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1. RESUMEN

El sindrome ulcerativo gastrico equino (SUGE) es una entidad multifactorial
que afecta el estbmago de equinos, ocasionando desde lesiones superficiales
de la mucosa hasta Ulceras profundas que comprometen la integridad del
mismo. La aparicion de SUGE ha sido asociada a factores como el tiempo de
estabulacion, el suministro de concentrado, el ejercicio, el estrés, uso de AINEs
y microbiota (helicobacteriosis). Objetivo: Caracterizar la presentacion de
SUGE en una poblacion de caballos del Valle de Aburrd y municipios aledafios,
y determinar la presencia de Helicobacter spp. en la mucosa gastrica y su
asociacion con el sindrome. Métodos: Fueron evaluados 103 caballos con
peso corporal de 347,7 = 61,8 Kg/pv, edad 9 4,9 afios, de ambos sexos, tanto
en pastoreo como estabulados, de razas diversas. Se realizé es6fago-gastro-
duodenoscopia. A través del endoscopio fueron tomadas muestras de las
diferentes porciones del estbmago y fueron sometidas a pruebas rapidas de
ureasa (PRU), ademas de ser conservadas para analisis histopatologico.
Adicionalmente, se adaptdé y aplico la prueba del aliento (UBT). Fueron
obtenidos datos de habitat y condiciones de manejo directamente del cuidador
de cada animal. Se realiz6 estadistica descriptiva, analisis de asociacion y
regresion logistica. Resultados: ElI 69% de los animales estudiados
presentaron al menos una lesidn gastrica, 22.3% de los individuos presentaron
lesiones en la mucosa escamosa, 39.2% en el Margo plicatus (MP) y 48.9% en
la mucosa glandular y antro pilérico. Las pruebas de deteccion de actividad
ureasa resultaron poco sensibles, tanto PRU como UBT. Se encontré que la
dieta es un factor asociado a la presentacién de ulceras grado =2 (severidad)
para mucosa escamosa (p=0.003). Con relacién a la ulceracion en MP se
encontré que el suministro de concentrado esta asociado (p=0.032), ademas la
dieta “forraje + concentrado” esta fuertemente relacionada con la aparicién de
estas lesiones tanto en mucosa escamosa como en MP (p=0.003).
Conclusion: El SUGE se encuentra en la poblacion equina estudiada con una

frecuencia del 69%, su presentacion se distribuye entre las mucosas escamosa
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y glandular en porcentajes relevantes. Adicionalmente se determiné que la
presencia de concentrado en la dieta es un factor critico para el desarrollo de
Ulceras en estas dos porciones gastricas. No pudo ser establecida la
correspondencia entre las pruebas de actividad ureasa y la presencia de
Helicobacter spp., ademas de su relacion con SUGE. Se requiere de
diagnéstico molecular para determinar presencia de Helicobacter spp. y su

asociacion con las lesiones ulcerativas del estdmago.
Summary

The Equine Gastric Ulcer Syndrome (EGUS) is a multifactorial entity that
affects equine stomach; EGUS produces superficial lesions to deep ulcers in
the mucosal layer, which involve loosing of stomach integrity. EGUS has been
associated to duration of confinement, grain supplement, exercise, stress, non-
steroidal anti-inflammatory drugs supply and microbiome of stomach
(Helicobacter). Objective: To characterize the presentation of EGUS in a
population of horses in Medellin and close towns, additionally, to determine the
presence of Helicobacter spp. in the mucosal layer of the stomach of those
animals, and the association with EGUS. Methods: 103 horses with a corporal
weight of 347.7 + 61.8 Kg, mean of age 9 +4,9 years old, both gender, were
evaluated. Animals were confined or maintained at pasture. Gastric endoscopy
was performed at each horse. Gastric biopsies were obtained through
endoscopy and submitted to rapid urease test (RUT) and histopathological
analysis. Additionally, environmental and management information of the
studied population was obtained from handlers. Logistic regression, descriptive
statistics and association analysis were performed. Results: The frequency of
EGUS in a whole population was 69%, 22.3% of affected animals presented
squamous gastric lesions, 39.2% at Margo plicatus, and 48.9% at glandular
mucosa and pyloric antrum. Tests for urease activity detection had low
sensitivity. Diet was found an associated factor in relation with squamous
gastric ulcer grade 22 (severity) (p=0.003). Grain supply was associated with

Margo plicatus ulceration grade =2 (severity) (p=0.032). Diet “forage + grain”
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was strongly associated with gastric lesions in squamous and MP portions
(p=0.003). Conclusion: Frequency of EGUS in the equine studied population
was 69%, its distribution was at squamous and glandular mucosal as well.
Additionally, was determined the diet like critical factor for development of
gastric ulcers at both portions. Tests for urease activity did not show
correspondence with Helicobacter-like bacteria presence or EGUS. Is required
molecular diagnosis of Helicobacter spp. to determine its presence and the

association with EGUS.
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2. INTRODUCCION

El sindrome ulcerativo gastrico equino (SUGE), es una entidad multicausal que
afecta el estbmago del caballo. Su amplia variedad de presentacion hace complejo
su estudio, tratamiento y control. Este sindrome representa pérdidas econémicas y
disminucion silenciosa del rendimiento fisico de los caballos afectados, ademas de
ser una de las complicaciones hospitalarias mas comunes. El abanico de teorias
acerca de la etiologia del SUGE es amplio, desde la erosion quimica causada por
el acido clorhidrico, las alteraciones en la homeostasis ionica de las células
epiteliales, e inclusive las interacciones microbianas que afectan el mantenimiento
del pH intragastrico. Algunos autores afirman que al constituir varias lesiones
detectables cuya fisiopatologia difiere, la ulceracion gastrica escamosa o0 la
ulceracién gastrica glandular son entidades diferentes (Merritt, 2009; Sykes y

Jokisalo, 2014) y por tanto deben ser abordadas de manera independiente.

La informacion disponible sobre el SUGE en el contexto colombiano es poca. Es
comun el uso de informacion extrapolada desde la literatura extranjera para la
comprension y tratamiento del SUGE en el pais. Aun no han sido publicados los
factores asociados a SUGE en el contexto nacional, tampoco se conoce el
comportamiento epidemioldgico del mismo. Algunos autores han reportado casos
puntuales de lesiones gastrointestinales causadas presuntamente por el uso de
antiinflamatorios no esteroides (AINEs) (Cruz y Montoya, 2011), pero en ningun
caso se ha publicado la dindmica de aparicion de lesiones géastricas en caballos
colombianos. Por otro lado, se han llevado a cabo estudios no aleatorizados que
acercan a la investigacion de este sindrome en Colombia (Cardona et al., 2015a;
Cardona et al., 2015b).

Por esta razon, se llevd a cabo el estudio “Sindrome Ulcerativo Gastrico Equino y
Helicobacteriosis, en una poblacion de equinos del Valle de Aburra y municipios
aledafios (Antioquia)”, con el objetivo de determinar la presencia de Helicobacter

spp. en la mucosa gastrica y su asociacion con lesiones ulcerativas gastricas.
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3. MARCO TEORICO
3.1EIl Estobmago equino

3.1.1 Histologia

La porcion escamosa o0 no glandular del epitelio gastrico consiste en cuatro capas
celulares de un epitelio escamoso estratificado; la capa mas externa o “estrato
corneo” cumple una funcion de barrera contra el paso de sodio y acido clorhidrico
(HCI) a pH mayor de 4. Las capas intermedias son “estrato transicional” y “estrato
espinoso”, las células superficiales de esta capa secretan bicarbonato, que se
exterioriza hacia el estrato corneo. Finalmente se encuentra el “estrato basal’,
cuya funcién es germinativa, no se ha demostrado su utilidad como barrera ante

agentes dafinos (Andrews et al., 2005).

El epitelio de la mucosa glandular es de tipo columnar. Las glandulas contenidas
en este epitelio (fundus), cuentan con células especializadas en la produccién de
moco ubicadas en el cuello de las glandulas, contienen adicionalmente células
principales y parietales. Las glandulas contenidas en el antro pilérico son mas

profundas que las anteriores (Eurell, 2004).

Se ha demostrado la presencia de uniones GAP intercelulares en el epitelio
gastrico equino. Mediante inmunohistoquimica y western blot se ha evidenciado la
expresion de ARNm de la proteina conexina 32 (Cx 32), que es propia de las
uniones tipo GAP. Mediante hibridizacion in situ de la mucosa, se encontrd
uniones GAP Unicamente en las células de la region glandular (Fink et al., 2005),
lo que podria explicar en parte su resistencia natural a la ulceracion por efecto

caustico del &cido clorhidrico, en comparacion con la mucosa escamosa.

Jeffrey et al., (2011) evidenciaron la presencia del factor de crecimiento epidermal
(EGFr) en el epitelio escamoso gastrico de las areas de mayor proliferacion
celular, ubicadas en las capas basales del epitelio o inmediatamente adyacentes a

los capilares. Cuando el epitelio gastrico es lesionado, primero se evidencia la
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migracion de células desde las glandulas gastricas y luego la proliferacion de

células progenitoras (horas después de la lesion) (Laine et al., 2008).

El reemplazo completo del epitelio gastrico de la mucosa escamosa toma entre 3y
7 dias, cuando se trata de la regiébn glandular puede tomarse meses. La
diferenciacion celular a partir de células progenitoras se da por el estimulo de
algunos receptores de membrana, alli arriban las sefales de células
mesenquimatosas y factores de crecimiento para convertirlas en células tipo
epitelial adultas. En la proliferacion celular gastrica estan involucrados los factores
de crecimiento EGFr (Epidermal Growth Factor), TGFa (Tumoral Growth Factor
alpha) e IGF-1 (factor insulinoide tipo 1). El EGFr por si mismo esta ausente en el
lumen géstrico, aparece originalmente en las glandulas salivares y esoféagicas
llegando al estbmago a través de la deglucion (Jeffrey et al., 2010).

3.1.2 Irrigacion del estbmago

Las funciones de la circulacion sanguinea en el estbmago son nutricion, suministro
de oxigeno y remocién de toxinas. El antro pilérico es la region menos
vascularizada del estbmago equino en contraste con el cuerpo, sin embargo, hay
mas vasculatura en el cuerpo del estbmago y el antro pilérico que en el fundus. El
cuadrante pil6rico tiene 1.75 veces mas irrigacion que la porcién céardica, se
sugiere que este fendmeno se relaciona con: mayor distensiéon del fundus a causa
de la formacion del saco ciego, y mayor demanda de irrigacion en el cuerpo

estomacal y el antro pilérico por la presencia de glandulas (Da Silva, 2007).

El suministro sanguineo del estbmago equino estad a cargo en mayor medida por
las arterias celiaca y hepatica, que se ramifican en arteria gastrica izquierda (AGI)
y derecha (AGD) respectivamente. La AGI irriga la curvatura mayor del estbmago,
la AGD irriga la curvatura menor, sin embargo, esta ultima también recibe ramas
de la AGI (Da Silva, 2007).
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3.1.3 Inervacion

La inervacion gastrica modula acciones como la motilidad (incluyendo el tono del
esofago bajo y el esfinter pilérico), secrecion de acido, liberacion hormonal,
irrigacion local y mecanismos de defensa de la mucosa. La espina dorsal a nivel
de la vértebra toracica 4 (T4) a la vértebra toracica 11 (T11) inerva al estbmago

via nervio mesentérico y esplénico (Ekblad et al., 2000).
3.1.3.1 Inervacion intrinseca

Las fibras vagales eferentes son parasimpéaticas preganglionares y se originan en
el nucleo vagal dorsal medial. El blanco de estas neuronas preganglionares
vagales es el ganglio mioentérico, a través del cual se da el control central de
motilidad gastrica, vaciamiento, relajacion y secrecion. Hay mas cantidad de

ganglios mioentéricos que submucosos en el estbmago (Ekblad et al., 2000).

Los vasos mucosos y submucosos son inervados por nervios sensoriales
aferentes, que en el estrato basal forman plexos que se dirigen hacia la lamina
propia y las células epiteliales. Las ramas apicales de los nervios censan la
actividad del &cido gastrico y envian sefiales a las arteriolas para regular el flujo
sanguineo en la mucosa. Este estimulo lleva a la liberacibn de los
neurotransmisores calcitonina y sustancia P, los cuales promueven la

vasodilatacién submucosa via 6xido nitrico (Laine et al., 2008).
3.1.4 Fisiologia del estbmago equino

El estbmago durante el desarrollo embriolégico es derivado del endodermo. La
funcion digestiva de este 6rgano deriva de mdltiples mecanismos endocrinos,
mecanicos y nerviosos, entre los cuales se encuentran movimiento de trituracion,

secrecion de acido y enzimas, ademas de produccién de neurotransmisores.

En el estbmago equino se lleva a cabo un fendmeno digestivo a partir de
gradientes de pH (Murray y Grodinsky, 1989). Como ejemplo, a la altura del Margo
plicatus es posible encontrar un pH mayor al que se encuentra en la porcion

glandular y el jugo gastrico, esto con el objetivo de permitir que ciertos
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microorganismos que llevan a cabo actividad fermentativa de los alimentos,

puedan permanecer activos (Merritt, 2003).

Tal como sucede en otras especies monogastricas, la funcion digestiva de los
alimentos en el estbmago equino es llevada a cabo en gran medida por el &cido
clorhidrico (HCI). La produccion del HCI se obtiene a partir del intercambio de
iones potasio (K*) e iones hidrégeno (H") a través de la membrana celular de las
células parietales; mientras que iones de K* ingresan a la célula, iones de H" se
liberan al exterior de la misma; eventualmente, los iones de K* salen de la célula
acompafnados de iones cloro (Cl 7) haciendo posible su liberacidn extracelular y su
conjugacion con iones de H*, esto es posible debido a la accion de la bomba H,
K* ATPasa (bomba de protones), localizada en la superficie celular (Cunningham y
Klein, 2009).

Cuando mecanicamente se estimula el sistema nervioso (por distension), se
produce la liberacion de acetilcolina, que, a su vez, estimula las células G (antro
piléricas) y parietales (fandicas) para la secrecibn de gastrina y HCI
respectivamente. Por otro lado, la histamina, producida por las células tipo
enterocromafines, estimula las células parietales que poseen ademas receptores
para acetilcolina y gastrina; esto amplifica la produccion de HCI por via paracrina.
Una vez el pH del contenido gastrico es suficientemente bajo y ha llegado al
duodeno, este se encarga de producir secretina, la cual ejerce retroalimentacion
negativa sobre la produccion de acido gastrico (Cunningham y Klein, 2009).
Ademas, como coadyuvante de la digestion, las células principales ubicadas en la
base de las glandulas de la porcion glandular del estémago, producen
pepsindgeno (precursor de la pepsina). El antro pilérico contiene abundantes
células D (productoras de somatostatina) y células G (productoras de serotonina)
(Picavet, 2002). La somatostatina se encarga de suprimir la liberacion de gastrina,

regulando entonces la produccién de HCI (Merritt, 2003).

Con una produccién de aproximadamente 1.5 Lt de jugo gastrico por hora
(Picavet, 2002), el contenido de HCI es potencialmente peligroso para el epitelio

gastrico, en contraposicién, es conocido un mecanismo mediante el cual el
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estbmago del caballo intenta equilibrar el pH; este es el caso de la formacion de
ion bicarbonato (HCOg) intracelular mediante la disociacién del acido carbdnico
(H2CO3) por accion de la anhidrasa carbonica (Cunningham y Klein, 2009).

Adicional a las funciones digestivas de los péptidos géstricos, se conoce que
algunos de ellos estan involucrados en el mantenimiento de la integridad gastrica,
como ejemplo, la gastrina, es encargada de promover la multiplicacion de las
células del epitelio gastrico ante el estimulo de la ingesta, ademas, promueve la
secrecion de jugo pancreético y electrolitos hacia el lumen intestinal (Merritt,
2003).

Una vez los alimentos han sido digeridos quimica y mecanicamente, se da el
vaciado gastrico. Este proceso depende de receptores que se encuentran al inicio
del duodeno; estos receptores son activados en presencia de pH bajo,
osmolalidad elevada o presencia de lipidos; este mecanismo es conocido como el
reflejo entero-gastrico e implica el envio de sefiales nerviosas a través de fibras
aferentes del nervio vago desde el duodeno hasta el tronco encefalico donde son
procesadas y devueltas al estbmago a través de fibras vagales eferentes
(Cunningham y Klein, 2009).

3.1.5 Mecanismos de defensa de la mucosa géastrica

Llama la atencion la resistencia natural que tiene el estbmago a la autodigestion,
aun en contacto directo con sustancias como el HCI, enzimas como la pepsina y
sales biliares como el colato y taurocolato. A pesar de dicha resistencia, algunos
factores logran producir lesiones. La lesion tisular en el estbmago tiene dos
modalidades a conocer: 1. Mecanismos de defensa originalmente dafados, 2.

Mecanismos de defensa que se afectan por factores externos.

Principalmente, es evidente el dafio en los mecanismos de defensa por factores
externos. Los sistemas de defensa permiten al aparato gastrointestinal funcionar,
aun cuando existen condiciones adversas relacionadas con el pH, la osmolaridad
o la temperatura. Se conocen dos tipos de mecanismos de defensa: locales y

neuro hormonales.
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Como primera linea de defensa se encuentra la  barrera
moco/bicarbonato/fosfolipido. Esta barrera se compone de gel de moco,
bicarbonato y fosfolipidos surfactantes. A su vez, el gel de moco se compone en
un 95% de agua y en un 5% de la glicoproteina mucina (Bullimore et al., 2001;
Fink et al., 2005; Laine et al., 2008). El gel de moco es co-secretado con proteinas
de bajo peso molecular TFF (por su nombre en inglés: Trefoil Factor Family) que
tienen como funcion el empaquetamiento de la mucina en vesiculas y el
mantenimiento de la viscosidad de la capa de moco. Algunas hormonas como la
gastrina, la secretina y la prostaglandina de la serie E2 (PGE-2) estimulan la
secrecion del moco; ademas se han descrito agentes colinérgicos que participan
en este proceso (Laine et al., 2008). La capa de moco géastrico también aloja en su
composicidn iones bicarbonato. A la célula secretora de moco llega bicarbonato,
mediante el cotransporte baso-lateral del bicarbonato de sodio (Laine et al., 2008).
Algunas sustancias que estimulan la secrecién de bicarbonato en el moco gastrico
son HCI luminal, factor liberador de corticotropina, melatonina, uroguanilina, y

orexina A (Rodrigues de Morais, 2011).

Se presumié que la region no glandular del estbmago equino carecia de moco, sin
embargo, Bullimore et al., (2001), encontraron que la ausencia de esta sustancia
en los cortes histolégicos se debia a la dificultad para fijarla y tefiirla. La region no
glandular del estbmago equino tiene moco de naturaleza neutra, esto fue posible
determinarlo a través de inmuno-ensayos, facilitados por el hallazgo de un
anticuerpo humano anti-mucina 5AC que tiene reaccién cruzada con mucinas
producidas por tejido gastrico equino. La homologia genética para MUC5AC
también se ha descrito en caninos, murinos y porcinos. A través de la evaluacién
histologica de las regiones del estomago se ha encontrado que la cantidad de
glandulas de la regidon no-glandular no son suficientes para producir una capa de
moco gastrico, de manera que se sugiere que este moco proviene de la region
glandular y algunas pequefias cantidades del tracto nasal, salivar y respiratorio via

esofago.
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Las prostaglandinas también participan en la proteccion del epitelio gastrico,
inhibiendo la activacién de células mastociticas y la adherencia plaguetaria y
leucocitaria. PGE-2 junto a la gastrina, activa factores de crecimiento epitelial
(EGFr); esta es una via alterna a través de la cual PGE2 protege el epitelio
gastrico (Jeffrey et al., 2010). Las prostaglandinas ejercen sus acciones bioldgicas

a traveés del estimulo de los receptores EP (Prostaglandin E2 Receptor) (Tabla 1).

Tabla 1. Receptores EP presentes en el estomago del caballo y sus funciones en

la digestion.
Receptor Funcion al ser estimulado
= Secrecion de bicarbonato
EP-1 = Aumento del flujo sanguineo de la mucosa
»= Disminucion de la motilidad géastrica
EP-3 Secrecion de acido clorhidrico
EP-4 Secrecidén de moco gastrico

Cuando la primera linea de defensa falla, los mecanismos secundarios son
activados: neutralizacion intracelular del &acido, rapida reparacion epitelial y
mantenimiento y distribucion del flujo sanguineo de la mucosa gastrica (Fink et al.,
2005; Laine et al., 2008).

Ademas de los mecanismos de proteccion gastrica anteriormente mencionados
(moco, ion bicarbonato y prostaglandinas), existen otras sustancias que participan,
como las proteinas de choque térmico (prevencion de la desnaturalizacion de
proteinas), las TFF (re-epitelizacion), las cateciclinas y beta defensinas
(prevencién de colonizacion bacteriana). Ademas, la arquitectura del tejido epitelial
gastrico protege el estrato basal, gracias a la existencia de las uniones

intercelulares tipo GAP o0 uniones estrechas (Laine et al., 2008). Adicionalmente,
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se ha evidenciado aumento en la produccién de EGFr, en epitelios lesionados por

Ulceras (Jeffrey et al., 2010).

La vasodilatacion también es un mecanismo de proteccion contra la lesion tisular.
La vasodilatacion es producida directamente por el 6xido nitrico y las PGE-2, que
ademas previenen la adhesion plaquetaria y leucocitaria. Cuando el pH gastrico
disminuye la difusion acido-base ocurre y la circulacion incrementa con el fin de
diluir los agentes dafiinos (Laine et al., 2008). La falla en la microcirculacion de la
mucosa lleva a hipoxia, acumulacion de agentes dafiinos y malnutricion,

provocando finalmente apoptosis o necrosis.

La regulacion neuro-hormonal de la defensa de la mucosa géstrica, se da por la
asociacion del sistema nervioso central y algunos factores hormonales. La
activacion vagal aumenta la produccién de moco y aumenta el pH intracelular;
también se da la activacion de receptores opioides centrales. La respuesta
endocrina al estrés visceral regula la motilidad intestinal y la funcion de la mucosa.
La produccion de hormona liberadora de corticotropina 2 (CRF-2) previene la
apoptosis, la ghrelina estimula la produccion de 6xido nitrico y los glucocorticoides

mantienen la homeostasis de glucosa, el flujo sanguineo y la secrecién de moco.

Finalmente, el pastoreo y por tanto el consumo constante de forraje, permite
mantener la estratificacion de pH a la que se encuentra habituado el estébmago,
convirtiéndose en un mecanismo de proteccion contra ulceracién gastrica

producida por la corrosién quimica.
3.1.6 Microbiota comensal

En un estudio realizado con 5 estbmagos equinos post mortem ulcerados,
cultivaron fragmentos de mucosa tanto escamosa como glandular en medio para
bacterias lacto-acidas MRS, ademas obtuvieron informacion genética de las
bacterias comensales utilizando PCR punto final para la amplificacion del
fragmento 16S del ADN ribos6mico. Posteriormente se llevé a cabo polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). En este estudio fueron

encontradas poblaciones bacterianas compatibles con microorganismos de los
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géneros Lactobacillus, Streptococcus y Clostridium en mucosa escamosa ulcerada
(Jassim et al., 2008).

Especificamente han sido encontrados microorganismos productores de ureasa en
estbmago de equinos, tales como Proteus miribialis, Pseudomona aureginosa
(Belli et al., 2003), Klebsiella spp. y Yersinia spp. (Cardona, 2009). Se ha
encontrado Lactobacillus salivarius y Sarcina ventriculi, tanto en mucosa gastrica
equina sana como en lesiones ulcerativas; la microbiota estomacal puede cambiar
en momentos en los cuales existe ulceracion, ya que se desarrolla disminucion de
la microflora comensal y los microorganismos oportunistas suelen colonizar y
multiplicarse, es asi como Husted et al., (2010), encontraron Enterococcus
faecium y Escherichia fergusonii superficial e intraepitelial respectivamente en una
lesion ulcerativa. Otros microorganismos encontrados tanto en mucosa gastrica
sana como ulcerada corresponden al género Helicobacter (Bezdekova y Futas,
2009; Cardona et al., 2009; Contreras et al., 2007; Valenzuela y Luzio, 2004),
entre ellos H. equorum (Moyaert et al., 2007). En otros reportes se encontr
Clostridium septicum y C. perfringens en reflujo gastroduodenal; para el caso de la
infeccion por C. perfringens fue notorio el dafio en mucosa glandular con

presencia de enfisema y necrosis tisular (Patton et al., 2009).

Un estudio realizado en dos grupos diferentes de caballos (6 individuos), que
diferian en dieta, forma de obtencién de la muestra de estémago (post mortem e In
Vivo a través de gastroscopia) y ayuno, encontrd que la flora microbiana depende
en gran medida del tipo de alimentacion y método de obtencién de la muestra. Fue
utilizada reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) e hibridizacion In Situ (FISH).
Para el caso de las muestras obtenidas post mortem predominaron las bacterias
del filo Firmicutes, mientras que para las muestras obtenidas a través de
gastroscopia (In vivo) fueron evidentes las bacterias del filo Proteobacteria,
Bacteroidetes y Firmicutes. Adicionalmente, fue notado diferencias individuales
respecto de la poblacion microbiana del estémago de estos individuos. Ademas
este estudio no encontré6 Helicobacter spp. bajo ninguna de las técnicas

empleadas (Perkins et al., 2012).
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3.2. Sindrome Ulcerativo Gastrico Equino (SUGE)
3.2.1 Definicion

El SUGE se caracteriza por la presentacion de lesiones en la mucosa gastrica,
que involucran pérdida en la continuidad del epitelio gastrico y la consecuente
disfuncion del organo. Dichas lesiones evidencian severidad variable y causas
multiples. La ulceracion gastrica esta asociada con colicos recurrentes, pérdida de
peso, estereotipias y diarrea. Algunos autores afirman que el SUGE comprende
varias patologias detectables, por tanto argumentan que la ulceracion gastrica
escamosa o la ulceracion gastrica glandular son entidades diferentes, debido a la
diferencia en su fisiopatologia (Merritt, 2009; Sykes y Jokisalo, 2014).

3.2.2 Fisiopatologia de SUGE

Moraes et al., (2008) reportaron que, los factores que predisponen a lesiones de la
region transicional esofago-estdmago son: disposicion anatdmica del estomago,
manejo y tipo de alimento, ayuno prolongado, uso de antiinflamatorios no
esteroides (AINEs) e intensidad del ejercicio, éste ultimo entendido como un
elevador de la linea de llenado géastrico. Sin embargo, se contindia considerando al
HCI como sustancia lesiva principal de la mucosa gastrica; son mdultiples las
situaciones en las cuales HCI puede causar dafios: cuando se secreta en grandes
cantidades, cuando permanece mucho tiempo en el estobmago (alteracion del
vaciamiento gastrico como la miasis cavitaria por Gasterophilus spp.) (Cardona et
al., 2016) o cuando no puede ser contrarrestada por los mecanismos de defensa

de la mucosa gastrica.

En adicién al HCI estomacal, los AGV (acidos grasos volatiles), los cuales son
subproductos de la fermentacién de carbohidratos por bacterias residentes del
estbmago, actluan sinérgicamente para causar SUGE en caballos, los AGV
comunmente implicados son el butirico, propionico, acético, isobutirico, valérico e
isovalérico. Cuando el pH gastrico es menor que 4, los AGV empiezan a ser

disociados (lipidos solubles) y penetran dentro de las células epiteliales de la
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mucosa escamosa, resultando en acidificacion celular, inhibicion del transporte de

sodio, edema celular y ulceracion (Reese y Andrews, 2009; Valentine, 1998).

Otros mecanismos de lesién gastrica en el caballo involucran los factores
hormonales implicitos en la digestién, como es el caso de la hipergastrinemia pos
ejercicio, la cual ha sido asociada a SUGE por incrementar la produccién de HCI
(Andrews et al., 2005; Furr et al., 1994). Adicionalmente se ha reportado que el
cortisol tiene participacion en el SUGE; esta hormona disminuye la produccién de
PGEZ2, y es por esto que el estrés, el ejercicio y las patologias relacionadas con el
incremento de cortisol (por ejemplo, Sindrome Metabdlico Equino - SME) se

consideran asociadas al desarrollo de SUGE (Malmkvist et al., 2012).

Mariella et al., (2013) relacionaron la disminucién del flujo sanguineo del estbmago
en potros, con la aparicion de enfermedad ulcerativa gastroduodenal; se sugiere
que la hipotension e hipovolemia en potros, provocadas por sepsis y sindrome de
asfixia perinatal estan relacionadas con la aparicion de lesiones gastricas. La
aparicion de Ulceras gastricas por isquemia ocurren debido a la vasoconstriccion;
se han descrito algunas sustancias que estimulan la vasoconstriccion como el
leucotrieno C4, el tromboxano A2 y la endotelina, que provocan los efectos
deletéreos descritos anteriormente (Laine et al., 2008).

Se ha demostrado que las diferentes regiones del estdémago presentan
susceptibilidad variable al desarrollo de lesiones ulcerativas, puesto que la
arquitectura intercelular difiere entre ellas, tal es el caso de la interaccion entre las
células del epitelio gastrico, se ha demostrado que la ausencia de uniones GAP
intercelulares es uno de los factores responsables de la aparicion de Ulceras en la

mucosa escamosa (Fink et al., 2005).

En humanos, la infeccién por Helicobacter pylori estd asociada a la expresion
aberrante de los genes de mucina (que es la sustancia encargada de proferir
viscosidad al moco gastrico) y por esto se ha asociado a lesiones gastricas. En
equinos, la expresion de genes que codifican para mucinas y la distribucion de su

produccion no se han estudiado, tampoco se ha establecido la relacion entre
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Helicobacteriosis y SUGE, aunque existen reportes de hallazgos de bacterias
curvo-espiraladas en Ulceras gastricas de equinos por Cardona et al., (2009a),
Cardona et al., (2009b) asi como por Valenzuela y Luzio (2004).

3.22.1 Lesion gastrica relacionada con el uso de antiinflamatorios no
esteroides (AINES)

Los AINEs inhiben la produccion de prostaglandinas (incluyendo la PGE-2) via
inhibicién de las enzimas cicloxigenasas (COXs). Existen dos tipos de COX. COX-
1 es producida por la mayoria de los tejidos del organismo, COX-2 se expresa
poco en los tejidos, pero su produccion es rapidamente inducida por factores de
crecimiento o citosinas, promoviendo la adhesién neutrofilica. COX-1 es la
encargada de mantener la integridad de la mucosa gastrointestinal, su inhibicién
produce lesion sobre esta superficie. Sin embargo, cuando se administra
conjuntamente inhibidores de COX-1 y COX-2 se evidencia dafio en la mucosa
gastrica. Ambas enzimas representan un mecanismo de proteccién gastrica y su
inhibicibn aumenta la posibilidad de encontrar lesiones en la mucosa. COX-1
también esta relacionada con el mantenimiento del flujo sanguineo de la capa
mucosa del estdmago; los eventos de isquemia-reperfusion incrementan la
produccion de ARNm para COX-2 reduciendo la produccién de 6xido nitrico e
incrementando la endotelina-1. La secuencia de eventos lesivos debido al uso de
AINEs es: inhibicion de la produccion de prostaglandinas, induccion de la
hipermotilidad gastrica, disturbios microvasculares y activacion neutrofilica. Otros
mecanismos de lesion derivados de los AINEs son: inhibicion de la fosforilacién
oxidativa, inhibicion de quinasas (enzimas de fosforilacion), activacion de la
apoptosis, y aumento en la produccién de leucotrienos via lipo-oxigenasa5. Todo
lo anterior concluye que, puede encontrarse dafio en la mucosa gastrica aun en

ausencia de acido (Takeuchi, 2012).

Morales et al., (2011) relacionaron lesiones hepaticas y renales con lesiones

ulcerativas severas asociadas al uso de AINEs en caballos pura sangre,
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sugiriendo que dafos en otros sistemas que pudieran generar acumulacién de

toxinas, pueden estar relacionados con SUGE.

En un estudio experimental realizado en un grupo de 15 caballos, Martinez et al.,
(2014), encontraron que el suministro oral y continuo de fenilbutazona esta
relacionado con la produccion de lesiones ulcerativas gastricas en equinos a
traves de mecanismos de estrés oxidativo. Fueron medidos los factores
antioxidantes y pro-oxidantes, Superdxido Dismutasa (SOD), Catalasa (CAT),
Oxido Nitrico (NO); Glutationa Total (GSH), Mieloperoxidasa (MPO) vy
Malonaldehido (MDA), ademas, fueron medidos los niveles de Prostaglandina E2
(PGE2). Estas mediciones fueron realizadas en contenido géastrico. Los hallazgos
fueron contrastados con evaluacion gastroscopica. La actividad de MPO, CAT y
PGE2 no evidencié diferencias significativas entre grupos, a pesar de esto los

niveles de PGE2 mostraron incremento en el tiempo para todos los grupos.

La SOD para el grupo experimental al cual le fue suministrada una dosis mayor de
fenilbutazona, disminuy6 fuertemente en comparacién con los grupos de menor
dosis y grupo control. El NO mostr6 disminucion en el tiempo. Adicionalmente
MDA evidencié aumento en el grupo de mayor dosis, y en todos los grupos al final
del experimento. Todo esto indicando que existen otras vias a través de las cuales

los AINEs pueden producir dafio a la mucosa gastrica (Martinez et al., 2014).
3.2.2.2 Helicobacteriosis

Helicobacter es una bacteria Gram negativa, microaerofilica, espiralada, flagelada,
clasificada inicialmente dentro del género Campylobacter, pero re-categorizada en
1989 gracias al estudio detallado de un microorganismo encontrado en antro
pilérico de humanos con enfermedad gastrica, llamado desde entonces
Helicobacter pylori. A pesar de que su forma mas conocida es la espiral, también
se le puede encontrar como un bacilo curvo, una esfera (cocoide), en forma de
letra “V”, en forma de letra “U” e inclusive en formas rectas. Las formas cocoides
parecen aparecer en condiciones de privacion de nutrientes, exposicion a

antibioticos o tiempos prolongados de incubacion. Se presume que estas formas
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regresan a la presentacion bacilar segun condiciones ambientales especiales,

retornando su capacidad infectiva (Bayona y Gutiérrez, 2013; Owen, 1998).

El perfil bioquimico mas conocido entre el género Helicobacter es el de H. pylori
cuya actividad enzimatica mas notable es la capacidad de hidrolizar la urea,
ademas de poseer actividad fosfatasa alcalina, oxidasa y catalasa. Tipicamente
las bacterias de este género son positivas para fosfatasa acida, leucina
arilamidasa, naftol-AS-B1-fosfohidrolasa, esterasas, gama-glutamil-transpeptidasa.
Por lo general son negativas para hidrélisis del hipurato, reduccion de nitratos,
formacion de indol, arilsulfatasa e hidrélisis de indoxilacetato (Owen, 1998).A
pesar de que se considera relativamente comun entre especies de Helicobacter el
perfil bioquimico mencionado, algunas de estas bacterias, encontradas
principalmente en mucosa gastrica de animales difieren en su actividad

enzimatica, como se puede evidenciar en la tabla 2.

Tabla 2. Especies de Helicobacter que infectan mucosa gastrica de animales y

algunas de las actividades enzimaticas que las caracterizan.

Actividad Hidrélisis de Reduccién de

Especie Animal afectado _ _ _
ureasa indoxil acetato nitratos

H. pylori Humano, perro

doméstico, cerdo + - -

domeéstico,
H. acinonyx Guepardo, tigre + - -
H. nemestrinae Macaco + - -
H. mustellae Hurdn + + +
H. suis* Cerdo domeéstico + - -
H. felis Gato doméstico + + +
H. bizzozeronii Perro doméstico + + +
H. heilmannii ¥ Gato y perro

doméstico " ] *
H. equorum ** Caballo - - +

*(Baele et al., 2008) **(Moyaert et al., 2007) #(Smet et al., 2012). Adaptado de
(Owen, 1998).
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El crecimiento del Helicobacter en cultivo en agar sangre toma cerca de 5 dias a
una temperatura de incubacion de 37°C, considerando que las colonias no
soportan mas de 5 subcultivos (Owen, 1998). Helicobacter pylori es un
microorganismo fastidioso; sin embargo, se han desarrollado técnicas sencillas y
econdémicas para Su conservacion y transporte, permitiendo crecimiento y
conservacion bacteriana hasta 4 horas antes de su procesamiento o almacenaje (-
70°C) (Majalca et al., 2001).

Ha sido propuesto que la supervivencia de Helicobacter spp. en agua y superficies
mucosas también es coadyuvada por la formacidén de una biopelicula; para el caso
puntual de H. pylori se propuso la produccion de un auto inductor de matriz
extracelular como la acil-homoserinalactona (Bayona y Gutiérrez, 2013), la cual le

permite permanecer protegido del medio externo y continuar multiplicandose.

También ha sido propuesto el diagndstico molecular de Helicobacter con el fin de
determinar con mayor precision sus especies, utilizando fragmentos del ADN que
codifican tanto para factores de virulencia como de supervivencia. Las proteinas
mas importantes para el diagndstico molecular de Helicobacter spp. son CagA, Pic
B, VacA, sin embargo, es también muy utilizada la regién 16s del RNA ribosémico
(Contreras et al., 2007; Recordati et al., 2007; Zhongming y Taylor, 1998).

Epidemiologia y diagndstico de Helicobacter spp.

La infeccion por Helicobacter spp es una de las presuntas etiologias del Sindrome
Ulcerativo Gastrico Equino (SUGE). La participacion de esta bacteria en el SUGE
aun no ha sido confirmada. Se conoce la presencia de lesiones ulcerativas
gastricas y presencia de DNA de Helicobacter spp o el microrganismo
propiamente dicho, en mucosa gastrica de equinos de alto rendimiento deportivo
(Contreras et al., 2007), hospitalizados (Bezdekova y Futas, 2009), equinos de
abasto publico (Cardona et al., 2009) y potros clinicamente sanos (Valenzuela y
Luzio, 2004), inclusive se ha encontrado Helicobacter equorum en heces de

caballos adultos sanos (Moyaert et al., 2007).
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El Helicobacter spp. ha sido objeto de estudio en otras especies (caninos, suinos,
humanos, entre otros) (Fox y Lee, 1997 ;Haesebrouck et al., 2009) por presumirse
de su participacion en la gastritis crénica, ulceracion gastrica y carcinoma gastrico.
Sin embargo, no se ha determinado con certeza la asociacion entre estas
patologias y la deteccion de este microorganismo en la mucosa gastrica del

caballo.

Investigaciones en humanos han permitido detectar la bacteria en placa dental y
saliva, lo que sugiere que el ambiente bucal puede representar una via potencial
para su supervivencia y transmision. Se ha referido que el H. pylori puede estar
presente en la cavidad bucal como consecuencia del reflujo gastrico, y que ésta se
encuentre mas como parte de la microbiota transitoria, que como un residente
normal. Igualmente se ha reportado que en algunos pacientes la colonizacion
bucal de la bacteria, podria representar un factor de riesgo para la reinfeccion

gastrointestinal posterior a la terapia antibiotica (Adler et al., 2014).

El Helicobacter habita glandulas, células parietales y mucus del estémago
(Valenzuela y Luzio, 2004). Puede vivir en ambientes acidos gracias a su actividad
ureasa positiva (para las especies ureasa positivas)(Belli et al., 2003).Las lesiones
ocasionadas por la infeccion con Helicobacter incluyen hiperemia, edema antral,
hipertrofia del esfinter pilérico, duodeno hiperémico, edematoso y friable, ademas
de retardo en el vaciamiento gastrico. Puede haber pérdida de peso y enteropatia

con pérdida de proteinas (Valenzuela y Luzio, 2004).

Debido a las vias de transmision se considera que Helicobacter spp tiene potencial
zoondtico (Dimola y Caruso, 1998; Carvalho et al., 2008).Se conocen tres vias de
transmision principales: oral-oral, fecal-oral, e iatrogénica (Valenzuela y Luzio,
2004), sin embargo también se considera vectores, agua y alimentos (Carvalho et

al., 2008) como fuentes de contaminacion.

Se ha reportado posible contagio entre animales y sus cuidadores (Dore et al.,
1999), sugiriendo susceptibilidad a la infeccion por Helicobacter en las personas

gue mantienen estrecho contacto con los animales infectados. Se ha encontrado
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evidencia a partir de cavidad oral y mucosa gastrica de Helicobacter en caninos
(Recordati et al., 2007), situacion que sugiere que debido a la estrecha relacion
entre perros y humanos es probable que exista transmision horizontal de la
bacteria. Por otro lado, la alta frecuencia en humanos, reportada por estudios en
Latinoamérica sugiere que las vias de contagio, cualquiera que estas sean son
altamente eficientes. En la ciudad de Medellin se ha reportado 77.2% de
frecuencia de la infeccion en médicos, siendo un acercamiento a lo que sucede en

la poblacion general (Campuzano et al., 2007).

Considerando este panorama, se hace importante comprobar si la relaciéon
zootécnica que existe entre caballos y humanos, es fuente de una potencial
zoonosis. Técnicas como test rapido de ureasa, e histopatologia (tincion de
Whartin Starry) son las mayormente utilizadas dentro de las técnicas invasivas, sin
embargo estan disponibles pruebas como PCR (Valenzuela y Luzio, 2004) e
hibridizacion in situ (Husted et al., 2010). Otras técnicas, no invasivas, se han
utilizado en humanos como el test del aliento con urea marcada (UBT) y la
serologia (Valenzuela y Luzio, 2004), con 100% y 90% de sensibilidad
respectivamente (Campuzano, 2007; Campuzano, 2007a; Campuzano, 2011,
Majalca et al., 2001).

Helicobacter pylori puede ser encontrado en fuentes de agua tratadas o no,
principalmente cuando se ha conformado una biopelicula sobre agua estancada,
su aislamiento mediante PCR, se ha relacionado con locaciones especificas
donde las préacticas de mantenimiento de acueductos son ineficientes (Richards et
al., 2015); esto puede representar una potencial via de transmisién entre

humanos, y entre humanos y animales.
Helicobacter e inmunidad

Un estudio encontré que un grupo de ratones tipo C3H/HeJ (los cuales tienen una
mutacion en el gen que codifica para TLR4) no desarrollaron gastritis en respuesta
a la infeccibn por Helicobacter felis, indicando un rol central de los

lipopolisacéaridos (LPS) de las bacterias en la gastritis producida por Helicobacter
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en ratones; esto sugiere que se requiere que las bacterias activen macrofagos y
células epiteliales a partir de TLR2 (Harbour y Sutton, 2008). Por otro lado, se ha
evidenciado que la helicobacteriosis produce aumento en la produccion de IFN-y e
IL-10, lo que lleva pensar que la respuesta inmune dirigida contra Helicobacter
obedece a Thl(Harbour y Sutton, 2008).

3.2.3 Diagnostico de SUGE

Las lesiones macroscopicas son evaluadas a través de gastroscopia. Otras
lesiones inflamatorias no evidentes a simple vista pueden ser evaluadas a través
de estudios histopatoldgicos. La clasificacion de las lesiones macroscépicas ha
sido determinada por varios autores; es posible clasificar las lesiones en una
escala simple entre 0 y 4 (Sykes et al.,, 2015) o a través de una escala mas
compleja que involucra nimero de lesiones y severidad de las mismas (MacAllister
et al.,, 1997). Otros métodos descritos para el diagnéstico del SUGE son:
respuesta al tratamiento, prueba de sangre oculta en heces, radiografia con medio
de contraste para determinacion de tiempo de vaciamiento gastrico (Cardona et
al., 2012). Se han desarrollado pruebas que adicionalmente permiten evaluar la
integridad y permeabilidad de la mucosa gastrica, como es el caso del test de
deteccion de sacarosa en orina (O’conner et al.,, 2004), adicionalmente se ha
evaluado la efectividad del test al ser realizado en suero, esto con el fin de
disminuir el tiempo requerido para obtener una muestra de orina (Hewetson et al.,
2006); otra prueba que ha sido implementada para fortalecer el diagndstico de
SUGE, es la deteccion de albumina y hemoglobina utilizando anticuerpos
monoclonales; esta prueba se realiza con el fin de diferenciar ulceracion existente

en el colon de la ulceracion ocurrida en otra ubicacion digestiva (Pellegrine, 2009).

Otra aproximacién diagndstica apoyada en el diagnéstico histopatolégico es la
medicion de ARNm de citosinas proinflamatorias como TNFa e IL13, cuya
aparicion ha sido correlacionada estadisticamente con la presencia de lesiones
histopatoldgicas; en contraste, la aparicion de TNFa e IL13 no se ha asociado al

diagnéstico macroscoépico de SUGE a través de endoscopia (Pietra et al., 2010).
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La utilizacion de parametros hematoldgicos no parece ser relevante al momento
de determinar presencia de Ulceras gastricas en caballos, sin embargo, algunos
parametros bioquimicos si pueden ser Utiles para detectar procesos patolégicos en
el tubo digestivo como amilasa pancreatica, bilirrubina, fosfatasa alcalina
plasmatica (fraccion intestinal), gamma-glutamil-transpeptidasa y amiloide sérico A
(Malblanc et al., 2009), y pueden utilizarse como parte de la aproximacion
diagnostica para SUGE.

3.2.4 Epidemiologia de SUGE

Aungue el SUGE estd ampliamente descrito a nivel mundial, no cuenta con una
caracterizacion homogénea en cuanto a distribucion y factores de riesgo, puesto
que estos aspectos difieren segun localizacion geografica, manejo y aptitud

zootécnica de las poblaciones estudiadas.

En un estudio pos-mortem realizado en asnos en Egipto, se encontr6 14.3% de
lesiones ulcerativas en mucosa escamosa, y 100% de lesiones microscoépicas de
tipo inflamatorio en mucosa glandular (gastritis); sin embargo estas frecuencias
resultaron de animales sometidos a algun proceso estresante como problemas
ortopédicos (fracturas de miembros) (Al-Mokaddem et al., 2015). En una poblacién
asnal evaluada en planta de beneficio en Colombia, Cardona et al. (2015b)
encontraron una frecuencia del 100% de lesiones gastricas pos-mortem,
adicionalmente registraron hallazgos macroscopicos como edema antral (56,9%),
parasitos (Trichostrongylus axei) (10,2%) e impaccion (5,8%), ademas, se
encontr6 Hemomelasma gastric (0,7%).Un estudio llevado a cabo en caballos
destinados a la ensefianza deportiva universitaria, entre los cuales se encontraban
cuarto de Milla, Pura sangre y cruces, encontré una frecuencia de 11% de lesiones
ulcerativas en mucosa escamosa, adicionalmente determiné como factores
significativamente asociados a SUGE la edad y el sexo de los animales
(Chameroy et al., 2006).

En este sentido un estudio realizado en caballos de abasto en el estado de Minas

Gerais, Brasil, encontr0 una frecuencia de 95.23% de lesiones gastricas,
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independientemente de la porcion del estomago evaluada, 61.91% presentaron
lesiones simultaneamente en la mucosa escamosa y la mucosa glandular (De
Souza et al., 2014). En contraste, un grupo de animales pertenecientes a la policia
militar evaluados en la misma region geografica presentaron una frecuencia del
43.8% de SUGE (37.5% mucosa escamosa y 6.3% mucosa glandular), no se
encontr6 asociacidon con tipo de actividad o con historial de uso de
antiinflamatorios (Aranzales et al., 2012); por otro lado un grupo de caballos
Brasilero de Hipismo presentd 45% de presentacion de lesiones gastricas
(Martinez et al.,2014b).

Otros estudios llevados a cabo en América del norte y Europa han mostrado
frecuencias de presentacion de SUGE variable; una poblacion de yeguas
purasangre en diferentes estados fisiolégicos mostré ulceracion gastrica
principalmente en mucosa escamosa con una frecuencia del 70.9% (Le Jeune et
al., 2009); por otro lado, 22% de una poblacion de caballos purasangre y
standardbreed mostraron ulceracion moderada y 9% ulceracion severa
independientemente de la porcién géastrica afectada (Orsini et al., 2009). Un
estudio realizado en caballos estabulados no activos mostro ulceracion >2 en el
53% del grupo (Luthersson y Nielsen, 2009). Cuando se evalud la presentacion de
SUGE en un colectivo de caballos de enduro se evidencio una frecuencia de 93%
de SUGE (Tamzali et al.,, 2011), en contraste, otro grupo de caballos también
utilizados para competencia de enduro, mostré 67% de lesiones ulcerativas en la

mucosa gastrica (Nieto et al., 2004).

Otras aproximaciones han reportado frecuencia de ulceracion gastrica en caballos
de vaqueria, salto y doma pre competicion del 17.4%, cuando se evaluaron pos
competicion se encontr0 que la frecuencia aumentd hasta el 56.5%. La
localizacion mas comun fue el margo plicatus y curvatura mayor (38.5%). Siendo
la incidencia pre y pos competicion cerca del 45% (Hartmann y Frankeny, 2003;
Tamzali et al.,, 2011). Por otro lado, Hartmann y Frankeny (2003) realizaron un
estudio para establecer el efecto del ejercicio sobre la incidencia de SUGE, y fue

posible determinar que la severidad de las lesiones, incrementa en un 47,4% pos-
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competencia, siendo méas frecuente la ulceracién del margo plicatus y la porcién

escamosa.

El sindrome ulcerativo gastrico se distribuye ampliamente y no se ha relacionado
directamente con la presentacion de cdlico. En una poblacién de equinos
hospitalizados se encontré6 67.8% de prevalencia de ulceracion gastrica en los
caballos admitidos por colico y 71.9% en los equinos que fueron admitidos por otro
motivo de consulta (Rabuffo et al., 2009). Por su parte un estudio evidencié 40%
de SUGE en equinos con signos clinicos compatibles con ulceracion gastrica, en
contraste se encontré 59% de SUGE en caballos clinicamente sanos (Niedzwiedz
et al., 2013), situacion que sugiere que la presentacién clinica del SUGE no es la

mas frecuente.

No ha sido posible establecer la prevalencia real del SUGE en Colombia, puesto
gue los estudios realizados al respecto obedecen a muestreos por conveniencia,
sin embargo, se ha encontrado frecuencias interesantes al respecto; como es el
caso del estudio realizado en equinos de trabajo de la costa norte del pais que
encontré una frecuencia de 97.5% de SUGE, de las cuales 85.8% correspondian a
lesiones de la mucosa escamosa y 46.9% a ulceracion en la mucosa glandular.
Este estudio fue llevado a cabo en planta de beneficio (Cardona et al., 2015a).
Adicionalmente, Cardona et al. (2015b) reportaron 100% de frecuencia de lesiones
gastricas en una poblacion de 137 burros mestizos, cuyo factor asociado al dafio

de la mucosa glandular fue la edad.

3.2.5 Manejo terapéutico de SUGE

Tradicionalmente el objetivo principal del tratamiento para lesiones gastricas ha
sido la supresion de la produccion de acido clorhidrico (Reese y Andrews, 2009),
ademas de brindar soporte al proceso de cicatrizacion de Ulceras gastricas
(Birkmann et al., 2014; Murray y Eichorn, 1996; Sykes et al.,, 2014), en este
sentido se hizo comun el uso de antagonistas de los receptores de histamina H2

como la ranitidina y famotidina o inhibidores de la bomba de protones como el
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omeprazol; agonistas de las prostaglandinas son utilizados en la terapia
farmacologica de SUGE, sin embargo debido a sus restricciones de uso en
hembras gestantes su utilizacion es menos frecuente. Por otra parte, el aumento
artificial del pH también ha sido considerado como parte del tratamiento para la
gastritis, de modo que se utilizan sustancias tales como el hidroxido de magnesio
(Reese y Andrews, 2009), adicionado con protectores de mucosa como el
sucralfato o subsalicilato de bismuto (Martinez y Silveira, 2014). Por otra parte,
segun la etiologia de las lesiones gastricas puede requerirse aumentar la
frecuencia de vaciamiento gastrico para evitar el contacto constante del jugo
gastrico con la mucosa, para estos casos es utilizado el betanecol, mosaprida
citrato o domperidona (Martinez y Silveira, 2014).

Como ya se ha mencionado, el estrés generado por el ejercicio y los cambios
hormonales relacionados, son factores predisponentes para el SUGE, de ese
modo es recomendado el pastoreo intermedio y la modificacion de rutina de
ejercicio con el fin de disminuir sus efectos deletéreos sobre la mucosa gastrica;
adicionalmente, las practicas de alimentacion deben estar orientadas a aumentar
la proporcion de fibra en la racién y disminuir la cantidad de concentrado,
acompafnandolas de nutracéuticos como el aceite de maiz (Martinez et al., 2016) o
suplementos cuya composicion incluya carbonato de calcio (Reese y Andrews,
2009; Videla y Andrews, 2009); cabe anotar que algunos alimentos son ricos en
calcio y funcionan como protectores de la mucosa gastrica, por ejemplo la
zanahoria y la alfalfa (Nadeau et al., 2000; Videla y Andrews, 2009). El uso de
antibidticos como penicilina, sulfas o estreptomicina se ha reportado en casos de
SUGE no responsivo a terapia convencional, suponiendo la presencia de bacterias
que dificultan la cicatrizacion de las Ulceras gastricas (Martinez y Silveira, 2014).
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. TRABAJO DE INVESTIGACION: “SINDROME ULCERATIVO GASTRICO
EQUINO Y HELICOBACTERIOSIS, EN UNA POBLACION DE EQUINOS DEL
VALLE DE ABURRA Y MUNICIPIOS ALEDANOS (ANTIOQUIA)”.

4.1 Objetivo general

Caracterizar la presentacion de SUGE en una poblacion de caballos del Valle

de Aburra y municipios aledafios.

4.2 Objetivos especificos

Determinar la situacion epidemiolégica de SUGE utilizando eso6fago-gastro-
duodenoscopia y clasificar las lesiones gastricas.

Determinar las alteraciones microscopicas presentes en estdbmagos lesionados
y sanos, utilizando estudio histopatoldgico.

Determinar la presencia de Helicobacter spp. en estbmago y su asociacion con
lesiones ulcerativas gastricas a través de dos pruebas de deteccion de
actividad ureasa.

Identificar factores asociados a SUGE y a la infeccion por Helicobacter spp. en

una poblacién de caballos de la ciudad de Medellin y municipios aledafios.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Ubicacion

Se emplearon 103 animales provenientes de 9 ubicaciones geograficas

(condiciones medio-ambientales en tabla 3), 66 de ellos pertenecian al Valle de

Aburra y zona metropolitana, los restantes estaban distribuidos en municipios

aledafios (San Pedro de los Milagros, Titiribi y Salgar). Todos los caballos estaban

ubicados en el departamento de Antioquia. Los casos evaluados fueron divididos

en clusters y les fue asignado un niumero para su identificacion (figura 1 y tabla 3).
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Figura 1. Localizacion de los caballos del estudio segun su ubicacion en el

departamento de Antioquia.
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Tabla 3. Numero de individuos estudiados, distribuidos segun localizacidon

geografica y condiciones medioambientales, en el departamento de Antioquia.

Altura
NGmero de o Pluviosi~dad sopre Temp_eratura
individuos Localizacion (mm/afio) el nivel ambiental Coordenadas
del mar (C9
(m)
Cluster 1 32 El Hatillo, Barbosa 2000 1300 25 6°26'15"N
75°19'50"0
Cluster 2 2 Santa Elena, Medellin 2200 2500 14,5 6°14'41"N
75°34'29"0
Cluster 3 14 San Pedro de los Milagros 1800 2468 14 6°27'34"N
75°33'28"0
Cluster 4 20 Salgar 2170 1250 19 5°57'50"N
75°58'39"0
Cluster 5 8 Envigado 2000 1575 22 6°10"19"N
75°34'49"0
Cluster 6 3 Titiribi 2285 1550 29 6°03'45"N
75°47'37"0
Cluster 7 3 Zona urbana, Medellin 1656 1495 22 6°14'41"N
75°34'29"0
Cluster 8 6 Copacabana 1604 1454 21 6°20'55"N
75°30'37"0
Cluster 9 15 San Cristobal, Medellin 1656 1800 15 6°14'41"N
75°34'29"0
4.3.2 Animales

El estudio fue aprobado por el Comité de ética en experimentacion animal de la

Universidad de Antioquia, mediante acta nimero 3082013.

La muestra fue seleccionada por conveniencia, segun la disposicion de los
propietarios para permitir la realizacion de la evaluacién gastroscépica. En total
fueron evaluados 103 equinos de razas diversas (figura 2), con un peso corporal
promedio de 347,7 + 61,8 Kg, edad promedio de 9 + 4,9 afios, de ambos sexos
(hembras: 59 (vacias: 58; gestantes: 1)), machos: 44 (enteros: 27; castrados: 17)),
tanto en pastoreo (45) como estabulados (58) (figura 3). La condicion corporal
(cc) de los animales se distribuy6 asi: 9 animales tenian cc baja (entre 1/9 y 4/9),
90 animales tenian cc ideal (entre 5/9 y 7/9) y 7 animales tenian cc alta (entre 8/9
y 9/9) (Hennecke et al., 1983).
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Los animales estabulados fueron alojados en pesebreras individuales, con cama

de viruta de madera y abrevadero individual. Los animales en pastoreo fueron

alimentados con grama natural, no fueron suplementados con concentrado en

ninguno de los casos.
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Figura 2. Distribucion de los caballos estudiados, segun tipo de explotacion y raza.

CCC-= Caballo Criollo Colombiano.
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Figura 3. Distribucion de los caballos estudiados, segun tipo de explotacion y

actividad fisica

41



4.3.3 Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo prospectivo de corte transversal, a traves

de un muestreo por conveniencia.
4.3.4 Esofago-gastro-duodenoscopia

Se realizé endoscopia de tracto digestivo anterior, previo ayuno de 12 y 4 horas
para alimentos solidos y liquidos, respectivamente. Se realiz6 sedacion con
xilacina al 10% (Anased®, laboratorios Lloyd, lowa, EEUU) (0,5mg/kg/IV).
Posteriormente, se realizd la endoscopia mediante un sistema de video
endoscopio (PortaScope®, 1800PVS, Bradenton, FL, USA) de 300 cm de longitud
y 12 mm de didmetro externo. Los hallazgos macroscépicos fueron grabados en
video y clasificados segun la escala de clasificacion del grado de lesiones

géstricas propuesto por MacAllister et al.,(1997) (tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion de las lesiones gastricas segun MacAllister et al.,(1997).

Grado Descripcién

Segun el numero de lesiones

0 No se evidencian lesiones

1 1 a 2 lesiones localizadas

2 3 a 5 lesiones localizadas

3 6 a 10 lesiones

4 Mayor a 10 lesiones o lesiones difusas (o de gran tamafio)

Segun severidad de las lesiones

0 No se evidencian lesiones

1 Apariencia superficial (solo pérdida de la mucosa)

2 Estructuras mas profundas involucradas (mas profundas con relacion al grado
1)

Lesiones multiples y de severidad variable (1,2 y/o 4)
Similar al grado 2 y con apariencia activa (lesion activa= crater hiperémico y/u
oscurecido)

5 Similar al grado 4 ademas de hemorragia activa o coagulo adherido a la lesion

42



El procedimiento endoscépico inicio con el examen de faringe y se continué con el
esofago insuflando eventualmente la luz, con el fin de examinar el estado de la
mucosa. Seguidamente, se examind el cardias, previamente al ingreso al
estbmago. Una vez posicionada la sonda en el estbmago, se realizé insuflacion
del mismo hasta lograr la distension suficiente para examinar la mucosa gastrica.
El recorrido en estbmago comprendié la evaluacion del saco ciego gastrico en la
porcion correspondiente a mucosa escamosa a lo largo de la linea de la curvatura
mayor, simultineamente se examind el Margo plicatus; luego se evalud la mucosa
glandular en su porcién fandica hasta lograr retornar en retroflexion y evaluar de
esta manera el cardias y la curvatura menor, tanto en mucosa escamosa como
glandular. Finalmente, la sonda se dirigié hacia el antro pil6rico y piloro. En
algunos casos fue posible ingresar a la primera porcion del duodeno (Murray,
2002).

Durante el recorrido se instil6 agua para mejorar la visualizacion de la mucosa
gastrica. Una vez realizada la evaluacién gastroscopica y clasificacion de lesiones,
se tomaron biopsias de la mucosa gastrica a través de la insercion (por el canal de
trabajo) de una pinza flexible para biopsias con puntas ovales y mandibulas
articuladas para aprisionamiento y corte por traccion de muestras de
aproximadamente de 3x3mm. Se tomaron biopsias provenientes de mucosa
escamosa (saco ciego), Margo plicatus (curvatura mayor), mucosa glandular
(fundus) y antro pilérico. Se tomaron 3 biopsias de cada porcion descrita, para la
realizacion de prueba rapida de ureasa (PRU), analisis histopatoldgico y reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) (estudio posterior), siendo para esta ultima

conservadas en nitrégeno liquido.
4.3.5 Histopatologia

Las muestras obtenidas fueron fijadas con solucion tamponada de formol al 10%.
Luego fueron procesadas segun técnicas convencionales de inclusion en parafina
y cortadas a 5um. Las muestras fueron tefiidas con coloracion de hematoxilina y
eosina (H&E) y coloracion especial de Wright- Giemsa, con el fin de resaltar la

presencia de bacterias espiraladas compatibles con Helicobacter spp. Las lesiones

43



encontradas fueron clasificadas segun Martineau et al., (2009). Las muestras
fueron evaluadas en el laboratorio de Patologia Veterinaria de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia.

No fueron sometidas a evaluacion histopatolégica la totalidad de las muestras
debido a que solo algun porcentaje de ellas resulté apto para la fijacion en
parafina, una vez que la dimensién de la pinza de biopsia no sobrepasaba los

3mm y la naturaleza del tejido no permitieron su procesamiento.

4.3.6 Prueba Réapida de Ureasa (PRU)

Para realizar la prueba rapida de ureasa, se elabor6 un caldo de urea modificado
(Ortiz et al., 2007), compuesto por agua destilada 500 ml, urea 100% (Merck,
Darnstadt, Germany) 10 g, rojo fenol 0.005 g, acido clorhidrico al 97% 0.2 ml; el
pH resultante fue 7. El caldo fue alicuotado en volimenes de 0.5 ml, y depositado
en crioviales de 2 ml; cada biopsia tomada fue sumergida completamente en el
caldo y rotulada segun el paciente y la porcion del estbmago correspondiente. Las
muestras en el caldo se incubaron a temperatura ambiente durante 12 horas,

momento hasta el cual se realiz6 lectura de la reaccion.

La reaccidn de ureasa consistié en disponer un medio rico en urea que ademas
contenia un indicador de pH, en este caso rojo fenol. Cuando se sumergié una
fuente de la enzima ureasa (en este caso microorganismos con actividad ureasa),
ésta se encargé de hidrolizar la urea presente en el medio; la liberacion de amonio
y diéxido de carbono resultantes de la reaccién alcalinizé el medio y produjo
cambio de color desde el amarillo (negativo) hacia el rojo-fucsia intenso, indicando

reaccion positiva a la actividad ureasa (figura 4).

Con el fin de validar la efectividad del caldo se utiliz6 un in6culo de un
microorganismo con actividad ureasa positiva (Proteus spp.). Se tomaron veinte
muestras de mucosa glandular por duplicado para ser sometidas a caldo urea y

agar urea, con el fin de validar el resultado entre ambos medios.
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El agar urea fue compuesto por un gel base (Urea agar Base Christensen® Merck
Millipore, MA, USA) 3.6 g, Sal de urea (Carlo Erba Reagents SAS, Chaussée du
Vexin, FR) 7.5 g, y 5 gotas de acido clorhidrico al 97%.

Figura 4. Imagen demostrativa de los resultados: negativo, positivo débil y positivo
a la prueba rapida de la ureasa, a partir de biopsias gastricas de algunos caballos

del estudio. a= reaccidén negativa; b=reaccién positiva débil; c=reaccién positiva

4.3.7 Prueba del aliento (Urea Breath Test - UBT)

La prueba de aliento con urea marcada consiste en la cuantificacion de las
copiosas cantidades de ureasa producida por Helicobacter spp. (originalmente
disefiada para el diagndstico de Helicobacter pylori); este Ultimo es encargado de
hidrolizar la urea para formar amoniaco y diéxido de carbono soluble, los cuales
son exhalados en el aliento. EI marcaje de la urea con el is6topo permite su
deteccion en el aliento. Cuando H. pylori esta presente, la cantidad relativa de
CO," incrementa considerablemente, y a menudo excede a la medida del
standard, el cual resulta en la expresion del “exceso” de CO, excretado (Logan,
1998).
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Se tomo aliento basal de cada equino, introduciendo un tubo de vidrio (Exetainer®
Vial for 13C breathTesting, Labco limited, UK) en un ollar, se ocluyo
simultaneamente el ollar contralateral, cuando el individuo espiré se cerro el tubo
inmediatamente (figuras 5 y 6). Posteriormente, se suministré a cada individuo a
través del canal de trabajo de la sonda del endoscopio, 50 mg de urea C** (Lote
U23001) diluida en 5 ml de agua aplicada directamente contra la mucosa géstrica.
Seguidamente, 10 minutos después de suministrar el reactivo, se tomé el aliento

en otro frasco de vidrio.

Cada tubo se leyd en espectrometro de masas de relacién isotopica (ABCA2
Automated Breath CO2 Analyser, Sercon® limited, UK). Se considerd positivo
aquel resultado que evidencié cociente entre gases, mayor a 2 A (delta). La

reaccion quimica esperada es representada en la siguiente ecuacion:

CO (NH,) + H,O0 —2 NH3 + °CO,

Figuras 5 y 6. Imagen que evidencia el método para obtencion de aliento en tubo
de vidrio en un caballo participante en el estudio.

La lectura de las pruebas de aliento fue llevada a cabo por el Laboratorio Clinico

Hematoldgico en la ciudad de Medellin.
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4.3.8 Encuesta

La informacion de la anamnesis y de manejo fue obtenida a través de una
encuesta personal con el cuidador de cada animal. Por otro lado, la informacién
sobre presencia o ausencia del SUGE se obtuvo a través de la evaluacion
endoscépica. Con este fin fue elaborado un formulario en el software Microsoft
Access® 2013. Las variables incluidas en el estudio obtenidas tanto a través de la
encuesta como de la evaluacion endoscoépica y pruebas diagnosticas, fueron
condensadas en la tabla 5.
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Tabla 5. Variables evaluadas y sus categorias, utilizadas durante el estudio.

1. Caracterizacion 2. Medicacion e historial médico 3. Actividad fisica 4. Alimentacidn
a. Edad (afios) a. Tipo de colico padecido recientemente a. Frecuencia actividad fisica (veces/dia) a. Dieta
b. Raza Resolucion médica b. Frecuencia actividad fisica (veces/semana) Forraje
c. Sexo Resolucion médica reincidente c. Aptitud zootécnica Forraje + concentrado
d. Peso calculado (Kg) Resolucion quirtrgica Recreacion Forraje + concentrado + heno
e. Condicion fisiol6gica Educacion
Hembra vacia b. Uso de antiinflamatorios no esteroides (AINEs)  Reproduccién b. Numero de raciones/dia
Hembra gestante c. Duracion dltimo tratamiento con AINEs Patrullaje €. Suministro de suplementos
Macho entero (semanas) Reposo d. Disponibilidad agua
Macho castrado (Ad libitum/segun racién)

d. Duracion Actividad fisica (horas/actividad)
f. Condicion corporal e. Numero de horas de permanencia dentro de e.Mecanismo de suministro de agua
(Hennecke et al., 1983) pesebrera (abrevadero/automatizado/manual)
g. Hallazgos examen clinico f. Volumen de concentrado

suministrado (Kg/dia)

5. Clasificacion de lesiones ulcerativas en estémago 6. Pruebas diagndsticas de actividad ureasa
(MacAllisteret al., 1997)

a. Mucosa escamosa a. Prueba rapida de la ureasa (PRU)

b. Mucosa glandular Positivo

c. Margo plicatus Negativo

d. Antro pildrico

e. Hallazgos macroscopicos b. Prueba de aliento con trea C*® marcada (UBT)
Positivo
Negativo

c. Histopatologia (Martineau et al., 2009)
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4.3.9 Analisis estadistico
Estadistica descriptiva

Se realiz6 estadistica descriptiva (frecuencia absoluta y relativa, graficos de
distribucion en barras y circular) para las variables edad, raza, sexo, tipo de
actividad fisica, histopatologia y las variables del grupo “Clasificacion de lesiones

ulcerativas en estémago”, utilizando Microsoft Office Excel® 2013.
Andlisis de asociacion

Las variables fueron re-categorizadas, posteriormente fueron sometidas a analisis
de asociacion. El analisis fue realizado para determinar los factores asociados con
la presentacion de ulceracion grado =2 (severidad) en cada una de las porciones
del estdmago, clasificadas segun MacAllister et al., (1997). Este analisis fue
realizado con el software STATA 13°®. En la construccién de las tablas cruzadas se
tuvo en cuenta que cuando algunas de las casillas contenian menos de 5
observaciones se realizo test de Fisher, por el contrario, cuando todas las casillas
contenian mas de 5 observaciones se llevé a cabo test de chi cuadrado de

Pearson.
Sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnésticas

Para determinar la capacidad de las pruebas diagnésticas para detectar
verdaderas reacciones ureasa positiva se realiz6 una comparacion de curvas
COR, entre PRU, UBT y agar urea (gold standard). Este analisis fue realizado con
el software EPIDAT® V 3.1.

Regresion logistica

Las variables de los grupos caracterizacion, actividad fisica y alimentacion fueron
sometidas al analisis de regresion logistica, considerando como variable respuesta
la presencia de lesiones ulcerativas grado =2 (severidad) segun MacAllister et al.,
(1997), para cada una de las porciones de estdbmago que fueron seleccionadas.

Con el fin de determinar el riesgo dentro de los grupos de individuos de una misma
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ubicacion geografica, fueron divididos en clusters (Figura 1). Para la realizacion de

este andlisis fue utilizado el software STATA 13°.
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4 4AResultados
4.4.1 Frecuenciade SUGE

El 69% de los animales estudiados presentd al menos una lesiébn compatible con
SUGE, en al menos una porcién gastrica. Se encontré6 una amplia variedad de
lesiones a la endoscopia en los animales estabulados, la gastritis fue el hallazgo
mas frecuente con un 36%, seguida de la hiperqueratosis del MP con un 25% vy la
hiperemia de esta misma regién con un 17%. Para los animales en pastoreo fue
llamativa la ausencia de lesiones en el 49% de las observaciones, mientras que
respecto a las lesiones encontradas en este grupo de animales la hiperqueratosis
del MP fue frecuente en un 38%. Los resultados de las evaluaciones
gastroscopicas se presentan en las figuras 7, 8 y 9. Durante el examen
endoscopico no se encontraron lesiones que comprometieran el eséfago de los

caballos evaluados.

51



0 3% %
8% ° 6% B Edema del cardias O

B Hiperemia del AP
B Hiperemia de M. esc

25% M Hiperemia de M. gland

17% . .
B Hiperemia de MP 49%

W Gastritis
I Hiperqueratosis del MP 38%
» Ulcera duodeno

= Ulceras en re-epitelizacion

= Ninguna
36% 2%

Estabulacion Pastoreo

Figura 7. Distribucion de lesiones gastricas macroscopicas (gastroscopia) diferentes a Ulceras gastricas activas, en cada
uno de los subgrupos de caballos estudiados en el presente trabajo. AP= Antro pilérico; M. esc= mucosa escamosa; M.
gland= mucosa glandular; MP= Margo plicatus.
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B Edema del cardias
B Hiperemia del AP
m Hiperemia de M. esc
B Hiperemia de M. gland
M Hiperemia de MP
B Gastritis
 Hiperqueratosis del MP
= Ulcera duodeno
Ulceras en re-epitelizacién

® Ninguna

Figura 8. Distribucion de lesiones gastricas diferentes a Ulceras gastricas activas
en el total de caballos estudiados. AP= Antro pil6rico; M. esc= mucosa escamosa;

M. gland= mucosa glandular; MP= Margo plicatus.
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Esc MP Gland AP

W Lesiones M Ninguna

Figura 9. Distribucion de la proporcion de lesiones gastricas 22 (severidad), segun
porcion del estbtmago de la poblacion de caballos del estudio. Esc= Mucosa

escamosa; MP= Margo plicatus; Gland= Mucosa glandular; AP= Antro pil6rico.
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La tabla 6 muestra la distribucion de la frecuencia de lesiones segun tipo de

explotacion y porcién gastrica, sin embargo, cabe anotar que estas frecuencias no

se encuentran agrupadas considerando presentacion de lesiones simultaneas en

mas de una porcién gastrica.

Tabla 6. Frecuencia de lesiones ulcerativas, segun porcion gastrica y tipo de

explotacion, en el grupo de caballos evaluados en el estudio.

Porcion Namero de
gastrica n individuos % DP
afectados
General al menos una
porcién 103 71% 69 ]
involucrada
Poblacién
M. esc 103 23 923 ]
MP 102 40 39.2 1
M. gland 103 19 18.6 ]
AP 76 23 30.3 27
Pastoreo
M. esc. 45 4 8 ]
MP 45 22 48.8 )
M. gland. 45 7 155 ]
AP 3l 11 355 14
Estabulados
M. esc. 58 19 32.7 -
P 57 18 316 1
M. gland. 58 12 1 ]
AP 45 12 375 13

*= al menos 1 porcion géastrica afectada, independientemente del grado de lesion.

M. esc= mucosa escamosa; MP= Margo plicatus; M. gland= mucosa glandular;

AP= Antro pilérico; DP= Datos perdidos
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4.4.2 Hallazgos histopatologicos
Correspondencia entre hallazgos histolégicos y endoscépicos

En el lado izquierdo de la figura 10, se observa la apariencia macroscopica de las
lesiones gastricas encontradas a traveés de gastroscopia, al lado derecho se
encuentra el resultado del estudio histopatologico realizado a la misma porcion.
Como puede notarse a simple vista la severidad de las lesiones evidenciadas
microscopicamente no reflejan estrictamente los hallazgos macroscépicos
(gastroscopia) (figura 10); se encontré un comportamiento similar cuando se
compard el diagndstico histopatoldgico, la presencia de infiltrado leucocitario y la

evaluacion macroscopica de cada individuo y porcién gastrica (tabla 7).

El servicio de patologia animal de la Universidad de Antioquia recomendd utilizar
la coloracion Wright-giemsa para mejorar la visualizacién de cambios en el tejido
gastrico ademas de enfatizar la presencia de bacterias curvo-espiraladas, sin
embargo, la literatura indica la utilizacion de la tincion Warthin-starry para este fin
(Cardona et al., 2009b).
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Figura 10. Fotografias de hallazgos macroscépicos (gastroscopia) y microscopicos

(histopatologia) de lesiones gastricas en algunos de los caballos estudiados. al=
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Ulceras gastricas grado 4/5 (severidad) en Margo plicatus porcibn escamosa. a2= apariencia
microscopica de una porcion de tejido gastrico tomado del estbmago que aparece en al. El epitelio
se evidencia intacto, no es posible observar lamina propia. bl=ullceras gastricas grado 1/5
(severidad) en Margo plicatus porcion escamosa. b2= apariencia microscépica de una porcion de
tejido gastrico tomado del estémago que aparece en bl. Es evidente la degeneracion balonoide (o
hidrépica, que consiste en acumulacion de agua en el citoplasma que desplaza las organelas hacia
la periferia de las células, dandole la apariencia de encontrarse separado el nucleo de la
membrana) del epitelio géastrico, ademéas de la presencia de abundantes leucocitos
polimorfonucleares. cl= Lesiones ulcerativas grado 1/5 (severidad) en antro pilorico. c2=
apariencia microscoépica de una porcion de tejido gastrico tomado del estdmago que aparece en
cl. Se evidencia importante hiperplasia glandular, presencia de fibrosis, dilatacion glandular

eventual, células germinales abundantes y presencia de leucocitos mononucleares.

Se sometid a analisis histopatologico 34 biopsias provenientes de 23 animales. Se
distribuyeron segun porcion del estbmago como sigue: Mucosa escamosa =7,
Margo plicatus= 11, Mucosa glandular= 11, Antro pilérico= 5. Se encontr6é que, en
ocasiones a pesar de no resultar diagnostico final, algunas muestras evidenciaron
procesos inflamatorios, infecciones leves, o incluso degeneracion del epitelio

gastrico (Tabla 7).

Cuando se confrontaron los diagnésticos histopatolégicos con los hallazgos a la
gastroscopia, se encontr6 que aquellos estémagos que fueron clasificados con
lesiones 22 (severidad), no evidenciaron en su mayoria lesiones histolégicas, en
contraste con aquellos estbmagos cuya clasificacion macroscdépica no superaba el
grado 1, para los cuales fue notoria la cantidad de hallazgos anormales a la

histopatologia (tabla 8).
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Tabla 7. Hallazgos de la evaluacion histopatoldgica de biopsias obtenidas a través de endoscopio en el grupo de caballos
evaluados durante el estudio.

Células inflamatorias Cambios reactivos

Muestra Densidad Localizacion Escamosa Glandular Agentes infecciosos o foliculos linfoides iagndsti Otros hallazgos

[
@
]
=
]
o
@
o
[
1]
o
o
S
=

Neut= neutrdfilos; linfo= linfocitos; macro= macréfagos; mono= mononuclear; eos= eosindfilos; plasmoc= plasmocitos




Tabla 8. Diagnéstico histopatoldgico y clasificacion macroscopica de lesiones

gastricas segun individuo y porcién gastrica, en un subgrupo de caballos

provenientes de la poblacién de estudio.

Clasificacién de lesiones

Observaciones

- Diagnéstico ) -
Individuo . J Otros hallazgos microscépicos . . a los hallazgos
histopatoldgico NGmero Severidad  gastroscopicos
Paciente 1 ninguno 0 0 Ninguna
s Paciente 2 ninguno 0 0 Ninguna
é Paciente 3 ninguno 0 0 Ninguna
§ Paciente 4 ninguno 2 1 Ninguna
Q
§ gastritis cronica
S Paciente 5 hiperplasica espongiosis marcada 0 0 Ninguna
= Ulcera en re-
Paciente 6 ninguno degeneracion balonoide severa 1 1 epitelizacion
Paciente 7 ninguno espongiosis / degeneracion balonoide 0 0 Ninguna
Paciente 1 ninguno 0 0 Ninguna
Paciente 4 gastritis cronica 0 0 Ninguna
Paciente 5 ninguno focos de fibrosis 0 0 Gastritis
& Paciente 6 linfaedema edema y linfangiectasia 0 0 Ninguna
o}
©  Paciente 8 ninguno edema moderado 1 1 Ninguna
IS
D Paciente 9 ninguno nucleos pignéticos y citoplasma eosinofilico 2 1 Ninguna
«
§ Paciente 10 ninguno 0 0 Ninguna
2 Paciente 11 gastritis crénica  Edema 0 0 Ninguna
gastritis cronica
Paciente 12 activa (leve) 0 0 Ninguna
Paciente 13 gastritis cronica Edema 1 1 Ninguna
Paciente 14 gastritis cronica  fibrosis discreta Ninguna
gastritis no
Paciente 7 exudativa linfangiectasia y edema Ninguna
Paciente 10 ninguno Ninguna
Paciente 11 ninguno 2 2 Ninguna
gastritis crénica
£ Paciente 12 activa Edema 1 2 Ninguna
§ Paciente 14 ninguno 0 0 Ninguna
[o8
S Paciente 15 gastritis cronica 0 0 Ninguna
g Paciente 16 gastritis crénica degeneracion balonoide y pustulas 0 0 Ninguna
Paciente 17 gastritis crénica degeneracion balonoide y congestion leve 0 0 Ninguna
gastritis cronica
Paciente 19 hiperplasica espongiosis leve 1 1 Hiperqueratosis
Paciente 20 ninguno cambios vacuolares 0 0 Ninguna
Paciente 21 ninguno degeneracion vacuolar 0 0 Hiperqueratosis
° Paciente 5 ninguno 2 1 Ninguna
R3] . . .
Té Paciente 7 ninguno 2 1 Ninguna
g— Paciente 19 ninguno 1 2 Ninguna
g Paciente 22 Ninguno fibrosis discreta 0 0 Ninguna
Paciente 23 gastritis cronica 0 0 Ninguna

59



4.4.3 Andlisis estadistico
4.4.3.2 Andlisis de asociacion

Las variables que contaron con dos categorias fueron sometidas a analisis de
asociacion: sexo (hembra o macho), raza (caballo criollo colombiano u otra),
disponibilidad de agua (ad libitum o segun racion), suministro de concentrado
(mayor o igual a 4 kg/dia y menor a 4 kg/dia), numero de horas de permanencia
dentro de pesebrera (mayor o igual a 12 horas y menor a 12 horas), mecanismo
de suministro de agua (manual y automatico). Las variables sexo y raza fueron
aplicadas a todos los individuos, las restantes fueron aplicadas Unicamente a los
animales en estabulacion. Los resultados de este primer analisis se consignan en
la tabla 9.

Tabla 9. Asociacion (valor p) entre las variables sexo, raza, suministro de
concentrado, permanencia dentro de pesebrera, mecanismo de suministro de
agua, disponibilidad de agua y SUGE, segun porcion gastrica del grupo de

caballos de la poblacién de estudio.

Variable SUGE SUGE SUGE SUGE
Esc MP Gland AP
Sexo 0.522 0.157 * *
Raza 0.698 0.353 * 1
Suministro de concentrado 0.650 0.032 0.293 *
Permanencia dentro de pesebrera 0.725 26.94 * 1
Mecanismo de suministro de agua 0.706 1 * 0.511
Disponibilidad de agua 0.106 14.28 * 1

SUGE Esc= Lesiones gastricas con grado de severidad 22 localizadas en la mucosa escamosa;
SUGE MP= Lesiones gastricas con grado de severidad =2 localizadas en el margo plicatus; SUGE
Gland= Lesiones gastricas con grado de severidad =2 localizadas en la mucosa glandular; SUGE
AP= Lesiones gastricas con grado de severidad =2 localizadas en antro pilérico.* = Variables que
por ausencia de observaciones en alguna de las casillas de la tabla cruzada no fueron analizadas.

El suministro de concentrado parece ser un factor asociado a la presentacion de

lesiones ulcerativas grado =2 (severidad) en el margo plicatus (p=0.032).
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En el analisis de correlacion se encontré las variables sexo y condicion fisiol6gica
comportarse de manera similar (r=0.95), por lo tanto, se eligi6 la variable condicién

fisiologica para llevar a cabo los analisis de regresion logistica.

4.4.3.2 Regresion logistica
Regresion logistica univariable (ante)

Cada variable sometida a andlisis fue ajustada segun el riesgo por cluster, tanto
para la mucosa glandular como la mucosa escamosa, conforme se indica en las

tablas 10 y 11 respectivamente.

Tabla 10. Riesgo de desarrollar lesiones ulcerativas grado =2 (severidad) en la

mucosa glandular en la poblacién de estudio. Analisis de regresion logistica

univariable.
IC (95%)

OR Valor p Liminf Limsup
Aptitud zootécnica 2,353 0,085 0,888 6,233
Edad 0,446 0,494 0,044 4,507
Sexo * * * *
Raza 1,37e+09 0,997 * *
Condicion fisioldgica 0,572 0,524 0,102 3,191
Condicidn corporal 30,002 0,025 1,525 590,444
Disponibilidad agua 3,69e-09 0,996 * *
Dieta 5,911 0,254 0,279 125,021

* = Variables que por contener muy bajo nimero de observaciones, no fueron analizadas por el
software.

Cuando se evaluaron las variables de interés y su efecto sobre la aparicion de
SUGE en mucosa glandular se encontré que la aptitud zootécnica y la condicion
corporal son factores candidatos a convertirse en factores asociados (p<0.25);
cuando se realiz6 el analisis multivariante para SUGE en mucosa glandular y las
dos variables significativas, la condicidn corporal continud siendo significativa (p=
0.025).
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Tabla 11. Riesgo de desarrollar lesiones ulcerativas grado 22 (severidad) en la
mucosa escamosa en la poblacion de caballos del estudio. Analisis de regresion

logistica univariable.

IC (95%)
OR Valor p Lim inf Lim sup
Aptitud zootécnica 0,712 0,466 0,285 1,776
Edad 1,615 0,283 0,673 3,876
Sexo 0,709 0,634 0,173 2,914
Raza 1,652 0,615 0,234 11,660
Condicion fisioldgica 0,947 0,838 0,559 1,602
Condicidn corporal 3,283 0,278 0,384 28,091
Disponibilidad agua 0,237 0,100 0,043 1,320
Dieta 5,759 0,001 2,020 16,419

Se encontro que la dieta es un factor presuntamente asociado con la presentacion
de lesiones ulcerativas grado =2 (severidad) en la mucosa escamosa. Cuando se
evalué en detalle el riesgo de desarrollar SUGE en mucosa escamosa segun tipo
de dieta, se evidencio que es significativamente asociado el suministro de forraje y
concentrado (p=0.003) en comparacion con las dietas que suministran Unicamente
forraje o adicionan heno. Los resultados de este andlisis se describen en la tabla
12.

Tabla 12. Detalle de analisis de regresion logistica para la variable “Dieta”, con

relacibon a SUGE en mucosa escamosa de la poblacion de caballos del

estudio.
IC
OR Valor p Lim inf Lim sup
Forraje+concentrado+heno 4.51 0.186 0.48 42.10
Forrajetconcentrado 29.3 0.003 3.14 274.2

Para el caso de las lesiones ulcerativas de importancia clinica localizadas en el
margo plicatus, se evidencido que la condicion corporal y la dieta, son factores

presuntamente asociados (tabla 12). Con el fin de confirmar los resultados del
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modelo univariable, se realizo regresion logistica multivariable para las variables

encontradas como asociadas a SUGE en margo plicatus (Tabla 14).

Tabla 13. Riesgo de desarrollar lesiones ulcerativas grado 22 (severidad) en la

region del margo plicatus de la poblacion de caballos del estudio. Andlisis de

regresion logistica univariable.

OR
Aptitud zootécnica 0,739
Edad 1,130
Sexo 1,180
Raza 1,812
Condicion fisiolégica 1,175
Condicidn corporal 6,459
Disponibilidad agua 0,606
Dieta 2,619

Valor p

0,465
0,745
0,780
0,496
0,486
0,069
0,502
0,012

IC (95%)

Liminf Limsup
0,328 1,663
0,537 2,383
0,353 3,982
0,328 10,010
0,747 1,849
0,865 48,258
0,140 2,620
1,233 5,562

Tabla 14. Andlisis de regresion logistica multivariable para SUGE en margo

plicatus.

OR
Condicion corporal 3,51
Dieta 2,13

Valor p

0,196
0,067

IC (95%)
Liminf Limsup
0,52 23,58
0,95 4,78

Se encontré que la dieta impact6 la aparicién de lesiones ulcerativas en el margo

plicatus. Con el fin de esclarecer en qué grado, cada dieta esta involucrada con el

SUGE en MP, se llevo a cabo la regresion logistica en detalle para esta variable

(Tabla 15).
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Tabla 15. Detalle de andlisis de regresion logistica para la variable “Dieta”, con

relacion a SUGE en margo plicatus en la poblacién de caballos del estudio.

IC (95%)
Dieta OR Valor p Liminf Limsup
Forrajetconcentrado+heno 3,70 0,063 0,930 14,77
Forraje+concentrado 6,99 0,016 1,429 34,29

En comparacion con el consumo uUnico de forraje, el consumo de dietas que
contengan concentrado promueve la aparicion de lesiones ulcerativas grado =2
(severidad) en el margo plicatus, siendo mayor el riesgo de desarrollarlas en
aguellos animales que no son alimentados con heno o forraje Unicamente. No fue
encontrada ninguna relacion entre las variables descritas y la aparicion de Ulceras

grado 22 (severidad) en el antro pilorico (tabla 16).

Tabla 16. Riesgo de desarrollar lesiones ulcerativas grado 22 (severidad) en el
antro pilérico de la poblacion de caballos del estudio. Andlisis de regresion
logistica univariable.

IC

OR Valor p Liminf Limsup
Aptitud zootécnica 0,63 0,601 0,112 3,56
Edad 1,802 0,449 0,392 8,280
Sexo 2.35e-08 0,996 * *
Raza 1,548 0,727 0,133 17,940
Condicion fisiolégica * * * *
Condicion corporal 0,999 1,000 0,022 46,506
Disponibilidad agua 2 0,577 0,175 22,886
Dieta 0,711 0,699 0,127 3,993

* = Variables que por contener muy bajo nimero de observaciones, no fueron analizadas por el

software.
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4.4.3.3 Sensibilidad y especificidad de las pruebas de actividad ureasa

Con el fin de evaluar la sensibilidad de

las pruebas para deteccion de actividad

ureasa, se comparé los resultados de 20 muestras de estobmagos sometidas a

PRU y agar urea, adicionalmente se realiz6 UBT en los animales de los cuales

provenian tales muestras. La figura 11, muestra que no se evidencia una distancia

significativa entre la linea patrén (diagonal) y las curvas de PRU y UBT evaluadas,
lo que indica que los resultados son atribuibles al azar y no a la correspondencia
con el gold standard (prueba chi’=0,1728; valor p=0,6777). El anélisis de curva

COR, demostro que ni PRU y UBT son
ureasa (tabla 16), cuando se les com
utilizado en el laboratorio de microbiolog

Agrarias de la Universidad de Antioquia.

sensibles para la deteccién de actividad
paré con el gold standard (agar urea)

ia veterinaria de la Facultad de Ciencias
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Figura 11. Curva COR para la evaluacion

- PRU - UET

de la sensibilidad y especificidad de dos

pruebas para deteccidon de actividad ureasa: PRU y UBT. Nivel de confianza: 95%

65



Tabla 17. Area bajo la curva, error estandar e intervalo de confianza para dos
pruebas de deteccion de actividad ureasa PRU y UBT.

Curva Area COR EE (DeLong) IC (95%)
PRU 0,5354 0,0825 0,3737 0,6970
UBT 0,4899 0,0718 0,3492 0,6306

La tabla 18 muestra en detalle los resultados para cada una de las pruebas
realizadas, segun individuo. Cabe anotar que se eligié fragmentos de la mucosa
glandular, puesto que se considera que es la porcion donde se lleva a cabo
principalmente la infeccion por Helicobacter spp. No fue posible establecer una
relacion entre las pruebas PRU y UBT, tampoco entre cada una de ellas y la

reaccion ureasa en agar urea.

Tabla 18. Resultados de reaccion ureasa evaluada mediante PRU, UBT y agar
urea, en 20 muestras de estdmago provenientes de la porcion glandular de un

subgrupo de caballos elegidos a partir de la poblacion de estudio.

Muestra M. Glandular M. Glandular
(PRU) (AGAR UREA) UBT

1 Positivo débil Negativo Negativo
2 Negativo Negativo Negativo
3 Negativo Negativo Negativo
4 Positivo Positivo Negativo
5 Negativo Positivo Negativo
6 Negativo Negativo Positivo

7 Negativo Negativo Negativo
8 Negativo Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Negativo
10 Positivo Positivo débil Positivo

11 Negativo Negativo Negativo
12 Negativo Positivo Negativo
13 Negativo Positivo Negativo
14 Negativo Positivo débil Negativo
15 Negativo Positivo Negativo
16 Negativo Positivo Negativo
17 Negativo Negativo Negativo
18 Negativo Positivo débil Negativo
19 Negativo Positivo débil Negativo
20 Negativo Positivo débil Negativo
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Cuando se evalué la capacidad de PRU para predecir la ulceracion géstrica, fue
evidente que en ninguna circunstancia la frecuencia de positivos se inclind hacia
aquellos individuos que presentaron ulceracion =2 (severidad). La mayor
frecuencia de reacciones ureasa positivas para las porciones mucosa escamosa y
antro pilérico se concentr6 en aquellas lesiones clasificadas como grado 0
(severidad), en contraste con las porciones Margo plicatus y mucosa glandular en
las cuales la mayor frecuencia de reacciones ureasa fueron negativas para las

lesiones clasificadas como grado 0 (severidad) (Figura 12).
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Figura 12. Distribucion de las lesiones gastricas segun grado (severidad), porcién
gastrica y reaccion a la prueba rapida de la ureasa, en el grupo de caballos de la

poblacion de estudio.
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4.5 Discusion

El presente estudio permitié conocer la situacion del SUGE en una poblacion de
equinos de la regién Valle de Aburra y municipios aledafios. Esta informacion no
se encontraba disponible hasta ahora, por lo tanto los resultados del estudio son
de gran utilidad en la medicina veterinaria aplicada a los equinos de nuestro
contexto. Adicionalmente, fue posible aplicar algunas técnicas de diagndstico
microbiolégico para Helicobacter spp. que son utilizadas de manera rutinaria en

humanos.
SUGE

Algunas variables fueron eliminadas del andlisis estadistico puesto que no eran
conocidas a plenitud por los cuidadores de los animales. Tales variables fueron las
correspondientes al grupo “medicacion e historial médico”, y otras como:
“frecuencia de actividad fisica”, “duraciébn de actividad fisica”, “suministro de
suplementos”. Por otro lado, la variable “Numero de raciones al dia” no tuvo
ninguna variacion en animales estabulados, siempre correspondié a 3. “Hallazgos
al examen clinico” y “peso” fueron utilizadas para establecer la viabilidad de la

sedacion, y posterior realizacion de la endoscopia.

El protocolo de sedacién a base de xilacina al 10%, fue efectivo en todos los
estudios gastroscopicos, una vez que permiti6 a los animales permanecer en
estacion y permiti6 ademas la realizacion de todos los procedimientos, sin
reportarse efectos adversos antes, durante y después del examen. Lo anterior
evidencio el uso alternativo de xilacina a la detomidina recomendada en la
mayoria de trabajos de la misma naturaleza, considerando que en el pais es de

facil acceso en comparacion con la detomidina.

El tiempo de ayuno utilizado coincidié con el tiempo recomendado por la literatura
(Murray, 2002), sin embargo, se evidencié que algunos animales requerian mayor
tiempo e incluso lavado gastrico previo a la gastroscopia; esta situacién puede
interferir en la evaluacion de la superficie gastrica y conllevar a perder datos

importantes para el andlisis estadistico, adicionalmente, implica no llevar a término
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la evaluacidon gastroscopica en un paciente para el cual podria ser de relevancia

médica.

Las Ulceras mas severas fueron encontradas adyacentes al MP justo como se
reporta en la literatura adyacente a la curvatura menor (Camacho y Andrews,
2015; MacAllister et al., 1997; Murray y Eichorn, 1996). También fueron comunes
las lesiones ulcerativas en la mucosa escamosa. Aunque la frecuencia de SUGE
en MP para animales en pastoreo fue superior, cabe anotar que la clasificacion de
las mismas no supero el grado 2 (severidad), mientras que algunas de las lesiones
halladas en MP de animales estabulados fueron clasificadas como grado 4

(severidad).

Las ulceras gastricas grado 2 o mayores (severidad) implican pérdida de la capa
mucosa del estbmago, esta situacion conduce a exposicién de tejido muscular,
que no estd especializado en soportar condiciones quimicas irritantes como las
gue posee el jugo gastrico y el reflujo duodenal, conllevando a potencial pérdida
de tejido muscular y predisponiendo al estbmago a sufrir ruptura gastrica; por las
razones expuestas las lesiones géstricas clasificadas segun su severidad como

grado =2 se consideraron de importancia clinica.

Llama la atencién la frecuencia de lesiones gastricas encontrada por este trabajo
en comparacion con otros estudios de naturaleza similar; esta situacion puede
estar influenciada por la dificultad que en ocasiones se presenta para evaluar la
porcion mas caudal del estbmago (mucosa glandular y antro pilérico) haciendo
que la evaluacion no se lleve a término y la frecuencia sea subestimada;
Luthersson et al., (2011) encontraron Ulceras gastricas grado =2 en mucosa
glandular en dos poblaciones de equinos: 54.6% de un grupo de 97 caballos
daneses y 45.6% en una poblacién de 25 caballos pura sangre espafiol, en
contraste el presente trabajo encontré 48.9% de lesiones gastricas en mucosa
glandular y AP independiente del grado; aunque las frecuencias descritas no
corresponden al mismo grado de dafio segun su severidad, si dan cuenta de una
participacion protagonica del SUGE en estas porciones del estbmago, diferente a

lo que convencionalmente se ha discutido.
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La comparacion de frecuencias se dificulta entre estudios puesto que los sistemas
de clasificacion difieren entre ellos. En el caso del presente trabajo, se utilizd un
sistema detallado y por tanto la informacién se hizo densa al momento de procesar
el analisis estadistico. Este sistema se considerdé importante para estudios de
investigacion, pero complejo para evaluaciones clinicas de rutina, prefiriéndose en
los casos clinicos el uso de los sistemas mas simples para la determinacion de la

extension, intensidad e caracteristicas de las lesiones ulcerativas.

Un estudio llevado a cabo en caballos destinados a la ensefianza deportiva
universitaria encontré una frecuencia de 11% de lesiones ulcerativas en mucosa
escamosa, adicionalmente determind como factores significativamente asociados
la edad y el sexo de los animales (Chameroy et al., 2006). En contraste, el
presente estudio encontré 22.3% de lesiones en mucosa escamosa y 39.2% en
margo plicatus, ademés no se encontrd asociacion entre sexo y presentacion de
lesiones en la mucosa escamosa (p=0.522, segun test de Fisher) o el margo
plicatus (p=0.157, segin Test de Chi®) (tabla 9). Cabe resaltar que la
caracterizacion deportiva de los animales evaluados por Chameroy et al. (2006),
incluyd segmentacion por tipo de actividad reportando mayor severidad de
lesiones en aquellos animales que se utilizaron para el polo; por otro lado, se
encontré que la mucosa escamosa fue la menor agredida en comparacion con el
presente estudio, sugiriendo que la actividad fisica en las diferentes poblaciones
susceptibles de estudio es determinante para el patron de aparicion de SUGE. El
estudio desarrollado en equinos de deporte universitario mostré que la edad
estuvo asociada con la aparicion de SUGE en esta poblacion de estudio, sin
embargo cabe anotar que los rangos de edad fueron muy amplios, agrupando
todos los animales muy jovenes y adultos jovenes en el mismo grupo (animales en
entrenamiento o deporte activo) y animales gerontes, lo que pudo llevar a cargar el

grupo de animales jovenes como el mayormente afectado.

Un estudio realizé6 un modelo de regresion logistica lineal similar al del presente
trabajo, para explorar los factores que presuntamente explicaron la aparicion de

SUGE en un grupo de caballos atletas no activos en Dinamarca; sus resultados
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coincidieron cuando se encontr6 que la dieta es el factor determinante en la
presentacion de SUGE en la mucosa escamosa (tablas 11 y 12) (Luthersson et al.,
2009b; Luthersson y Nielsen, 2009) tal y como se encontrd en este estudio. Cabe
anotar que ambos estudios utilizaron el mismo criterio de “caso” y la misma escala
de clasificacién de lesiones gastricas, lo que hace a este hallazgo mayormente
comparable.

La presencia de alimento concentrado en la dieta de los caballos se ha
considerado como factor predisponente para la ulceracion gastrica puesto que su
inclusion en la alimentacion esta relacionada con altos y constantes niveles de
gastrina en sangre, adicionalmente, por contener altas cantidades de
carbohidratos no estructurales es un sustrato potencial para fermentacion por
parte de bacterias residentes en el estbmago del caballo; esta situacion lleva a
disminucién del pH gastrico que combinado con altos niveles de AGV llevan a
ulceracién (Andrews et al., 2005). Segun los hallazgos estadisticos, cuando se
compard el riesgo de desarrollar Ulcera gastrica 22 (severidad) en mucosa
escamosa, se encontré que aquellos animales cuya dieta incluia concentrado
estdn mayormente a riesgo en comparacion con aquellos que consumen
Gnicamente forraje. Dietas que a pesar de contener concentrado, estan
adicionadas con heno, previenen el desarrollo de Ulceras en comparacion con
dietas que no lo incluyen (Tabla 15) (Nadeau et al., 2000). Esto probablemente
debido a la produccién de saliva estimulada por la masticacion de este alimento
fibroso (heno), saliva que al ser deglutida a su vez, actia como sustancia tampon
en el estbmago (Merritt, 1999), ademas de contener EGF salival que favorece la
re-epitelizacion rapida de la mucosa.

Es bien conocido que cambios en la proporcion de AGV adicional a una
disminucién en pH gastrico son factores ulcerogénicos debido a la alteracion en el
transporte de sodio desde las células del epitelio gastrico, causando
edematizacion (Nadeau et al., 2000). Sin embargo, también ha sido descrita la
participacion de las sales biliares provenientes del reflujo duodenal, en la

homeostasis electrolitica del epitelio gastrico, coadyuvando a la aparicién de
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Ulceras, principalmente de la porcion escamosa (Berschneider et al., 2010).
Durante este estudio fue posible evidenciar reflujo duodenal en el antro pilérico de
todos los individuos, encontrando inclusive tal cantidad en algunos de ellos, que
dificultaba la observacion de la mucosa glandular y del mismo antro pilérico, por
esa razon en la tabla 6 se registraron algunos datos perdidos en esta region del
estdmago; es probable que este mecanismo de ulcerogénesis latente, también

esté participando en los caballos evaluados en este trabajo.

Hubiese sido de impacto conocer en detalle la composicién de las dietas de los
animales de estudio, puesto que algunos individuos consumian ingredientes
adicionales a los reportados por los propietarios (evidenciados durante la
endoscopia) que pudieron influir sobre el estado de la mucosa géstrica, este es el
caso de la suplementacion con zanahoria, la cual contiene altos niveles de calcio y
técnicamente es protectora para la mucosa escamosa (Nadeau et al., 2000; Craig,
2007; Videla y Andrews, 2009; Reese y Andrews, 2009), conforme otros autores lo
han confirmado con el uso de nutracéuticos para la prevencién y tratamiento del
SUGE (Andrews, 2005). Andrews et al., (2005), afirmaron que las dietas
protectoras para el desarrollo de Ulceras son aquellas que estan compuestas por

altos niveles de proteina y calcio.

Considerando la secrecion constante tanto de HClI como de sales biliares en el
caballo, es importante considerar el ayuno dentro de los factores predisponentes a
SUGE (Murray y Eichorn, 1996). Modelos experimentales usaron periodos
prolongados de ayuno y suministro de AINEs con el fin de producir Ulceras
gastricas, los resultados sugieren que el ayuno actia de forma sinérgica junto a
los AINEs para producir dafio de la mucosa gastrica (Martinez et al., 2014b;
Zuluaga et al., 2016), esto probablemente debido al dafio permanente del HCI en
presencia de las sales biliares, en conjunto con deplecion de mecanismos de
citoproteccion derivados de prostaglandinas y al aumento de estrés oxidativo.
Aunque en el presente estudio no se evaluo el efecto del ayuno sobre la aparicion
de Ulceras gastricas, si fue posible determinar que en caballos estabulados existe

al menos intervalos entre raciones de 8 horas, mientras que los caballos en
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pastoreo no sufrieron restricciones de este tipo, evidenciando menor prevalencia
de lesiones ulcerativas y menor variedad de las mismas en comparacion con los

caballos en estabulacion.

Es probable que el estbmago en ayuno colapse y ponga en estrecho contacto la
mucosa escamosa con el antro pilorico y el reflujo duodenogastrico, que a su vez
contiene altas cantidades de enzimas. El reflujo duodenogastrico esta influenciado
por la motilidad duodenal, es importante entonces evaluar el tipo de dieta y otras
condiciones quimicas y nerviosas que afecten la peristalsis de éste (Merritt, 1999)
y su relacién con la aparicion de SUGE. De similar forma es importante evaluar el
tiempo de vaciamiento gastrico, puesto que ya se conoce que factores como el
ejercicio submaximo o maximo lo retardan, y por tanto se le asocia con la
aparicion de lesiones ulcerativas (Camacho y Andrews, 2015). Infortunadamente,
en el presente estudio no fue posible determinar la relacion entre la actividad fisica
y SUGE debido a la ausencia de informacion confiable como se mencioné

anteriormente.

Otro efecto mecéanico dilucidado y estudiado en caballos atletas de alto
rendimiento, es el aumento de la presién abdominal durante la actividad fisica, lo
gue conlleva a mayores prevalencias de SUGE en el area escamosa de la mucosa
(Lorenzo-Figueras et al., 2002). Posiblemente, la menor prevalencia de
ulceraciones en este estudio comparadas con la literatura internacional, obedecio
al tipo de actividad desarrollada por estos animales. Sin embargo, esta prevalencia
fue mayor a la descrita para caballos que realizaban otras actividades fisicas como
recreacion, show y patrullaje policial (Aranzales et al., 2012; Martinez et al., 2014;
McClure et al., 1999; Wiedner et al., 2008); indicando la necesidad de evaluar
factores propios de la raza y el tipo e intensidad del andar de los ejemplares que

son objeto de investigacion.

Se hallé que la condicion corporal esta asociada con la aparicion de lesiones
ulcerativas en mucosa glandular (p=0.025), en este caso es probable que la
relacion exista debido a que SUGE genera disminucion de peso por producir

enteropatia con pérdida de proteinas. Por otro lado, aunque no se encontrd
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factores asociados a la aparicion de lesiones ulcerativas en AP, es importante
tener presente que algunos datos como el uso de AINEs no fueron obtenidos en el
presente estudio. Por otro lado, la correlacién de signos clinicos e intensidad de
Ulcera es variable (Murray y Grodinsky, 1989), por consiguiente, la manifestacion

clinica puede estar ausente.

Tal como encontraron Al-mokaddem et al., (2014), el hallazgo macroscopico mas
importante fue la hiperqueratosis del margo plicatus con un 34% de los animales
afectados, hallazgo similar para este estudio en el cual se encontr6 33% de
hipergueratosis en la poblacién general (25% en animales estabulados y 38% en
animales en  pastoreo). Adicionalmente, cuando se examinaron
microscépicamente los estdbmagos en su porcibn escamosa, se evidencio
acantosis con formacion de “clavos” dirigiéndose hacia la lamina propia y
degeneracion vacuolar (37%) (Al-mokaddem et al., 2014). En contraste con otros
autores, en el presente estudio no se evidencio erosion y ulceracion en los cortes
histologicos, esto probablemente debido a que no fueron realizadas biopsias
multiples de cada porcién gastrica.

En comparacién con los hallazgos de Al-mokaddem et al., (2014), no se encontrd
infiltrado leucocitario en las muestras de mucosa escamosa, sin embargo, el 50%
de los fragmentos de mucosa glandular de este estudio evidenciaron algun tipo de
infiltrado  leucocitario compatible con procesos inflamatorios crénicos
(mononucleares), cifra bastante similar a la encontrada en el estudio de asnos
egipcios (49%). Por otro lado, fue evidente que los hallazgos histoldgicos vy las
lesiones macroscopicas no mostraron correspondencia, algunos fragmentos sin
hallazgos anormales correspondian a porciones gastricas leve o severamente
lesionadas macroscopicamente, y por el contrario aquellas porciones que a la
endoscopia no evidenciaron lesiones serias fueron las que contaron con mayor
namero de hallazgos histoldgicos correspondientes a procesos de degeneracién o
inflamatorios; este hallazgo coincide con el estudio de Pietra et al., (2010), a partir
del cual se determind correlacion entre hallazgos microscopicos de dafio tisular y

aparicion de citocinas pro inflamatorias, correlacion que no se repitié con el
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diagnostico macroscopico de SUGE; esto sugiere que a pesar de que
macroscopicamente no se evidencie SUGE, se estan llevando a cabo lesiones pre
ulcerosas que al ser tempranamente analizadas podrian indicar dafio proximo del

epitelio y aparicion de lesiones gastricas.

No fueron sometidas a evaluacion histopatolégica la totalidad de las muestras
debido a que solo algun porcentaje de ellas resultdé apto para la fijacién en
parafina, una vez que la dimensién de la pinza de biopsia no sobrepasaba los

3mm y la naturaleza del tejido no permitieron su procesamiento.

En el presente estudio no fueron encontrados parasitos gastricos, en comparacion
con otros estudios (Al-Mokaddem et al., 2015; Cardona et al., 2015b; Cardona et
al., 2016), esto se debié posiblemente a que el método de exploracion de los
estdmagos de otros autores incluian la eutanasia y la extraccién del estémago, lo
que facilitaba una inspeccion mas detallada. Lo que podria considerarse dentro
las limitantes de la evaluacién gastroscépica descritas en equinos (Rodriguez et
al., 2009). Por otro lado, el contexto en que habitan los caballos evaluados, se
caracteriza por realizar frecuente suministro de antiparasitarios, con el fin de
mantener una adecuada condicién corporal; este aspecto puede estar asociado
con la ausencia de parasitos gastricos en este grupo de animales. La ausencia de
pardsitos gastricos fue corroborada por la ausencia de polimorfonucleares

eosinofilos en el analisis histologico de las piezas gastricas.

Diagndstico de Helicobacter spp.

No se realizé PRU a todas las regiones del estbmago de todos los animales, se
considero principalmente para aquellos que evidenciaban lesiones gastricas grado
=2 (severidad). Tal como se evidencio en la figura 11 y la tabla 17, las pruebas de
deteccién de actividad resultaron ser poco sensibles con respecto a la prueba de
oro elegida (agar urea). Algunos resultados “positivo débil” en PRU también fueron
positivos débiles para UBT, esto se explica en la helicobacteriosis, debido a que

Helicobacter pylori al producir una lesion severa, tiende a disminuir la actividad
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ureasa; este comportamiento de la prueba UBT se evidencia en humanos que aun
siendo positivos y evidenciando cuadro clinico compatible con Helicobacteriosis,
resultan positivos dudosos a UBT. Es posible que las pruebas de deteccion de
actividad ureasa funcionen mejor en lesiones superficiales, debido a que a ese
nivel no se ha producido disbiosis de los microorganismos comensales, en
contraste, cuando existe lesion severa el sustrato para los microorganismos
desaparece y estos finalmente disminuyen o mueren. Se ha reportado que la
insuflacion temporal del estbmago durante la endoscopia interfiere con UBT
debido a que la oxigenacion artificial afecta la actividad ureasa, ademas, el pobre
ayuno hace que exista interferencia entre los restos de alimento y la actividad
ureasa (Campuzano, 2007), el volumen de reactivo utilizado pudo haber interferido
en el desempefio de esta técnica puesto que no fue ajustado al volumen y
superficie del estbmago equino, ademas la ausencia de temperatura de incubacion
recomendada (37°C) (Campuzano, 2007); estos factores pueden explicar la
aparicion de posibles falsos negativos a UBT. La prueba UBT, en seres humanos
ha mostrado una alta eficiencia en el diagnéstico de Helicobacter pylori
(Campuzano, 2007a). Sin embargo, la utilizacién de la UBT en el equino no mostré
resultados similares; ademas, existen factores quimicos y microbiolégicos que
hacen que la evaluacion de la actividad ureasa en estdmago equino no sea una
herramienta diagndstica de helicobacteriosis y a su vez de SUGE. Como primera
medida, no estd claro cual es la cantidad propicia de caldo urea vy
consecuentemente la cantidad minima de unidades formadores de colonia (UFC)
de un microorganismo ureasa positivo para lograr reaccidon positiva en el tiempo
gue se tiene estipulado para su lectura; esta incertidumbre hace que se haga
necesario un acercamiento diferente a esta prueba en campo. Sin embargo,
Valenzuela y Luzio (2004), sugieren una cantidad minima de 10° bacterias por test
para evidenciar reactividad durante las siguientes 48 horas; de cualquier manera,
no se menciona la cantidad Optima de caldo urea para que esta premisa se

cumpla.

Por otra parte, se conoce que existen otros microorganismos productores de

ureasa en estdbmago de equinos tales como Proteus miribialis, Pseudomona
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aureginosa (Belli et al., 2003), Klebsiella spp y Yersinia spp (Cardona, 2009) que
pueden confundir los resultados de los test de actividad ureasa y por tanto los
hace poco concluyentes para la determinaciéon de Helicobacter spp.(Cardona et
al., 2009).Se ha encontrado Lactobacillus salivarius y Sarcina ventriculi, tanto en
mucosa gastrica equina sana como en lesiones ulcerativas, ademas, en una lesion
ulcerativa se encontré Enterococcus faecium y Escherichia fergusonii superficial e

intraepitelial respectivamente (Husted et al., 2010).

Por otro lado, H. equorum, que ha sido aislado especificamente de equinos, tanto
sanos como enfermos, no cuenta con actividad ureasa (Hepburn, 2004), lo que
sugiere que algunos de estos microorganismos pueden participar en la
fisiopatologia de SUGE y no ser encontrados utilizando pruebas de deteccion de

actividad ureasa.

Otro problema con las pruebas de ureasa es la eventual acidez géastrica presente
en pacientes con SUGE, esto se explica debido a la curva pH gastrico/actividad de
la ureasa de Helicobacter; el pico de actividad ureasa ocurre a pH gastrico de 7.5,
no hay actividad perceptible por debajo de pH 4.5 y a pH 4 la inactivacion es
irreversible (Hepburn, 2004) lo que significa que en aquellos individuos donde se
presumié pH gastrico igual o menor a 4 la prueba pudo resultar falsamente
negativa a Helicobacter; en el caso del presente estudio no fue medido el pH en
las diferentes porciones del estbmago, por lo tanto esta informacién no pudo ser
corroborada. Es ideal, verificar el pH gastrico, y relacionarlo con la aparicion de
Ulceras en las diferentes regiones gastricas, ademas de su correspondencia con

actividad ureasa (Camacho y Andrews, 2015).

Ademas, se ha encontrado que algunos factores epigenéticos (niquel como
apoenzima) y genéticos como capacidad de ARNm de traducir suficientemente las
ordenes de los genes reguladores de la produccion de ureasa, influyen en la
sensibilidad de las pruebas de deteccion de ureasa. La actividad ureasa
intrabacterial del Helicobacter es regulada en por lo menos 3 vias: primero, una
respuesta rapida via activacion de Urel; segundo, una respuesta mas lenta basada

en el incremento de la activacion enzimatica y tercero, una respuesta cronica de
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RNA mensajero estimulando la sintesis de nueva ureasa; todos estos factores
sugieren que es posible que existan microorganismos ureasa positivos como
Helicobacter spp., inclusive participando en el SUGE, pero que podrian no ser

facilmente detectados por las pruebas de deteccion de ureasa.

Seria factible de considerar repetir las pruebas en condiciones idénticas para
determinar su variabilidad y reproducibilidad (Riegelman y Hirsch, 1992) , o por
ejemplo llevar a cabo andlisis por duplicado. La variabilidad de una prueba
también esta dada por el estadio de la infeccién que cursa el paciente (Riegelman
y Hirsch, 1992) y por el pH de la muestra per sé que puede retardar la reaccion del
rojo fenol; de modo que algunos falsos positivos y falsos negativos pueden
encontrarse durante el desarrollo de las pruebas y la combinacién de signos
clinicos y evidencias paraclinicas recopiladas, son la mejor conducta para el
diagnéstico de Helicobacteriosis en caballos. Ademas, se considera el diagndstico
molecular como instrumento clave al momento de esclarecer la presencia de

Helicobacter spp en la mucosa gastrica de estos equinos.

Las dificultades para realizar aislamiento de Helicobacter spp para confirmar su
participacion en SUGE, hace que el estudio presente error tipo I, es decir, afirmar
gue el microorganismo no esta relacionado con la presencia de lesiones gastricas
cuando realmente si estd asociado; sin embargo, la participacion de otros
microorganismos ureasa positivos, puede llevar a cometer errores de tipo I,
asociando positividad con presentacion de SUGE, cuando realmente su
causalidad no es cierta. Sin embargo, varios trabajos han reportado la presencia
de microorganismos compatibles con especies de Helicobacter tanto en mucosa
géstrica intacta como ulcerada e inflamadas (Contreras et al., 2007), lo que ha
generado controversia respecto de su participacion en el SUGE. Por consiguiente,
se continda requiriendo estudios moleculares para determinar su relevancia en la

patologia géastrica de equinos, como es claro en seres humanos.

En este sentido, un estudio realizado en animales de abasto publico en Chile
encontré 65% de reaccidn ureasa positiva y la observacion de bacterias curvo-

espiraladas tipo Helicobacter en un grupo de estdmagos ulcerados en fundus y
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antro pilérico (Cardona et al., 2009a), mostrando mayores reacciones en el fundus,
lo que difiere con lo reportado para otras especies. En contraste, el presente
estudio evidenci6 actividad ureasa positiva en lesiones mayor o igual a 2 grados
en el 6% de las mucosas escamosas, 4% en el margo plicatus, 6% en el antro
pilorico y 0% en la mucosa glandular. Posiblemente esta diferencia obedecio a que
no se considerd la discriminacion de la mucosa escamosa en el trabajo de
Cardona et al., (2009a). Estos hallazgos incentivan a mas estudios especificos
para la plena identificacion de los microorganismos involucrados en estas

reacciones.

Cardona et al.,, (2009b) establecieron que de los estobmagos con Ulceras
superficiales el 17,5% presentaron gastritis crénica considerando que fueron
positivos para por lo menos una prueba de actividad ureasa, mientras que para
estdbmagos ulcerados grados 3 y 4 la presentacion de gastritis cronica fue del 40%.
A pesar de que en el presente trabajo los individuos cuyas biopsias fueron
sometidas a PRU y agar urea no fueron los mismos individuos cuyas muestras
resultaron aptas para estudio histopatoldgico, fue posible determinar que en el
83% de los individuos cuyo diagndstico histolégico fue gastritis crénica, el grado
de ulceracion no superoé el grado 1 (severidad), mientras que solo el 17% de estos
animales evidenciaron lesiones grado 2 (severidad) (tabla 8). Esto sugiere que en
contraste con lo que encontré Cardona et al., (2009), los animales de este trabajo
evidenciaron gastritis cronica mas rapidamente; vale la pena considerar que los
animales del presente trabajo no eran destinados al consumo y por tanto, no
experimentaron periodos de ayuno o estrés muy prolongados. Por otro lado, no
fue posible establecer correspondencia entre la presentacion de infiltrado
inflamatorio con el hallazgo de bacterias, tan solo el 20% de las muestras que
mostraron algun grado de inflamacion presentaron bacterias; ninguna de estas
bacterias parecié ser del tipo espiralado, sin embargo, cabe recordar que
Helicobacter spp. es pleomdérfico y puede presentarse como un bacilo Gram

negativo.
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Aunque parece constante la presentacién de gastritis cronica, se hace dificil
establecer su relacion con la actividad ureasa y por supuesto es mas ambiguo el
dato sobre su correspondencia con helicobacteriosis; adicionalmente, cabe anotar
que Cardona et al., (2009a) no discriminé la actividad ureasa por mucosa
considerando que hipotéticamente Helicobacter spp., tiene relevancia en la
mucosa glandular, lo que coincidié con Bezdekova y Futas (2009), pero contrario a
lo encontrado por Belli et al., (2003) y el presente trabajo, donde se obtuvieron
reacciones positivas en la mucosa escamosa solamente. Estos hallazgos y la
determinacién de microorganismos compatibles con especies de Helicobacter sin
correlacién con cambios histopatolégicos (Ekman et al., 2012) y tanto en mucosa
ulcerada como no ulcerada, incentivan futuros estudios para dilucidar su
participacion, por ser un reconocido problema de salud publica en paises en vias

de desarrollo.

El presente estudio no determind correspondencia entre lesiones gastricas y
actividad ureasa (figura 12), es muy importante considerar que estos resultados
son ambiguos debido a que las pruebas utlizadas (PRU y UBT) son poco
sensibles en comparacién con el agar urea (gold standard). Por lo tanto, no es
adecuado referirse a la “prueba rapida de la ureasa” como “prueba diagnéstica”
para Helicobacter spp., hace falta corroborar todo su perfil bioquimico y molecular
para su correcta identificacion, asi como hace falta determinar el tiempo 6ptimo
entre la colecta de la muestra y la introduccién en el caldo urea. Ademas, faltan
estudios sobre la determinacion de zonas predilectas de crecimiento de bacterias
espiraladas en la superficie gastrica del caballo para su aislamiento, conforme los
hallazgos encontrados y reportados por otros autores.

El estudio histopatoldégico no reveld presencia de bacterias espiraladas, sin
embargo, es preciso determinar si las formas bacterianas visualizadas
corresponden bioquimica y genéticamente al género Helicobacter, puesto que ya
es conocido que bajo condiciones particulares la forma de estas bacterias puede
cambiar, mostrandose inclusive como bacilos o cocos (Owen, 1998). También es

importante considerar que la literatura recomienda la tincibn de Whartin Starry
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como la mas sensible para la deteccibn de bacterias espiraladas como
Helicobacter spp., por lo que la sensibilidad de otras tinciones como la utilizada en
el presente trabajo (Wright-giemsa) disminuye la observacion de estos

microorganismos.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Los animales fueron seleccionados por conveniencia, debido a la prevencion
encontrada por parte de propietarios y cuidadores en permitir la realizacion de la
evaluacion gastroscopica. Por tanto, la aleatoriedad no se realiz0, esto puede
llevar a sesgo sistematico, y consecuentemente hace que el presente estudio
deba ser interpretado y extrapolado con cuidado; por consiguiente, se debe
considerar la realizacién de estudios aleatorizados, donde se pueda desestimar el

valor de la variacién individual.

5. CONCLUSIONES GENERALES

e ElI SUGE se encuentra presente en el contexto colombiano con unas
caracteristicas similares a los reportes realizados a partir de animales
utilizados en actividades de recreacion.

e El factor de manejo mayormente asociado con la ulceracion gastrica escamosa
en el grupo de caballos estudiado es la dieta, con la participacion del
suministro de concentrado como punto critico.

e Las pruebas de detecciobn de actividad ureasa para el diagnéstico de
Helicobacter spp. en caballos son ambiguas, y facilmente interferidas por
condiciones como pobre ayuno y presencia de microorganismos comensales
con perfiles bioquimicos similares, no deben ser utilizadas para diagnosticar
helicobacteriosis, para este fin es recomendable realizar diagndstico molecular.

e El diagnéstico histopatolégico debe estar apoyado en un muestreo multiple en
cada porcion gastrica con el fin de lograr una mejor caracterizacion de los
hallazgos, asi como una prueba mas especifica como la tincion de Whartin

Starry, que ayuda a resaltar la bacteria tiiéndola de marron.
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e Es recomendable realizar examenes endoscoépicos seriados, asi mismo
realizar analisis histopatolégico consecutivo con el fin de evaluar la evolucion

de lesiones pre-ulcerosas que no son evidenciables macroscépicamente.
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