74

10.4322/rbcv.2020.015

Associagao de alteragoes anatomopatolégicas com o
Helicobacter spp. por meio de analise imuno-histoquimica
em estomagos de leitoes*

Association of anatomopathological changes with the Helicobacter spp.
through immunohistochemical analysis in piglets stomachs

Renato Luiz Silveira,** Ana Claudia de Menezes Cruz,** Fabiana Batalha Knackfuss,*** Raphael Mansur Medina,**** Rachel
Bittencourt Ribeiro Rodrigues,***** Mariah Bianchi Reis Gusmao Petronilha,***** Maria Aparecida da Silva,****** Talita Pinheiro
Bonaparte,******* Rita da Trindade Ribeiro Nobre Soares,***** Eulégio Carlos Queiroz de Carvalho*****

Resumo

O objetivo deste trabalho foi relacionar os achados anatomopatoldgicos das lesdes gastricas subclinicas de ocorréncia natural em
leitbes com a presenga, ou ndo, de Helicobacter spp. por meio da imuno-histoquimica. Foram utilizados 48 leitdes de linhagem
geneética comercial. Os animais foram adquiridos em uma granja comercial, com peso médio de 34 Kg e idade média de 79 dias;
apos o abate, seus estdbmagos foram coletados e avaliados. Avaliagdes histopatoldgicas e imuno-histoquimicas foram realizadas
em amostras das regides anatémicas aglandular e glandular. Macroscopicamente, 34 (70,83%) leitbes apresentaram lesdes
na regiao aglandular, enquanto que em 14 animais (29,17%) nédo foram encontradas alteragdes nesta regido. Dos estdmagos
com lesédo, 14 foram classificados como grau 1, seis como grau 2 e 14 como grau 3. Microscopicamente, 44 amostras (91,66%)
apresentaram paraqueratose. Deste total, 22 apresentaram a forma discreta, 20 a moderada e dois a acentuada. Na avaliagdo
macroscopica da porgéo glandular, 41 (85,4%) animais apresentaram alteragcdo em pelo menos uma das trés regides, e em
somente sete (14,6%) ndo foram encontradas lesdes em nenhuma delas. Em 14 deles, houve aumento da atividade mucipara,
em dois, houve erosédo e, em cinco, hiperemia. As lesdes na regido glandular do estdmago foram mais extensas no antro e no
cardia, seguidas do fundo. Em relagdo a analise imuno-histoquimica, 21 (43,8%) amostras tiveram resultados negativos em
todas as regides, e 24 (50%) foram positivas em pelo menos uma delas, sendo que nenhuma foi positiva em todas. Os achados
anatomopatoldgicos demonstraram relagdo estatistica com a bactéria e, sua imunomarcagao ndo associada a lesdo em certas
regides gastricas, demonstra seu carater saprofitico e oportunista.

Palavras-chave: Helicobacter, lesdes, suinos, Ulcera gastrica.

Abstract

The aim of this study was to relate the anatomopathological findings of naturally occurring subclinical gastric lesions in piglets,
with or without Helicobacter spp. through immunohistochemistry. Forty-eight piglets of commercial genetic lineage were used. The
animals were acquired in a commercial farm, with an average weight of 34 kg and an average age of 79 days, and after slaughter,
their stomachs were collected and evaluated. Samples from the glandular and aglandular anatomical regions were evaluated.
Macroscopically, 34 (70.83%) samples had lesions on aglandular region, while 14 (29.17%) nothing had. Of the injured stomachs,
14 were classified as grade 1, six as grade 2 and 14 as grade 3. Microscopically, 44 samples (91.66%) showed parakeratosis.
Of these, 22 showed a discreet manner, 20 moderate and two severe. In the glandular region, in 41 (85.4%) samples there was
a change in at least one of the three regions, and only seven animals (14.6%) showed no change in any of the three. Fourteen
samples showed increased muciparous activity, two showed erosion and five hyperemia. The lesions were higher in antral regions
and cardic, followed the fundus. In relation to immunohistochemistry, 21(43.8%) samples were negative in all areas, 24 (50%)
were positive in at least one, and none were positive in all. The anatomopathological findings showed a statistical relationship
with the bacteria, and its immunostaining, not associated with gastric lesions in certain regions, demonstrates its saprophytic and
opportunistic character.

Keywords: Helicobacter, injuries, gastric ulcer, swine.
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Introdugéao

Alcera gastrica € uma das principais causas de morte subita na
espécie suina. Esta enfermidade apresenta carater multifatorial,
acometendo animais criados intensivamente e confinados.
Devido a sua alta prevaléncia maiores investigacdes sobre os
seus fatores de risco merecem ser realizadas (De Witte et al.,

2019).

O aprofundamento das pesquisas sobre a participagédo destes fatores,
além da busca de novos conhecimentos sobre a etiopatogenia do
quadro, devem ser continuos. Nao obstante, o prejuizo econdmico
causado pelas lesdes deve-se pensar, também, na questao do bem-
estar animal (Corréa, 2010; Rutherford et al., 2018, Holinger et al.,

2018; De Witte et al., 2019).

Abactéria Helicobacter suis tem sido associada a Ulcera gastrica
nos suinos e constitui grande problema para os suinocultores
e a industria suinicola em geral. Dados demonstram que as
pessoas em contato estreito com os animais tém um risco maior
de infecgdo (Baele et al., 2008), devido ao carater zoondtico da

bactéria (Vermoote et al., 2011; Loughlin et al., 2018)
que ja foi identificada em carcagas nos matadouros
(De Cooman et al., 2014), sugerindo que o consumo
de carne contaminada pode constituir uma nova via
de transmissao para seres humanos (De Cooman et
al., 2013).

Aidentificagdo do problema, precocemente, € de suma
importancia e, em decorréncia disto, o objetivo deste
trabalho foi relacionar os achados anatomopatolégicos
das lesdes gastricas subclinicas, de ocorréncia natural
em leitdes, com a presenga ou ndo de Helicobacter spp.
por meio da imuno-histoquimica.

Material e métodos

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFF) sob o nimero
372/2017. Foi realizado na Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos
dos Goytacazes-RJ. As avaliagdes histopatoldgicas
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Figura 1: Fotomacrografia de estdbmago de leitdo. Regido aglandular
evidenciando diferentes graus de les&o. A. Grau 0 B. Grau 1 C. 2 D. Grau 3.

Tabela 1: Classificagdo das alteragdes macroscopicas da regido

aglandu-lar do estdmago de leitdes de acordo com Silveira
et al. (2014; 2015)

Escore Regido aglandular

Grau 0 Aspecto normal: liso, brilhoso e esbranquigado.

Grau 1 Aparéncia parcialmente rugosa e com alguma area com pigmentagao
amarelada.

Grau 2 Aparéncia totalmente rugosa, espessada e com areas de
pigmentagéo amarelada

Grau 3 Aparéncia totalmente rugosa, espessada e com pigmentagdo
amarelada em toda a sua superficie

Grau4 Aparéncia totalmente rugosa, espessada, com pigmentagdo
amarelada em toda a sua superficie e, ainda, mostrando algumas
areas de erosao

Grau5 Aparéncia totalmente, rugosa, espessada, com pigmentagdo

amarelada em toda a sua superficie e com areas de ulceragéo

foram realizadas no Laboratério de Morfologia e Patologia
Animal (LMPA) da UENF. Foram utilizados 48 leitdes de linhagem
genética comercial com peso médio de 34 Kg, variando entre
26,4 e 40,9 Kg e com média de 79 dias de idade, variando
entre 70 e 92 dias. Foram adquiridos de uma granja comercial
logo ap6s o desmame, sendo alimentados e manejados
adequadamente até a sua utilizagdo. Depois de abatidos, tiveram

seus estdmagos coletados e avaliados.

Na avaliagdo macroscoépica, a regido aglandular foi observada
quanto a sua integridade (Figura 1). Pelo fato de ndo produzir
muco, essa regido é desprotegida contra os efeitos do pH acido
do estdbmago e das enzimas no seu interior (SOBESTIANSKY
e BARCELLOS, 2012) e desta forma, mais sujeita a lesdes do

que a regido glandular.

As lesdes ulcerativas foram graduadas, segundo Silveira et al.

(2014; 2015) e se encontram na Tabela 1.

Amostras das regides anatdmicas aglandular (quadrilatero
esofagico) e glandular (cardica, fundica e pildrica) foram
coletadas para as avaliagdes histopatolégicas e imuno-

histoquimicas (Figura 2).

Figura 2: Fotomacrografia de estdbmago de leitdo aberto com exposigdo
da mucosa. Regido aglandular (RA). Glandulas pildricas (GP). Glandulas
fundicas (GF). Glandulas cardicas (GC). Ostio cardico (1). Duodeno (2).
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Para o diagnostico histopatolégico, as amostras coletadas
foram estendidas sobre papel filtro e colocadas em frascos
devidamente identificados, contendo solugdo de formalina
neutra tamponada a 10%. O processamento histotécnico foi por
incluséo em parafina para coloragao de rotina (HE).

Para realizagéo da técnica de imuno-histoquimica (IHQ) foram
efetuadas secgdes de 4um de espessura das diferentes regides
anatdmicas. Para maior aderéncia dos cortes histoldgicos,
foram utilizadas laminas silanizadas. Para desparafinizagao,
foram realizados banhos de xilol e reidratagdo em banhos de
alcool e agua deionizada. Em seguida, realizou-se o processo
de recuperagédo antigénica com uso do tampé&o citrato em banho-
maria a 96°C por 30 minutos, seguindo para o bloqueio da
peroxidase endégena a temperatura ambiente por 30 minutos,
quando os espécimes foram tratados com solugao alcodlica
(metanol) de peroxido de hidrogénio a 10%. Apds secagem
cuidadosa das laminas, os cortes foram circundados com Dako
pen® (Dako, CA, USA) e incubados por 60 minutos com solugédo
a 1% de soro albumina sérica bovina livre de acidos graxos e 1%
de leite em pé desnatado diluidos em Tris-NaCL para bloqueio
de proteinas inespecificas. Depois de descartada a solugéo
de bloqueio, as secgdes foram incubadas overnight (17h) em
camara umida (8°C), com anticorpo policlonal anti-Helicobacter
pylori (Rabbit anti-Helicobacter pylori antibody, Dako, B0471)
em diluigdo de 1:200. No dia seguinte, as laminas foram lavadas
com solugéo salina e tratadas com o Kit LSAB-HRP* (Dako, CA,
USA) durante 60 minutos e reveladas com Kit cromégeno DAB
(Dako, CA, USA) por trés minutos a temperatura ambiente. Por
fim, os espécimes foram contra corados com hematoxilina de
Harris, desidratados em banhos de alcoois e montados com
resina sintética. Para analise das laminas,
foi usada a microscopia 6ptica de luz.

AHQ é baseada na detecgao de antigeno
por um anticorpo, mono ou policlonal. Neste
estudo, o uso do anticorpo policlonal foi em
fungéo de ser utilizado para o diagndstico
da helicobacteriose em outras espécies no
hospital universitario.

Para os controles positivo e negativo, foram
utilizadas amostras anteriormente testadas
(SILVEIRA et al., 2014).

A fim de se analisar a existéncia de
diferenca estatistica significativa entre o
numero de animais positivos e negativos
dentro de cada porcao: aglandular e
glandular (Antro, Cardica e Fundica) foi realizado o teste do Qui-
quadrado, considerando-se 5% de probabilidade de erro. Para
esta andlise foi utilizado o programa computacional SPSS 23.0.

Resultados e discussao

Segundo De Witte et al. (2018), ao contrario das outras espécies
domésticas, as lesGes gastricas dos suinos acontecem, na
maioria das vezes, na regido aglandular do estdmago, o que
pode ser evidenciado neste estudo.

Macroscopicamente, 34 (70,83%) leitdes apresentaram lesbes
na regido aglandular, enquanto que em 14 animais (29,17%)
ndo foram encontradas alteracdes nesta regido (Tabela 1).
Este resultado coincide com os achados de Proietti et al., 2010;
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Swaby e Gregory, 2012, Marchini et al., 2017, que relataram a
presenca de algum tipo de les&o nesta regido em mais de 70%
dos estdbmagos avaliados. Entretanto, valores inferiores foram
encontrados por outros autores (Silveira et al., 2014, Herskin et
al., 2016; Omotosho et al., 2016).

Dos 34 estdmagos que apresentaram lesGes nesta regiao, 14
foram classificados como grau 1, seis como grau 2 e 14 como
grau 3. Em pesquisas realizadas com animais em idade de
abate, Zhu et al. (2010) em 137 animais com les&o, encontraram
32 comograu 1, 33 com o grau 2, 25 com o grau 3 e 47 com o
grau 4. Swaby e Gregory (2012), em 9827 animais, encontraram
79,5% com lesdes, sendo 30,3% com graus mais altos do que
este estudo.

Microscopicamente, 44 amostras (91,66%) apresentaram
paraqueratose. O epitélio normal da regido aglandular € liso,
plano e brilhante, e facilmente diferenciado da mucosa glandular
ao redor. Acredita-se que costumeiramente o progresso
dessas lesbes se da a partir de paraqueratose que causa
espessamento, aspecto irregular, fissuras e descamacgoes
que resultam em erosdes e eventualmente ulceragdes
(THOMSON e FRIENDSHIP, 2019). A paraqueratose (Figura
3) é aresposta a um processo irritativo da mucosa, formada de
epitélio pavimentoso estratificado corneificado. Esta irritacdo
leva a uma hiperplasia dos queratindcitos superficiais que se
apresentam com nucleos picnoéticos (necrosados) (Figura 3)
nas camadas corneas que se descamam (SILVEIRA et al.,
2015). Estudando animais na idade de abate, Tamiasso et
al. (2017) encontraram além de paraqueratose, ulceragbes
e infiltrado inflamatério mononuclear, alteragbes também
observadas neste estudo.

Figura 3: Fotomicrografia. Estbmago de leitdo. H.E. A. Regido aglandular com paraqueratose
(asteriscos) (Obj. 10x). B. Estrato paraqueratético com nucleos invidveis (picnéticos — setas) (Obj. 20x).

Os resultados encontrados estdo um pouco acima dos 77,6%
descritos por Yamasaki et al. (2009) e dos 75% observados por
Marruchella et al. (2004), e bem acima dos 55% de Silveira et al.
(2014). Das 44 amostras com lesdo, 22 apresentaram uma forma
discreta de paraqueratose, 20 moderada e duas acentuada.

Na avaliagdo macroscépica da porgao glandular do estémago
dos leitdes, 41 (85,4%) animais apresentaram alteragdo em pelo
menos uma das trés regides, e em somente sete (14,6%) nédo
foram encontradas lesbes em nenhuma delas. Em 50 leitdes,
houve formacado de catarro. Em 14 deles, houve aumento
da atividade mucipara, em dois, houve erosao e, em cinco,
hiperemia. Bracarense et al. (2013) indicam, em seu estudo, que
a infecgdo por Helicobacter spp. aumenta significativamente as
lesGes nesta regido.



As lesbes na regiéo glandular do estbmago foram mais extensas
no antro e no cardia, seguidas do fundo. Contrariando, Silva
et al. (2001) e Silveira et al. (2014) observaram um maior
acometimento da regido cardica, seguida da antral e fundica.
Nas regides das glandulas piléricas e cardicas, 29 animais
apresentaram alteragdo e 19 ndo. Na regido das glandulas
fundicas, 13 apresentaram alteracdo e 35 néo.

Em relagéo a analise imuno-histoquimica, 21 (43,8%) estbmagos
tiveram resultados negativos em todas as regibes, e 24 (50%)
positivos em pelo menos uma delas, sendo que nenhum foi
positivo em todas. Szeredi et al. (2005) em seus estudos
encontraram 85,4% de positividade em
todas as regides, ja Yamasaki et al. (2006)
relataram 52,5% dos animais estudados
como negativos e 47,5% como positivos.

Neste estudo foi utilizado o anticorpo
policlonal anti-Helicobacter pylori visando
a identificagdo de Helicobacter spp., mas
estudos sugerem que o agente envolvido
na etiologia das ulceras em suinos seja
a bactéria Helicobacter suis. Apesar
disto, faltam dados certeiros sobre os
agentes envolvidos. Este fato, associado ao

77

0 numero de positivos e negativos nas regides aglandular
(x?=1.49, p=0,6844) e glandular cardica (x>=1.617, p=0,6556).
Resultado semelhante foi encontrado por De Witte et al. (2017),
que observaram uma prevaléncia maior da bactéria na regiao
pilérica.

Também por meio da IHQ, Szeredi et al. (2005) encontraram
maior infec¢éo na regido cardica, seguida da pildrica e fundica.
Uma das vantagens desta técnica é o diagndstico de cepas com
formas, predominantemente, cocéides que, nas coloracdes de
rotina, sdo mais dificeis de serem observadas (McNulty et al.,
2011).

possivel impacto da infecgao bacteriana na
sanidade dos rebanhos, ao potencial para
causar doenca no homem e a possibilidade
de reducgédo nos lucros, justifica o interesse
para continuar investigando o tema
(TAMIASSO et al., 2017).

Na regido aglandular, dois animais

Helicobacter pylori. HE/IHQ. A. Regido de glandulas piléricas (Obj. 10x) B. Regido de glandulas
cardicas (Obj. 40x).

Tabela 1: Presenca de Helicobacter spp. na mucosa gastrica de leitdes com
diferentes graus de lesado, detectada por meio da imuno-histoquimica

apresentaram resultado positivo e 38
negativo. Segundo Tamiasso et al. (2017),

Presenca de

- Helicobacter Grau0  Grau 1 Grau 2 Grau 3 Total
raramente se encontra a bactéria nesta Spp.
regiao, desta forma, as lesées nesta porgéo —
do estdbmago aparentemente ndo possuem Parte P°S'“_V° 01 00 00 01 02
relagdo com a presenca de Helicobacter ~_Agdiandular  Negativo 13 14 06 13 46
spp. Na regigo do antro, foram encontrados NS Total 14 14 06 14 48
dez positivos e 38 negativos. Na regido Normal Ativigade Erosdo Hiperemia Catarro
das glandulas cardicas, 18 foram positivos Mucipara
e 30 negativos (Figura 4). Na regido das Parte Positivo 00 01 00 00 09 10
glandulas fundicas, dois foram positivos ~ Glandular Negativo 19 04 00 00 15 38
e 46 negativos. Silveira et al. (2014) (Antro)
encontraram 10 animais positivos e 10 p<0.05 Total 19 05 00 00 24 48
negativos na regido do antro. Na regido Normal Atividade Erosdo Hiperemia Catarro
das glandulas cardicas foram encontrados Mucipara
trés positivos e 17 negativos. Na regido Parte Positivo 07 02 00 00 09 18
das glandulas fundicas dois animais foram Glandular Negativo 12 06 01 00 11 30
positivos e 18 negativos. (Cardica)
Foram observadas diferengas estatisticas NS Total 19 08 01 00 20 48
significativas quando as frequéncias Normal Atividade Erosdo Hiperemia Catarro
de amostras positivas, com relagéo a Mucipara
presenca da bactéria, foram comparadas Parte Positivo 00 00 00 00 02 02
com as negativas na regido antral (x>=9.01, Glandular Negativo 35 01 01 05 04 46
p=0,0109). Resultado semelhante foi (Fundica)
observado na regido das glandulas p<0.05 Total 35 01 01 05 06 48

fundicas (x?=14.609, p=0,0056) (Tabela
1). Entretanto, ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas entre

NS = nao significativo; p<0.05= existem diferencas estatisticas significativas pelo teste de Qui-
quadrado entre a frequéncia observada de animais positivos e negativos, dentro da porgéo avaliada
no teste de imuno-histoquimica.
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Conclusoes

Os achados anatomopatolégicos demonstraram relagéo
estatistica com a bactéria e, suaimunomarcagao ndo associada
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