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RESUMO

A relag@o entre Helicobacter spp. e a presenga de alteragdes histologicas na pars esophagea de suinos foi
avaliada em 67 estomagos de animais em idade de abate. Para a identificagdo das helicobactérias,
utilizou-se a técnica da PCR com primers especificos para o género Helicobacter. As alteragdes
histologicas foram identificadas e -classificadas como ulceragdo, erosdo, degeneragdo epitelial,
alongamento de papilas, hiperplasia, paraqueratose, intensidade do infiltrado inflamatoério e aumento do
numero de foliculos linfoides. As alteragdes mais frequentemente encontradas na pars esophagea foram a
degeneragdo epitelial e o alongamento de papilas, observadas em 83,5% (n=56) das amostras analisadas.
Em 77,5% (n=52) das amostras, observou-se paraqueratose ¢ em 61,1% (n=41) hiperplasia epitelial.
Quarenta e sete (70,1%) foram positivas na PCR para Helicobacter spp. Nessas amostras a erosdo foi a
lesdo mais observada (40,2%), seguida de ulceragdo da mucosa (11,9%). Em 58,2% das amostras
positivas na PCR, ndo foram observadas ulceragdes de mucosa. Observou-se associacdo significativa
(P=0,003) entre a presenca de Helicobacter spp. e a degeneracdo epitelial da pars esophagea de suinos
em idade de abate.
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ABSTRACT

The association between histological findings of gastric mucosa in pigs at slaughtering age and the
presence of Helicobacter spp., identified by PCR, assay was investigated. Stomachs from 67 pigs were
examined. Histological changes of pars esophagea were identified and classified as gastric ulcers,
erosion, degeneration, distortion of papils, hyperplasia, paraqueratosis, and number of lymphoid
follicles. Microscopic analysis revealed the most frequent alteration: 83.5% (n= 56) stomachs with
epithelial degeneration and distortion of papils. Paraqueratosis of pars esophagea was observed in 77.5%
(n=52) of the samples and epithelial hyperplasia in 61% (n=41). Forty-seven (70.1%) pigs were positive
to Helycobacter spp. by PCR. Erosion of pars esophagea and ulceration were the most frequent findings
in Helicobacter spp. PCR-positive pigs, occurring, respectively, in 40.2% and 11.9%. The frequency of
animals without ulceration and Helicobacter spp. PCR-positive was 58.2%. It was observed a significant
association (P=0.003) between Helicobacter spp. and epithelial degeneration of gastric mucosa in pigs at
slaughtering age.
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INTRODUCAO

As paraqueratoses ¢ as ulceragdes da pars
esophagea do estomago sdo lesdes comuns
descritas em suinos de todo o mundo. Os suinos
acometidos apresentam sinais de anorexia,
anemia cronica, decréscimo no ganho de peso,
gastrite hemorragica aguda e morte subita
(O’Brien, 1993; Guise et al., 1997; Roosendaal et
al., 2000). As doengas gastricas sdo
caracterizadas por diferentes graus de lesdo do
epitélio estratificado, podendo estender-se pelas
camadas adjacentes do estomago (Morés et al.,
2000). As demais alteragdes de pars esophagea
podem variar de discreta paraqueratose a graus
intensos de degeneragdo, hiperplasia e erosdo
(Embaye et al., 1990). Yamasaki et al. (2006),
estudando suinos em idade de abate, observaram
que a ocorréncia de lesdes macroscopicas, como
erosdes ¢ Ulceras na pars esophagea, foi de
44,1%, sendo que a andlise estatistica ndo se
evidenciou influéncia da presenca de lesdes
gastricas sobre o peso médio da carcaca.

Helicobacter pylori foi a primeira espécie de
bactéria a ser identificada colonizando o
estomago de seres humanos e foi associado a
gastrites e ulceras (Marshal e Warren, 1984),
sendo que a infecgdo é condig¢do essencial para o
desenvolvimento de cancer gastrico (Brenner et
al, 2004). Mais recentemente, diferentes
espécies de Helicobacter foram identificadas na
mucosa gastrica de diversas espécies animais
com ou sem doengas gastricas (Queiroz et al.,
1996; Park et al., 2003; Moutinho et al., 2007).
As bactérias do género Helicobacter sao
espiraladas, curvas ou ocasionalmente cocoides,
Gram negativas e habitam as glandulas, as
células parietais ¢ o0 muco da mucosa gastrica
(Fox e Lee, 1997).

Em animais, a associacdo entre a presenca de
Helicobacter spp. ¢ doengas gastricas, como
ulceras e erosdes, ¢ controversa. Ha relatos que
demonstram associacdo positiva entre as lesdes
gastricas e Helicobacter spp. (Barbosa et al,
1995; Young et al, 2001; Mall et al., 2004)
enquanto em outros essa relacdo € inconsistente
(Melnichouk et al., 1999, Krakowka et al., 2005;
Szeredi et al., 2005). Em cdes, ha um estudo
recente de prevaléncia de helicobactérias e
alteragdes na mucosa gastrica de animais
saudaveis (Moutinho et al., 2007).
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A taxa de infec¢do por Helicobacter spp. em
suinos difere conforme o método de diagnodstico
utilizado, bem como a area do estdmago
analisada, variando de 8,0% a 80,0% (Queiroz et
al., 1990; De Groote et al., 2000; Park et al.,
2004). Utilizando a impregnagdo argéntica,
Yamasaki et al. (2006) observaram bactérias de
formato espiralado em 47,5% dos estomagos de
suinos em idade de abate, ndo havendo relagdo
entre a lesdo macroscopica de pars esophagea e
Helicobacter spp.

O objetivo desse estudo foi verificar a ocorréncia
de alteragdes histologicas na pars esophagea de
suinos em idade de abate e a sua relagdo com a
presenga de Helicobacter spp.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 67 estdmagos de suinos em
idade de abate, provenientes de municipios do
Estado do Parana, abatidos em frigorifico com
Servico de Inspegdo Federal.

Apos a abertura do estdomago pela curvatura
maior, fragmentos da pars esophagea foram
colhidos e fixados em solugdo tamponada de
formalina a 10%, sendo entdo submetidos ao
processamento de rotina. Os cortes com 4 um de
espessura foram corados pelo método de
hematoxilina e eosina (HE) para exame
histologico conforme procedimento padrao.

As alteracdes histologicas foram identificadas e
classificadas em presenca ou auséncia de
ulceracdo e/ou erosdo. As alteracdes 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
a sua intensidade graduada em 0 (at¢ 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
linfoides foi realizada em objetiva de 10x e
classificada em auséncia; até dois foliculos por
campo; ¢ em trés ou mais foliculos linfoides por
campo observado. Outras alteragdes, como a
presenca de tecido de granulagdo e micro
pustulas, quando observadas, foram também
utilizadas como parametros nas analises relativas
a presenga ou auséncia de Helicobacter spp.
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Para a extragdo do DNA, foi empregada uma
associagdo das técnicas do
fenol/cloroformio/alcool  isoamilico e da
silica/tiocianato de guanidina (Boom et al.,
1990). Ao final, o DNA foi eluido em 50uL de
agua ultrapura estéril. Em todos os
procedimentos foi incluida, como controle
negativo, aliquota de agua ultrapura estéril.
Todas as amostras foram mantidas a -20°C até a
sua utiliza¢do na técnica da PCR.

A PCR foi realizada em uma solugdo contendo
SuL de DNA extraido e 45uL de PCR-MIX
constituido por 20pmol de cada primer (H276f e
H676r; Riley et al., 1996), 0,ImM de cada
dNTP, 2,5 unidades de Taq platinum DNA
polimerase 1xPCR buffer (20mM Tris-HCl pH
8,4 ¢ 50mM de KCI), 1,5mM MgCl, e agua
ultrapura estéril para volume final de 50pL. A
amplificagdo foi realizada em termociclador nas
seguintes condi¢des de tempo e temperatura: i)
uma etapa de 1min/94°C; ii) 35 ciclos de
1min/94°C, 2min/59°C e 1min/72°C e iii) uma
etapa de extensdo final por 7min/72°C.

Aliquotas com 10uL dos produtos da PCR foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a
2% com brometo de etideo (0,5pL/mL) em
tampdo TBE pH 8.4 (89mM TRIS, 89mM éacido
borico, 2mM EDTA), sob voltagem constante

(90V) durante aproximadamente 30min. O gel
foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) e foto-
documentado em sistema digital'.

A andlise estatistica foi realizada a partir dos
percentuais de ocorréncia de bactérias nos grupos
com e sem lesdo gastrica, que foram comparados
pelo teste do qui-quadrado ou pelo teste exato de
Fisher com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

As alteragdes histologicas mais frequentes foram
a degeneracao epitelial ¢ o alongamento de
papilas, identificadas em 56 (83,5%) amostras
analisadas (Tab. 1). Em 52 (77,6%) amostras,
verificou-se paraqueratose ¢ em 41 (61,1%),
hiperplasia  epitelial. Lesdes graves de
paraqueratose e alongamento de papilas epiteliais
(Fig. 1) foram observados em 24 (35,8%) e
25(37,3%) amostras, respectivamente (Tab. 1).

As erosdes de epitélio (Fig. 2A) foram
verificadas em 40 (59,7%) amostras, enquanto a
ulceragdo da pars esophagea foi identificada em
12 (17,9%), nas quais se notou acentuado
infiltrado inflamatério misto ou mononuclear
(Fig. 2B). Em trés dessas 12 amostras, verificou-
se, também, tecido de granulacio.

Figura 1. Fotomicrografia da pars esophagea, suino. Alongamento de papilas epiteliais ¢ paraqueratose

(A e B). HE — 100X.

"Electroph. Doc. Analysis System 290, Kodak - New York, EUA.
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Os foliculos linfoides estavam presentes na
submucosa da pars esophagea de 54 (80,5%)
amostras, sendo que aquelas com até dois foliculos
por campo foram as mais frequentes (52,2%) (Fig.
2B e Tab. 1).

A histopatologia revelou a presenca de infiltrado
inflamatério difuso tanto na lamina propria quanto
no epitélio estratificado. Na lamina propria,
observou-se infiltrado linfoplasmocitdrio em todas
as amostras, infiltrado eosinofilico em 25 (37,3%) e
infiltrado neutrofilico em 16 (23,8%). A graduagdo
mais frequente foi a de grau 1 (Tab. 1). Na camada
epitelial, a inflamacdo de intensidade grau O foi
constatada em todas as amostras, e infiltrados focais
de neutrofilos (micropustulas) estavam presentes

Figura 2. Fotbﬁiicfogfaﬁa de pars -esophagea,

suino. Ulcera acompanﬁada de intenso infiltrado

em 10 (14,9%) amostras. Em oito animais,
constatou-se a presenca de bacilos na superficie
epitelial.

Quarenta e sete amostras (70,1%) apresentaram
resultado positivo na PCR para o género
Helicobacter (Fig. 3 e Tab. 1). A frequéncia ¢ a
classificagdo histologica das alteragdes observadas,
distribuidas de acordo com a presenca de
Helicobacter spp., sdo apresentadas na Tab. 1.
Degeneracéo epitelial discreta foi observada em 40
(59,7%) estomagos, e 33 (82,5%) dessas amostras
foram positivas pela PCR. A analise estatistica
revelou diferenca significativa entre a degeneragdo
epitelial e a presenca de Helicobacter spp.
(P=0,003).

= 50 e

inflamatério mononuclear. Ha regido integra de epitélio apresentando paraqueratose grave (A) e
proliferacdo de foliculos linfoides em submucosa e erosdo epitelial (B). HE - 100X.

400pb—

100pb—

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 2% com brometo de etideo da PCR para Helicobacter spp.
(400 pb). Canaleta 1: padrao de tamanho molecular de 100 pares de base; 2: controle negativo da reagio;
3: controle positivo da reacdo; 4: controle negativo da extracdo. 5 a 9 amostras de estdmagos de suinos.

Positivos: 5, 6 ¢ 7. Negativos: 8 e 9.
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Tabela 1. Distribuigdo das alteragdes histologicas na pars esophagea de acordo com a identificagdo de
Helicobacter spp. pela PCR em suinos em idade de abate

Helicobacter spp.
Positivo Negativo Total (%) P
Hiperplasia epitelial 0,510
Auséncia 18 8 26 (38,8)
Lesao discreta 25 7 32 (47,7)
Lesdo grave 4 5 9(13,4)
Degeneracdo epitelial 0,003
Auséncia 8 3 11 (16,4)
Lesdo discreta 33 7 40 (59,7)
Lesdo grave 6 10 16 (23,8)
Alongamento de papilas epiteliais 0,637
Auséncia 8 3 11 (16,4)
Lesdo discreta 20 11 31 (46,2)
Lesdo grave 19 6 25 (37,3)
Paraqueratose 0,225
Auséncia 8 7 15 (22,3)
Lesdo discreta 20 8 28 (41,7)
Ulceragao 0,516
Auséncia 39 16 55(82,0)
Presenca 8 4 12 (17,9)
Erosao 0,760
Auséncia 20 7 27 (40,2)
Presenga 27 13 40 (59,7)
Foliculos linfoides 0,358
Auséncia 7 6 13 (19,4)
Até dois por campo 26 9 35(52,2)
<Trés por campo 14 5 19 (28,3)
Infiltrado inflamatério 0,765
Grau 0 12 5 17 (25,3)
Grau 1 16 9 25 (37,3)
Grau 2 12 3 15(22,3)
Grau 3 7 3 10 (14,9)
A erosdo foi observada em 27 (40,2%) amostras presente em maior numero nas amostras

positivas na PCR. A frequéncia de ulceragdo da
pars esophagea foi de 11,9% (n=8) em amostras
em que o diagndstico de Helicobacter spp. foi
positivo. Animais que ndo tinham ulceragdo e eram
Helicobacter spp. positivo apresentaram frequéncia
de 58,2% (n=39). Nao houve diferenca significativa
entre as variaveis analisadas (P=0,516).

Quanto ao numero de foliculos linfoides, 54
(80,5%) amostras apresentaram mais de um
foliculo linfoide por campo, sendo 40 (74,1%)
dessas amostras positivas pela PCR. Dezenove
(28,3%) amostras tiveram contagem de foliculos
igual ou superior a trés por campo; dessas, 14
(73,6%) foram positivas na PCR. Foi observado,
ainda, que o infiltrado inflamatorio difuso estava

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.61, n.3, p.553-560, 2009

positivas para Helicobacter spp., sem, contudo,
haver significancia entre essas variaveis.

DISCUSSAO

No Brasil sdo poucos os relatos envolvendo a
analise histologica de pars esophagea em suinos.
Carvalho et al. (1999) observaram alteragdes
histologicas, como paraqueratose, edema e
degeneragdo, porém sem definir a frequéncia de
tais alteragdes. Em outros paises, as lesdes
descritas nessa regido estomacal dos suinos
foram necrose epitelial, infiltrado neutrofilico e
eosinofilico e hiperplasia linfoide (Muggenburg
et al., 1964; O’Brien, 1993; Szeredi et al., 2005).
A frequéncia de alteracdes histologicas na pars
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esophagea encontrada neste estudo e os
resultados obtidos em outras investigagdes com
analise macroscopica sugerem que essas lesdes
sdo muito frequentes no rebanho suino brasileiro
(Monticelli et al., 1995; Carvalho et al., 1999;
Yamasaki et al., 2006).

A taxa de infec¢do (70,1%) por Helicobacter
spp. nas amostras analisadas foi similar as
observadas por Cantet et al. (1999) e Young et
al. (2001), que também, por meio da PCR,
encontraram 80 e 63,8% de amostras positivas,
respectivamente. Grasso et al.  (1996) e
Melnichouk et al. (1999), ao utilizarem somente
a histopatologia como método diagndstico para
Helicobacter spp., verificaram apenas 9.4 e
32,6% de amostras positivas. A  maior
sensibilidade da PCR na identificacio de
Helicobacter spp. em comparagdo ao exame
histopatologico e ao teste da urease também ja
foi descrita por outros autores (De Groote et al.,
2000; Park et al., 2003, 2004).

Em suinos, a associag@o entre lesdes gastricas e a
infeccdo por Helicobacter spp. ainda ¢
controversa. Diversos experimentos confirmam a
estreita relagdo entre o estabelecimento das
lesdes na pars esophagea e a presenca de
Helicobacter spp. (Queiroz et al, 1990; De
Groote et al., 2000; Mall et al., 2004). Entretanto,
Szeredi et al. (2005), ao avaliarem 89 suinos em
idade de abate, verificaram associagdo entre a
presenca de Helicobacter spp. somente na regido
glandular do estdbmago e em alteragdes
especificas como dilatagdo glandular, abscessos
glandulares e degeneragao epitelial.

Krakowka et al. (2005) relataram que, em suinos
inoculados com Helicobacter heilmannii, nao
foram  observadas lesdes  microscopicas
significativas na pars esophagea ou regido
glandular, enquanto os suinos inoculados com o
H. pylori — like de origem suina apresentaram
doenga gastrica grave. Atualmente, admite-se
que a espécie H. heilmannii é caracteristica de
suinos (Park et al., 2003) e que a patogenia das
lesdes gastricas esta relacionada a espécie
infectante.

No presente estudo, foi possivel observar que
alteragdes histologicas, como erosdo e ulceracao,
foram mais frequentes em animais com infec¢do
por Helicobacter spp. Observou-se que a
degeneragdo epitelial foi significativamente
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maior em animais positivos na PCR. Essa
alteragdo celular é um processo reversivel que,
com a persisténcia da injaria, pode evoluir para a
morte celular. Dessa forma, a degeneragdo
epitelial pode ser considerada uma lesdo pré-
ulcerogénica. Proteinas secretadas por H. pylori
como a vacA e a cagA induzem a formagdo de
poros nas membranas celulares e vacuolizagdo
citoplasmatica, atuando, ainda, na modulacdo da
apoptose (Fischer et al., 2004). Utriainen e
Hanninen (1998) identificaram genes vacA em
amostras de estomagos de suinos, sem, no
entanto, analisarem a relagdo entre o gene e as
lesdes da mucosa.

Kowalezyk (1969) e Guise et al. (1997)
relataram que o impacto econdomico das doengas
gastricas na suinocultura se da pela taxa de
mortalidade associada a forma hemorragica
aguda em matrizes, ressaltando a importancia de
doengas gastricas graves em suinos de idade
superior a de animais de abate. Desse modo, ¢é
possivel supor que, em animais com maior tempo
de vida, possam ocorrer lesdes consideradas pré-
ulcerogénicas causadas pela infeccdo por
Helicobacter spp. e que, com o tempo, essa
injuria constante leve as células epiteliais da
degeneragdo a necrose celular e,
consequentemente, a formagdo de tulceras na
pars esophagea.

Todas as alteracGes observadas sdo formas de
reacdo epitelial a uma injaria. O alongamento das
papilas e a paraqueratose foram observados em
56 (83,5%) e 52 (77,6%) das amostras
analisadas, respectivamente. As duas alteragdes
ocorreram no mesmo numero (n=39) de amostras
positivas na PCR. Esse numero representa 69,6%
das amostras com alongamento de papilas ¢ 75%
das amostras com paraqueratose. Dessa forma,
apesar de a relagdo entre as lesdes histologicas e
a presenga de Helicobacter spp. ndo ser
estatisticamente significativa, algumas alteragdes
mostraram-se mais frequentes em animais
positivos na PCR em comparagdo aos negativos.

Ermnst et al. (2006) relataram a relagdo entre a
hiperplasia de foliculos linfoides ou infiltrados
inflamatorios difusos e Helicobacter pylori em
seres humanos. Em suinos, Krakowka et al.
(2005) observaram que os animais infectados
experimentalmente  desenvolveram  quadro
inflamatorio da mucosa géstrica com infiltrado
inflamatorio mononuclear difuso e formacgao de
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agregados linfoides em lamina propria, tanto na
regido aglandular quanto na glandular. Embaye
et al. (1990), ao analisarem estdmagos de suinos
de 10 a 22 semanas de idade, constataram a
presenca de infiltrado inflamatdrio discreto em
pars esophagea que apresentavam aspecto
macroscopico normal.

Quanto a presenga de foliculos linfoides, 35
(52,2%) amostras que apresentaram um ou mais
foliculos foram positivas para helicobactérias,
enquanto nas amostras negativas apenas 15
(22,3%) apresentavam foliculos. Em 40 (59,7%)
observaram-se de um a dois foliculos por campo;
dessas, 28 (70,0%) eram positivas para
Helicobacter spp. A frequéncia de amostras com
proliferacdo de foliculos na pars esophagea nao
diferiu entre os grupos positivos e negativos para
Helicobacter spp. (P=0,225).

Os resultados permitem afirmar que as alteragdes
histologicas na mucosa da regido aglandular de
suinos em idade de abate no estado do Parana
ocorrem com frequéncia elevada. Embaye et al.
(1990) também observaram alta ocorréncia de
alteragdes degenerativas e erosivas nessa regiao
do estdmago de suinos. Esses autores sugeriram
que as lesdes sdo consequéncias de uma dieta
rica em carboidratos fermentaveis, com
particulas finas, ¢ da presenca de lactobacilos
capazes de produzir 4cido no estdmago.

Os resultados conflitantes a respeito das lesdes
gastricas em suinos justificam estudos mais
minuciosos para o estabelecimento da patogenia
de tais alteragdes, que podem acarretar prejuizos
economicos consideraveis para a produgdo
suinicola (O’Brien, 1993). As alteragdes
histologicas, como gastrites e cancer gastrico, em
consequéncia da infeccdo por Helicobacter
pylori no homem (Ernst et al., 2006), justificam a
realizagdo de estudos mais abrangentes que
possibilitem o prévio conhecimento das espécies
de Helicobacter em suinos e seus possiveis
fatores de patogenicidade. No Brasil ainda sdo
escassos os relatos que identificam as espécies de
Helicobacter no plantel suino, inexistindo
estudos que identifiquem  fatores de
patogenicidade da bactéria.

O presente estudo permite afirmar que a
degeneragio epitelial ¢ uma alteragdo associada a
infeccdo por Helicobacter spp. e que, para as
outras alteragdes histologicas, as amostras
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positivas para Helicobacter spp. apresentam
alteragdes com maior frequéncia que as amostras
negativas. Estes resultados sugerem que a
bactéria Helicobacter pode ter importante fun¢ao
no estabelecimento de lesdes gastricas precoces,
aumentando a possibilidade de agravamento de
tais lesdes com o avanco da idade dos suinos.
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