7% e 10,7% para histologia por HE, Warthin-Starry (WS),
imunoistoquimica (IHC) e PCR, respectivamente. Ndo houve correlacao entre a
presenca da bactéria, identificada pelas diferentes técnicas, e doenga gastrica,
nem diferenca entre PCR, WS e IHC, o que foi atribuido a qualidade do
espécime de biopsia. A identificacdo por WS se mostrou mais sensivel que por
HE (p<0,001).

A ampla contribuicdo da técnica de endoscopia, seja aplicada como
recurso complementar que avalia de forma direta as caracteristicas da mucosa
ou que possibilita a obtencdo de espécimes teciduais para posterior
complementagdo da investigagdo em nivel laboratorial, serd explorada nos
capitulos a seguir para a avaliagdo da integridade da mucosa gastrica apés
administracdo via oral de tetracloreto de carbono e para comparar técnicas de
pesquisa de bactérias do género helicobacter no estdmago de cées.
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Unlimited ERIMENTALMENTE COM TETRACLORETO

DE CARBONO

Resumo

As gastropatias secundarias a insuficiéncia hepatica apresentam patogénese
de carater multifatorial, destacando-se as alteracfes do fluxo sanguineo na
mucosa do 6rgdo. Este trabalho teve por objetivo avaliar os aspectos
gastroscopicos e histolégicos da mucosa do estbmago de cédes intoxicados
experimentalmente com tetracloreto de carbono (CCl,) por via oral e verificar a
distribuicdo de possiveis alteracdes histologicas entre as regibes do antro,
corpo e fundo gastricos. Foram utilizados 24 cdes machos adultos. No
momento zero (MO) obteve-se os valores basais de cada unidade experimental.
No dia seguinte cada animal recebeu em dose Unica 2,5ml/kg de CCls. As
avaliacbes subsequentes ocorreram 24 horas (Momentol) e sete dias
(Momento 2) apGs a administracdo do toxico. No dia seguinte a administracédo
de CCl; constatou-se hiperemia (p=0,001) e hemorragia (p=0,018) a
gastroscopia e, a histologia, edema, hiperemia e hemorragia. Sete dias apos a
intoxicagdo nao foram observadas alteragcbes na mucosa. Conclui-se que a
administracdo de CCl, por via oral aos caes causa alteragbes circulatérias
difusas na mucosa gastrica secundarias a hepatite toxica.

Palavras-chave: biopsia, endoscopia, hepatite.
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Abstract

The gastropathies resultant to liver failure present multifactorial pathogenesis,
mainly blood flow changes in the organ’s mucosa. This study aimed to evaluate
the gastroscopic and histological aspects of the stomach mucosa of dogs
experimentally intoxicated orally with carbon tetrachloride (CCl,) and verify the
distribution of possible histological changes among regions of the gastric
antrum, body and fundus. We used 24 adult male dogs. At the time zero (TO)
baseline values were taken of each experimental unit. The following day, each
animal received a single dose of 25 ml / kg of CCls;. The subsequent
assessments occurred 24 hours (Moment 1) and seven days (Moment 2) after
toxic administration. In the following day of CCl, administration was observed
hyperemia (p=0,001) and bleeding (p=0.018) through gastroscopy and, through
histology, edema, hyperemia and hemorrhage. Seven days after intoxication no
mucosal changes were observed. It is concluded that oral administration of CCl,4
to dogs cause diffuse circulatory changes in the gastric mucosa secondary to
toxic hepatitis.

Keywords: biopsy, endoscopy, hepatitis.
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As afeccOes do sistema digestivo frequentemente desencadeiam
graves repercussoes, haja vista sua fungéo primordial de extrair dos alimentos
os nutrientes, disponibilizando-os para serem utilizados em todas as fungdes
organicas (DUKES, 2007). Dada essa importancia, justifica-se o estudo de toda
causa que possa comprometer a higidez deste sistema, seja de forma primaria
por acidos, causticos, drogas, micro-organismos, endoparasitas e neoplasias
ou secundéria a insuficiéncia renal e hepatica (TARIQ & MOUTAERY, 2005).

Entre os diversos agentes causadores de doenga hepética encontra-
se o tetracloreto de carbono, substancia empregada principalmente como
indutor de lesdo hepatica para investigacdo cientifica de farmacos com
potencial hapatoprotetor (ODABASI, 2008). Seus principais efeitos toxicos se
devem aos produtos do seu metabolismo, especialmente os radicais livres, que
por peroxidacdo dos fosfolipidios destroem membranas celulares e organelas
(BASU, 2003; RAO et al., 2006).

A patogénese das gastrites que se desenvolvem na insuficiéncia
hepética é de origem multifatorial, inclui aumento da secrecdo acida gastrica
por diminuicdo da degradacdo hepética de gastrina e histamina e alteracao do
fluxo sanguineo na mucosa (GUILFORD, 2005). A inflamacgéo, fibrose e
necrose do parénquima hepatico doente levam a resisténcia a passagem do
fluxo sanguineo e consequente formacdo de vasos colaterais, chamados
colaterais portossistémicos, que desviam sangue do figado diretamente para
circulacédo sistémica, o que é definido como sindrome da hipertensdo portal
[SHP] (FARIAS-SILVA et al., 2007).

Segundo ABRALDES & BOSCH (2002), a SHP é um estado anormal
caracterizado por aumento e manutencdo patolégicos (de 1 a 5 mmHg acima
do valor normal) da presséo no sistema-porta associado a obstrucao ao fluxo
sanguineo portal. Nestas condi¢cdes verifica-se o desenvolvimento da
circulacdo hiperdindmica, caracterizada por estase sanguinea nos vasos
esplancnicos e hipotensdo sistémica por diminuicdo da resisténcia vascular

periférica em funcdo do acumulo na circulagdo de substancias vasodilatadoras
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oxido nitrico e endotelinas (IWAKIRI et al.,

Em pacientes porta-hipertensos relatam-se como principais
sindromes a gastropatia portal hipertensiva, encefalopatia hepatica, sindrome
hepatorrenal, peritonite bacteriana espontdnea e cardiomiopatia cirrotica,
disfungéo cardiaca resultante da diminuicdo da resisténcia vascular periférica e
distribuicdo sanguinea anormal ocasionada pela vasodilatacdo esplancnica
(BLENDIS & WONG, 2000).

Apesar do amplo conhecimento acerca dos efeitos deletérios do
CCl4 sobre o figado, motivo pelo qual é empregado em modelos experimentais
de inducdo de lesdo hepética, pouco se conhece sobre as consequéncias do
seu contato direto com a mucosa gastrica, inclusive em humanos, bem como
sobre possiveis repercussdes da insuficiéncia hepatica aguda no estbmago de
cées. Neste sentido os objetivos deste trabalho foram avaliar os aspectos
macroscopicos, por gastroscopia, € microscopicos, por meio de exame
histologico, da mucosa géstrica de cdes intoxicados experimentalmente com
tetracloreto de carbono.

Material e métodos

Animais

As atividades experimentais foram realizadas nas dependéncias da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias,
obedecendo aos preceitos éticos em experimentagdo animal normatizados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), apos
aprovacdo pelo Comité de Etica na Experimentacdo em Animais da Pro-
Reitoria de pesquisa e Pdés-Graduagcdo da referida Universidade, sob o
protocolo de nimero 164/2009.

Foi utilizada amostra de conveniéncia de 24 caes machos adultos
mesticos, com peso médio de 15 + 6,2 kg. Por um periodo de trés meses 0s
cées foram alojados em baias individuais e alimentados com ragao balanceada
para caes adultos, além de receberam agua a ad libitum. Durante este periodo
foram submetidos as medidas profilaticas de desverminacdo, vacinacao,
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se, exames parasitologicos e bioquimicos. Ao

final do estudo os animais foram encaminhados para adocgao.

Delineamento experimental e tratamento

Constatada a higidez dos animais por meio de avaliagdo clinica e
laboratorial, realizou-se os exames especificos para obtencdo dos valores
basais de cada unidade experimental (MO). No dia seguinte a avaliacdo basal,
cada animal recebeu em dose Unica, via sonda orogéstrica, 2,5ml de
tetracloreto de carbono PA (Tetracloreto de carbono PA® - Vetec — Duque de
Caxias - RJ) por quilograma de peso corporal. As avaliagbes subsequentes
ocorreram 24 horas apos a administracdo do farmaco (M1) e sete dias apoés
(M2).

Para confirmar a presenca de lesdo hepética, nos trés momentos
foram realizadas avaliagbes bioquimicas, determinacdo da atividade sérica
enzimatica de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina (ALP), gama glutamiltransferase (GGT); e
quantificacdo de bilirrubina total, proteina total e albumina séricas. Para avaliar
macro e microscopicamente o estbmago realizou-se exame gastroscopico e
histologico das regides do antro, corpo e fundo géastricos. As avaliacdes foram
realizadas nos trés momentos. Além disso, dentro de cada momento, foi

verificada a distribuicéo das lesdes caracterizadas por histologia.

Avaliagéo bioquimica sérica

Para a realizagdo dos exames, 0s animais cdes eram mantidos em
jejum de 12 horas. Foram obtidos 8,0mL de sangue por venopunc¢ao jugular,
em tubos de vidro a vacuo siliconizados (Vacutainer® - Becton Dickinson Ind.
Cirurgicas Ltda, Brasil), com tampa e sem anticoagulante, e agulha individual
25X7mm (Becton Dickinson Ind. Cirurgicas Ltda, Brasil). O sangue colhido foi
centrifugado e, em seguida, aspirado, sendo dividido em aliquotas em
microtubos de polipropileno de 1,5mL (Eppendorf®, Alemanha). As amostras
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Foram utilizados reagentes comerciais padronizados (Labtest® -
Labtest Diagnoéstica S. A., Lagoa Santa — MG), com metodologias cinéticas,
enzimaticas ou colorimétricas, em temperatura de 37°C, sendo a leitura
realizada em espectrofotbmetro semi-automatico (Analisador Bioquimico Bio-
Plus®, Produtos para Laboratérios Ltda, Barueri — SP). As reacBes foram
realizadas de acordo com as orienta¢des do fabricante

Os intervalos de referéncia das variaveis analisadas foram obtidas
de KANEKO et al. (1997) e KERR (2003) e estao descritos no Quadro 1.

QUADRO 1 - Intervalos de referéncias das variaveis bioquimicas séricas

Variavel Intervalo Unidades
ALT 22,7 - 85,17 UI/L
ALP 8,5 — 60,6° ul/L
AST 23 - 667 ul/L
GGT 1,2 - 6,4 Ul/L
Colesterol 135 - 270! mg/dL
Bilirrubina total 0,1-0,5" mg/d|
Proteina total 6,15 - 7,37" mg/dL
Albumina 2,1- 3,08 mg/dL
Uréia 21 — 45! mg/dL

Fonte: 'KANEKO et al. (1997), °KERR (2003)

Gastroscopia

Os cédes foram submetidos a jejum prévio de 24 horas. A pré
anestesia foi realizada com 0,15 mg/kg de midazolam (Dormonid® - Roche —
Jaguaré — SP), a inducéo anestésica com 5,0 mg/kg de propofol (Profolen® -
Blausiegel — Cotia - SP) e a manutencdo com isoflurano a 2,5% (Isoflurane® -
Cristdlia — Itapira — SP). Durante o procedimento 0s animais tiveram as

frequéncias cardiaca e respiratéria, tracado eletrocardigrafico e saturacdo de
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Sob anestesia geral, os animais foram posicionados em decubito
lateral esquerdo com cabeca e pescoco estendidos e a boca mantida aberta
por abridor de bocas. Precedendo a introducdo do endoscoépio, o tubo de
insercéo foi lubrificado com uma fina camada de gel de lidocaina a 2% (Lidogel®
- Neo Quimica — Anapolis - GO). Os equipamentos utilizados foram
fibrogastroscépio (FG 29v®- Pentax — China) com um metro de comprimento
por 9,8 mm de diametro, com canal de succ¢éo e biopsia de 2,8 mm acoplado a
aspirador cirrgico (Aspira Max®- NS Industrial — S&o Paulo - SP), insuflador e
fonte de luz halégena de 250 watts (Ferrari Medical®- S&o Paulo - SP) e pinca
de biopsia fenestrada oval curta de 2,3 mm com agulha (Ferrari Medical®- S&o
Paulo - SP).

No inicio do exame, o endoscépio foi direcionado ao longo da
orofaringe e guiado dorsalmente ao tubo endotragueal. Apds passagem pelo
esfincter esofagico percorreu-se o esodfago insuflado até a transposicdo do
cardia e entrada no estdbmago. Realizou-se insuflagdo para visualizagdo do
corpo do estdbmago e deslizou-se 0 equipamento ao longo da curvatura maior
até o antro e piloro, procedeu-se a manobra de retroflexdo para a observacao
do cardia, curvatura menor e fundo gastrico. As manobras seguiram as
instru¢cées de SHERDING et al. (1999) e CORDEIRO et al. (2000).

Os fragmentos foram colhidos sempre ao final do exame para evitar
gue o sangramento resultante da biopsia interferisse na avaliagdo da mucosa.
Neste procedimento a pinga foi introduzida pelo canal de biopsia do endoscopio
e exposta na cavidade gastrica, assim que aberta era empurrada contra a
parede gastrica e em seguida fechada para apreender um fragmento da
mucosa. Em ato continuo, a pingca com a amostra foi recolhida passando
novamente pelo canal de biopsia até serem exteriorizadas. Os procedimentos
de colheita dos fragmentos foram realizados de acordo com SHERDING et al.
(1999).

Com o auxilio de uma agulha, o fragmento foi removido da pinca de
biopsia, distendido e revestido em papel absorvente para em seguida ser
imerso em frasco contendo formalina tamponada a 10%. Apdés a realizagdo das
biopsias aspirava-se o ar insuflado no estdbmago e procedia-se a remog¢ao do
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(Encosime® - Lenzafarm — Belo Horizonte - MG) e a desinfeccdo com
glutaraldeido a 2,4% (Glutaron® - Rio Quimica — S&o José do Rio Preto — SP)
por trinta minutos, como recomendado por HOEFEL (2002).

Os parametros gastroscéopicos (Quadro 2) foram aplicados a
avaliacdo do 6rgdo como um todo e classificados em escores que variaram de
zero a trés de acordo com a gravidade das lesbes, seguindo as
recomendagOes de WASHABAU et al. (2010).

QUADRO 2 - Parametros gastroscopicos avaliados por gravidade das lesfes e
escore de classificagao

) _ Gravidade das
Parametros avaliados Escore .
lesbes
. . . . 0 ausentes
distensibilidade, hiperemia, edema,
friabilidade, palidez, hemorragia, eros&o, 1 discretas
Ulcera, resisténcia pilorica e presenca de 2 moderadas
conteudo gastrico
9 3 acentuadas

Fonte: WASHABAU et al. (2010)

Avaliagéao histologica

Os trés fragmentos obtidos de cada regido gastrica foram mantidos
em formalina tamponada a 10% por 24 horas e depois em alcool 70% até o
momento do processamento. Cortes histolégicos de 5um foram confeccionados
utilizando micrétomo rotativo, em seguida foram distendidos sobre laminas
histol6gicas de extremidade fosca, corados com hematoxilina e eosina (HE),
cobertos por resina sintética e laminula histolégica e ao final, avaliados em
microscopio éptico em objetiva com aumento de 40x.

Os parametros histolégicos avaliados em cada segmento gastrico
(Quadro 3) foram classificados em escores que variaram de zero a trés de
acordo com a gravidade das lesbes, seguindo as recomendacdes de DAY et al.
(2008).
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Parametros avaliados score lesBes
presenca de leséo epitelial, atrofia, edema, 0 ausentes
hlperemla, _hemorr_agl_a,_ foll_cul_os linfoides, 1 discretas
linfécitos intraepiteliais e infiltracdo de
linfécitos, plasmocitos, eosindfilos e 2 moderadas
neutrofilos na [amina propria
Prop 3 acentuadas

Fonte: Adaptado de DAY et al. (2008)

Anélise estatistica

Previamente a avaliagdo estatistica os dados foram testados quanto
a normalidade por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados
guantitativos referentes a bioquimica sérica apresentaram distribuicdo normal e
foram apresentados na forma de médias e desvios-padrdo, comparados por
meio do teste t para dados pareados. As variaveis qualitativas das avaliacbes
gastroscopicas e histologicas, definidas em escores, foram descritas em
tabelas na forma de frequéncia absoluta e mediana e comparadas por meio do
teste de Wilcoxon. A distribuicdo das alteragbes histologicas entre as regides
gastricas em cada momento foi comparada por meio do teste de McNemar. Os
testes estatisticos foram empregados seguindo as orientacdes de SAMPAIO
(2007). O tratamento dos dados foi realizado com a utilizagdo do programa
computacional (Biostat 5.3° - Tefé - AM) para o Windows XP. Considerou-se o
nivel de significancia de 5%.

Resultados

No dia seguinte a administracdo de tetracloreto de carbono verificou-
se elevacdo (p<0,0001) da atividade sérica de ALT, AST e ALP e da
concentracdo de bilirrubina total, as quais mantiveram-se altas (p<0,0001) até o

sétimo dia de avaliacdo (Tabela 1). A atividade sérica da GGT se elevou
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nanecia mais elevada na comparacao com MO
(p=0,005) e sem diferir do M1 (p=0,081).
A concentracdo de proteina total aumentou do MO para o M2,

entretanto, s6 a Ultima mensuracgéo foi significativa quando comparada com o
MO (p<0,0001). A sintese hepética de albumina ndo sofreu variacao (p>0,05)
na comparacao entre os trés momentos (Tabela 1).

TABELA 1 — Meédias e desvios padrédo (DP) da atividade sérica de ALT, AST,
ALP, GGT e quantificacdo de bilirrubina total, proteina total e
albumina em cées higidos (Momento 0), 24 horas (Momento 1) e
sete dias (Momento 2) apos intoxicacdo por tetracloreto de
carbono via oral

MO M1 M2 valores de p*
Teste
Bioquimico
Média + DP Média + DP Média + DP MOvs M1 M1lvsM2 MOvs M2
ALT (UI/lL) 41,08+11,37 311,23 + 120,34 145,22 + 46,88 <0,0001 <0,0001 <0,0001
AST (UI/L) 34,45+11,62 192,96 +83,59 9545+ 39,42 <0,0001 <0,0001 <0,0001
ALP (UI/L) 25,52+7,16 203,08+84,73 78,95+52,96 <0,0001 <0,0001 <0,0001
GGT (UIlL) 6,16 £0,79 10,2 + 3,60 8,43 + 3,56 <0,0001 0,081 0,0054
Bilirrubina
total 0,69 £ 0,13 1,01 £ 0,16 0,94 £ 0,15 <0,0001 <0,0001 <0,0001
(mg/dl)
Proteina
total 6,54 + 0,50 6,83 + 0,81 7,23+0,72 0,1496 0,0414 <0,0001
(mg/dl)
Aégqlg}y{;a 293+0,27  2,85+0,45 297+0,38  0,3682 002547  0,6628

* Teste t para dados pareados, significancia p< 0,05

Na avaliagdo macroscépica da mucosa gastrica por meio de exame
de endoscopia verificou-se que a distensibilidade apresentou-se diminuida em
dois animais no MO, sem relacdo com o tratamento (Tabela 2). O téxico
comprometeu de forma discreta esta variavel com elevagéo do escore de zero

para 1 em 29,16% (7/24) dos animais (p=0,139), destes, 100% retornaram para
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Apds administracdo de CCl, verificou-se hiperemia em 62,5%

(15/24) dos animais (p=0,001), sete com escore 1 e oito com escore 2. Dos
quatro que apresentavam hiperemia com escore 1 no MO, trés cées
mantiveram a gravidade desta alteracdo e um desenvolveu a forma moderada,
escore 2 no M1l. Os quinze animais com a mucosa hiperémica no M1l
apresentaram menor classificacdo de escore no M2 (p=0,003), mesmo assim
seis deles ainda manifestavam hiperemia no M2.

Verificou-se edema em dois animais antes de receberem o toxico.
Apds a intoxicacdo 20,83% (5/24) dos caes desenvolveram esta alteracdo
(p=0,310), todos com escore 1. Estes mesmos cinco animais retornaram a
condicao normal no M2 (p=0,310) quando dois outros passaram a apresenta-la,
entretanto sem diferir do MO.

A friabilidade foi observada em apenas um animal apés
administracao de CCl, (p=0,317), o qual retornou a condigdo normal no M2. No
M1 a frequéncia de hemorragia foi de 29,16% (7/24), maior que no MO
(p=0,018). O escore 1 foi 0 mais frequente, 71,45% (5/7), somente dois animais
apresentaram hemorragia moderada, escore 2. Sete dias apés, no M2, os sete
animais ndo mais apresentavam essa alteracdo macroscoépica (p=0,018). No
MO e M2 nao foi observado nenhum caso de hemorragia.

Em 86,11% (62/72) das observacbes verificou-se que o estdmago
estava vazio. A presencga de conteudo gastrico foi observada em dois animais
no MO, ambos com quantidade discreta de alimento, escore 1, e ap6s a
administracdo do téxico esse parametro foi observado em 25% (6/24) dos
animais (p=0,142), dois com bile e quatro com alimento, todos com escore 1.
No M2 apenas dois animais apresentavam conteddo no estdmago,
representado por alimento, sem diferir do MO e M1 (p>0,05).

Ndo foram observadas palidez, erosdes, Ulceras e resisténcia

pilérica em nenhum animal nos trés momentos avaliados.
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as e mediana dos escores da distensibilidade,
hemorragia, erosao,
z— pilérica e conteudo gastrico avaliados por
endoscopla em cées higidos (Momento 0), 24 horas (Momento 1)
e sete dias (Momento 2) apds intoxicacdo por tetracloreto de
carbono via oral

Distensibilidade Hiperemia Edema
MO M1 M2 MO M1 M2 MO M1 M2
° 0 22 17 23 20 9 18 22 19 22
5 1 2 7 1 4 7 5 2 5 2
E 2 0 0 0 0 8 1 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mediana* 0 0 0 0 1 0 0 0 0
MO vs M1 0,139 0,001 0,310
p** M1 vs M2 0,059 0,003 0,310
MO vs M2 0,593 0,374 1,000
Friabilidade Palidez Hemorragia
° 0 24 23 24 24 24 24 24 17 24
5 1 0 1 0 0 0 0 0 5 0
@ 2 0 0 0 0 0 0 0 2 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MO vs M1 0,317 1,000 0,018
p  MlvsM2 0,317 1,000 0,018
MO vs M2 0,180 1,000 1,000
Eroséo / Ulcera Resisténcia pilérica Contelido gastrico
° 0 24 24 24 24 24 24 22 18 22
S 1 0 0 0 0 0 0 2 6 2
@ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MO vs M1 1,000 1,000 0,142
p  MlvsM2 1,000 1,000 0,207
MO vs M2 1,000 1,000 1,000

* Mediana dos escoresde 0 a3
**Teste de Wilcoxon, significancia p< 0,05

Os resultados das avaliagBes histolégicas estdo apresentados na

Tabela 3. Sete observacgdes de edema (Figura 1C) foram constatadas antes da

administracdo do toxico (MO0), distribuidas uniformemente nas regides géstricas

(p>0,05), sendo trés no antro, trés no corpo e uma no fundo, todas escore 1.

No M1 verificou-se edema em 62,5% (15/24) dos antros analisados (p=0,001),

doze apresentaram escore 1 e trés o escore 2. No corpo géstrico, a incidéncia

foi de 45,8% (11/24) (p=0,008), oito com escore 1 e trés com escore 2, € no

fundo de 33,3% (8/24) (p=0,038), todos com escore 1. ApGs o tratamento, o

edema foi mais frequente no antro que no fundo do estomago (p=0,023).
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Momento O Momento 1 Momento 2

., . p**
Variaveis Segmento Escore . Escore . Escore .
0 1 2 3 Mediana® —y o5 Mediana —go T 5 Mediana muGUoMI MIvs M2 MO vs M2

A 24 0 0 O 0 18 3 0 O 0 24 0 O 0 0 0,109 0,109 1,000

C 24 0 0 O 0 20 3 1 O 0 24 0 O 0 0 0,068 0,068 1,000

Lesédo F 24 0 0 O 0 22 2 0 0 0 24 0 0 0 0 0,180 0,180 1,000
Epitelial AvsC 1,000 0,361 1,000
p*** CvsF 1,000 0,225 1,000
AvsF 1,000 0,593 1,000

A 21. 3 0 O 0 9 12 3 O 1 21 3 0 0 0 0,001 0,003 1,000

C 21. 3 0 O 0 13 8 3 O 0 20 4 0 0 0 0,008 0,018 0,686

Edema F 21. 1. 0 o0 0 16 8 0 O 0 22 2 0 0 0 0,038 0,093 0,317
AvsC 1,000 0,414 0,686
p CvsF 0,361 0,154 0,361
AvsF 0,361 0,023 0,686

A 18 6 0 O 0 8 11 6 O 1 18 6 O 0 0 0,002 0,003 1,000

C 21. 3 0 O 0 6 12 6 O 1 19 5 0 0 0 0,0005 0,001 0,180

Hiperemia F 204 0 O 0 6 13 5 0 1 204 0 0 0 0,001 0,0004 1,000
AvsC 0,311 0,842 0,767
p CvsF 0,735 0,834 0,686
AvsF 0,529 0,955 0,575

A 24 0 0 O 0 15 9 0 O 0 23 1 0 0 0 0,008 0,012 0,317

C 24 0 0 O 0 15 6 3 O 0 23 1 0 0 0 0,008 0,012 0,317

Hemorragia F 24 0 0 o0 0 21, 3 0 0 0 24 0 0 0 0 0,109 0,109 1,000
AvsC 1,000 0,477 1,000
p CvsF 1,000 0,018 0,317
AvsF 1,000 0,126 0,317

A 24 0 0 O 0 18 5 1 0 0 24 0 O 0 0 0,028 0,028 1,000

Linfécitos e C 24 0 0 O 0 20 4 0 O 0 24 0 O 0 0 0,068 0,068 1,000

plasmocito F 24 0 0 O 0 22 2 0 0 0 24 0 0 0 0 0,180 0,180 1,000
s nalamina AvsC 1,000 0,225 1,000
prépria p CvsF 1,000 0,180 1,000
AvsF 1,000 0,116 1,000

* Mediana dos escores de 0 a 3; **Teste de Wilcoxon; *** Teste de McNemar; significAncia p< 0,05.
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mais se manifestaram no M2 (p=0,003), e as trés com pior escore evoluiram para
escore 1. No corpo, esta taxa de retorno a condicdo normal foi de 63,6% (7/11)
(p=0,018) e no fundo de 75,0% (6/8) (p=0,093).

FIGURA 1 - Fotomicrografia das regifes glandulares estudadas e principais
alteracbes histologicas verificadas em cées intoxicados com
tetracloreto de carbono por via oral. Coloragdo: HE. A) Regiéo
glandular pilérica normal (10x). B) Regi&o glandular fundica normal
(10x). C) Corpo gastrico com edema de escore 1 na lamina prépria
(20x). D) Antro géstrico com dilatagdo dos vasos sanguineos
periglandulares classificado como hiperemia de escore 1 (20x).

Observou-se no MO seis casos de hiperemia no antro (Figura 1D), trés
no corpo e quatro no fundo, todos com escore 1. No M1, a hiperemia foi verificada
em 70,8% (17/24) das amostras do antro (p=0,002), onze foram escore 1 e seis
escore 2; 75% (18/24) do corpo (p=0,0005), doze escore 1 e seis escore 2 e 75%
(18/24) do fundo (p=0,001), treze escore 1 e cinco escore 2. Nao houve diferenca
quanto a distribuicdo da hiperemia entre as regifes gastricas apds a intoxicacdo

(p>0,05). Em 17% (9/53) das observagcbes neste momento a hiperemia se
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tempo.

No M2 a frequéncia de hiperemia foi menor que no M1, no antro em
25% (6/24) das observacodes (p=0,003), no corpo em 20,8% (5/24) (p=0,001) e no
fundo em 16,6% (4/24) (p=0,0004). Trés animais que ndo desenvolveram esta
alteracdo no M1 a manifestaram no M2, mesmo assim estes momentos n&o
diferiram entre si (p>0,05).

Constatou-se vinte e duas observagbes de hemorragia (Figura 2A)
apos o tratamento, 37,5% (9/24) no antro (p=0,008), 41,6% (10/24) no corpo
(p=0,008) e 12,5% (3/24) no fundo (p=0,109), mais frequentes no corpo que no
fundo gastrico (p=0,018).

FIGURA 2 - Fotomicrografia das principais altera¢gdes histoldgicas verificadas em
cdes intoxicados com tetracloreto de carbono por via oral.
Coloracao: HE. Objetiva: 20x A) Corpo gastrico com hemorragia de
escore 2 na lamina prépria. B) Foliculos linfoides presentes na
lamina propria. C) Dilatagdo vascular e infiltracdo de linfécitos e
plasmacitos na lamina propria. D) Descontinuidade epitelial, edema
e hiperemia na lamina propria do corpo gastrico.
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dmais amostras desta e das demais regides foram classificadas em escore um.
Das observacdes no M1 88,9% (8/9) nao mais foram identificadas no M2 para o
antro (p=0,012) e corpo (p=0,012) gastricos. Os trés animais que no M1
apresentaram hemorragia no fundo (p=0,109) retornaram a condi¢do normal no
M2 (p=0,109). Os dois casos de hemorragia verificados no M2 ocorreram em
animais que a apresentaram em pior escore no M1.

O aumento do numero de linfécitos e plasmocitos na lamina propria
(Figura 2C) foi verificado em doze amostras ap0s o tratamento, distribuidos de
maneira uniforme entre as regides (p>0,005), sendo seis no antro (p=0,008),
quatro no corpo (p=0,068) e dois no fundo (p=0,180). Dessas observacdes, uma
foi de escore dois, no antro, as demais foram classificadas em escore um. No MO
e M2 néo foi observada esta alteragao.

Apds a intoxicacdo, M1, foram identificados raros foliculos linfoides
(Figura 2B) e linfocitos intraepiteliais, os quais ndo chegaram a representar
diferenca na comparagédo entre os momentos nem na distribuigédo entre as regides
gastricas (p>0,05). Nao se verificou atrofia e aumento do nimero de eosindfilos e

neutréfilos na lamina prépria em nenhum momento estudado.

Discussao

O aumento da atividade sérica enzimatica dos biomarcadores de
integridade de hepatécitos (ALT e AST, p<0,0001) e ductos biliares (ALP e GGT,
p<0,0001) observado apoés a intoxicagdo confirma que o tetracloreto de carbono
causou hepatite aguda de natureza hepatocelular e colestatica, semelhante ao
verificado por FERREIRA (1998) e SEN et al. (2005), que utilizaram metodologia
analoga para inducédo de lesdo hepética toxica céaes.

Concomitantemente a hepatite aguda, confirmada pelos achados
laboratoriais, verificou-se na avaliacdo gastroscopica e histolégica o predominio
de alteragBes de natureza circulatéria, como edema, hiperemia e hemorragia, que
se desenvolveram com discretos componentes inflamatorios, compativeis com a

sindrome gastrica que se manifesta na hipertenséo portal definida por PAPAZIAN
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O conjunto de alteracBes de natureza circulatodria identificadas por meio
das técnicas empregadas para estudo da mucosa gastrica neste estudo foram
suficientes para estabelecer o diagnostico de GPH, dispensando a mensuracao da
pressao portal, pois segundo McCORMACK et al. (1985) e QUINTERO et al.
(1987) ndo ha correlacéo entre gravidade da GPH e niveis de hipertenséo portal.

Os achados gastroscopicos de hiperemia e hemorragia observados
neste trabalho sdo simelhantes aos descritos por MCCORMACK et al. (1985) e
QUINTERO et al. (1987) para caracterizacdo endoscopica da GPH. No entanto,
em funcdo do carater agudo da agressdo hepdética, as alteracbes observadas
foram mais sutis que as descritas por THULUVATH et al. (2003), os quais
verificaram a presenca de areas avermelhadas ndo hemorragicas separadas por
mucosa aparentemente normal definidas como padrdo em mosaico, pele de cobra
ou estdmago em aspecto de “melancia” em pacientes cirroticos.

A técnica de endoscopia executada, descrita por SHERDING et al.
(1999), permitiu a avaliagcdo macroscopica das diferentes regides do estbmago dos
cdes. Na realizacdo da biopsia, seguindo a técnica descrita por CORDEIRO et al.
(2000), a unica dificuldade encontrada foi a limitacdo para a obtencdo de
fragmentos do fundo gastrico em func¢do da dificuldade de exposi¢do da pin¢a no
momento em que 0 endoscopico posicionava-se em retroflexdo. A alternativa
encontrada neste caso foi a realizacdo de uma pequena exposicdo da pinga
previamente a retroflexdo seguida de movimentacdo do conjunto pinca-
endoscopio em sentido oral. Este movimento auxiliou no contato da pinga com a
mucosa, em angulo de 90 graus, permitindo a penetragédo da pinca e remocéo dos
fragmentos de modo mais preciso.

O emprego da manobra complementar descrita e a utilizacdo de pinca
fenestrada oval de 2,3 mm se mostraram adequados para obtencdo de
fragmentos das diferentes regides do estdbmago dos caes para estudo histoldgico.
Segundo GUILFORD (2005) devido o pequeno tamanho da amostra, entre 2 mm
e 3 mm, € importante dispor de material afiado e boa técnica para obtencdo de
fragmentos de boa qualidade para exame histoldgico.
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aministragéo do toxico permite inferir que o toxico ndo causou retardo no
esvaziamento gastrico ou refluxo de contetdo biliar. Segundo HIRATA et al.
(2007) as principais consequéncias do atraso no esvaziamento géstrico e refluxo
de bile s&o respectivamente o0 risco aspiragdo pulmonar de vomito durante a
anestesia e ulceragdo gastrica pelos sais biliares, alteracdes néo verificadas neste
experimento.

Apdés a administracdo de CCls, além das alteracdes circulatorias,
observou-se infiltracdo de linfécitos e plasmadcitos na lamina propria de 25% (4/24)
dos animais (p=0,028), caracterizando gastrite linfocitico-plasmocitaria, em
consonancia com MISRA et al. (1990), que verificaram 42% de prevaléncia de
gastrite em pacientes porta-hipertensos. Por outro lado, os resultados obtidos
também contemplam a definicdo de PAPAZIAN et al. (1986), que se referiram a
GPH na auséncia de componentes inflamatérios importantes, uma vez que
observou-se infiltracdo de apenas um tipo celular, somente no antro gastrico, que
acometeu poucos animais e com predominancia de altera¢ges discretas.

A maior intensidade do edema no antro (p=0,023) e da hemorragia no
corpo géstrico (p=0,018) (Tabela 3) podem ser atribuidos a posicdo anatdmica
dessas regides, tendo em vista o posicionamento do animal durante a intoxicagéo,
decubito esternal com pescoco esticado para cima, e funcdo especifica de cada
segmento, respectivamente de acomodacdo do conteudo ingerido e
fracionamento mecanico do alimento (WILLARD, 2009), que favoreceram a
permanéncia do toxico por mais tempo nessas que correspondem as regides mais
baixas do 6rgéo.

Previamente a administracdo do toxico (MO), alguns animais ja
apresentavam edema e hiperemia (Tabela 3). Estas mesmas alteragcbes foram
verificadas no M2 em alguns individuos que ndo as apresentavam no ML.
Segundo DAY et al. (2008) estas séo alteracdes discretas, que podem ocorrer
como artefato de técnica ou traumatismo pela pin¢ca, que ndo contribuem para
caracterizacao do tipo de inflamacao, por isso ndo as incluem nos parametros
histologicos de avaliacdo da mucosa gastrointestinal.

Entretanto, seja como artefato de técnica ou de origem iatrogénica,

estas alteracbes seriam causas de variacdo para as quais se esperaria mesma
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maneira equivalente para evidenciacao de diferencas estatisticas, o que nao foi
verificado. Como as consequéncias das hepatites agudas sobre o estdbmago se
dao principalmente pelo comprometimento da circulacdo do 6rgdo (FARIAS-
SILVA et al.,, 2007), esperava-se que estas alteragBes circulatdrias fossem
bastante frequentes, como identificado, motivo pelo qual foram incluidas nos
parametros histologicos de avaliacdo da mucosa neste trabalho.

Assim, pode-se inferir que a associacdo das variaveis edema,
hiperemia e hemorragia aos parametros de avaliagdo histologica propostos por
DAY et al. (2008) permitiram a identificagdo de diferengcas mais sutis que aquelas
decorrentes da inflamacao e podem ser empregadas na avaliacdo de alteracdes
circulatérias da mucosa gastrica de caes.

De modo geral as alteracBes gastroscopicas e histologicas foram
identificadas apenas no dia seguinte a intoxicacdo, sugerindo que sete dias apos
a administracao via oral de tetracloreto de carbono aos cées a integridade da
mucosa apresentou-se equivalente a de animais higidos. Isso pode ser atribuido
ao carater agudo da intoxicacdo, sem persisténcia do agente agressor, e a rapida
reparacdo da mucosa gastrica, na qual o muco, restos celulares e plasma que
extravasam dos capilares da mucosa formam um tampé&o e impedem a exposi¢céo
da membrana basal ao acido; entre 30 e 60 minutos as células saudaveis vizinhas
se achatam e migram ao longo da membrana basal até se encontrarem para
formar novas juncgbes firmes e restabelecer a integridade do epitélio, processo
conhecido por restituicédo epitelial ( WALLACE & MA, 2001).

Entretanto, quando o agente causal persiste ou é muito agressivo a
restituicdo epitelial ndo é eficiente e evolui para erosdes e ulceragcdes com
proliferacao celular, ativacao de fibroblastos e angiogénese, processo conhecido
como regeneracdo. Nestes casos, a inflamacdo é patente e grande numero de
células inflamatorias esta presente (COELHO, 2001), o que nao foi constatado
neste estudo.

A conhecer a rapida reparacdo da mucosa géstrica, para identificacéo
dos efeitos causados pelo contato direto com o toxico seria imprescindivel a
realizacdo das avaliacbes gastroscopicas e histologicas minutos apés a
administracao do tetracloreto de carbono, o que néo foi realizado em funcdo dos
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de prorrogagdo do tempo anestésico nos animais intoxicados, o que elevaria o
risco de 6bito. Assim, ndo se pode dizer que ndo houve contribuicdo do contato
direto com o téxico para o desenvolvimento das alteracdes encontradas, a pesar
de BASU (2003) e RAO et al. (2006) atribuirem os principais efeitos toxicos aos

produtos do metabolismo do CCl, e ndo ao contato direto com a substancia.

Conclusodes

O tetracloreto de carbono administrado por via oral aos caes causa
alteracOes circulatérias difusas na mucosa gastrica, detectaveis a gastroscopia e

confirmadas por meio de exame histoldgico.
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HELICOBACTER SPP NA MUCOSA GASTRICA DE CAES

Resumo

As helicobactérias estdo envolvidas na génese das enfermidades gastricas no
homem, porém, em caes ainda ndo esta esclarecida esta participacéo. Por isso,
em ambas espécies, o conhecimento das particularidades das técnicas de
deteccdo destes micro-organismos se fazem importantes. Nesse sentido, o
objetivo deste estudo foi comparar a eficiéncia de trés técnicas em detectar
bactérias deste género nas regides do antro, corpo e fundo gastricos de caes.
Realizou-se gastroscopia em 24 cdes machos, adultos e em um Unico momento
experimental. Empregando a técnica de biopsia esfoliativa, colheu-se o muco e,
por biopsia incisional, colheram-se fragmentos da mucosa. O muco foi depositado
em laminas, fixado em metanol e corado por Giemsa. O teste rapido de urease
(TRU) foi realizado por meio da imersdao dos fragmentos em solucdo contendo
uréia como substrato e vermelho fenol como indicador de pH. Os cortes
histol6gicos foram corados por hematoxilina e eosina (HE), Giemsa (Gl) e Warthin-
Starry (WS). No antro géstrico os resultados da citologia discordaram (p<0,05) de
todas as outras técnicas e no corpo do estbmago apenas da coloragdo de HE
(p=0,016). Independente da regido gastrica, a prevaléncia foi maior ao exame
citolégico e a sensibilidade mais elevada no corte histolégico corado por WS.
Concluiu-se gue técnica mais eficiente € a citologia, seguida dos cortes corados
por Warthin-Starry, e a regido mais indicada para colheita dos espécimes é o

fundo gastrico.

Palavras-chave: citologia, urease, Warthin-Starry.
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DOGS GASTRIC MUCOSA

Abstract

The helicobacters are implicated in the genesis of gastric diseases in humans,
however, it's no clear in dogs. Therefore, in both species, the knowledge of
techniques peculiarities for detecting this agents are important. In this sense, the
goals of this study were to compare the effectiveness of three techniques for
detecting this bacteria genus in the regions of antrum, body and gastric fundus of
dogs. Gastroscopy was performed in 24 adult male dogs in a single experimental
point. Employing the technique of brushing, mucus was collected and, via
incisional biopsy, mucosa fragments were collected. The mucus was deposited on
slides, fixed in methanol and stained with Giemsa. The fast urease test (TRU) was
performed by the fragments immersion into a solution containing urea as substrate
and phenol red as a pH indicator. The histological sections were stained with
hematoxylin and eosin (HE), Giemsa (Gl) and Warthin-Starry (WS). In the gastric
antrum the cytology results differed (p<0.05) from all other techniques and in the
body of the stomach only the HE staining (p=0.016). Regardless of the gastric
region the prevalence was higher in cytology and the sensitivity higher in
histological sections stained with WS. It was concluded that the most effective
technique was the cytology and the most suitable region for specimen collection is
the fundus.

Keywords: cytology, urease, Warthin-Starry.
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O Helicobacter pylori (HP) € uma bactéria Gram negativa, do género
Helicobacter (Helicobacter spp - HSP), microaerdfila, moével, curva ou espiralada,
com quatro a seis flagelos terminais. Sua acao esta vinculada a grande producéo
de amilases, peptidases, fosfatases, fosfolipases e urease (LECOINDRE et al.,
2000; FLATLAND, 2002).

As bactérias desse género encontradas no estdbmago de caes e gatos
foram designadas inicialmente como Gastrospirillum hominis e atualmente como
Helicobacter heilmannii (HH). S&o bactérias espiraladas, com dimensdes entre 4 e
10 pm, portanto, maiores que HP, que medem entre 1,5 e 3 um (NEIGER &
SIMPSON, 2000).

De forma inédita, SHABESTARI et al. (2010) caracterizaram por meios
bioquimicos, morfolégicos e moleculares espécies atipicas e cultivdveis de
helicobactérias menores que 5 pm em caes, estreitando ainda mais as
possibilidades de identificacdo da infeccdo natural em caes por HP.

Comprovadamente, as bactérias do género Helicobacter participam na
génese das enfermidades géastricas no homem. Entretanto, a relagdo entre a
presenca desses microrganismos e o desenvolvimento de doencas gastricas
também no cdo, bem como a patogenia desse evento em ambas as espécies
ainda nao esta elucidado. Como certo, aponta-se o potencial zoonético, uma vez
que, estd confirmada a presenca de microrganismos gastricos com morfologia
semelhante no estdbmago de diversas espécies animais e maior taxa de
colonizagdo gastrica em cdes que possuem contato mais préximo com o homem
(CARVALHO et al., 2008; QUIROGA et al., 2009).

Diversas técnicas podem ser empregadas na deteccdo de bactérias do
género Helicobacter. As técnicas ndo invasivas envolvem a deteccdo de
anticorpos anti-Helicobacter no soro, suco gastrico, saliva, urina, cultura das fezes
e teste respiratdrio com uréia marcada com carbono 13 ou 14. As técnicas
invasivas, que dependem de endoscopia, possibilitam a realizagdo de citologia da
mucosa gastrica e obtencdo de fragmentos para isolamento em meios de cultura,
teste rapido de urease (TRU), exame histolégico e analise por meio de biologia
molecular (CUTLER et al., 1995; BRESLIN & O’'MORAIN, 1997).
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ANICH (2007), por apresentarem metodologias

mis simples e disponiveis, o TRU e a pesquisa das bactérias em cortes
histologicos sé@o frequentemente utilizados como exames de rotina em seres
humanos. Sob este prisma, CUSTODIO et al. (2005) complementam que em
pacientes com contraindicacdo a biopsia, a citologia gastrica € um método que
deve ser adicionado na rotina, por se tratar de uma técnica de execuc¢ao rapida e

minimamente invasiva que possibilita a pesquisa de bactérias.

MOSTAGHNI et al. (2008) demonstraram a eficiéncia do exame
citolégico em identificar helicobactérias ao comparar o teste de urease, a citologia
e a histologia corada por HE em 109 fragmentos de antro gastrico de pacientes
com dispepsia. Os autores verificaram que o teste de urease, a citologia e a
histologia, respectivamente, detectaram prevaléncias de 59%, 78% e 66%, e
sensibilidade de 72%, 95% e 80,5%.

Atualmente os animais de companhia sao valorizados como agentes de
transformacgéo psicoldgica e emocional em seres humanos, dessa forma, todos os
esforcos despendidos no sentido de prolongar e melhorar a qualidade de vida
desses animais se fazem relevantes. Além disso, deve-se considerar a
importancia que os aspectos zoondticos adquirem em decorréncia dessa estreita
relagé@o e o escasso conhecimento das particularidades das diferentes técnicas de
diagndstico da helicobacteriose, que possui reconhecido potencial zoonético
(QUIROGA et al., 2009).

Assim, este trabalho tem por objetivo verificar a técnica mais eficiente
em detectar bactérias do género Helicobacter no estbmago de cées, por meio da
comparacao dos métodos citologico, teste rapido de urease e cortes histolégicos
corados por HE, Giemsa e Warthin-Starry, além de identificar a regido anatbmica
mais indicada para a colheita de amostras.
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Animais

As atividades experimentais foram realizadas nas dependéncias da
Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goias
(UFG), obedecendo aos preceitos éticos em experimentacdo animal normatizados
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), apds
aprovacdo pelo Comité de Etica na Experimentacdo em Animais da Pro-Reitoria

de Pesquisa e Pds-graduacéo da UFG, protocolo de numero 164/2009.

Foram utilizados 24 cdes machos adultos, mesticos, com peso médio
de 15 + 6,2 kg, os quais, ao final do estudo, foram encaminhados para adocé&o.
Os animais foram alojados em baias individuais e receberam ragao balanceada e
agua ad libitum. Durante este periodo foram submetidos as medidas profilaticas
de desverminagdo, vacinagao e controle de ectoparasitas. A higidez foi testada
por meio de exames clinicos e laboratoriais (hemograma, urinalise, exames

parasitolégicos e bioquimicos).

Delineamento experimental

Constatada a higidez, os animais foram submetidos em um dnico
momento ao exame de gastroscopia para a colheita de muco, por biopsia
esfoliativa, e de fragmentos da mucosa, via biopsia incisional, das regides do
antro, corpo e fundo. O material obtido por escovacao foi utilizado para os exames
de citologia e os fragmentos de mucosa para o teste rapido de urease e pesquisa
de Helicobacter spp em cortes histolégicos corados por hematoxilina e eosina,
Giemsa e Warthin-Starry.

O exame citologico foi estabelecido como padrao-ouro, pois, segundo
FLATLAND (2002), € um exame que permite a visualizagdo direta das bactérias de
um microambiente normalmente n&o colonizado por outros agentes de

caracteristicas morfologicas semelhantes.
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Os caes foram submetidos a jejum prévio de 24 horas. A pré-anestesia
foi realizada com 0,15 mg/kg de midazolam (Dormonid® - Roche — Jaguaré — SP),
a inducdo anestésica com 5mg/kg de propofol (Profolen® - Blausiegel — Cotia -
SP) e a manutencdo com isoflurano a 2,5% (Isoflurane® - Cristdlia — Itapira — SP).
Durante o procedimento o0s animais tiveram as frequéncias cardiaca e
respiratéria, o tragado eletrocardiogréafico e a saturacdo de gases acompanhados
instantaneamente por meio do monitor Inmaxvet® (Instramed — Porto Alegre —
RS).

Sob anestesia geral, os animais foram posicionados em decubito lateral
esquerdo, com a cabeca e 0 pescoco estendidos e a boca mantida aberta com
abridor de bocas. Precedendo a introdugdo do endoscoépio, o tubo de insergédo foi
lubrificado com uma fina camada de gel de lidocaina a 2% (Lidogel® - Neo quimica
— Anapolis - GO). Em seguida, os equipamentos utilizados foram fibrogastroscopio
(FG 29v® - Pentax — China) com um metro de comprimento, 9,8mm de diametro,
com canal de succ¢éo e biopsia de 2,8 milimetros, acoplado a aspirador cirdrgico
(Aspira Max®- NS Industrial — S&0 Paulo - SP), insuflador e fonte de luz halégena
de 250 watts (Ferrari Medical®- S&o Paulo - SP), pinca de biopsia fenestrada oval
de 2,3 milimetros com agulha (Ferrari Medical®- S3o Paulo - SP) e escova de
citologia (Medi-Globe® - GmbH - Alemanha).

O endoscopio foi direcionado ao longo da orofaringe e guiado
dorsalmente ao tubo endotragueal. Apdés passagem pelo esfincter esofagico,
percorreu-se o es6fago insuflado até a transposicdo do céardia e a entrada no
estbmago. Apos insuflacdo, foi visualizado o corpo do estdbmago e deslizou-se 0
equipamento ao longo da curvatura maior até o antro e piloro, onde se procedeu
a manobra de retroflexdo para a observacdo do cardia, curvatura menor e fundo
gastrico, como orientado por SHERDING et al. (1999) e CORDEIRO et al. (2000).

Apoés realizacdo das biopsias aspirava-se o ar insuflado no estbmago e
procedia-se a remocao do equipamento. Ao final de cada procedimento
endoscépico a limpeza do aparelho, pingas de biopsia (Figura 1A) e escovas de
citologia (Figura 1B) foi efetuada com detergente enzimatico (Ecosime® -

Lenzafarm — Belo Horizonte - MG) e a desinfec¢do com glutaraldeido a 2,4%
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José do Rio Preto — SP) por trinta minutos, como

recomendado por HOEFEL (2002).

FIGURA 1 — Pincas empregadas para realizacdo das biopsias gastricas. A) Pinca
de biopsia incisional com fragmento de mucosa na extremidade da
agulha. B) Escova de citologia posicionada sobre Iamina histolégica
de vidro.

Exame de citologia

Apds a varredura macroscopica inicial, que teve por objetivo evitar
areas que eventualmente pudessem apresentar algum comprometimento, o
equipamento foi justaposicionado sobre cada uma das trés regides para a colheita
de muco. Com a escova guardada no interior do cateter de teflon, fazia-se com que
toda a extensdo da pinca percorresse o canal de biopsia, até sair na extremidade
distal, para entdo expor a escova e arrasta-la suavemente contra a parede gastrica.
Em seguida, recolhia-se a escova para o interior do cateter e procedia-se a retirada
da pinca do endoscoépio, como orientado por HAPPONEN et al. (1996).

Apés ser retirada do equipamento, a escova de citologia foi exposta e
friccionada contra laminas histologicas de vidro, que foram secadas, fixadas no
metanol e coradas por Giemsa. A avaliacao foi realizada em microscopio éptico, a
objetiva de 100x, sob imersédo, e compreendeu a pesquisa das bactérias em dez
campos, como orientado por HAPPONEN et al. (1996). Os resultados foram
classificados de acordo com a auséncia ou presenca em negativo (Figura 2A) ou

positivo (Figura 2B).


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

use period has ended. 62
Thank you for using
PDF Complete.

20 pm

FIGURA 2 - Fotomicrografia do muco corado por Giemsa. Objetiva: 100x. A)
Exame citolégico negativo — muco ndo colonizado. B) Resultado
positivo — muco com helicobactérias.

Teste r4pido de urease

Os fragmentos das diferentes regides do estébmago, incluindo antro,
corpo e fundo, foram colhidos apés a realizagdo do escovado gastrico, evitando-
se, dessa forma, que o sangramento resultante da biopsia incisional interferisse
na pesquisa das bactérias por citologia.

Durante a colheita dos fragmentos a pinca foi introduzida pelo canal de
biopsia do endoscopio e exposta na cavidade géstrica. Assim que aberta foi
empurrada contra a parede gastrica e, em seguida, fechada para apreender o
fragmento. Em ato continuo, a pinca com a amostra foi recolhida, passando
novamente pelo canal de biopsia até o exterior. Os procedimentos seguiram as
orientacdes de SHERDING et al. (1999).

Foram colhidos trés fragmento de cada regido. Com o auxilio de uma
agulha, os fragmentos da mucosa géstrica foram removidos da pinca de biopsia e
disponibilizados para cada tipo de exame a ser realizado. Os fragmentos
destinados ao TRU foram imersos em solugédo contendo uréia como substrato e
vermelho fenol como indicador de pH (Farmacia Artesanal® — Goiania - GO).
Aqueles que apresentaram viragem da cor da solugdo do amarelo para o
avermelhado, resultante da degradacdo da uréia pela urease bacteriana, foram
classificados como positivos e 0s que permaneceram inalterados em negativos

(Figura 3). A leitura da viragem foi realizada 24 horas apd6s a imersdo do
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BROWN & PEURA (1993), sdo observados 98% dos resultados positivos.

FIGURA 3 - Teste rapido de urease. Resultado
negativo a esquerda e positivo a direita.

Pesquisa de Helicobacter spp em cortes histolégicos

Os demais fragmentos obtidos por biopsia incisional foram revestidos
em papel absorvente e imersos em formalina tamponada a 10%, por 24 horas, e
depois mantidos em alcool 70% até o momento do processamento. Cortes
histol6gicos de 5um foram confeccionados utilizando micrétomo rotativo e, em
seguida, distendidos sobre laminas histolégicas de extremidade fosca. Os
fragmentos foram corados por hematoxilina e eosina (HE), Giemsa (GI) e Warthin-
Starry (WS) (Figura 4). Em seguida, foram cobertos com resina sintética e laminula

histolégica para a avaliagdo em microscopio Optico, a objetiva de 100x, sob

imersao.
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FIGURA 4 — Fotomicrografia de cortes histoldgicos da fovéola gastrica colonizada
por helicobacterias. Objetiva: 100x. A) Coloragdo de HE. B)
Coloracao de GIEMSA. C) Coloragao de Warthin-Starry.

Devido a qualidade de identificacdo do agente, a densidade de
colonizagdo (DC) bacteriana foi determinada a partir da avaliagdo do corte
histolégico corado por WS sendo atribuidos escores a escala de imagem semi-
guantitativa proposta por HAPPONEN et al. (1998), em que o escore zero refere-
se a auséncia de bactérias, um a presenca discreta, dois a moderada e trés a

acentuada (Figura 5).

FIGURA 5 — Fotomicrografia de cortes histologicos corados por Warthin-Starry.
Objetiva: 100x. A) Auséncia de helicobactérias. B) Presenca
discreta de helicobactérias (escore 1). C) Presenca moderada de
helicobactérias (escore 2). D) Presenca acentuada de
helicobactérias (escore 3).
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Os dados obtidos foram avaliados quanto a normalidade por meio do
teste de Kolmogorov-Smirnov e apresentados na forma de tabelas. A discordancia
entre os resultados dos exames de citologia, TRU e cortes histoldgicos corados
por HE, Gl e WS, nas regifes do antro, corpo e fundo gastricos foram avaliados
por meio do teste de McNemar. As médias dos escores da densidade de
colonizagéo foram comparadas por meio do teste de Wilcoxon. A sensibilidade foi
calculada a partir da divisdo do numero de observacdes verdadeiramente
positivas sobre o somatério do nimero de observacgfes verdadeiramente positivas
mais as falso negativas, como orientado por FLETCHER et al. (1991).

Todos os testes estatisticos seguiram as orientagbes de MONTEIRO
FILHO (2004) e o tratamento dos dados foi realizado com o emprego de programa
computacional (Biostat 5.3° - Tefé - AM) para 0o Windows XP, considerando-se o
nivel de significancia de 5%.

Resultados

Por meio da avaliacdo de discordancia (Tabela 1) verificou-se que, no
antro gastrico, a citologia discordou do TRU em 62,5% (15/24; p=0,007) das
avaliacdes. Em relagcdo a coloracdo de HE a discordancia foi de 66,6% (16/24;
p=0,004) a de GlI, de 45,8% (11/24; p=0,012), e na comparac¢do com a de WS foi
de 41,6 % (10/24; p=0,021). No corpo do estbmago, apesar da concordancia em
17 avaliagbes, foram observados sete resultados positivos na citologia que nao
foram detectados por meio do TRU (p=0,016).
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- pesquisa de Helicobacter spp em cortes
hlstologlcos corados por hematoxilina e eosina (HE), Giemsa (Gl) e

Warthin-Starry (WS) nas regides do antro, corpo e fundo do
estdmago de caes

. A Antro Corpo Fundo
Exame/Discordancia TRU
+ - p* + - p + - p
+ 1 6 16 0 19 1
HE ) 6 11 1,000 3 5 0,250 3 1 0,625
+ 5 4 18 1 21 1
Gl ) 5 13 0,687 1 4 1,000 1 1 1,000
+ 4 6 18 0 22 2
WS ) 3 11 0,507 1 5 1,000 0 0 0,500
+ 5 13 18 4 22 2
CITOLOGIA ) 5 4 0,007 1 1 0,375 0 0 0,500
HE
+ 2 7 15 4 20 2
Gl ) 5 10 0,774 0 5 0,125 0 > 0,500
+ 4 6 15 4 20 4
WS ) 3 11 0,507 0 5 0,125 0 0 0,125
+ 5 14 15 7 20 4
CITOLOGIA ) 5 3 0,004 0 2 0,016 0 0 0,125
Gl
+ 5 5 17 2 22 2
WS ) 4 10 1,000 > 3 1,000 0 0 0,500
+ 8 10 17 5 22 2
CITOLOGIA ) 1 5 0,012 2 0 0,453 0 0 0,555
WS
+ 9 9 19 3 24 0
CITOLOGIA ) 1 5 0,021 0 5 0,250 0 0 1,000

* Teste de McNemar, significancia p< 0,05.

A eficiéncia do exame de citologia foi maior que a do TRU e dos cortes
histolégicos corados por HE, GI e WS em detectar bactérias do género
Helicobacter na mucosa gastrica dos cées, sendo de 75,00% (18/24) no antro,
91,66% (22/24) no corpo e 100% (24/24) no fundo gastrico (Tabela 2). A
sensibilidade do corte histolégico corado por WS foi maior que dos demais testes
em detectar os micro-organismoss, sendo de 50,00%, 86,36% e 100%,
respectivamente, para antro, corpo e fundo do estdmago.
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S exames de citologia, teste rapido de urease
(TRU) e pesquisa de Helicobacter spp em cortes histolégicos corados
por hematoxilina e eosina (HE), Giemsa (Gl) e Warthin-Starry (WS)
nas regides do antro, corpo e fundo do estdbmago de caes

Antro
DC Citologia TRU HE Gl WS
0 0 2 2 1 0
1 8 0 0 2 2
2 8 3 4 4 6
3 2 2 1 2 2
Prevaléncia (%) 18 (75,00) 7 (29,16) 7 (29,16) 9 (37,50) 10 (41,66)
Sensibilidade* (%) nc** 27,77 26,31 44,44 50,00
Corpo
0 0 0 0 0 0
1 1 1 0 2 1
2 8 5 5 5 5
3 13 14 11 12 13
Prevaléncia (%) 22 (91,66) 20 (83,33) 16 (66,66) 19 (70,16) 19 (70,16)
Sensibilidade (%) nc 81,81 68,18 72,27 86,36
Fundo
0 0 0 0 0 0
1 4 3 0 2 4
2 5 4 5 5 5
3 15 15 15 15 15
Prevaléncia (%) 24 (100) 22 (91,66) 20 (83,33) 22 (91,66) 24 (100)
Sensibilidade (%) nc 91,66 83,33 91,66 100

*Calculada a partir da férmula: verdadeiro positivo/verdadeiro positivo+falso negativo
** nc = ndo comparado

No antro gastrico constatou-se 0 maior ndmero de animais com
densidade de colonizagéo escore zero (DC0=25,0%; 6/24). Além disso, verificou-
se 0 menor numero de observagdes na DC escore trés (DC3=8,4%; 2/24) (Tabela
3). Diversamente, nas regides de corpo e fundo nenhum animal apresentou DC
zero e 0 maior numero de observacdes foi na DC escore 3, sendo
respectivamente, DC3=54,2% (13/24) e DC3=62,5% (15/24). A densidade média
de colonizacdo (DMC) do antro foi de 1,25 + 0,94, sendo menor quando
comparada a DMC no corpo (2,41 + 0,71; p=0,0004) e fundo (2,45 + 0,77;
p=0,0003) do estbmago.
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e colonizacdo (DMC) e desvios padrdo (DP) dos
ade de colonizagéo (DC) por Helicobacter spp no
antro (A), corpo (C) e fundo (F) géstrico de caes verificados em corte
histolégico corado por WS

Antro Corpo Fundo
DC
N* (%) N x DC N (%) N x DC N (%) N x DC
0 6 (25,0) 0 0 (0,0) 0 0 (0,0) 0
1 8 (33,3) 8 3(12,5) 3 4 (16,7) 4
2 8 (33,3) 16 8 (33,3) 16 5 (20,8) 10
3 2 (8,4) 6 13 (54,2) 39 15 (62,5) 45
DMC = DP 1,25 + 0,94° 2,41 +0,71° 2,45+ 0,77
Avs C 0,0004
Contrastes** CvsF 0,824
AvsF 0,0003

*N= numero de animais
**Teste de Wilcoxon, significancia p< 0,05.

Discussao

A técnica de colheita de muco por meio da friccdo da escova de
citologia contra a parede do estdmago, como orientado por HAPPONEN et al.
(1996), e empregado neste estudo, se mostrou exequivel e permitiu a obtencdo de
amostra das regides do antro, corpo e fundo gastricos com minima agressao
tecidual, como postulado por CUSTODIO et al. (2005), uma vez que ndo foram
observados alteracdes macroscopicas como hiperemia e hemorragia da mucosa
imediatamente apos a realizacdo do procedimento.

Por outro lado, observou-se que quando a escova era recolhida para o
interior do cateter, parte do material colhido que ficava sobre as cerdas era
removido pelas bordas da extremidade distal do cateter, o que demandou a
repeticdo da exposicéo e friccdo da escova na mucosa por duas a trés vezes para
a obtencdo de quantidade suficiente de amostra. Com o desgaste das escovas ao
longo do experimento, pelo uso e realizagdo dos procedimentos de limpeza e
desinfecgéo, observou-se desprendimento das cerdas e exposi¢cdo do fio metélico
trancado que as prendia. Nessas condi¢des, ao contrario do que se esperava,
verificou-se a obten¢cdo de maiores quantidades de muco, sugerindo a necessidade
de estudo e desenvolvimento de materiais mais apropriados para esta finalidade.
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atribuico de escores numeéricos aos parametros qualitativos de avaliagdo da

densidade de colonizacdo bacteriana permitiu a comparacdo de médias e
evidenciacdo das diferencas entre as regibes gastricas. Dessa forma, esta
insercdo de escores apresenta-se como uma possibilidade para estudos de
avaliacdo da densidade de colonizacdo por helicobactérias na mucosa gastrica de
caes.

A maior eficiéncia da técnica de citologia em detectar bactérias do
género Helicobacter constatada neste estudo estd em consonancia com o obtido
por MOSTAGHNI et al. (2008) ao compara-la com o TRU e cortes histolégicos
corados por HE em pacientes humanos dispépticos. Somado a isso a auséncia de
alteracbes macroscopicas seguidas a realizacdo do exame e a possibilidade de
diagndstico rapido e acompanhamento de lesdes gastrointestinais (CONRAD et
al.,, 2012), pode se dizer que € uma técnica cujo emprego também se faz
relevante na rotina endoscopica de cées, como CUSTODIO (2005) recomenda
para pacientes humanos.

A discordancia verificada entre a citologia e os demais testes (Tabela
1), principalmente no antro gastrico, pode ser atribuida a baixa sensibilidade do
TRU (29,16%) e aos cortes histolégicos corados por HE (26,31%), Gl (44,44%) e
WS (50,00%) (Tabela 2) em detectar os micro-organismos em baixas DMC. Esta
observacédo pbéde ser comprovada quando verificou-se no antro gastrico a menor
DMC (1,25 + 0,94) na comparagao com a DMC do corpo (p=0,0004) e fundo do
estdmago (p=0,0003) (Tabela 3).

Segundo FLETCHER et al. (1991), incidéncia de falso negativos é
elevada quando a sensibilidade do teste € baixa. No TRU, estes resultados s&o
verificados nos pacientes com hemorragia digestiva, em uso de inibidores da
bomba de prétons e apos tratamento com antibiéticos, condicbes néo verificadas
no presente estudo. No entanto, a ampla distribuicdo da bactéria associada a
baixa densidade de colonizacdo podem nao ter compreendido o minimo de 10*
micro-organismos necessarios para tornar o teste positivo, valor definido por
MEGRAUD (2003). A histologia, resultados falso-negativos podem ter ocorrido por
interferéncia da qualidade das amostras de biopsia, baixa concentracdo de
bactérias e distribuicdo irregular na superficie epitelial (KHULUSI et al., 1995).
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rei6es gastricas se assemelham a distribuicdo de helicobactérias identificadas
por VIEIRA (2004), que constatou, por meio do TRU em caes necropsiados, maior
namero de reacdes fortemente positivas no corpo e fundo do estébmago,
sugerindo que, quanto maior o0 nimero de micro-organismoss na amostra maior a
producéo de amonia para a revelacdo do teste, o que determinou a viragem de
cor nestas regides em até trés horas.

As prevaléncias obtidas para o TRU e avaliagdo histolégica corada por
HE foram semelhantes as verificadas por MOUTINHO (2007), o qual obteve
nestes testes frequéncias respectivas de 22% e 26% no antro, 88% e 62% no
corpo e 90% e 82% no fundo géastrico. SOUZA et al. (2004) obtiveram prevaléncia
de 99% em ambos o0s testes em cades recém chegados ao biotério, sem
particularizar a regido gastrica. Os autores atribuiram a elevada prevaléncia a
ingestdo de alimentos deteriorados e, ao convivio dos animais com pessoas de
baixo padrao sécio-econdmico previamente a chegada ao biotério.

PRACHASILPCHAI et al. (2007) verificaram prevaléncias de HSP no
estbmago de caes submetidos a necropsia de 17,3%, 46,7%, 30,7% e 10,7%,
respectivamente, para exames histolégico corado por HE, WS, imunoistoquimica
e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Nao foi identificadas diferencas entre
PCR - WS e PCR - IHC, o que foi atribuido a inadequada qualidade do espécime
de biopsia. Ainda assim, como no presente estudo, a identificagcdo por WS se
mostrou mais sensivel que por HE.

O maior indice de positividade da histologia corada por WS nas trés
regides gastricas pode ser atribuido a metodologia do teste, que evidencia de cor
escura, devido a impregnacao por prata, as bactérias presentes no tecido, que se
cora em amarelo ou marrom-claro (PIRES, 2004), facilitando a identificagdo dos
micro-organismos.

A despeito de WRIGHT & KELLY (2006) n&o indicarem a utilizacdo de
coloracéo especial para a pesquisa de HP, verificou-se no presente estudo que
para a pesquisa de bactérias do género Helicobacter no estbmago de cées a
prevaléncia e sensibilidade de detec¢édo a histologia corada por WS e Gl foram
superiores aquelas para HE nas trés regides gastricas, concordando com
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Conclusao

A técnica de citologia é a mais eficiente em detectar a presenca de
bactérias do género Helicobacter na mucosa géastrica de cées, seguida da
histologia corada por Warthin-Starry. Independente da técnica empregada, o0s
espécimes devem ser colhidos na regido do fundo géstrico.
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=S FINAIS

Dentre suas diversas indica¢gdes, no presente estudo a endoscopia foi
empregada como recurso de investigacdo direta das caracteristicas da mucosa e
do limen gastrico, e ainda possibilitou a obtencdo de espécimes teciduais para
posterior complementacdo da investigacdo em nivel laboratorial e elucidacdo do
diagnostico, sem incrementar riscos ao procedimento anestésico, demonstrando
sua seguranca e inimeras aplicabilidades.

Entretanto, por se tratar de uma técnica relativamente nova, introduzida
na medicina veterindria nos anos setenta, aplicada inicialmente na medicina
equina e passando a ser utilizada em pequenos animais apenas nos anos oitenta,
verifica-se ainda elevado custo de aquisicdo e manutencdo do equipamento e
acessorios e desconhecimento das principais indica¢des da técnica.

A auséncia de trabalhos com parametros padronizados de avaliagéo
macroscopica e histolégica, como empregado neste estudo, a partir das recentes
orientacbes do Grupo de Padronizacdo Gastrointestinal Internacional da
Associacdo Mundial de Veterinarios de Pequenos Animais, bem como a auséncia
de estudos acerca das repercussdes gastricas da administracdo do tetracloreto de
carbono as espécies de laboratorio, independente da via de administracao,
dificultaram a discussdo e o estabelecimento de comparacdes, por outro lado
permitiram o ineditismo exigido pelo curso em questao.

Para o conhecimento dos efeitos do contato direto do téxico com a
mucosa seria imprescindivel a realizagdo das avaliacbes gastroscopicas e
histologicas minutos apos a administragdo do tetracloreto de carbono. Por outro
lado, para a elucidacdo da repercusséo isolada da hepatite aguda sobre a
mucosa gastrica seria necesséria a introducdo do toxico no organismo por outras
vias de administracéo. Desta forma, a quantificacdo da contribuicdo individual de
cada uma dessas vias para a manifestacdo das alteracBes gastroscépicas e
histolégicas observadas compreende tema para estudos futuros.

Além disso, a complexa patogénese das gastropatias que se
desenvolvem na insuficiéncia hepatica esta associada a outros mecanismos que
se manifestam de forma concomitante, como 0 aumento da secre¢do &cida

gastrica por diminuicdo da degradacdo hepética de gastrina e histamina, que
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alteracbes por contato direto com o toxico e secundaria a hepatite. Portanto,
também precisam ser consideradas e elucidadas.

Para a pesquisa de bactérias do género Helicobacter nas regiées do
antro, corpo e fundo gastricos dos cées a técnica de citologia se mostrou a mais
eficiente. Considerando ainda a facilidade de execucado da técnica, baixo custo de
aquisicdo da pinga-escova e disponibilidade de laboratorios para processamento
e leitura das laminas, sdo fatores que favorecem sua inclusdo na rotina de
exames para a detec¢cdo desses micro-organismos na mucosa gastrica de caes.

Na comparacgdo entre o TRU e cortes histologicos corados verificou-se
gue os cortes corados por Warthin-Starry se apresentarou como técnica mais
sensivel, porém, por se tratar de um método especialmente laborioso, de custo
mais elevado e que propicia resultado semelhante ao obtido com o emprego de
técnica de execugdo mais simples, a citologia, atualmente ndo é realizada como
exame de rotina. Entretanto, sua superioridade em relacdo as outras técnicas e
potencial zoondtico do agente por ela identificado justificam seu emprego,
especialmente nas ocasides em que a obtencao de fragmentos de biopsia para
realizacdo de estudo morfolégico se fizer indispensével.

O conhecimento das técnicas de deteccdo de helicobactérias
empregadas no presente estudo propiciardo ou colaborardo para adequada
conduta diagndstica se comprovada a relacdo entre a presenca desses micro-
organismos e o desenvolvimento de doenca gastrica na espécie canina e se
identificada infeccdo natural em cées por cepas até entdo patogénicas apenas
para o homem, o que € eminente, a saber da recente identificacdo de pequenas
helicobactérias no estbmago de cées e a comprovacao de maiores densidade de
colonizacdo nos cdes de contato mais proximo de seus proprietarios.

Ao final, acreditamos ter contribuido com novas informacdes
notadamente relacionadas a repercussdo gastrica da administracdo oral de
tetracloreto de carbono a cées, aplicagdo da técnica de citologia a animais desta
espécie, identificagcdo da técnica mais sensivel em detectar a presenca de
helicobatérias na mucosa gastrica desses animais e divulgacdo e demonstracéo
das vantagens e versatilidade da técnica de endoscopia, motivando seu emprego

na rotina como exame complementar de investigacao do trato gastrointestinal.
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