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RESUMO

A descoberta da associacgdo entre a infecgdo pelo Helicobacter pylori no homem e a presenca
de gastrites, Ulceras e neoplasias como adenocarcinoma e linfoma gastrico despertou um
grande interesse a respeito da participacdo de bactérias no desenvolvimento de gastropatias.
Apesar de bem conhecida ha algumas décadas, a patogenia da doenca gastrica em suinos ndo
estd bem elucidada. O presente trabalho teve como objetivo estabelecer uma relagdo entre o
Helicobacter spp. e os achados anatomo-histopatoldgicos da mucosa gastrica de suinos de
abate. Foram colhidos e examinados 236 estdmagos de suinos. As lesdes macroscépicas da
pars esophagea e regido glandular foram classificadas conforme a severidade em graus 0, 1, 2
e 3. Fragmentos das regides aglandular e glandular foram processados para exame histologico
e para pesquisa de Helicobacter spp. Dos 236 estdmagos colhidos, foram selecionadas por
conveniéncia 67 amostras, que foram entdo submetidas a exame histopatolégico da pars
esophagea e também a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). Do total de estbmagos
analisados, 203 (86.1%) apresentavam algum tipo de alteragdo macroscdpica. A ocorréncia de
erosdes e Ulceras na regido aglandular foi observada em 104 (44.1%) animais e na regido
glandular em 22 (9.3%). A ulceragdo na regido gastroesofagica estava presente em 45 animais
(19.1%). Utilizando a coloracdo de Warthin-Starry, observamos Helicobacter spp. na mucosa
gastrica de 112 (47.5%) amostras, destas, 54 (48.2%) foram classificadas como grau 2 ou 3
(pars esophagea) e 58 (51.8%) como grau 0 e 1. A analise estatistica revelou que ndo ha
diferenca significativa entre suinos com ou sem erosdes ou Ulceras gastresofagicas em relacéo
a presenca de Helicobacter spp. Das 67 amostras analisadas pela PCR, 47 (70,1%) mostraram
resultado positivo pela PCR. A alteracdo microscopica mais fregiiente nesses animais foi a
erosdo epitelial, com 40,2% das amostras analisadas. A freqiiéncia de ulceracdo de mucosa de
pars esophagea foi de 11,9% em animais em que o diagnostico de Helicobacter spp foi
positivo. As alteracdes mais frequentes foram degeneracdo epitelial e o alongamento de
papilas, observada em 83,5% das amostras analisadas. Em 77,5% das amostras observou-se
paraqueratose da pars esophagea e em 61,1%, hiperplasia epitelial. Apos a analise estatistica
observou-se que ndo ha associacdo entre a presenca de Helicobacter spp e as lesdes gastricas
macroscopicas ou histologicas de estbmagos suinos. Com este estudo concluimos que
Helicobacter spp ndo é um agente relacionado as lesdes gastricas de suinos em idade de abate
do Estado do Parana.

Palavras-chave: Helicobacter spp. Pars esophagea. Suinos. Lesdes gastricas.
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1 REVISAO DE LITERATURA: LESOES GASTRICAS EM SUINOS: OCORRENCIA
E RELACAO COM A PRESENCA DE HELICOBACTER SPP.

As lesdes envolvendo a pars esophagea de suinos sdo descritas a partir da
década de 50 em diversos paises, sendo associadas a producdo intensiva. O impacto
econémico das doencas gastricas em suinocultura se da pela taxa de mortalidade associada a
forma hemorréagica aguda em matrizes (KOWALCZYK, 1969) e pelas perdas econdmicas
decorrentes de anemia cronica, anorexia e diminui¢cdo do ganho de peso (O’BRIEN, 1993).
Entretanto, existem controversias visto que Guise et al. (1997) e Friendship et al. (1999) nao
constataram relacao entre ulceracao gastrica e queda no desempenho.

Segundo Carvalho, et al. (1999) as alteragbes como paraqueratoses, erosoes e
ulceracdes gastricas sdo encontradas em 43,7 a 77,4% da populacdo suina do Brasil. Dentre
estas, as Ulceras gastricas sdo reconhecidas como uma importante doenca em suinos
(MUGGENBURG et al., 1964; ARGENZIO e EISEMANN, 1996), com ocorréncia variando
de 13% (ARGENZIO e EISEMAN, 1996) em um estudo abrangendo vinte paises e 22,9% no
Reino Unido (GUISE et al., 1997). No Brasil, a ocorréncia dessa lesdo especifica varia de
5,5% a 23,5% (CIACCl et al., 1991; ROPPA et al., 1995; CARVALHO et al., 1999).

Desde os primeiros estudos sobre as doencas gastricas de suinos, observou-se
que as lesdes na pars esophagea eram mais frequentes do que na regido glandular
(MUGGENBURG et al., 1964). A maior suscetibilidade desta regido & injdria é atribuida a
falta do muco protetor produzido pelo epitélio mucossecretor, presente na regido glandular, e
a incapacidade do epitélio estratificado produzir quantidade suficiente de bicarbonato para
neutralizar o acido gastrico (EMBAYE et al., 1990). O nimero de animais que apresentam
ulceracBes em ambas as regides é pequeno, sugerindo que os dois processos devem ter
etiologias distintas (CARVALHO et al., 1999).

Apesar de estudada ha algumas décadas, a fisiopatologia da doenca ainda nao
estd totalmente esclarecida e fatores como infeccdo, intoxicacdo, nutricdo, estresse, acidez
gastrica e alteragdes hormonais tem sido relacionados a patogenia das lesGes gastricas de
suinos (O’BRIEN, 1993; MONTICELLI et al., 1995; QUEIROZ et al., 1996; ARGENZIO e
EISEMANN, 1996; GUISE et al., 1997).

Dentre estes itens, os relacionados a nutricdo sdo os mais estudados. Este
fator aliado a maior incidéncia das Ulceras no epitélio estratificado sugere um mecanismo de

injaria no qual a defesa desta regido seja falha. Quando ha elevada ingestdo de carboidratos
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fermentaveis como o milho, ocorre um aumento na concentracdo de acidos graxos de cadeia
curta na porcdo proximal do estdbmago de suinos (ARGENZIO e SOUTHWORTH, 1975).
Acredita-se que durante a fermentacdo gastrica destes compostos, metabdlitos acidos (acido
latico, acético) sejam produzidos, reduzindo o pH gastrico. Esta injdria metabolica rompe a
homeostasia celular (transporte de sodio), levando ao edema celular agudo, degeneracédo e
necrose (ARGENZIO e EISEMANN, 1996). Assim, a ulceracdo da regido gastresofagica
seria o0 resultado da acdo direta destes metabolitos acidos e dos ions de hidrogénio secretados
pelas células parietais.

A granulometria da racdo é considerada um fator ulcerogénico, pois quanto
menores as particulas, maior a freqiiéncia das lesdes (O’BRIEN, 1993; MONTICELLLI et al.,
1995). Esta associacdo é baseada na incapacidade das particulas menores de limitar a acidez a
regido glandular, pois a pequena granulometria permite o refluxo &cido para a pars esophagea
(KRAKOWKA et al., 1998).

No Brasil, estudos demonstraram a influéncia do género na freqliéncia de
Ulceras gastresofagicas, sendo esta maior em machos castrados do que em fémeas ou machos
inteiros (MONTICELLI et al., 1995; CARVALHO et al., 1999). Porém, em estudos no
exterior, outros autores ndo observaram esta influéncia (GUISE et al., 1997; FRIENDSHIP et
al., 1999).

Recentemente as doencas gastricas tém sido associadas a presenca de
bactérias de formato espiralado que colonizam a mucosa gastrica. Estas bactérias parecem
adaptadas a um nicho ecoldgico especifico: o muco géastrico. As bactérias do género
Helicobacter sdo espiraladas, curvas ou ocasionalmente cocoides, gram negativas e habitam
as glandulas, as células parietais e 0 muco da mucosa gastrica (FOX e LEE, 1997). Séo
bactérias altamente especializadas e que produzem urease intensamente. A urease €
responsavel pela degradacéo da ureia em bicarbonato e aménia, promovendo o tamponamento
do acido gastrico (McGEE et al., 1999).

A descoberta da associacdo entre a infeccdo pelo Helicobacter pylori no
homem e a presenca de gastrites, Ulceras e neoplasias como adenocarcinoma e linfoma
gastrico despertou um grande interesse a respeito da participacdo de bactérias no
desenvolvimento de gastropatias (SIMPSON et al., 1999). O Helicobacter pylori foi a
primeira espécie a ser identificada colonizando estdmagos de seres humanos e esta associado
a doencas gastricas como gastrites, Ulceras e cancer gastrico (MARSHAL e WARREN,
1984). Atualmente sabe-se que as diferentes espécies de Helicobacter foram identificadas da

mucosa gastrica de diversas especies animais com ou sem doencas gastricas (FOX e LEE,
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1997; SIMPSON et al., 1999; QUEIROZ et al., 1996; CANTET et al., 1999; YOUNG et al.,
2001; PARK et al., 2003).

Os fatores de viruléncia das bactérias do género Helicobacter
(especificamente do H. pylori) foram estudados por diversos autores. A descoberta de
proteinas secretadas pelo H. pylori e suas funcdes na patogenia da doenca gastrica foram de
grande contribuicdo para o entendimento das gastropatias em humanos. As citotoxinas VacA
e CagA sdo responsaveis pela injuria ao epitélio estomacal devido a sua capacidade de
producédo de “poros” nas membranas celulares, fatores de aderéncia celular, vacuolizagdes
citoplasmaticas inducdo de apoptose, imunossupressao local, entre outros (BLASER e
ATHERTON, 2004; McGEE et al., 1999). Aproximadamente 50% das cepas de H. pylori
produzem as toxinas ativas com capacidade de lesar membrana celular o que pode explicar 0s
diferentes tipos de lesdo epitelial provocada por H. pylori em humanos.

S&o raros os estudos que identificam os fatores de patogenicidade das
bactérias do género Helicobacter de suinos. Utriainen e Hénninen (1998), em seu estudo
envolvendo 102 biopsias de estdmagos suinos, identificaram o gene vacA em 28 amostras.
Este estudo demonstrou que ha evidéncias do gene vacA em Helicobacter spp de origem
suina, porém sem relatar as possiveis lesdes macro ou microscopicas em estdbmagos
colonizados por Helicobacter spp. produtor de citotoxina VVacA.

A infeccdo por H. pylori em humanos € amplamente disseminada, sendo que
de 30 a 50% da populacdo mundial apresentam a bactéria (TAYLOR e BLASER, 1991). As
taxas de infeccdo apresentam-se mais elevadas em paises em desenvolvimento do que em
paises desenvolvidos (FRIENDSHIP et al., 1999), podendo atingir 80 a 90% em paises
subdesenvolvidos. A alta prevaléncia da infeccdo por H. pylori esta relacionada a habitos
culturais e de higiene (TAYLOR e BLASER, 1991). No entanto, apenas 10 a 15% dos
infectados apresentam sinais clinicos de doenca gastrica. As vias de infeccdo propostas sdo a
oral-oral, a fecal-oral, pela ingestdo da agua e alimentos contaminados, podendo haver
participacdo de vetores como moscas (GRUBEL et al., 1997).

Também em caninos e felinos a prevaléncia da infeccdo por Helicobacter
spp. € alta, variando de 41 a 100% em gatos e 67 a 100% em cdes clinicamente saudaveis
(SIMPSON et al., 2000). Com base no resultado de trés diferentes testes, CAMARGO (2002)
constatou que sdo altas as taxas de infeccdo em gatos e cdes domiciliados, tanto higidos
quanto portadores de doenca gastrointestinal. Este estudo demonstrou que, no Brasil, a
prevaléncia de Helicobacter spp. € de 95,56 % em gatos e de 88,57 % em cées.



15

Em suinos destinados ao abate, identificou-se na mucosa gastrica uma
bactéria de formato espiralado, denominada primordialmente de Gastropirillum suis
(BARBOSA et al., 1995) em decorréncia de sua similaridade morfolégica a outros
Gastropirilla encontrados no homem e outras espécies. Estas bactérias apresentaram 99,5%
de homologia com o H. heilmannii, sendo ent&o classificadas dentro do género Helicobacter
(MENDES et al., 1994; FRIENDSHIP et al., 1999). Também ROOSENDAAL et al. (2000)
em seu estudo constataram que a presenca de H. heilmannii (determinado através de analise
de gene especifico 16-S) era predominante em estbmagos de suinos, e que sua presenca era
associada a lesdes ulcerativas de pars esophagea.

Outra linha de investigacdo propde que o H. heilmannii € na verdade um
agente especifico de suinos, sugerindo entdo a nova nomeclatura "Candidatus Helicobacter
suis". A analise genética revelou que estas bactérias possuem 99.5% de homologia (De
GROOTE et.al., 2000; PARK et.al., 2003). Estes autores utilizaram varias metodologias de
deteccdo da bactéria, como imunoistoquimica, Western blot, Southern blot, inoculacdo em
camundongos, microscopia eletrdnica, ELISA, entre outras. De GROOTE et al. (2000)
afirmaram que a deteccdo do "Candidatus Helicobacter suis” pela PCR foi o método
diagndstico mais sensivel, se comparado ao exame histopatolégico e ao teste da urease.
Apesar de ser naturalmente infectados por H. heilmannii, suinos gnotobidticos foram
utilizados com sucesso como modelo experimental para a colonizacdo de H. pylori
(KRAKOWKA et al., 1996).

Recentemente KRAKOWKA et al. (2005) relataram o isolamento de uma
nova espécie de Helicobacter colonizando estbmagos de suinos. Ap6s o0 isolamento
microbioldgico, observaram col6nias com caracteristicas compativeis com Helicobacter spp.
e este isolado era estruturalmente e imunologicamente semelhante a H. pylori isolado de seres
humanos. Os autores denominaram este isolado de Helicobacter pylori — like de origem suina.

Em relacdo a ocorréncia da bactéria no estbmago de suinos, verificou-se que
o0s percentuais de infeccdo podem apresentar grandes diferencas. De acordo com QUEIROZ et
al. (1990) e GRASSO et al. (1996) este percentual variou entre 9,4 e 10,8%, respectivamente.
Estes autores constataram uma grande alteracdo na presenca de Helicobacter em diferentes
granjas, sugerindo a necessidade de estudos abrangendo um grande numero de granjas para
determinar a prevaléncia da infec¢éo.

A partir dos anos 90, vérios estudos foram realizados com o intuito de se
estabelecer uma causa infecciosa para o desenvolvimento das lesbes gastricas em suinos.

BARBOSA et al. (1995) verificaram diferenca significativa entre suinos com e sem ulcera
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gastrica em relacdo a presenca de bactérias espiraladas. Também QUEIROZ et al. (1996)
observaram a presenca de H. heilmannii em 100% dos estdbmagos com Ulceras gastresofagicas
e em 30% dos estbmagos sem lesdo, sugerindo que a bactéria € um importante fator na
patogenia destas lesoes.

Utilizando o exame histopatologico e a PCR, CANTET et al. (1999)
observaram, respectivamente, 58% e 80% de positividade para Helicobacter spp. num total de
60 amostras de estbmagos suinos. Através da PCR, YOUNG et al. (2001) encontraram
resultado positivo em 63,8% das amostras, sendo que 95% das amostras com presenca de
Ulceras ativas ou cronicas em regido gastresofagica e 85% das amostras com erosées em
regido gastresofagica mostraram-se positivas para a PCR.

MALL, et al. (2004) observaram que as lesdes histologicas mais comumente
encontradas foram agregados linféides em submucosa, principalmente em regido de transicao
entre pars esophagea e regido glandular. Em seu estudo, afirmam ndo haver correlacdo
consistente entre a infeccdo por H. heilmannii e ulceracdo de pars esophagea.

A presenca de bactérias espiraladas em 42% de estdmagos sem lesdo e 18%
com lesdo foi constatada em um estudo envolvendo 199 suinos (MELNICHOUK et al.,
1999). Estes autores afirmam nédo haver relacdo entre a infeccdo por Helicobacter spp. e as
lesGes gastricas.

KRAKOWKA, et al. (2005), relataram que suinos inoculados com H.
heilmannii ndo apresentavam lesfes microscépicas significativas enquanto que suinos
inoculados com H. pylori — like de origem suina causam doenca gastrica grave. Atualmente,
admite-se que H. heilmannii é a espécie caracteristica de suinos ("Candidatus Helicobacter
suis") (De GROOTE et al., 2000; PARK et al., 2003). Estes resultados conflitantes
demonstram que ainda ndo ha uma concluséo definitiva sobre o papel do Helicobacter spp. na
fisiopatologia das Ulceras gastricas em suinos, bem como sobre as espécies que os infectam.

Em relacdo aos métodos diagndsticos, utilizam-se técnicas ndo invasivas
como o teste respiratorio para verificacdo de amdnia no ar expirado ou provas soroldgicas
(SEIDEL et al., 1999). Os métodos invasivos baseiam-se no exame de fragmentos do
estdbmago que tém como vantagem a identificacdo do agente e a anélise da lesdo da mucosa
(ANDERSEN et al., 1998).

Os testes que podem ser realizados utilizando-se amostras de mucosa gastrica
incluem a cultura em microaerofilia. Os relatos sobre esta técnica tém sido controversos. De
acordo com NEIGER et al. (1996) o cultivo microbioldgico apresenta alta especificidade e

baixa sensibilidade, sendo que o H. heilmannii dificilmente € cultivavel (LEE, 1991). Um
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método alternativo € a inoculacdo de muco gastrico em camundongos e 0 exame posterior da
mucosa gastrica destes animais para deteccdo do agente (QUEIROZ et al., 1996). Pode-se
ainda submergir o fragmento de mucosa em solucéo de agua destilada com uréia e vermelho
fenol (HAPPONEN et al., 1996) visando a deteccdo da urease produzida pelo Helicobacter
em fragmentos de tecido.

As coloragdes teciduais de Giemsa, hematoxilina-eosina ou impregnacao
argéntica pelo método de Warthin-Starry permitem a visualizacdo do agente (QUEIROZ et
al., 1996). Estas coloracdes teciduais e a pesquisa direta em lamina também apresentam
diferentes indices de sensibilidade, porém podem auxiliar na diferenciacdo dos Helicobacter.
Segundo OWEN (1998) o H. pylori pode ser reconhecido pela sua forma em S e seu pequeno
tamanho (2-4 um), enquanto que o H. heilmannii apresenta 7 um e € bastante espiralado.

A deteccdo e diferenciacdo entre as espécies de Helicobacter também podem
ser feitas através da avaliacdo da morfologia do microrganismo ao microscopio eletrdnico
(STOFFEL et al., 2000) ou pela reacdo em cadeia pela polimerase -PCR (De GROOTE et al.,
2000; CANTET et al., 1999; YOUNG et al., 2001; PARK et al., 2003). Devido a sua
especificidade e sensibilidade, a PCR ¢é utilizada para identificacdo das principais espécies de
Helicobacter (NEIGER, 1998). Ha diversos relatos que utilizam diferentes oligonucleotideos
iniciadores (De GROOTE et al., 2000; CANTET et al., 1999; YOUNG et al., 2001; PARK et
al., 2004). Além disto, este método tem sido considerado o mais sensivel para a detec¢do de
pequenas quantidades do agente, possibilitando 0 seu uso em pesquisas do microrganismo na
saliva, placas dentarias e suco gastrico (PERKINS, 1996; De GROOTE et al., 2000; PARK et
al., 2003).

A correlacdo entre a presenca de Helicobacter spp. no estbmago do homem e
0 desenvolvimento de doencas gastricas, revolucionou conceitos sobre etiologia, meios de
diagndstico e tratamento das gastropatias e, no caso especifico do homem, elevou as
gastropatias a condicao de doenca infecto-contagiosa e problema de saude publica.

No caso dos animais de producdo, os conhecimentos sobre a ocorréncia e a
participacdo destas bactérias nas doengas gastricas sdo escassos e controversos. Além disso,
ndo se conhece sua distribuicdo geogréfica e os relatos sobre a relagdo entre a presenca das
bactérias e as lesbes gastricas em suinos sdo conflitantes. A obtencdo destes dados é
importante ndo apenas para a reducdo dos prejuizos econémicos, como também para
esclarecer fatores relacionados a forma de transmisséo e potencial zoonoético da infec¢do por
Helicobacter spp (MEINING, et al., 1998).
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O fato das lesdes gastricas afetarem principalmente animais de granjas
industriais, torna necessario o estudo sobre a ocorréncia e 0 impacto da doenca gastrica na
producédo de suinos. A medida que a industria de carne suina adota cada vez mais modelos
intensivos de producdo, o conhecimento dos elementos envolvidos nas gastropatias torna-se
premente para que seja possivel diagnosticar com eficiéncia as lesbes e implementar

estratégias coerentes de profilaxia e tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a relagdo entre as lesdes gastricas em suinos em idade de abate e a presenca
de Helicobacter spp.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar a ocorréncia de lesdes gastricas em suinos abatidos num frigorifico da regido
Norte do Estado do Parana.

= Determinar a ocorréncia de Helicobacter spp. em estbmagos de suinos utilizando a
coloracdo de Warthin-Starry e a reacdo em cadeia pela polimerase.

= Verificar a relacdo entre o peso ao abate, o0 género (masculino ou feminino) e a presenca
de lesdes gastricas.

= Caracterizar macroscopicamente e microscopicamente as lesfes gastricas de pars
esophagea de suinos em idade de abate.

= Verificar a relacdo das lesdes e a infec¢do por Helicobacter spp.
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3 ARTIGOS PARA PUBLICACAO

3.1 LESOES GASTRICAS EM SUINOS: OCORRENCIA E RELACAO COM O GENERO, PESO

AO ABATE E PRESENGA DE HELICOBACTER SPP.

Gastric lesions in swine: occurrence and correlation with sex, weigh and Helicobacter spp.

infection.

Artigo encaminhado para apreciacdo para o periodico SEMINA — Ciéncias Agrarias.
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LESOES GASTRICAS EM SUINOS: OCORRENCIA E RELACAO COM O

GENERO, PESO AO ABATE E PRESENCA DE Helicobacter spp.

Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar a ocorréncia lesdes gastricas em suinos de abate
e verificar a relagcdo das lesbes com o género, 0 peso da carcaca e a presenca de Helicobacter
spp na mucosa gastrica. Foram colhidos e examinados 236 estdbmagos de suinos. As lesBes da
pars esophagea e regido glandular foram classificadas conforme a severidade em graus 0, 1, 2
e 3. Fragmentos das regides aglandular e glandular foram processados para exame histologico
e para pesquisa de Helicobacter spp. A analise macroscopica revelou que 203 (86.1%)
estdbmagos apresentavam algum tipo de lesdo. A ocorréncia de erosfes e Ulceras na regido
aglandular foi observada em 104 (44.1%) animais e na regido glandular em 22 (9.3%). A
ulceracdo na regido gastroesofagica estava presente em 45 animais (19.1%), dos quais 25
(21.1%) eram machos e 20 (16.5%) fémeas. O peso médio da carcaca foi de 82.7 Kg nos
animais sem leses e com paraqueratose na pars esophagea e de 79.5 Kg nos animais com
erosdes e ulceracdes. Utilizando a coloracdo de Warthin-Starry, observamos Helicobacter
spp. ha mucosa gastrica de 112 (47.5%) amostras, destas, 54 (48.2%) foram classificadas
como grau 2 ou 3 (pars esophagea) e 58 (51.8%) como grau 0 e 1. Dos animais positivos para
0 Helicobacter spp, 26 (23.2%) apresentavam Ulceras na pars esophagea e 24 (21.4%)
apresentavam a mucosa sem alteracdes. Dos 124 (52.5%) animais negativos 50 (40.3%) foram
classificados como grau 2 ou 3 e 74 (59.7%) como grau 0 ou 1. A analise estatistica revelou
que ndo hé diferenca significativa entre suinos com ou sem erosées ou Ulceras gastresofagicas
em relacdo a presenca de Helicobacter spp.

Palavras-chave: Suinos, Helicobacter spp. Les0es gastricas.
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GASTRIC LESIONS IN SWINE: OCCURRENCE AND CORRELATION WITH SEX,
WEIGH AND Helicobacter spp. INFECTION

Abstract

The aim of this study was to investigate the association between the lesions of the gastric
mucosa in slaughter pigs and sex, carcass weight and presence of Helicobacter spp. Stomachs
from 236 swine were examined. Gastroesophageal lesions were classified in agreement
severity in grade 0, 1, 2 and 3. Fragments from the aglandular and glandular area were
processed for histology and for identification of Helicobacter spp in tissue sections.
Macroscopic analysis revealed 203 (86.1%) stomachs with some degree of lesion. Grade 2
and 3 lesions were observed in 104 (44.1%) animals. Grade 3 lesions were observed in 25
(21.1%) castrated males and 20 (16.5%) females. The average carcass weight of animals with
grade 0 and 1 lesions and grade 2 and 3 was 82,5 Kg and 79,5 Kg, respectively. One hundred
and twelve (47.5%) pigs were positive for Helicobacter spp. by Warthin-Starry stain method,;
among them, 54 (48.2%) had grade 2 and 3 lesions; and 58 (51.8%) had grade 0 and 1 lesions.
One hundred and twenty-four (52.5%) were negative for Helicobacter spp; among them 50
(40.3%) had grade 2 and 3 lesions, and 74 (59.7%) had grade O and 1. There was no
significant difference between pigs with and without gastric erosions or ulcers in regard to the
presence of Helicobacter spp.

Key words: Swine. Helicobacter spp. Gastric lesions.

Falta sexo e peso
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Introducéao

Lesdes envolvendo a pars esophagea de suinos foram descritas a partir da década de
50 em diversos paises, sendo associadas a producdo intensiva. O impacto econdémico das
doencgas gastricas em suinocultura se da pela taxa de mortalidade associada a forma
hemorragica aguda em matrizes (KOWALCZYK, 1969) e pelas perdas econdmicas
decorrentes de anemia croénica, anorexia e diminui¢cdo do ganho de peso (O’BRIEN, 1993).
Entretanto, existem controversias visto que Guise et al. (1997) e Friendship et al. (1999) ndo
constataram relacao entre ulceracdo gastrica e queda no desempenho.

AlteracBes como paraqueratose, erosdes e ulceragdes gastricas sdo encontradas em
43,7 a 77,4% da populacdo suina do Brasil (CARVALHO et al., 1999). Dentre estas, as
Ulceras gastricas sdo reconhecidas como uma importante doenga em suinos, com ocorréncia
variando de 13% a 22,9% (MUGGENBURG et al., 1964; ARGENZIO e EISEMANN, 1996;
GUISE et al., 1997). No Brasil, a ocorréncia dessa lesao especifica varia de 5,5% a 23,5%
(CIACCl et al., 1991; ROPPA et al., 1995; CARVALHO et al., 1999).

Desde os primeiros estudos sobre as doencas gastricas de suinos, observou-se que as
lesGes na pars esophagea eram mais frequentes do que na regido glandular (MUGGENBURG
et al.,, 1964; CARVALHO et al., 1999). A maior suscetibilidade desta regido a injuria é
atribuida a falta do muco protetor produzido pelo epitélio mucossecretor, presente na regido
glandular, e a incapacidade do epitélio estratificado produzir quantidade suficiente de
bicarbonato para neutralizar o acido gastrico (EMBAYE et al., 1990). O nimero de animais
que apresentam ulceracdes em ambas as regides € pequeno, sugerindo que os dois processos
devem ter etiologias distintas (CARVALHO et al., 1999).

No Brasil, estudos demonstram a influéncia do género na freqliéncia de Ulceras
gastresofagicas, sendo esta maior em machos castrados que em fémeas ou machos inteiros
(MONTICELLI et al., 1995; CARVALHO et al., 1999). Porém, em estudos no exterior,
outros autores ndo observaram esta influéncia (GUISE et al., 1997; FRIENDSHIP et al.,
1999).

A descoberta da associacdo entre a infeccdo pelo Helicobacter pylori no homem e a
presenca de gastrites, Ulceras e neoplasias como adenocarcinoma e linfoma gastrico despertou
um grande interesse a respeito da participacdo de bactérias no desenvolvimento de
gastropatias (MARSHAL e WARREN, 1984; SIMPSON et al., 1999). Atualmente o

Helicobacter pylori é reconhecido como a maior causa de doencas da mucosa gastrica



24

(ERNST et al., 2006), sendo a infeccdo essencial para o desenvolvimento de cancer gastrico
no homem (BRENNER et al., 2004). Em suinos, a etiologia e fisiopatologia das Ulceras
gastricas permanecem incertas. No passado as pesquisas enfocaram fatores dietéticos e
relacionados ao stress (ARGENZIO e EISEMANN, 1996). Recentemente, a ocorréncia de
lesBes gastricas foi associada a presenca de Helicobacter spp. (QUEIROZ, et al., 1996).

A associacdo entre Helicobacter spp e a ocorréncia de Ulceras gastroesofagicas em

suinos tem sido controversa. Estudos afirmam que as bactérias do género Helicobacter

predispdem o estabelecimento de Ulceras (BARBOSA et al.,1995; PARK et al., 2004; MALL

et al., 2004). Entretanto, outros autores afirmaram que esta associacdo € inconsistente
(MELNICHOUK et al., 1999; KRAKOWKA, et al., 2005; SZEREDI et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi determinar a ocorréncia lesdes gastricas em suinos de abate
e verificar a relacdo das lesGes com o género, 0 peso da carcaca e a presenca de Helicobacter

Spp na mucosa gastrica.

Material e Métodos

Foram utilizados 236 estdmagos de suinos, colhidos por conveniéncia durante o abate,
em um frigorifico com Servico de Inspecdo Federal, localizado na macroregido de Londrina.
Por ocasido da colheita das amostras foram anotados 0 género e o peso da carcaca. Os animais
provinham de 19 municipios que foram agrupados em mesoregides. O numero de animais
provenientes da regido central do Estado foi 104. Da regido Norte de Estado do Parana vieram
87 suinos e das regies Oeste e Sudeste originaram-se 34 e 11 suinos, respectivamente.

Os estbmagos foram examinados externamente e incisados ao longo da curvatura
maior para exame interno. As alteracGes macroscopicas de pars esophagea encontradas foram
anotadas e classificadas conforme sua localizacéo, tipo e gravidade, seguindo o modelo de
classificacdo modificado de MORES et al. (2000) (quadro 1).
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Escore Fars esophagea Eegifio glandular

Grau 0 | Auséncia de  alteragdes macroscdpicas, epitelio  de| AusEncia de alteragio

aspecto liso e brilhante.

Grau 1 | Paraqueratose, epitélio proliferade, rugese e sem brilhe. | Hiperemia, edema efou

hemorragia da mucosa.

Grau 2 | Erosfes com comprometimente de menos de 23% da| Presenca de erosdes

regifio gastresofagica

Grau 3 | Ulceragdes ativas ou crdnicas em mais de 33% da| Presenga de ulceragdes

regifio gastresofagica

Quadro 1 — Classificacdo das alteragdes macroscopicas de estdmago suino, modificado de MORES,
et al. (2000). Londrina, Parana, 2006.

Fragmentos de regides pré-estabelecidas da pars esophagea, corpo, fundo e piloro
foram colhidos e fixados em solugdo tamponada de formalina a 10%. Nas amostras
classificadas com lesdo grau 3, tanto em regido glandular quanto pars esophagea, foram
colhidos também fragmentos da lesdo para anélise histoldgica. Os fragmentos foram entdo
submetidos ao processamento histolégico de rotina. Os cortes foram corados pelo método de
Wharthin-Starry (WS) para pesquisa de bactérias de formato espiralado nos fragmentos de
mucosa gastrica, sendo consideradas positivas as amostras que apresentavam caracteristicas
morfologicas tipicas das bactérias do género Helicobacter (apresentam aproximadamente sete
UM e sdo bastante espiraladas). Os cortes foram examinados com objetiva de imersao (100x).
A superficie mucosa, regido de fovea e limen glandular foram examinados em toda a sua
extenséo.

Os percentuais de ocorréncia de bactérias nos grupos com e sem lesdo gastrica foram

comparados pelo teste do Qui-quadrado, ficando estabelecido 5% como nivel de significancia.

Resultados

Ao exame macroscopico verificou-se que 203 (86,1%) estdmagos apresentavam algum
tipo de lesdo. As lesdes de grau 1 foram as mais frequentes em ambas as regides, com 33,5%
na regido de pars esophagea e 41,5% na regido glandular. A ocorréncia de lesdes de grau 2 e
3 na pars esophagea foi observada em 104 (44,1%) estdbmagos e na regido glandular em 22
(9,3%). As lesbes de grau 3 (Figura 1) na pars esophagea estavam presentes em 45 estdmagos
(19,1%) e na regido glandular em cinco (2,2%)(Tabela 1).
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N 1

Figura 1 — Graus de lesdo 2 e 3 (respectivamente) de estdbmago de suino em idade de abate (setas);
pars esophagea. Londrina, Parand, 2006.

Quanto ao género, dos 236 animais avaliados, 115 eram machos e 121 fémeas, sendo
que 80% dos machos e 75,2% das fémeas tinham algum grau de lesdo macroscopica na pars
esophagea. A ocorréncia dos diferentes graus de lesdo no estdbmago esta descrita na tabela 1.
Pela analise estatistica ndo se evidenciou influéncia do género sobre a ocorréncia de lesbes
gastricas.

Em relacdo ao peso médio da carcaca, verificou-se que os animais com lesfes na pars
esophagea de grau 0 e 1 apresentaram peso médio de 82,7 kg e os com lesdes de grau 2 e 3,
79,5 kg. A média de peso dos animais infectados por bactérias espiraladas foi de 78,9 kg e a
dos ndo infectados 77 kg. Pela andlise estatistica ndo se evidenciou influéncia da presenca de

lesbes gastricas ou de Helicobacter spp sobre o peso médio da carcaga.

Tabela 1 — Ocorréncia de lesdes de grau 1, 2 e 3 no estbmago de suinos oriundos do Estado do Parana,
segundo o género. Londrina, Parang, 2006.

GeEnere | Grau 1 (%) Grau 2 (%) | Grau 3 (%) Total (%0}
Aglandular® IMachos EFREVRY! 30 (260 25021, 92 (B
Fémeas 42 (34,7 29 (23,9 | 20(16,%) 891 (75,23
total 75 59 45 183
Glandular** Machos 44 (38,2 10 (8,7 2(10 56 (48,7
Fémeas 54 (44,63 7(5,8) 3(2,3 &4 (52,9)
total 93 17 5 120

*Qui-quadrado=0,88; p=0.6429
**Qui-quadrado=1.22; p=0,5428
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Utilizando a coloracdo de Warthin-Starry, constatou-se a presenca de Helicobacter
spp (Figura 2) colonizando a mucosa gastrica em 47,5% (112/236) dos animais analisados. Os
microrganismos foram observados principalmente na superficie mucosa e na regido da fovea
do estdmago glandular. A presenca de Helicobacter spp foi verificada principalmente nas
regides de piloro, corpo e fundo, sendo que raramente foram observadas na regido de pars
esophagea.O numero de amostras positivas para a presenca de Helicobacter spp nos

diferentes graus de lesdo da regido aglandular e glandular esta descrito na tabela 2.

|+t i 1 Ll - . -
Figura 2- Fotomicrografia de estdmago de suino corado pelo método de Warthin-Starry. Presenga de
bactérias de formato espiralado (seta) na glandula gastrica, objetiva 100X. Londrina, Parana, 2006.

Dentre os 236 estdbmagos analisados, 45 (19,1%) apresentavam lesdes de grau 3 na
regido de pars esophagea, sendo que em 26 (57,7%) verificamos a presenca de Helicobacter
spp. Na regido glandular observamos lesdes de grau 3 em cinco animais, sendo que em trés
observamos bactérias na mucosa gastrica. Quando analisamos as lesdes de graus 0 e 1 de
regido glandular observamos que 100 (46,7%) desses estbmagos tinham Helicobacter spp. Ja
nos animais classificados como graus 0 e 1 de pars esophagea, constatamos a presenca de
Helicobacter spp em 58 (43,9%) animais (Tabela 2).
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Tabela 2 — Presenca de Helicobacter spp na mucosa gastrica de suinos de abate com diferentes graus
de lesdo. Londrina, PR, 2006.

Presenca de Grau 0 | Graul | Grauz | Grau 3 | Total
Helicobacter spp
FPars esophagea™ FPositive 24 24 28 26 112
MNegative 29 45 31 1% 124
Total 53 79 59 45 236
landular** Positivo 49 51 G 3 112
Iegativa &7 47 H 2 124
Total 116 98 17 5 236

*Qui-quadrado=2,64; p= 0,4502
**Qui-quadrado=2,61; p=0,4554

Dos 112 estdbmagos positivos para a presenca da bactéria, 26 (23,2%) apresentavam
Ulceras na pars esophagea e 24 (21,4%) apresentavam a mucosa sem alteracfes. Constatamos
Ulceras de regido glandular em trés animais dos 112 em que se observou Helicobacter spp., e
49 (43,7%) animais sem alteracdo macroscopica. A andlise estatistica ndo demonstrou

influéncia da presenca da bactéria sobre a ocorréncia de lesdes gastricas.

Discussao

A analise dos resultados revelou que 86,1% dos estbmagos apresentavam algum grau
de lesdo, valor superior ao descrito por Carvalho et al. (1999), que relataram frequéncia de
77,4%. Em relacdo as lesbes na pars esophagea, observamos que 44,1% dos animais
apresentavam lesGes de grau 2 e 3, sendo 19,1% de ulceracdes. Estes resultados sdo
semelhantes aos descritos em outros estudos (MUGGENBURG et al., 1964; ROPPA et al.,
1995; CARVALHO et al., 1999). Poucas sdo as citagOes na literatura que se referem a
alteracdes na regido glandular. Entretanto, constatamos que 9,3% dos animais apresentavam
erosdes e ulceracbes de regido glandular, ocorréncia superior as relatadas anteriormente
(MUGGENBURG et al., 1964; ROPPA et al., 1995; CARVALHO et al., 1999). A escassez
de relatos caracterizando as lesGes macroscopicas da regido glandular pode ser um fator que
dificultou a comparacgéo de resultados.

Os percentuais de ocorréncia de Helicobacter spp em suinos sdo bastante variaveis. A

ocorréncia da bactéria variou de 9,4 e 10,8% segundo Queiroz et al. (1990) e Grasso et al.
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(1996). Cantet et al. (1999) observaram 80% de positividade para Helicobacter spp. num
total de 60 amostras de estdmagos suinos, utilizando a PCR. Young et al. (2001) encontraram
resultado positivo em 63,8% das amostras, também utilizando PCR. A sensibilidade para o
diagnostico de Helicobacter spp varia de acordo com a metodologia utilizada. Segundo De
Groote et al. (2000), a PCR é o método diagnostico mais sensivel e especifico quando
comparado a outros métodos utilizados para diagnéstico de infec¢do por Helicobacter spp. em
animais. Neste trabalho, ao utilizarmos a impregnacéo argéntica como método diagndstico,
constatamos a presencga de bactérias espiraladas na mucosa gastrica de 47,5% dos animais
avaliados. Resultado superior ao observado por Queiroz et al. (1990), que utilizaram
metodologia diagndstica semelhante e inferior ao relatado por Cantet et al. (1999) e Young et
al. (2001), que utilizaram a PCR.

A associacdo entre Helicobacter spp e a ocorréncia de Ulceras gastroesofagicas em
suinos tem sido controversa. Estudos afirmam que as bactérias do género Helicobacter
predispdem o estabelecimento de Ulceras (QUEIROZ et al., 1990; BARBOSA et al., 1995;
CANTET et al., 1999; De GROOTE et al., 2000; YOUNG et al., 2001; PARK et al., 2004;
MALL, et al., 2004). Entretanto, diversos autores afirmam que esta associac¢ao € inconsistente
(MELNICHOUK et al., 1999; KRAKOWKA, et al., 2005; SZEREDI et al., 2005). Os
resultados encontrados sugerem que ndo ha associacdo entre as lesdes gastricas e 0
Helicobacter spp., pois 0 nimero de animais com lesdes gastricas acompanhadas da presenca
do Helicobacter spp nao foi significativamente diferente dos animais com lesfes gastricas e
sem a bactéria. A razdo para esta diferenca de resultados permanece incerta.

O mecanismo pelo qual o Helicobacter pylori causa lesdo em estdmagos humanos é
bem conhecido (MARSHAL e WARREN, 1984; BRENNER et al., 2004; ERNST et al.,
2006), porém esses estudos sdo escassos quando se trata de Helicobacter spp. e suinos. Uma
das caracteristicas da doenca gastrica de humanos causada pela infec¢do pelo Helicobacter
pylori é o seu carater de cronicidade. Numa escala temporal, talvez os suinos infectados nédo
desenvolveram doencas gastricas devido ao curto tempo de vida. Sabe-se que suinos voltados
para a reproducdo (matrizes) sdo mais predispostos a lesfes gastricas graves (KOWALCZYK,
1969) e tais lesdes podem estar associadas ao Helicobacter spp.

CARVALHO et al. (1999) sugerem que as lesbes erosivas e ulcerativas de regido
glandular devem ter etiologias ou mecanismos de agressao distintos. O Helicobacter spp. é
uma bactéria que vive em meio a0 muco protetor da mucosa gastrica e a regido de pars
esophagea € uma regido desprovida de muco protetor. Os fatores de patogenia e 0s

mecanismos de agressdo a mucosa gastrica podem agir de forma diferente na pars esophagea
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e na regido glandular de suinos, o que justifica mais investigaces sobre a patogenia das
lesGes gastricas, bem como sobre as espécies de Helicobacter que infectam suinos.

A influéncia do género na freqiiéncia de Ulceras gastresofagicas ja foi reportada por
outros autores (MONTICELLI et al., 1995; CARVALHO et al., 1999). Entretanto, outros
estudos ndo verificaram a relagdo do género e as Ulceras gastricas ou qualquer outra doenca
do estbmago dos suinos (GUISE et al., 1997 e PARK et al., 2004). Verificamos que ndo
houve influéncia do sexo na ocorréncia de lesdes gastricas, 0 mesmo relatado por Guise et al.
(1997) e Park et al. (2004).

Ao analisarmos o peso médio da carcaca ao abate, dos animais com e sem lesao,
observamos que as médias foram semelhantes, ndo sendo possivel relacionar as lesdes
gastricas com uma diminuicdo significativa no peso da carcaca. Poucos sdo os relatos
encontrados relacionando lesdes gastricas e peso do animal. Kowalczyk (1969) relatou que na
forma assintomatica da doenca gastrica, a taxa de crescimento dos animais é adequada para 0s
padrdes da producdo industrial. Nesta forma o diagnostico é feito no abatedouro com a
observacdo de alteracdes como paraqueratose, erosdes ou Ulceras. Nossos resultados estdo de
acordo com o relatado por outros autores e sugerem que mesmo as lesées mais graves (graus
2 e 3) ndo afetaram significativamente o desenvolvimento dos animais (KOWALCZYK,
1969; FRIENDSHIP, 1999; GUISE et al., 1997).

Desta forma, podemos concluir que a ocorréncia de lesdes na mucosa gastrica é
elevada nos suinos abatidos na regido Norte do Estado do Parana. Apesar da alta ocorréncia,
ndo foi possivel estabelecer a relacdo entre a infeccdo por Helicobacter spp. e a presenca de
tais les6es. Conclui-se também que ndo houve relacéo entre a ocorréncia de lesdes gastricas, 0

género e 0 peso da carcaca.
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3.2 ALTERACOES HISTOLOGICAS DE PARS ESOPHAGEA DE ESTOMAGOS DE SUINOS E

SUA RELACAO COM A PRESENCA DE HELICOBACTER SPP.

Histological findings in pars esophagea in swine and correlation with Helicobacter spp.
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ALTERACOES HISTOLOGICAS DE PARS ESOPHAGEA DE ESTOMAGOS DE
SUINOS E SUA RELACAO COM A PRESENCA DE Helicobacter spp.

Resumo

O presente estudo tem como objetivo avaliar a relacdo entre Helicobacter spp e a
presenca de alteracBes histoldgicas da pars esophagea de suinos. Foram analisados 67
estdmagos de suinos em idade de abate, provenientes de municipios do Estado do Parana,
abatidos em frigorificos com Servigo de Inspecdo Federal. As alteracdes histoldgicas foram
identificadas e classificadas como presenca ou auséncia de ulceragdo, alongamento de papilas,
degeneracéo epitelial, paraqueratose, erosdo, hiperplasia e niumero de foliculos linféides. Para
identificacdo das helicobactérias utilizou-se a técnica de PCR com primers especificos para o
género Helicobacter. As alteracfes mais freqlientes foram degeneracdo epitelial e o
alongamento de papilas, observada em 83,5% das amostras analisadas. Em 77,5% das
amostras observou-se paragqueratose da pars esophagea e em 61,1%, hiperplasia epitelial. Das
67 amostras analisadas, 47 (70,1%) mostraram resultado positivo pela PCR. A erosdo foi a
lesdo mais freqliente em animais PCR positivos para Helicobacter spp, com 40,2% das
amostras analisadas. A freqiiéncia de ulceracdo de mucosa de pars esophagea foi de 11,9%
em animais em que o diagnostico de Helicobacter spp foi positivo. Animais que ndo tinham
ulceracdo e foram PCR positivos para Helicobacter spp apresentaram frequéncia de 58,2%.
Apds a analise estatistica observou-se que ndo ha associacao entre a presenca de Helicobacter
spp e as lesdes gastricas histologicas de estdmagos suinos. Com este estudo concluimos que
Helicobacter spp ndo é um agente relacionado as lesdes gastricas de suinos em idade de abate

do Estado do Parana.

Palavras-chave: Suinos. Histopatologia. Estdmago. Helicobacter spp.
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HISTOLOGICAL FINDINGS IN PARS ESOPHAGEA IN SWINE AND
CORRELATION WITH Helicobacter spp.

Abstract

The aim of this study was to investigate the association between the histopatologic lesions of
gastric mucosa in abattoir pigs and presence of Helicobacter spp, identify by PCR. Stomachs
from 67 swine were examined. Histopatologic lesions of pars esophagea were identified and
classified in gastric ulcers, erosion, degeneration, paraqueratosis, hiperplasia and distortion of
papils. Microscopic analysis revealed the most frequent alteration: 83,5% stomachs with
epitelial degeneration and distortion of papils. Paraqueratosis of pars esophagea was observed
in 77,5% and epitelial hiperplasia in 61%. Forty seven (70,1%) pigs were PCR positive.
Erosion of pars esophagea was most frequently observed in pigs Helicobacter spp. PCR
positive, with 40,2%; ulceration were observed in 11,9% animals PCR positive to
Helicobacter spp. The frequency of animals without ulceration and Helicobacter spp. PCR
positive is 58,2%. The statistics analysis revealed no association with Helicobacter spp and
histological findings in gastric mucosa in swine. In conclusion, the infection with
Helicobacter spp is not associated with gastric lesions in slaughtered swine at Parané state,
Brazil.

Key words: Helicobacter spp. Swine. Stomach. Histological findings.
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Introducéao

As paraqueratoses e as ulceracdes da pars esophagea do estdmago sdo lesGes comuns
descritas em suinos de todo o mundo. Os suinos acometidos demonstram sinais de anorexia,
anemia cronica, decréscimo no ganho de peso, gastrite hemorrdgica aguda e morte subita
(GUISE et al., 1997; O’BRIEN, 1993). As ulceras gastricas sdo caracterizadas por diferentes
graus de lesdo do epitélio estratificado, podendo se estender pelas camadas adjacentes do
estdmago. As demais alteracOes de pars esophagea podem variar de leve paraqueratose a
graus severos de degeneracgéo e gastrite (MUGGENBURG et al., 1964).

O Helicobacter pylori foi a primeira espécie de bactéria a ser identificada colonizando
0 estdbmago de seres humanos e foi associado a doencas gastricas como gastrites, Ulceras e
cancer gastrico (MARSHAL e WARREN, 1984; ERNST et al., 2006), sendo a infeccdo
essencial para o desenvolvimento de cancer gastrico no homem (BRENNER et al., 2004).
Atualmente sabe-se que diferentes espécies de Helicobacter foram identificadas na mucosa
gastrica de diversas espécies animais com ou sem doencas gastricas (FOX e LEE, 1997;
SIMPSON et al., 1999; QUEIROZ et al., 1996; CANTET et al., 1999; YOUNG et al., 2001;
PARK et al., 2003). As bactérias do género Helicobacter sdo espiraladas, curvas ou
ocasionalmente cocoides, gram negativas e habitam as glandulas, as células parietais e 0 muco
da mucosa gastrica (FOX e LEE, 1997).

A associacdo entre a presenca de Helicobacter spp ou H. heilmannii e o diagndstico
macroscopico de Ulceras gastroesofagicas em suinos foi relatada por diversos autores
(BARBOSA et al,1995; QUEIROZ et al., 1996; ROOSENDAAL et al., 2000). Varios autores
relatam que ha uma forte associacdo entre Helicobacter spp e doengas gastricas de suinos,

tanto quanto as Ulceras como outras alteracfes como erosdes e paraqueratose (BARBOSA et

al., 1995; YOUNG et al., 2001; PARK et al., 2003; MALL et al., 2004). Porém, outros

autores afirmaram que esta associacdo € inconsistente (MELNICHOUK et al., 1999;
KRAKOWKA, et al., 2005; SZEREDI et al., 2005).

Todos os estudos demonstram que a prevaléncia da infeccdo por Helicobacter spp. é
marcadamente diferente de acordo com o método de diagnostico utilizado, bem como a area
do estbmago utilizada para analise, variando de 8,0% a 80,0% (QUEIROZ et al., 1990;
GRASSO et al., 1996; CANTET et al., 1999; De GROOTE et al., 2000; YOUNG et al.,
2001; PARK et al., 2003; MALL, et al., 2004).
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O objetivo desse estudo foi verificar a ocorréncia das diferentes alterac6es histologicas
da pars esophagea em suinos em idade de abate e sua relagdo com a presenca de Helicobacter

spp. diagnosticada pela reacdo em cadeia pela polimerase — PCR.

Material e Métodos

Foram analisados 67 estdmagos de suinos em idade de abate, provenientes de
municipios do Estado do Parana, abatidos em frigorifico com Servico de Inspecdo Federal. Os
estdbmagos foram transportados do frigorifico ao laboratério de Patologia Animal da
Universidade Estadual de Londrina em caixas refrigeradas e processados em seguida.

Exame histopatolégico

Ap0s a abertura do estdbmago pela curvatura maior, fragmentos da pars esophagea dos
estdmagos foram colhidos e fixados em solucdo de formalina a 10% tamponada, sendo entéo
submetidos ao processamento de rotina. Os cortes com 4 um de espessura foram corados pelo
metodo de Hematoxilina — Eosina (HE) para exame histopatoldgico.

As alteracOes histologicas foram identificadas e classificadas em presenca ou auséncia
de ulceracdo e/ou erosdo. As alteracBes de alongamento de papilas, degeneracdo epitelial,
paraqueratose, hiperplasia foram classificadas em auséncia, lesdo discreta e lesdo grave. A
analise do infiltrado inflamatério foi realizada com objetiva de 40x em trés diferentes campos
e sua intensidade graduada em O (até 4 células/campo); 1 (5 a 15 células/campo); 2 (16 a 25
células/campo) e 3 (mais de 25 células/campo). A contagem de foliculos linféides da regido
de pars esophagea foi realizada em objetiva de 10X e classificada em auséncia, até dois
foliculos por campo observado e trés ou mais foliculos linfoides por campo observado.

Outras alteracdes, como a intensidade do infiltrado inflamatorio, presenca de tecido de
granulacdo e micropustulas, quando observadas, foram também anotadas e comparadas a

identificacdo de Helicobacter spp.
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Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Amostras de mucosa gastrica (pars esophagea, corpo, fundo e piloro) foram
imediatamente acondicionadas em frasco estéril, identificadas e mantidas sob congelamento a
— 20° C até 0 momento do processamento.

As amostras foram tratadas com tampéao de lise constituido de dodecil sulfato de sodio
(SDS) e proteinase K*' em concentracdo final de 1% e 0,2 mg/mL, respectivamente. Apos
homogeinizacdo, as amostras foram incubadas a 56 °C em banho maria durante 3 horas. O
material resultante foi submetido a purificacdo e extracdo de DNA pela técnica do
fenol/cloroférmio/alcool isoanilico seguida pela silica/tiocianato de guanidina (BOOM, et al.,
1990) com modificacdes descritas por Alfieri, et al. (2004). Em todos os procedimentos foi
incluida como controle negativo uma aliquota de agua ultrapura autoclavada. O material
obtido permaneceu estocado em freezer a -20 °C até amplificacdo pela PCR.

As reacOes da PCR foram feitas em volume final de 25 puL, sendo 5ulL de mix de DNA
(1uL do material extraido, 3.5uL de H,O e 0,5uL de cada primer a 20 pmol de concentragéo)
e 20uL do mix de reacdo (11,75 uL H20, 4 uL de dNTP, 2,5 uL de tampéo de PCR, 0,25 uL
de Tag DNA polimerase*! e 1,5 uL de MgCl;). Os primers utilizados eram especificos para o
género Helicobacter, de acordo com Riley et al. (1996) e continham a seguinte seqléncia: 5'
CTATGACGGGTATCCGGC 3, 5' ATTCCACCTACCTCTCCCA 3' *.. A amplificacdo foi
executada em termo ciclador*?* de acordo com as seguintes condicGes de tempo e temperatura:
2 minutos a 94°C, 2 minutos a 72°C e 1 minuto a 54°C, com 35 ciclos. Em todas as reacdes
de amplificacdo foram utilizados como controle positivo uma amostra de Helicobacter spp.
conhecida e como controle negativo uma aliquota de agua destilada estéril.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%,
com solucao de brometo de etideo (0,5 ug/mL), em solucdo de TEB pH 8,4 e visualizados em
transluminador ultravioleta. As alturas das bandas obtidas foram comparadas a um marcador

de 100 pb e fotografadas com sistema digital*®.

*1 GIBCO BRL PRODUCTS - Life Technologies do Brasil Ltda. Sdo Paulo - BR.
*2 Modelo PTC-100™ (MJ Research INC)
*3 Kodak (clipula Kodak EDAS 290 e KODAK digital cAmera DC290 ZOOM — EASTMAN KODAK COMPANY).



40

Analise estatistica

Os percentuais de ocorréncia de bactérias nos grupos com e sem lesdo gastrica foram
comparados pelo teste do Qui-quadrado ou pelo teste exato de Fisher ficando estabelecido 5%

como nivel de significancia.

Resultados

A classificacdo histoldgica das alteracdes e sua ocorréncia estdo descritas na tabela 1.
As alteracGes mais freqlientes foram a degeneracdo epitelial e o alongamento de papilas,
observada em 56 (83,5%) amostras analisadas. A degeneracéo epitelial discreta foi observada
em 40 (59,7%) estdmagos. Em 52 (77,5%) amostras observou-se paraqueratose e em 42
(61,1%), hiperplasia epitelial. LesGes graves de paraqueratose e alongamento de papilas
epiteliais foram observadas em 24 e 25 amostras, respectivamente (Figura 1).

- .
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Figura 1 - Fotomicrografia de pars esophagea, suino. Alongamento de papilas epiteliais e
paraqueratose (A e B). Hematoxilina-Eosina, objetiva 10X. Londrina, Parana, 2006.

As erosdes de epitélio foram mais freqientes, acometendo 59,7% dos animais,
enquanto que a ulceracdo de pars esophagea foi observada em 12 (17,9%). A ocorréncia
destas alteracGes e sua associacdo com a presenca de Helicobacter spp estd demonstrada na
tabela 2. Nas amostras em que foram observadas Ulceras, notou-se acentuado infiltrado
inflamatorio misto ou mononuclear e em trés das 12, verificou-se também tecido de
granulacdo. A contagem de foliculos linfoides demonstrou que apenas 13 animais (19,4%)
ndo apresentavam foliculos nesta regido (Tabela 2), os demais apresentaram mais de dois

foliculos linf6ides por campo observado (Figura 1A).
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Tabela 1 — Distribuicao de alteracfes histologicas de pars esophagea e a relagdo com a identificacdo
de Helicobacter spp pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) em suinos em idade de abate.

Parané, Brasil. 2006.

Helicabacter spp

FPosttive Hegative Total
Hiperplasia epitelial *
LAuzBncia 12 2 26 (38 8%
Lesfio discreta 25 7 32 (47 7%
Leséio grawve 4 ] 9013 4%
Degeneraciio epitelial**
Auzéncia 8 3 11 (16,4%)
Lesfio discreta 35 7 40 (9% 7%
Leséio grawve & 10 16 (23,8%)
Alongamento de papilas epiteliaig®**
Auzéncia 8 3 11 (16,4%)
Lesfio discreta 20 11 31 (46 2%)
Lesfio grawve 19 & 250 (37 3%
Paraqueratoge ****
Auzéncia 8 7 15 (22,3%)
Lesfio discreta 20 H 28 (41,7%)
Lesio grave 19 ] 24 (35, 8%0)
Infiltrado inflammatorio*****
Grau 0 12 5 17 (25,4%)
Grau 1 16 9 25 (37,3%)
Grau 2 12 3 15 (22 4%
Grau 3 7 3 10 (14,5%)

*Qui-quadrado= 3,82; p=0,51
*** Qui-quadrado=0,91; p=0,63
*x*** Qui-quadrado= 1,15; p=0,765

** Qui-quadrado= 0,02; p=574
**x* Qui-quadrado= 2,98; p=0,225

Infiltracdo de linfocitos e plasmdécitos na lamina propria foi observada em todos os

animais. A graduacdo mais freqiiente foi a de 6 a 15 células/campo (Tabela 1). Neutréfilos

dispostos em pequenos agregados no epitélio estratificado ou na lamina propria ocorreram em

16 (23,9%) amostras. Discretos a moderados infiltrados eosinofilicos foram observados em 25
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animais (37,3%) distribuidos na lamina prépria. Associagéo estatisticamente significativa ndo

foi verificada entre intensidade do infiltrado inflamatorio e a presenca de Helicobacter spp.

400 pb—>

100 pb—>

Figura 2 — Fotografia digitalizada de gel de agarose a 2 % com resultados de PCR para género
Helicobacter spp. (400 pb). Coluna 1: padrdo de tamanho molecular de 100 pares de base; 2: controle
negativo da reacdo; coluna 3: controle positivo da reacdo; 4: controle negativo da extracdo. Colunas 5
a 11 correspondem a amostras provenientes de estdmagos de suinos abatidos a regido norte do estado
do Parand. Londrina, Parana, 2006.

Das 67 amostras analisadas, 47 (70,1%) mostraram resultado positivo pela PCR para o
género Helicobacter (Figura 2). A relacdo entre ulceracdo, erosdo, numero de foliculos
linfoides e a presenca de Helicobacter spp esta descrita na tabela 2. A eroséo foi a lesdo mais
freqliiente em animais PCR positivos para Helicobacter spp, com 40,2% das amostras
analisadas. A freqliéncia de ulceracdo de mucosa de pars esophagea foi de 11,9% em animais
em que o diagnostico de Helicobacter spp foi positivo. Animais que ndo tinham ulceracédo e
eram Helicobacter spp positivo apresentaram frequéncia de 58,2%. Apo6s a andlise estatistica
pelo teste do Qui-quadrado ndo se constatou diferenca significativa entre as variaveis

analisadas.
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Tabela 2 - Distribuicdo de alterac6es histolégicas de pars esophagea e relagcdo com a identificacdo de
Helicobacter spp pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) em suinos em idade de abate do Estado
do Parand, Brasil. 2006.

Helicobacier spp

Positive MNegative Total
Ulceracio®
Auszéncia 39 (58,2%) 16 (23,8%0) 55 (82,0%)
Presenca B{11,9%) 4 (5,9%) 12 (17,5%)
Frosio**
Auzéncia 20 (29,8%) 7(10.4%) 27 (40,2%)
Presenca 27 (40,2%) 13 (19.4%) 40 (59,7%)
Foliculos infoides™***
Auséncia 7 (10,4%) £ (8,9%) 13 (19,4%)
Ate dots por campo 26 (38,8%) 9{134%) 35 (52,2%)
=trés por campo 14 (20,8%) 5 (7, 4%) 18 (28,3%)

*Qui-quadrado= 0,08; p= p=0,510 ** Qui-quadrado= 0,09; p=0,760
*** Qui-quadrado= 2,05; p=0,358

Quanto ao numero de foliculos linfoides, constatou-se que 54 (80,5%) amostras
apresentavam mais de um foliculo linféide por campo observado, sendo que 40 (59,7%)
dessas amostras foram positivas na PCR. Dezenove (28,3%) amostras tiveram contagem de
foliculos igual ou superior a trés por campo observado e dessas, 14 (20,8%) foram positivas a
PCR (Figura 3A).

Outras alteracdes foram observadas, como a presenca de infiltrados localizados de
neutréfilos no epitélio. Estes infiltrados estavam presentes em 10 (14,9%) das 67 amostras
analisadas. O infiltrado inflamatorio difuso, constituido por linfocitos, neutréfilos e
eosinofilos, na pars esophagea também foi anotado. Em 47 amostras observou-se de uma a
quatro células inflamatorias por campo observado (objetiva de 40X) e em 20 (29,8%) nédo se
observou infiltrado inflamat6rio. Em oito animais constatou-se a presenca de bacilos na

superficie epitelial.
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Figura 3 - Fotomicrografia de pars esophagea, suino. Proliferacdo de foliculos linféides em
submucosa e erosdo epitelial (A). Estbmago suino, pars esophagea. Ulcera acompanhada de intenso
infiltrado inflamatdrio mononuclear. Notar regido integra de epitélio apresentando paraqueratose grave
(B). Hematoxilina-Eosina, objetiva 10X. Londrina, Parana, 2006.

Discussao

No Brasil sdo escassos 0s estudos envolvendo analise histolégica de pars esophagea
em suinos. CARVALHO et al. (1999) observaram alteragbes histologicas como
paraqueratose, edema e degeneracdo, porém sem definir a freqiiéncia de tais alteracdes.
Outras lesdes relatadas nesta regido sao necrose epitelial, infiltracdo neutrofilica e eosinofilica
e hiperplasia linféide (MUGGENBURG et al., 1964; O’BRIEN, 1993; SZEREDI et al.,
2005). A elevada ocorréncia de alteracOes histoldgicas na pars esophagea observadas neste
estudo e os resultados obtidos em outras investigagdes com analise macroscopica sugerem
que tais patologias continuam muito freqlentes no plantel de suinos brasileiro (ROPPA et al.,
1995; MONTICELLI et al., 1995; CARVALHO et al., 1999).

Neste estudo, a prevaléncia de Helicobacter spp foi de 70,1%. Prevaléncia similar foi
observada por Cantet et al. (1999) e Young et al. (2001), que utilizando a PCR observaram 80
e 63,8%, de amostras positivas, respectivamente. Porém os resultados deste estudo foram
superiores aos relatados por Queiroz et al. (1990) e Grasso et al. (1996) que utilizaram apenas
a histopatologia como método diagnostico, com percentuais de 10,8 e 9,4% respectivamente.
Este fato pode ser explicado pela escolha do método de diagndstico da infeccdo por
Helicobacter spp. A PCR é uma prova baseada na amplificacdo do material genético
especifico do agente. Além disso, este método tem sido considerado o mais sensivel para a
deteccdo de pequenas quantidades do agente, se comparado ao exame histopatoldgico e ao
teste da urease (De GROOTE et al., 2000; PARK et al., 2003; PARK et al., 2004).
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Em suinos a associacéo entre lesdes gastricas e infeccdo por Helicobacter spp ainda é
controversa. Diversos autores afirmam que ha uma estreita relacdo entre o estabelecimento
das lesdes na pars esophagea e as bactérias (QUEIROZ et al., 1990; De GROOTE et al.,
2000; PARK et al., 2003; MALL et al., 2004). Entretanto, outros autores discordam desta
afirmacdo. MELNICHOUK et al. (1999) relataram que ndo ha relacdo entre as lesGes
gastricas e Helicobacter spp, pois a presenca de bactérias espiraladas foi constatada em 42%
de estdbmagos sem lesdo e em 18% dos estbmagos com lesdo. SZEREDI et al. (2005)
avaliaram 89 suinos de abate e verificaram associagdo entre a presenca de Helicobacter spp e
alteracBGes histologicas da regido glandular do estdbmago, como dilatacdo de glandulas
gastricas, abscessos glandulares e degeneracdo epitelial, ndo ocorrendo associagdo quando
analisaram a pars esophagea macroscopicamente ou histologicamente.

KRAKOWKA et al. (2005) relataram que em suinos inoculados com Helicobacter
heilmannii ndo foram observadas lesdes microscopicas significativas em pars esophagea ou
regido glandular, enquanto que suinos inoculados com H. pylori — like de origem suina
apresentavam doenca gastrica grave. Atualmente, admite-se que o H. heilmannii é a espécie
caracteristica de suinos (PARK et al., 2003) e que a patogenia das lesbes gastricas esta
relacionada a especie infectante. Neste estudo ndo foi identificada a espécie de Helicobacter
infectante.

No presente estudo foi possivel observar que as alteracdes histolégicas foram mais
freqlentes em animais com diagndstico positivo para Helicobacter spp. A degeneragédo
epitelial e o alongamento de papilas (discreta e grave) estavam presentes em 56 (83,6%) das
amostras, sendo 39 positivas para Helicobacter spp. Das 24 amostras que apresentavam lesdo
grave de paraqueratose, 19 foram positivas a PCR. Desta forma, apesar de a relacdo entre as
lesGes histologicas e o Helicobacter spp. ndo ser estatisticamente significativa, algumas
alteragbes mostravam-se mais frequentes em animais positivos em comparagdo aos negativos.

A relacéo entre a hiperplasia de foliculos linféides ou infiltrado inflamatério difuso e o
Helicobacter pylori em humanos ja foi reportada por diversos autores (ERNST et al., 2006).
Em suinos, Krakowka et al. (2005) observaram que os suinos infectados experimentalmente
desenvolveram quadro inflamatério de mucosa géastrica com infiltrado inflamatério
mononuclear difuso e formacdo de agregados linfoides em lamina propria tanto em regiao
aglandular como em regido glandular. Embaye et al. (1990) ao analisar estbmagos de suinos
de 10 a 22 semanas de idade constataram a presenca de infiltrado inflamatorio discreto na
pars esophagea de aspecto macroscopico normal.
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Quando comparamos a presenca de foliculos linféides, constatamos que 40 (74,1%)
animais apresentavam um ou mais foliculos e eram positivos para helicobactérias, enquanto
gue nos animais negativos apenas 14 (25,9%) apresentavam foliculos. Observamos que 0s
animais positivos para a presenca de Helicobacter spp. e com contagem de foliculos maior ou
igual a trés por campo foi de 20,8%, enquanto que 10,4% dos animais foram positivos e
possuiam até um foliculo por campo. As amostras que tinham contagem de foliculos de até
dois foliculos por campo observado foram 35 (52,2%), dessas 26 eram positivas para a
presenca de Helicobacter spp. Apesar de observarmos uma maior frequéncia de amostras com
proliferacdo de foliculos na pars esophagea no grupo de amostras positivas para Helicobacter
spp., a analise estatistica através do teste do Qui-quadrado revelou que ndo héa diferenca
estatistica entre as variaveis.

Este estudo permite afirmar que as alteragfes histoldgicas na mucosa da regido
aglandular de suinos em idade de abate ocorrem com elevada frequéncia. Embaye et al.
(1990) também observaram uma alta ocorréncia de alteracdes degenerativas e erosivas nesta
regido. Os autores sugerem que estas lesbes sdo conseqliéncia de uma dieta rica em
carboidratos fermentéveis, com particulas finas, bem como a presenca de lactobacilos capazes
de produzir &cido no estdmago.

Os resultados conflitantes a respeito das lesGes gastricas justificam estudos mais
minuciosos para se estabelecer corretamente a patogenia de tais alteragdes, pois estas podem
acarretar prejuizos para a producdo animal (KOWALCZYK, 1969; O’BRIEN, 1993).
Também o fato de alteracfes histoldgicas, como gastrites e cancer gastrico conseqiientes a
infeccdo por Helicobacter pylori no homem (ERNST et al., 2006), justificam maiores estudos
para se conhecer as espécies de Helicobacter em suinos e seus possiveis fatores de
patogenicidade. No Brasil sdo escassos o0s relatos que identificam as espécies de Helicobacter
no plantel suino, inexistindo estudos que identifiquem fatores de patogenicidade da bactéria.

O presente estudo nos permite afirmar que, apesar de ndo haver diferenca estatistica,
as amostras infectadas por Helicobacter spp. apresentaram alteracdes histoldgicas numa
freqliéncia maior que em amostras negativas. Estes resultados sugerem que a bactéria
Helicobacter pode ter um importante papel no estabelecimento de tais lesdes. Estudos que
envolvam também regido glandular de estdmagos suinos devem ser realizados, bem como a

identificacdo de espécie de Helicobacter e de fatores de patogenicidade bacterianos.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos conclui-se que:

= As lesdes macroscopicas de estdbmagos suinos estdo presentes em suinos de abate com alta

ocorréncia.

» As alteragdes histoldgicas de pars esophagea estdo presentes em um grande ndmero de
animais, sendo as degeneracOes epiteliais e alongamento de papilas as alteracfes mais

freglientemente observadas.

» N&o hé relagdo entre o peso ao abate, 0 género e as lesdes gastricas macroscopicas.

= A ocorréncia de Helicobacter spp em estdmagos suinos é de 47.5% utilizando a colora¢édo
de Warthin-Starry e de 70,1% utilizando a PCR.

= A presenca do Helicobacter spp nao foi relacionada as lesdes gastricas macroscépicas ou
histoldgicas, sugerindo que ndo ha participacdo da bactéria no estabelecimento de tais

alteragoes.
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