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RESUMO

O diagnéstico da Ulcera gastroesofagica (UGE) é fundamental para que se tente a recuperagdo dos
afetados, entretanto ha grande dificuldade na sua realizagdo de forma precisa. Modernos endoscopios sdo
ferramentas importantes nesse sentido e podem ser usados para determinar em que fase da criacdo a
ulceragdo ocorre. A bactéria Helicobacter tem sido associada & UGE e gerado perdas econdmicas. Tendo
em vista que poucos trabalhos tém sido realizados para identificagdo do problema precocemente, este
estudo teve como objetivo detectar as lesbes relacionando-as, ou ndo, com a bactéria Helicobacter spp.,
mediante analises macroscopica e histopatolégica de amostras colhidas por meio da gastroscopia. Foram
utilizados 20 animais de ambos 0s sexos, pesando entre 22 e 26kg e com 65 dias de idade. O aparelho
utilizado foi um gastrovideoscopio da marca Karl Storz, modelo 1380NKS. Foram colhidas amostras das
regides anatdmicas aglandular (quadrilatero esofagico) e glandular (cardica, findica e pilérica) para o
teste ultrarrapido da urease e para as avaliagdes histopatoldgicas e imuno-histoquimicas. Onze animais
apresentaram lesBes na regido aglandular a endoscopia, e microscopicamente 15 animais apresentaram
paraqueratose. Em 18 animais, foram observadas alteracdes em pelo menos uma das trés regides
glandulares. As lesdes foram maiores na regido cérdica, seguida da antral e da fandica. Em relacdo ao
teste ultrarrapido da urease, sete animais foram negativos nas quatro regifes, e 13 positivos em pelo
menos uma delas. Em relacdo a imuno-histoquimica (IHQ), 10 animais foram negativos em todas as
regides e 10 foram positivos em pelo menos uma delas. Os achados pré-ulcerativos ndo demonstraram
relacdo com o Helicobacter spp., que apresenta carater saprofitico e oportunista confirmado pela sua
imunomarcacdo em areas sem lesdo.
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ABSTRACT

Gastroesophageal ulcer (GEU) diagnosis is fundamental for the treatment and recovery of the affected
animal stock. GEU is a condition affecting animals, resulting in depletion of animal stock and subsequent
economic losses. Helicobacter spp. have been associated with GEU. Modern endoscopes are important
for detecting the stage of the breeding process at which the ulceration occurs. However, few studies
regarding early detection of GEU have been conducted. Therefore, we aimed to identify whether GEU
lesions were related to Helicobacter spp. infection, using gastroscopy as a diagnostic technique for
macroscopic and histopathological analyses. Twenty piglets (both male and female) with a mean age of
65 days were included (weight, 22-26 kg). We used a Karl Storz Gastrovideoscope (model 1380NKS).
Samples from nonglandular and glandular (cardia, fundus, and pylorus) regions were collected for the
ultra-rapid urease test and for histopathological and immunohistochemical (IHC) evaluations. Eleven
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animals showed macroscopic lesions in the nonglandular region during endoscopy, and 15 animals
showed parakeratosis on histological analysis. Lesions in at least 1 glandular region were observed in 18
animals. The lesions were bigger in the cardiac region, followed by those in the antrum and the fundus.
Regarding the ultra-rapid urease test, 7 animals were negative in all 4 regions and 13 were positive in at
least 1 region. On IHC, 10 animals were negative in all 4 regions and 10 were positive in at least 1
region. However, pre-ulcerative findings were not correlated with Helicobacter spp. infection in the
present study. The positive IHC findings for Helicobacter spp in regions without ulcerative lesions

suggest its saprophytic and opportunistic nature.
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INTRODUCAO

O diagnéstico da Ulcera gastroesofagica (UGE)
se da por meio da histdria clinica e de achados de
necropsia; dessa forma, as lesBes sdo
prontamente observadas e diagnosticadas.

A fim de acompanhar a situacdo do problema
nas granjas, as monitorias patoldgicas nos
matadouros  também sdo uma eficiente
ferramenta de avaliagdo. E o sistema mais
utilizado e padronizado no ambito mundial. A
relagdo entre esses achados patoldgicos, com
base em lesbes macroscopicas observadas, e 0s
animais na granja, ainda que limitada na sua
especificidade  diagnéstica, pode indicar
importantes problemas no rebanho (Davies et al.,
1995). Entretanto, quando uma enfermidade
afeta animais jovens, os resultados obtidos no
matadouro com animais em idade de abate ndo
tém estreita relacdo com a sua ocorréncia, devido
a dinamica do processo patoldgico, o qual tende
a reparar-se (Hill et al., 1994).

Para animais com UGE, o diagnéstico precoce é
fundamental para que se tente a recuperagdo
dos afetados. Pesquisas na &rea vém utilizando
modernos  endoscOpios  portateis  como
ferramentas préaticas no diagnéstico do problema.
Eles podem ser usados para determinar a fase
especifica da producdo em que a ulceragdo
ocorre, mas sem o sacrificio de animais (Mackin
et al., 1997). Segundo Kopinski et al. (2007), o
endoscopio é uma ferramenta viavel na avaliagao
da salde gastroesofagica.

A bactéria Helicobacter suis tem sido associada
a UGE e, uma vez que se encontra difundida na
populacdo suina (Grasso et al., 1996), constitui
um grande problema (Baele et al., 2008), pois
diminui 0o ganho de peso (De Bruyne et al.,
2012) e leva a perdas econémicas (Friendship,
2004).
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Tendo em vista que poucos trabalhos tém sido
realizados para identificacdo do problema
precocemente, este estudo teve como objetivo
detectar lesbes relacionando-as, ou ndo, com a
bactéria Helicobacter spp. por meio da analise
macroscOpica e histopatolégica de amostras
colhidas por meio da gastroscopia.

MATERIAL E METODOS

O trabalho, submetido e aprovado aoc CEUA
(N°127), foi realizado nas dependéncias do
Hospital Veterinario da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Foram
utilizados 20 animais, oriundos de granja
comercial, de ambos 0s sexos, pesando entre 22 e
26kg, com 0 mesmo manejo alimentar e com 65
dias de idade.

O aparelho utilizado foi um gastrovideoscopio da
marca Karl Storz (modelo 1380NKS), com
diametro distal de insercdo de 7,8mm e canal de
bidpsia de 2,8mm. Seu tubo de inser¢do possuia
110cm de comprimento, e sua extremidade distal
apresentava quatro angulos de deflexdo. O
corddo universal acoplava-se a uma fonte de luz
ear.

Os animais foram submetidos a jejum alimentar
e hidrico de 12 e seis horas, respectivamente. A
inducdo foi realizada com cloridrato de cetamina,
com dosagem de 15mg/kg 1M, e a sedacdo com
midazolan, com dosagem de 0,5mg/kg IM. Apos
todo o procedimento, 0s animais continuaram em
observacdo até o seu total restabelecimento.

Com o animal em decubito lateral e com o uso de
abre-boca, introduziu-se o tubo de insercdo do
gastrovideoscopio lubrificado com xilocaina gel.
Apo6s inspecdo do esbdfago, a extremidade distal
foi deslocada até a cérdia. Com a passagem por
essa regido, visualizou-se o estbmago de

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.6, p.1681-1686, 2014



Helicobacteriose em leitdes...

forma ampla, verificando-se a conformacdo, a
movimentacdo e 0 aspecto da mucosa.

Através do canal de bidpsia, foi introduzida uma
pinca com a qual se colheram amostras das
partes anatdbmicas aglandular e glandular
(cardica, fundica e pilérica) para o teste rapido
da urease e para as avaliacfes histopatologicas e
imuno-histoquimicas.

Na avaliagdo endoscdpica, utilizou-se o seguinte
escore macroscopico para observacdo da
integridade da regido aglandular: as lesbes
ulcerativas foram graduadas de zero a cinco,
sendo grau O atribuido ao aspecto normal (liso,
brilhoso e esbranquicado); grau 1, aquele com
aparéncia parcialmente rugosa e com alguma
adrea com pigmentacdo amarelada; grau 2,
aqueles com a regido totalmente rugosa e
espessada e com areas de pigmentacdo
amarelada; grau 3, aqueles com a regido
aglandular totalmente rugosa, espessada e com
pigmenta¢do amarelada em toda a sua superficie;
0 grau 4, aqueles com a regido totalmente rugosa,
espessada, com pigmentacdo amarelada em toda
a sua superficie e, ainda, mostrando areas de
erosdo; e grau 5, aqueles com aparéncia
totalmente rugosa, espessada, com pigmentacdo
amarelada em toda a sua superficie e com areas
de ulceracéo.

Para o resultado do teste ultrarrapido da urease,
utilizou-se o critério de negativo (cor do meio
inalterado) e positivo (alteracdo de cor) nos
primeiros cinco minutos.

Para o diagndstico histopatolégico, as amostras
colhidas foram  colocadas em  frascos
identificados contendo solucdo de formalina
neutra tamponada a 10% e encaminhados ao
Laboratdrio de Morfologia e Patologia Animal
(LMPA), onde foram processadas. O
processamento histotécnico foi por inclusdo em
parafina para coloracao de rotina.

Para realizacdo da técnica de imuno-
histoquimica, foram feitas se¢des de 4um das
regides supracitadas em laminas silanizadas.
Estas, por sua vez, foram desparafinadas em
banhos de xilol e reidratadas em banhos de
alcool e agua deionizada. Em seguida, realizou-
Se 0 processo para recuperacdo antigénica com
uso do tampdo citrato em banho-maria a 96°C,
seguindo para o0 blogueio da peroxidase
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enddgena, quando os espécimes foram tratados
com solucédo alcodlica (metanol) de perdxido de
hidrogénio a 10%. Apds secagem cuidadosa das
laminas, os cortes foram circundados com Dako
pen® (Dako, CA, USA) e incubados com
solugdo a 1% de soroalbumina sérica bovina
livre de &cidos graxos e 1% de leite em po
desnatado diluidos em Tris-NaCL para bloqueio
de proteinas inespecificas. Depois de descartada
a solucdo de bloqueio, as se¢Bes foram incubadas
com anticorpo policlonal anti-Helicobacter
pylori  (Rabbit  anti-Helicobacter  pylori
polyclonal antibody, Spring, E3014), diluido
1:100, overnight em camara Umida. No dia
seguinte, as laminas foram lavadas com solucéo
salina e tratadas com o kit LSAB-HRP" (Dako,
CA, USA) e reveladas com o kit cromogeno
DAB (Dako, CA, USA). Por fim, os espécimes
foram contracorados com hematoxilina de
Harris, desidratados em banhos de alcodis e
montados com resina sintética. Para andlise das
laminas, usou-se a microscopia Optica de luz.

A fim de se analisar a correspondéncia entre as
lesbes macroscopicas e microscopicas com 0S
achados imuno-histoquimicos e com os testes de
urease, foi realizado o teste de qui-quadrado,
considerando-se 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a idade dos animais foi de 65
dias, mas, em animais comerciais, as Ulceras
gastricas podem afetar suinos de varias idades,
com as maiores taxas acontecendo no intervalo
de trés a seis meses (Deen, 1993).

Onze animais (55%) apresentaram lesGes na
parte aglandular a endoscopia, enquanto nove
(45%) ndo revelaram alteracdo. Varios autores,
em  avaliagbes  macroscépicas,  relatam
porcentagens acima de 70% de algum tipo de
lesdo em seus estudos (Proietti et al., 2010;
Swaby e Gregory, 2012) enquanto outros
mencionam valores abaixo disso (Dalla Costa et
al., 2006).

Dos animais com lesdo, sete foram classificados
no grau 1, trés no grau 2 e um no grau 3. Neste
estudo, o escore foi firmado em razdo de a
ocorréncia de lesdes, nessa regido, ndo se
apresentar de forma severa, privilegiando, assim,
as lesdes pré-iniciais ou iniciais ndo ulcerativas.
De forma diferente, outros autores (Yamasaki et
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al., 2006; Swaby e Gregory, 2012) utilizam
quatro graus em Seus escores, Visto que suas
pesquisas foram realizadas com animais em
idade de abate e com maior incidéncia de les6es
mais graves.

Microscopicamente, 15  animais  (75%)
apresentaram paraqueratose. Esses resultados
coincidem com os de Marruchella et al. (2004) e
se assemelham aos 77,6% de Yamasaki et al.
(2009). Dos animais com paraqueratose, sete
mostraram a forma acentuada, quatro a moderada
e quatro a discreta.

Comparando as lesGes endoscOpicas e
microscopicas dessa regido, verificou-se que, dos
nove animais com grau 0, quatro ndo
apresentaram paragueratose, trés apresentaram
de forma discreta e dois de forma moderada. Dos
sete animais com grau 1, trés apresentaram
paraqueratose acentuada, dois moderada, um
discreta (PM) e um néo apresentou. Dos trés com
grau 2, todos mostraram a forma acentuada. O
Unico animal com grau 3 apresentou a forma
acentuada.

Na parte glandular, em 18 animais, foram
observadas alteracBes em pelo menos uma das
trés regibes, e somente dois animais ndo
apresentaram alteracdo em nenhuma das trés; em
13, observou-se hiperemia; em cinco, houve
formacdo de catarro; em trés deles, houve
aumento da atividade mucipara; e, em trés deles,
houve erosdo.

As lesBes na parte glandular foram maiores na
regido cardica, seguida da antral e da fandica,
mesmo resultado encontrado por Silva et al.
(2001). Na regido das glandulas cardicas, cinco
animais ndo apresentaram nenhuma alteracao, e
15 apresentaram. Nas regides das glandulas
piléricas e fandicas, 10 animais apresentaram
alteracdo, e 10 ndo.

Em relacdo ao teste ultrarrapido da urease, nas
quatro regifes, sete animais foram negativos, e
13 positivos em pelo menos uma delas, mas
nenhum deles foi positivo em todas. Em
nenhuma delas foi observada diferenga estatistica
significativa com relagdo a presenca da bactéria.

Ainda sobre o teste ultrarrpido da urease, nas

regides aglandular e das glandulas fundicas,
todos os animais foram negativos. Na regido do
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antro, 11 foram positivos, e nove negativos. Na
regido das glandulas cérdicas, cinco foram
positivos, e 15 negativos.

O teste ultrarrapido apresenta mais de 90% de
sensibilidade (Calvet et al., 2010), mas pequenas
alteracGes na coloracdo, mesmo positivas, podem
ndo ser distinguidas do que é considerado normal
(Mclntosh et al., 2010).

Em relacdo a imuno-histoquimica (IHQ), 10
animais foram negativos em todas as regides e 10
foram positivos em pelo menos uma delas, sendo
somente um animal positivo em todas. Neste
trabalho, ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas com relacdo a presenca
da bactéria em nenhuma das regides.

Na parte aglandular, dois foram positivos, e 18
negativos. Na regido do antro, 10 foram
positivos, e 10 negativos. Na regido das
glandulas céardicas, trés foram positivos, e 17
negativos. Na regido das glandulas fundicas, dois
foram positivos, e 18 negativos.

Esses resultados sdo concordantes com 0sS
encontrados por Szeredi et al. (2005), que, por
meio da IHQ, encontraram maior infeccdo na
regido cardica, seguida da pilérica e da fandica.
Uma das vantagens dessa técnica é o diagndstico
de cepas predominantemente cocoides, que, nas
coloracBes de rotina, sdo mais dificeis de serem
observadas (McNulty et al., 2011). Por outro
lado, Park et al. (2004), por meio de outras
técnicas de diagnostico, encontraram altas taxas
de infeccdo do Helicobacter, especialmente na
regido do antro.

Haesebrouck et al. (2009) relataram que o
Helicobacter suis estd associado as gastrites e
Ulceras gastricas, e Yamasaki et al. (2009)
sugeriram que a bactéria pode ter importante
fungdo no estabelecimento de lesdes precoces,
aumentando a possibilidade de seu agravamento
com o avanco da idade.

Ainda segundo Yamasaki et al. (2006), a
associacao entre Helicobacter spp. e a ocorréncia
de Ulceras gastroesofagicas em suinos tem sido
controversa. Embora alguns autores (Szeredi et
al., 2005; Proietti et al., 2010) tenham observado
a relacdo entre a presenca do Helicobacter spp. e
a prevaléncia e a severidade das Ulceras
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gastricas, outros ndo o fizeram (Ramis et al.,
2007).

As possiveis razdes para essa inconsisténcia
podem ser a utilizagdo de vérias técnicas para
determinacdo da presenca da bactéria, cultivos
distintos do Helicobacter spp., 0 que mostra
maior ou menor patogenicidade, e o fato de
alguns trabalhos serem experimentais enquanto
outros observacionais (Taylor e Friendship,
2011).

CONCLUSOES

Diante do exposto, p6de-se concluir que o0s
achados pré-ulcerativos ndo demonstraram
relacdo com o Helicobacter spp., que apresenta
carater saprofitico e oportunista confirmado pela
sua imunomarcacdo em areas sem lesdo.
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