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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a participacdo do PCV2 no desenvolvimento de
ulceragdes gastricas em suinos. Descrevem-se as lesdes macroscopicas e histopatologicas nas
diferentes zonas do estdbmago de suinos naturalmente infectados pelo PCV2 e H. pylori. As
lesdes foram descritas nas diferentes zonas do estdmago. Os estdmagos coletados eram
provenientes de granjas com diagndstico prévio de infeccdo pelo PCV2 durante os anos de
2006 a 2008. A presenca dos agentes foi verificada por técnicas de imunoistoquimica (IHQ).
Dentre os 63 estdbmagos processados, 30 ndo apresentavam ulcera¢fes no quadrilatero, sendo
que 16 deles apresentavam marcagdo anti-PCV2 positiva em alguma das regides analisadas.
Apenas 06 casos ndo apresentavam marcagédo anti-PCV2 nos dos tecidos testados (estbmago e
linfonodo). Marcacdo positiva anti-PCV2 foi verificada em 56 linfonodos, dos quais 28
estdbmagos foram positivos para PCV2 em alguma zona da mucosa glandular. Grandes
quantidades de antigeno do PCV2 foram observadas pela IHQ no citoplasma, ndcleo e restos
necroticos de células intralesionais das glandulas géastricas nas regides do antro e céardia;
entretanto, na regido do fundo, a marcagdo de IHQ anti-PCV2 foi restrita as células da
superficie mucosa e fossetas gastricas. Marcacdo de IHQ anti-H. pylori foi identificada em 27
casos, principalmente, na superficie mucosa e fossetas géstricas no antro. A associa¢do de
antigenos PCV2 com ceélulas produtoras de muco lesadas na zona glandular gastrica sugere o
envolvimento de PCV2 como um fator adicional para o desenvolvimento de Ulceras gastricas

em suinos.

Palavras chaves: Ulcera gastrica, PCV2, Helicobacter pylori, suinos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to describe macroscopical and histopathological found in different
zones of stomachs collected from pigs naturally infected with PCV2 and H. pylori. lesions
were described in the different zones of the stomach. Stomachs were collected during the
years of 2006 to 2008 from herds previously diagnosed as positive for PCV2 infection. The
presence of the agents was determined by immunohistochemical techniques. Among 63
stomachs examined, ulceration of the Pars oesophagica was not observed in 30 stomachs,
although, 16 of them showed positive PCV2 immunostaining in some of the areas tested.
PCV2 immunostaining was not observed in only six cases in any of the tested tissues
(stomach and lymph node). PCV2 positive immunostaining was observed in 56 lymph nodes
and in some zones of the glandular mucosa, in 28 stomachs. Large amounts of PCV2 antigen
were observed in the cytoplasm and nucleus of intralesional cells and in debris of gastric
glands of antrum and cardia. However, anti-PCV2 immunostaining was restricted to
superficial mucosal cells and gastric pits, in the fundus. H. pylori immunostaining was
observed in 27 cases, mainly pn the mucosal surface and gastric pits of the antrum. The
association of PCV2 antigen with damaged glandular mucus-producing cells in the gastric
glandular zone suggests a role of PCV2 as an additional factor for the development of swine

gastric ulcers.

Keywords: Gastric ulcer, PCV2, Helicobacter pylori, swine
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

- Analisar aspectos de necropsia e histoldgicos dos casos de ulceragdes gastricas em
suinos, procurando estabelecer uma relacdo entre as lesdes potencialmente
atribuidas ao Circovirus suino Tipo-2 (PCV2) e Helicobacter pylori através da

técnica de imunoistoquimica.

1.2 Objetivos especificos

- O aperfeicoamento dessa técnica podera auxiliar no diagnostico dessas doencas
adicionando novas informacgdes sobre a real participagdo desses agentes
etioldgicos na patogenia das ulcera¢Bes gastricas em suinos no Brasil.

- Descrever as principais alteracfes macroscopicas e microscopicas encontradas nas
Ulceras gastricas em suinos, bem como alteracBes sistémicas associadas a essa
lesdo, e a possivel patogenicidade dos agentes etioldgicos detectados nas Ulceras
no estbmago;

- Detectar os patdégenos PCV2 e H. pylori nas amostras de estdmagos de suinos
através das técnicas de imunoistoquimica (IHQ);

- Levantar a possibilidade de que um virus, altamente freqliente na populacgéo suina

mundial, ter contribuicdo direta na patogénese das ulceracdes gastricas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ulceracdes Gastricas em Suinos

As ulcerages gastricas sempre ocorreram em suinos e seus primeiros relatos datam do
final da década de 50 e inicio da década de 60 do século passado (O’Brien, 1986). A
ulceracdo do quadrilatero esofagico (pars oesophagea), ou ulceracdo gastrica, € sem davida a
mais comum e importante patologia observada nos estbmagos suinos (Embaye et al., 1990;
Friendship, 1999). Essa regido do estdbmago suino, revestida por um epitélio escamoso
estratificado, é desprovida de células secretoras de muco e tampouco apresenta uma camada
extracelular de muco, nem um mecanismo local produtor de bicarbonato necessario para
neutralizar a acidez gastrica. As principais regides do estdmago suino estdo representadas na
Figura 1 (Friendship, 1999). A incidéncia de casos de Ulceras géastricas aumentou
significativamente nos ultimos anos devido & intensificacdo do sistema de producéo,
mudangcas na dieta e condic¢des de confinamento (Kowalczyk, 1969).

A etiologia das Ulceras gastricas em suinos é considerada multifatorial (Tabela 1) e
tem como principais responsaveis aspectos fisiologicos da espécie, componentes nutricionais
e estruturais da dieta, microbiota residente e inimeros fatores de manejo que contribuem, de
alguma forma, para uma condi¢do de estresse social dos animais, tais como o tipo e a
frequéncia do arragoamento, superlotagédo, enfermidades, contaminagdo ambiental com poeira
ou amonia, entre outros (Embaye et al., 1990; Friendship, 1999; Amory et al., 2006).

Em um recente trabalho, Krakowka et al. (2005) reproduziram ulceragdes gastricas em
suinos com a inoculacdo de Helicobacter pylori isolado previamente de animais com casos
clinicos de ulceragdo. Nos ultimos anos, com o surgimento da infec¢do pelo circovirus suino

2, com as diversas sindromes e doencas associadas, a constatagdo clinica do aumento do
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nimero de ulceragBes gastricas foi levantada (Segalés, 2002; Barcellos & Driemeier -

comunicagéo pessoal).

Tabela 1 - Fatores de risco relacionados com o desenvolvimento de ulceragdes gastricas em
suinos.

Nutricéo Manejo/instalacdes Outros

Tamanho de particula Tipo de confinamento Estagdo do ano
Tipo de gréo Tamanho do rebanho Doencas intercorrentes
Moagem Mistura de animais Paricéo

o Peletizada Superpopulacdo Hereditariedade

e Martelo Manejo e transporte Somatotropina - exdgena

e Rolagem Nutrigdo Histamina
Aguecimento Tipo de piso Infecgdo por ascarideos
Auséncia de fibra na dieta Infeccdo por Helicobacter sp.
Deficiéncia de Vitamina E/Se Infeccdo por PCV2

Rancificacdo da gordura
Retirada da alimentacao

Fonte: Friendship, 1999.

Animais de recria-terminacdo com idade entre trés e seis meses sdo mais comumente
afetados pelas ulceraces gastricas, porém suinos adultos também podem ser acometidos
(Friendship, 1999). Em fémeas de descarte foram encontradas prevaléncias entre 32 e 65%
(Ayles et al., 1996). Em suinos de abate, as lesdes gastricas podem ser verificadas em até 65%
dos animais (Friendship, 1999).

O primeiro passo para um bom monitoramento € reconhecer os sinais clinicos das
ulceragdes gastricas. A perda de sangue para o trato gastrintestinal € o principal sinal clinico e
normalmente cursa com anemia e melena (Figura 2). A anemia severa resulta na palidez,
fraqueza e respiracdo acelerada. Ha diminuicdo de volume fecal e as fezes sdo escuras, com
consisténcia até levemente pastosa, fato esse que difere do quadro de hemorragias entéricas
causadas por agentes infecciosos como Lawsonia intracellularis e Brachyspira
hyodysenteriae, que sempre cursam com diarréia (Friendship, 2004). Suinos com ulceracfes

extensas e profundas podem parecer sadios se a hemorragia géastrica for minima.
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Figura 1 - Ulceragdes gastricas em suinos.
Estdbmago suino normal fixado em formalina
demonstrando as diferentes regides internas. 1-
Quadrilatero esofagico. 2- Mucosa glandular do
cardia. 3- Fundo. 4- Mucosa glandular do piloro.
Seta - Torus piloricus.

Figura 2 - Ulceragbes gastricas em suinos. Sinal

clinico e achado de necropsia. Fezes escurecidas
aderidas ao anus e perineo.

Em lesBes cronicas, quando a abertura do esdfago no estdmago é parcialmente

obstruida por tecido cicatricial, também chamada de estenose do cardia (Figuras 3 e 4), 0s
animais podem se alimentar e regurgitar logo em seguida. Esse processo costuma se repetir
algumas vezes e estes animais, normalmente, tém um desenvolvimento retardado em

comparacdo aos companheiros de baia (Friendship, 2004).

Figura 3 - Ulceragdes gastricas em suinos. Estenose
do cardia devido a cicatrizagdo de ulceracdo
gastresofagica. Observe as pregas caracteristicas
(plissadas) da mucosa adjacente tecido cicatricial no
quadrilatero esofagico.

Figura 4 - UlceragBes gastricas em suinos.
Es6fago de dois suinos de mesmo porte
seccionados na altura da entrada do cérdia. Suino
1 - Controle. Suino 2 - Estenose do cardia.
Hipertrofia das camadas musculares e dilatacdo da
luz.
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Frequentemente, a perda de sangue é tdo acentuada e aguda que 0s animais Sao
encontrados mortos sem prévia visualizacdo de sinais clinicos (Friendship, 2004). A
patogenia das ulceragBes gastricas ainda ndo é totalmente conhecida. Elas ocorrem
principalmente na regido do quadrilatero esofagico, enquanto que as ulceragdes da regido
fandica e pildrica séo raras e normalmente associadas com infecgdes sistémicas (Dufresne,
1998). O quadrilatero esofagico é exposto a uma nova ingesta com pH aproximado de 5,0.
Diferentemente do resto do estdbmago, esta por¢do ndo é protegida por uma camada fina de
muco e bicarbonato. Enquanto a diferenca de pH é mantida entre as regides esofégica e
pilorica, estbmago é desprovido de les6es. No entanto, quando ocorre a mistura do contetdo
estomacal e o gradiente (ou diferenca) do pH ndo é mantido, existe um aumento da exposicédo
do quadrilatero esofagico ao material &cido, enquanto a regido pilorica € exposta a um
conteddo relativamente mais basico. A regido pildrica, uma vez exposta a uma ingesta mais
alcalina, tentara compensar este desequilibrio com uma maior producdo de &cido. Este
mecanismo de compensacdo expBe o quadrilatero esofagico a um alto nivel de acidez,
resultando na hiperqueratose e erosdo que, subsegiientemente, pode se tornar uma ulcera
gastrica extensa. Esta patogenia ja foi descrita por diversos autores (O’Brien, 1986; Embaye
et al., 1990; Krakowka et al., 1995; Argenzio & Eisemann, 1996).

Todos os fatores que contribuem para uma mistura irregular do contetdo estomacal e
perda do gradiente do pH aumentam o risco do surgimento de ulceracdes gastricas (Dufresne,
1999). Qualquer condicdo gque curse com um periodo relativamente longo de anorexia pode
ocasionar mortalidades por hemorragia intragastrica ou aumento da intensidade das
ulceragdes gastricas situadas no epitélio aglandular (Straw et al., 1992).

O manejo alimentar e a composicao da dieta sdo fatores de risco ja bem documentados
para o surgimento de ulceracdes gastricas. Racdes com alta porcentagem de particulas finas

(menores que 500um) promovem homogeneizacdo mais rapida e menor tempo de
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permanéncia do bolo alimentar no estdmago. Possivelmente o gradiente de pH entre a pars
oesophagea e a regido pilorica desaparece, permitindo assim o contato do acido e enzimas
com o epitélio desprotegido e sensivel do quadrilatero esofagico (Maxwell et al., 1970).

A racdo peletizada promove les6es ulcerativas mais facilmente que ragoes fareladas e,
em boa parte, isso se deve ao fato de que para formar um pellet de qualidade é necessario que
a moagem inicial dos grdos utilizados seja fina (Griffing, 1963; Potkins et al., 1989a). A
utilizacdo do calor na fabricacdo da ragdo peletizada, atingindo aproximadamente a
temperatura de 80°C, provavelmente promove a gelatinizacdo do amido e contribui para a
formacéo de Ulceras (Friendship, 1999).

A aveia e a cevada sdo consideradas menos ulcerogénicas do que o milho e o trigo e
isso, em parte, pode ser explicado pela composicdo destes cereais (Reese et al., 1966; Smith
& Edwards, 1996). A adicdo de fibra vegetal bruta na dieta de suinos alimentados com racgéo
finamente moida mostrou ser eficaz na diminuicdo do desenvolvimento de lesdes gastricas. A
porcdo fibrosa da dieta serviria como uma barreira fisica contra a acidez do contetdo
finamente granulado do bolo alimentar, prevenindo a ulceracdo do quadrilatero esofagico
(Potkins et al., 1989b).

A presenca ou producdo de &cidos graxos de cadeia curta também teria uma
contribuicdo consideravel na formacao de Ulceras gastricas. Interrupgdes e quebras no manejo
alimentar influenciam diretamente o desenvolvimento de ulceras. Problemas com o fluxo de
racdo no cocho, interrupcéo no fornecimento de dgua, competicdo e hierarquizacdo na hora da
alimentacdo, doencas e calor excessivo associado com um padréo irregular de fornecimento
de racdo contribuem negativamente para a manutencdo da integridade do quadrilatero
esofagico (Friendship 1999). Segundo o resultado estatistico de Amory et al. (2006), a racdo
peletizada teve uma menor relevancia do que o piso ripado no desenvolvimento e

predisposicdo as Ulceras gastricas. Foi também descrita a associacdo de ulcera¢bes com a

15



deficiéncia de Vitamina E e Selénio e a utilizacdo de gordura rancificada, aumentando tanto a
formacédo de perdxidos como a producdo de &cido cloridrico (Nafstad et al., 1967; Van Vleet
et al., 1970). Outro agente infeccioso encontrado em associagcdo com ulceras gastricas tem
sido o circovirus (PCV2) detectado através da técnica de PCR e imunoistoquimica, inclusive
dentro de células do interior de glandulas gastricas (Pastor et al., 1998; Pérez-Martin et al.,
2007).

Suinos criados em um ambiente socialmente enriquecido ndo apresentaram nenhum
caso de ulceracBes gastricas. Ja o grupo controle, criado em condi¢cBes padrbes de
confinamento, com o piso parcialmente ripado, teve uma prevaléncia de 17.5 % de ulceragoes
gastricas (Ramis et al., 2005). A utilizacdo de diversas formulacGes contendo antiacidos tem
sido geralmente ineficaz na prevencdo do desenvolvimento e na reducdo de mortes causadas
pelas ulceragbes gastricas (Friendship & Deen, 1997).

Em trabalhos anteriores realizados aqui no Brasil, indices de 11.8% de ulceracbes

gastricas foram observados em sinos de abatedouro (Bivin et al, 1974).
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2.2. Circovirose Suina!

No inicio desta década, a entrada do PCV2 no Brasil desencadeou epidemias graves
em muitas granjas produtoras, causando grande mortalidade e, segundo o relato de clinicos
especializados em suinos, o numero de casos de ulceragdes gastricas concomitantemente
aumentou (Barcellos & Driemeier - comunicagao pessoal).

A circovirose suina, através das suas diversas formas de manifestacdo clinica, como a
sindrome do definhamento progressivo pds-desmame suino, a sindrome dermatite nefropatia
suina, problemas reprodutivos, problemas do complexo respiratério suino, entre outros, é
sempre associada com a infecgdo pelo PCV2 (Allan & Ellis, 2000; Segalés & Domingo, 2002;
Kim et al., 2003; Clark et al., 2004). Dentre elas, a sindrome do definhamento progressivo
pOs-desmame suino causa grandes prejuizos para a suinocultura mundial. A doenca é
caracterizada pelo definhamento?, palidez e dispnéia associadas com linfadenomegalia,
pneumonia intersticial e nefrite (Allan et al., 1998; Clark et al., 2004).

A deplecéo linféide e o infiltrado linfoistiocitario e/ou granulomatoso encontrado nos
tecidos linfoides e em outros drgdos sdo as principais lesdes histoldgicas encontradas (Segalés
et al.,, 2004; Clark et al., 2004). Em alguns casos € possivel a visualizacdo de numerosos
corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos nos tecidos linféides como linfonodos, baco e
tonsilas. Outros tecidos como 0 pancreas, mucosas gastricas e intestinais, coracdo, figado,
glandulas adrenais, glandulas salivares e medula éssea podem apresentar focos de infiltrado
inflamatdrio linfoistiocitario, porém em menor intensidade e extensdo que nos 6rgdos

linféides (Segalés, 2005).

1 O autor prefere aqui convencionar o termo circovirose suina como a doenga oriunda da infecgdo dos animais
pelo PCV2, manifestada clinicamente em umas das formas das infecgdes descritas para 0 PCV2 na espécie suina.
° E interessante aqui fazer uma diferenciacio entre o termo definhamento e refugagem. O termo refugo é
correntemente utilizado na suinocultura brasileira para aquele leitdo que nunca acompanhou o desempenho
normal da sua leitegada. J& 0 animal que sofre de definhamento chegou a ter o seu crescimento normal, porém ao
ser acometido por uma doenca qualquer, perde peso acentuadamente.
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A ulceragdo géstrica tem sido relatada freqiientemente em casos da sindrome do
definhamento progressivo (Segalés, 2002), no entanto ndo foi estabelecida uma relacdo direta
entre a infeccdo pelo PCV2 e o desenvolvimento das Ulceras (Segalés, 2005). Dentre todos 0s
achados patoldgicos freqlientemente encontrados em animais infectados com o PCV2 listados
por Segalés 2002, as ulceragdes gastricas do quadrilatero esofagico figuraram em 28,6% dos

Casos.
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2.3. Infeccdo por Helicobacter pylori

Assim como ocorre no estdmago de humanos, a coloniza¢do do estdmago de suinos
por organismos do tipo Helicobacter sp. em suinos esta sendo relacionada com o
desenvolvimento de lesbes gastricas (Krakowka et al., 2005).

Helicobacter pylori coloniza o estdtmago humano e causa gastrite crbnica, Ulcera
péptica, cancer gastrico e linfoma nos tecidos linféides associados as mucosas (Suerbaum &
Michetti, 2002). Estudos epidemiolégicos em humanos sugerem que H. pylori é transmitido
verticalmente entre familias e ndo apresenta carater epidémico. E provavelmente adquirido na
infancia e acompanha os hospedeiros humanos por décadas durante a vida, freqlientemente
sem sintomas exceto pela inflamacéo crénica da mucosa gastrica (Josenhans et al., 2007).

Em suinos infectados com H. pylori, hiperplasia dos tecidos linféides da mucosa
gastrica e edema de submucosa, principalmente na curvatura menor e no antro tem sido um
achado de necropsia (Krakowka & Ellis, 2006). Este organismo pode ser detectado na mucosa
glandular do estbmago através de técnicas histoldgicas com coloracdo de prata e técnica
imunoistoquimica, utilizando-se anticorpo policlonal anti-Helicobacter pylori (Krakowka et
al.,, 2005). Um teste rapido de selecdo pode ser realizado com indicadores de pH,
considerando que bactérias do tipo Helicobacter degradam uréia em aménia, produzindo
mudancas de coloracdo no meio (Melnichouk et al., 1999).

O exame histoldgico do estbmago demonstra maltiplos foliculos linfoides distribuidos
na mucosa gastrica. Inflamacdo com infiltrado linfocitico na ldmina prépria acompanha a
hiperplasia folicular.

E importante salientar que nenhum Helicobacter spp. adere ao epitélio escamoso
estratificado intacto e que o estudo de Krakowka & Ellis (2006) indica uma forte associacédo

entre a colonizacdo de H. pylori na mucosa gastrica e a formacao de Ulcera gastrica.
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Aspectos adicionais devem ser estudados para comprovar a real participacdo desta

bactéria na génese das ulceracdes gastricas em suinos (Corréa et al., 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta das amostras

Os estdmagos foram coletados durante a necropsia de suinos, realizadas em conjunto
pelo Setor de Patologia Veterindria e Setor de Suinos da FAVET-UFRGS. Os animais
normalmente estavam em estagio terminal de doenca debilitante e eram encaminhados a
necropsia para fins diagnosticos ou coleta de material biol6gico para a confeccdo de vacina
autégena contra Circovirus. As idades dos suinos necropsiados eram variadas, com
predominio de animais jovens (3-5 meses). Uma avaliagdo resumida da condicéo
clinicopatoldgica do animal foi realizada, e anotadas as principais alteracfes sistémicas. A
eutanasia dos suinos foi feita com atordoamento elétrico com posterior sangria dos grandes
vasos do pescoco.

O estdbmago foi retirado inteiro, juntamente com o linfonodo gastrico aderido a
curvatura menor. ApOs abertos pela curvatura maior, 0os estdmagos foram lavados,
identificados e fotografados antes de serem imersos inteiramente em solugédo de formol
tamponado a 10% por 24-48 horas. Estdbmagos sem lesdes também foram coletados como
possiveis controles.

Na avaliacdo macroscopica foi observada a integridade da porcdo do quadrilatero
esofagico (graduando-se as lesBes ulcerativas de 0 a 3; sendo grau 0 atribuido a auséncia de
lesdo, 1 para lesdes leves, 2 para lesdes moderadas e 3 para lesbes acentuadas). O grau de
hiperqueratose foi estimado através da observacdo da porcdo queratinizada ou seu resquicio,
sendo também graduada de 0-3 quanto a intensidade da reag&o.

Para analise histologica, foram colhidas sec¢fes do céardia (transi¢cdo da porcédo nao-

glandular e glandular do cérdia ou transicdo do quadrilatero esofdgico com a mucosa
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glandular), piloro (fragmentos alocados no bloco 1), fundo e fragmento do linfonodo géstrico
(alocados no bloco 2). Apds processados, cortes seriados de 4 um de cada bloco foram feitos
e colocados em laminas com albumina para coloracdo de HE e coloragdes especiais e em
I&aminas de Poli-L-lizine (anexo 1) para a realizagdo da técnica de IHQ.

Coloracdes de HE e técnica de IHQ anti-PCV2 foram realizadas em todos os blocos.
Técnica de IHQ anti-Helicobacter pylori foi realizada somente no bloco 1. ColoracGes

especiais de Azul Alciano, PAS e Warthin-Starry foram feitas em casos selecionados.

3.2. Técnica de imunoistoquimica

Foi realizada a técnica adaptada de Sorden et al, (1999). Apds serem secados a 60°C
por no minimo 12 horas, os cortes foram desparafinados, hidratados e tratados com 3% de
peroxido de hidrogénio em agua destilada por 20 minutos (blogueio da peroxidase enddgena),
lavados em agua destilada por dois minutos, tratados com protease (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) a 0,005% por 15 minutos em cdmara Umida e temperatura ambiente e lavados
com agua destilada por 2 minutos em temperatura ambiente.

Para a diminuicdo das ligacOes inespecificas, os cortes foram tratados com leite
desnatado na diluicdo de 5% por vinte minutos e lavados por 2 minutos em agua destilada.
Ap0s, acrescentou-se o anticorpo policlonal anti-PCV2 (Sorden et al., 1999) a 37°C por 45
minutos na diluicdo de 1:1000 em camara Umida.

Posteriormente, foram lavados em &gua destilada por dois minutos e tratados com
anticorpo secundario biotinilado (DAKO LSAB 2 kit, DAKO Corp., Carpinteria, CA) por 15
minutos, lavados e tratados com o conjugado streptavidina-peroxidase (DAKO) por mais
quinze minutos, lavados novamente e submetidos ao cromdégeno DAB (diaminobenzidina)

(DAKO) por 5-10 minutos.
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Os cortes foram lavados e contra-corados com hematoxilina por 5-10 segundos. As
Iaminas foram lavadas em &gua destilada, desidratadas, clarificadas em xilol e montadas com
balsamo sintético.

A técnica de IHQ para deteccdo de Helicobacter pylori foi a mesma utilizada para o
PCV, com diferencas apenas no tipo, na diluicdo e no tempo de incubagdo do anticorpo
primario e no tipo de cromdgeno. A diluicdo do anticorpo anti-Helicobacter pylori (Rabbit
anti-H. pylori antibody, DakoCytomation Inc, Carpinteria, Califérnia — USA) foi de 1:200. A
incubacdo ocorreu por duas horas a 37°C. Como cromogeno foi utilizado o Vector

NovaRED® Substrate Kit for Peroxidase (Vector Laboratories) por 5 a 10 minutos.
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4. RESULTADOS

No periodo de marco de 2006 a outubro de 2007 foram realizadas necropsias em
grupos de suinos, das fases de crescimento/terminacdo e coletado material para a analise do
presente estudo. Os suinos eram provenientes de granjas com diagndstico prévio de infeccao
natural por PCV2. Nas granjas de origem, havia histérico de mortes subitas, anemia e
ulcerages gastricas.

Os principais sinais clinicos observados em suinos com ulceras foram apatia, palidez
de mucosas, ma condicdo corporal e fezes escuras. No momento da sangria era evidente a cor
vermelha clara “aguada” do sangue (*“vinho rose”) dos suinos com ulceragdes gastricas
hemorragicas. No momento da coagulacdo do sangue destes suinos em tubos sem aditivos, era
visivel a pouca quantidade de coagulo cruorico formado (Figura 5). Nestes casos, a inspecéo
visual da carcaca e do trato gastrintestinal revelava a possivel ulceracdo hemorragica do
estdmago, pois a carcaca se apresentava palida e o trato gastrointestinal indicava a coloracdo
escura de seu conteudo, principalmente quando da distengéo das algas e estdbmago (Figura 6)

Nas ulceragdes acentuadas era observado, antes da abertura da curvatura menor, o
edema adjacente a regido do cardia, podendo-se palpar, na maioria das vezes, as margens
fibrosadas do quadrilatero esofagico lesado com total auséncia de epitélio queratinizado. O
conteudo variou de grumoso escuro levemente liquido, até a presenca de um unico coagulo
crudrico de tamanho proporcional a luz do estbmago em questao (Figura 7).

Em alguns casos, observou-se acentuacdo do padrdo lobular hepatico, resultantes da

hipdxia tecidual decorrente da anemia (Figura 8).
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Figura 5 - Ulcerag@es gastricas em suinos. Sangue
coagulado, com formacdo de coagulo crudrico.
Tubo 1 - suino com Ulcera hemorragica. Tubos 2 e
3 - Suinos controles. Observe o hematdcrito
diminuido no suino afetado, quando comparado
aos controles, devido a anemia provocada pela
hemorragia na Ulcera gastrica.

Figura 7 - Ulceracbes gastricas em suinos.
Ulceragdo acentuada do quadrilatero esofagico
com auséncia de epitélio queratinizado e grande
quantidade de tecido de granulagéo. Contetdo

escuro  grumoso
particulado.

(sangue) com  milho

Figura 6 - Ulceragdes gastricas em suinos. Observe o
conteudo gastrintestinal escuro, a palidez da carcaga
e acentuacdo do padrdo lobular hepatico em um
suino com Ulcera gastresofagica hemorragica.

Figura 8 - Ulceragbes gastricas em suinos.
Superficie de corte do figado mostrando
acentuacdo do padrdo lobular em casos de
ulceragdo gastresofagica hemorragica com anemia
intensa.

Dentre 0os 63 estdbmagos processados, 30 ndo apresentavam ulcera¢fes no

quadrilatero, sendo que 12 deles ndo apresentavam algum tipo de marcagédo anti-PCV2

no estémago, porém apenas quatro desses ndo apresentavam marcacédo anti-PCV2 em

qualquer dos tecidos testados.
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Do total, tiveram marcagdo positiva anti-PCV2 em linfonodos 56 animais, sendo que em
28 destes houve reacdo positiva para PCV2 no tecido estomacal, local este ndo comumente

descrito para a infeccéo viral (Figuras 9 e 10).

Figura 9 - Ulceragdes gastricas em suinos. Marcagéo Figura 10 - Ulceragdo gastresofagica em suinos.
anti-PCV2 acentuada principalmente no citoplasma de Marcacéo anti-PCV2 no citoplasma das células das
histiocitos dos linfonodos gastricos. IHQ com DAB, glandulas géstricas. IHQ com DAB, obj 40x
obj 100x.

Em 27 estdmagos foi observada a presencga de Helicobacter pylori no muco superficial
e nas fossetas gastricas através da técnica de IHQ. Em 20 casos, Candida sp. foi encontrada

na porcao do quadrilatero esofagico (figs 11 e 12).

Figura 11 - Ulceragdes gastricas em suinos. Figura 12 - UlceragBes gastricas em suinos.

Pseudomembranas brancas recobrem a area Coloracdo de PAS evidenciando leveduras e

ulcerada da porcéo do quadrilatero esofagico. pseudo-hifas de Candida sp. na superficie do
epitélio queratinizado do quadrilatero esoféagico, obj
40X.
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NO

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

As principais alteracGes patolégicas e marcacdo no estudo dos estbmagos estdo nas

Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Resultados das analises patoldgicas dos 63 estdbmagos suinos analisados pelo SPV.

Macroscopia

Ulceracao Queratose IHQ IHQ IHQ nas
0-3 0-3 linfonodo  H.pylori  glandulas
para 0-1 0-3
PCVv2
0-1
1 2 1 1 1
1 3 1 1 0
0 3 1 1 0
3 3 1 0 0
2 3 1 0 0
2 3 1 0 0
0 3 3 0 0
1 3 2 1 0
1 3 2 1 0
1 3 2 0 0
0 3 2 0 1
0 * 3 0 3
2 3 0 0 0
1 3 0 0 0
2 3 2 0 2
0 3 3 0 0
0 3 3 0 1
3 3 3 0 0
2 3 2 0 0
3 * 1 1 1
0 3 2 0 1
0 3 1 0 0
3 3 1 1 0
0 3 1 1 1
0 2 1 0 0
3 * 1 1 0
1 3 2 1 2
0 3 0 0 0
3 * 0 0 0
1 3 1 0 0
0 3 2 1 1
3 3 2 1 1
0 3 1 0 1

IHQ na
queratina
0-3

* O O O OO O o o o o o

* O O OO PFrPr OO O Fr ON o o

R O O O O O -

Imunoistoquimica

IHQ no
estdmago
PD
0-3

P O P O OONPFPPOOOWOORFR, WMNWwOoOOWWIPEPRLROoOPEFr,r WwWo oo o oo

PCV2 no
estdbmago

IHQ
0-3

o

P NP O OONPRPEPF OOOOFRP PFPORFPNPEPWOONDMNDDNORPRLRPRPELOOOOO

Candida
albicans
0-1

* O O OB OO O PFLr OO O

PP OOOPFR OPFP OOO0OPFr, OO Pk, OO0 OO K

Microscopia

Grau de
infiltrado
mononuclear
0-3

N P NPEFP FPEPDNMNDNOEPRPDNEDNEPERPDNMNDNMDNDNMNDNDNPEPOWPRERPOPRPRWEDNMNDNDNDLERELPR

Abscesso
nas
glandulas
0-1

P POOOOFPOPFPPOOPFPOOOFR PP OOPRP,P OOOPRP,LPFP, OPRFP, OOODO

% O asterisco (*) na tabela representa a auséncia de epitélio queratinizado ou pela auséncia do tecido nos casos de

ulceracdes extensas ou por artefato de histologia.
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Células
gigantes
0-1
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34
34
36

37

38

39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52

53

54
55

56

57

58

59

60
61

62

63

Tabela 3 - Resultados imunoistoquimicos contra PCV2 e H. pylori e resultados histoldgicos

para a presenca de Candida sp. relacionados com o grau de ulceracéo.

Presenca
Candida sp.

IHQ
H. pylori

IHQ

PCV2
Estdbmago

IHQ

PCV2
Linfonodo

Grau de
ulceracao

10/30
04/15
02/07
04/09

08/30
11/15
01/07
06/10

15/30
06/15
01/07
04/10

28/30
13/15
06/07
09/10
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A marcacdo positiva anti-PCV2 na mucosa gastrica foi mais intensa e evidente na

regido das glandulas pildricas e do cérdia e esta atingia uma profundidade maior nas fossetas

(Figuras 13 e 14). J4 na porgdo do fundo nédo foi comumente observada marcacdo IHQ-anti

PCV2 de intensidade forte, e quando presente limitava-se as porcOes superiores das fossetas

géstricas.

Figura 13 - UlceragBes gastricas em suinos.
Marcagdo positiva para anti-PCV2 no citoplasma
das glandulas géstricas. Diminuicdo da producdo e
secrecdo de muco na superficie da mucosa géstrica.
IHQ com DAB + Azul Alciano + Hematoxilina, obj
20x.

Figura 14 - UlceragBes gastricas em suinos.
Marcagdo positiva anti-PCV2 no citoplasma das
células das glandulas gastricas. IHQ com DAB, obj
20x.

Helicobacter pylori foi observado tanto na mucosa da regido do piloro, como na

mucosa da regido do cardia (Figuras 15 e 16).

Figura 15 - Ulceragdes gastricas em suinos. Marcacao
positiva Vector NovaRED positiva anti-H. pylori com
maltiplos agregados de H. pylori no muco superficial
e nas fossetas gastricas na altura do piloro. IHQ, obj
40x.

Figura 16 - UlceracBes gastricas em suinos.. Marcagao
IHQ Vector NovaRED positiva anti-H. pylori na
superficie da mucosa gastrica na altura do piloro.
Presenca de bactérias Helicobacter pylori no muco
superficial e nas fossetas gastricas, obj 100x.
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O infiltrado mononuclear na mucosa foi um componente presente em graus

variaveis em todos os estdbmagos analisados (Figuras 17 e 18).

Figura 18 - Ulceraces gastricas em suinos. Célula
gigante associada a glandula gastrica na lamina
prépria. IHQ com DAB, obj 100x.

Figura 17 - Ulceracbes gastricas em suinos.
Células gigantes e histiécitos com marcagdo IHQ
com DAB anti-PCV2 positiva expandindo a
lamina propria da mucosa gastrica, obj 40x.

As marcacOes anti-PCV2 foram verificadas no estdmago, dentro dos agregados
linféides, glandulas, histidcitos e em raros casos na queratina. A presenca de células
gigantes em 17 dos casos indica uma infeccdo relativamente cronica pelo PCV2 e
desconhecemos, até entdo, na rotina a presenca de outros agentes que recrute tal tipo de
infiltrado na mucosa estomacal em suinos. Necrose das células epiteliais da glandulas
gastricas, foram associadas com fortes marcagdes anti-PCV2 tanto nas células viaveis
Como nos restos necraticos presentes no seu limen (Figuras 19 e 20). Marcagdo positiva

para PCV2 também foi observada no parénquima dos linfonodos.
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Figura 19 - Ulceragbes gastricas em suinos. Figura 20 — Ulceragbes gastricas em suinos.

Marcagdo IHQ anti-PCV2 no citoplasma e nucleo Marcagdo IHQ anti-PCV2 no citoplasma e ndcleos
das células das glandulas gastricas. Restos das células das glandulas gastricas e nos debris
necréticos no lamen. IHQ com DAB obj 100x. necréticos do limen. IHQ com DAB obj 100x.
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1 = INTRODUGAO

A ulceragio do quadrildtero esofagico (pars cesophages), ou ulceragio gastroesofagica, @ sem duvida
alguma a mals comum e importante patologia observada nos estdmagos suinos (EMBAYE et al., 1990; FRIENDSHIP
1888). Aincidéncia de casos de ulceractes da porgiio esofdgica aumentou muito nos Glimas anos com a intensifica-
8o do sistema de produgo, mudangas na dieta e condigdes de confinamanto (KOWALCZYHK 1969). Essa regifiodo
estémago suino, revestida por um epitélio escamoso estratificado, & desprovida de celulas secretoms de muco e tam-
pouco apresenta uma camada extracelular de muco, nem um mecanismo local pradutor de bicarbonato necassario
paraneutralizar a acidez gastrica (FRIENDSHIP 1599).

A eticlogia da ulceragdo gastroesofagica é considerada multifatorial e tem como principals responséaveis
aspectos fisioldgicos da espécie, componentes nutdclonals e estruturais da dieta, microbiota residente e indmeros
fatores de manejo que contribuem de alguma forma para uma condigdo de estresse social aos animais, tais como o
lipo e a fregiigncia do arragoamento, superotagio, enfermidades, contaminagio ambiental com poeira ou aménia, entre
outros (EMBAYE ef al., 1990; FRIENDSHIP, 1999; AMORY ef al, 2006).

Em um recente trabalho, Krakowka et al,, (2005), reproduziram ulceragies gastroesafdgicas em suinos com
bactérias do génerc de Helycobacler pylortike isoladas previamente de animais com casos clinicos de ulceragao, Nos
dltimos ancs, com o surgimento da infeccdo pelo creovinus sulno 2, sindromes e doengas associadas, a constatacdo
clinica do aumento do nimero de casos dinicos e patologicos de ulceracio do quadrilatero esofagico beve urn aurmento
significativo (SEGALES, 2002; BARCELLOS & DRIEMEIER, 2003). O objetivo deste trabalho é de fazer uma breva
revisfio sobre os aspectos clinico-patolégicos dos casos de ulceragdes gastroesofigicas em sulnos.

2 — DESENVOLVIMENTO

Animals de recria-terminagao com idade entre trés e seis meses s80 mals comumente afetados pela ulce-
racio, porém suinos adultos também podam ser acometidos (FRIENDSHIR, 15889). Em fémeas de descarte foram
encontradas prevaléncias entre 32 a 65%. sendo que em 15% destes casos apresentava algum grau de ulcaragao
(AYLES et al, 1996). Em suinos de abate as lesbes gastricas podem ser verificadas em até 65% dos animais (FRIEND-
SHIF, 1994).

O primeiro passo para um bom monitoramanto é reconhacer os sinais clinicos de ulceragio gastrica. A
perda sangue para o frato gastrointestinal, principal sinal clinico, normalmente cursa com anemia e melena. A anemia
severa resulta na palidez, fraqueza e respiragio acelerada do animal afetado. Ha diminuigio de volume fecal e as
fezes sao escuras, com consisténcla até levemente pastosa, fato esse que difere do quadro de hemomagias enbéricas
causadas por agentes infecciosos como Lawsonia intracefiulans & Brachyspira hyodysenleriae, que Sempre cursam
com quadros de diaméia (FRIENDSHIP, 2004).

Siinos com ulceracdes extensas e profundas podem parecer sadios se a hemorragla gastrica for minima.
Quando a abartura do esifago no estdmageo € parcialmente obstruida pelo tecido cicatricial, o5 animais podam ser
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vistos comendo e vomitando logo em seguida, Esse processo costuma se repetir algumas vezes e estes animais
normalmente tem um desenvalvimento retardado em comparago aos companheiros de baia (FRIENDSHIP, 2004).
Frequentemente, a perda de sangus & to acentuada e aguda que os animais 530 encontrados mortos sem prévia
visualizagiio de sinais dlinicos (Friendship 2004),

A patogenia das ulceraghes gastricas ainda néo & totalmente conhecida, Elas ocomem principalmente na
regido do quadrilatero esofagico, enquanto que as ulceragbes da regido fundica e pildrica séo raras @ normalmente
assocladas com infeccBes sistdmicas (DUFRESNE, 1998).

Q quadrilatero esofagico ¢ exposto a uma nova ingesta com pH aproximado de 5.0, Diferentemente do
resto do estdmago, esta porgio ndo & prolegida por uma camada fina de muco e bicarbonato. Enguanto a diferenda
de pH & mantida enfre as regides esofaglana e pilérica o estdmago nfo desenvolve lesdes, No entanto, quando ocorne
a ristura do conteddo estomacal e o gradiente {ou diferenga) do pH ndo @ mantido, existe um aumento da exposico
do guadrilatero esofégico ao material Acido, enquanto a regifo pilorica @ exposta a um conteddo relativamente mais
béasico. A regifo pildrica, uma vez exposta a uma ingasta mais alcalina, tentara compensar aste desequilibrio com
urna maior produgdo de acido. Este mecanismo de compensagao expde o quadrilatero esofagico a um alto nivel de
acidez, resultando na hiperqueratose e erosfo que, subsequentemente, pode se tornar urna ulceracio extensa. Todos
os fatores que contribuem para uma mistura imegular do conleddo estomacal e perda do gradiente do pH aumentam
o nisco do surgimento de ulceragbes gastricas (DUFRESNE, 1999). Qualquer condigio que curse um periodo relati-
vamente longo de anorexia pode ocasionar mortalidades por hernorragia intragastrica ou aumento da intensidade das
lesdes gastroesofagicas situadas na mucosa ndo glandular (STRAW et al., 1992).

© manejo alimentar & a composigo da dieta séo fatores de risco ja bem documentados para o surgimento
de ulceragtes gastricas, Ragdes com alta porcentagem de particulas finas (menores que S00u) promaovem uma
homogeneizagio e menor tempo de permanéncia do bolo alimentar no estdmago. Possivelmente o gradiente de pH
entré a pars pesophagea e a regido pildrica desaparece permitindo assim o contalo do acido e enzimas com o epitélio
desprotegido e sensivel do quadrilatero esofagico (MAXWELL ef al., 1970).

A ragdo peletizada promove lesdes ulcerativas mais facimente que racdes fareladas e, em boa parte, isso
se deve ao fato de que para formar um pallet de qualidade & necessario que a moagem Inicial dos grios ulilizados
sejafina (GRIFFING, 1963; POTKINS et al., 1989b). A utiizacio do calor na fabricagio da ragdo peletizada, atingindo
aproximadamente a temperatura de 80°C, provavelmente promove a gelatinizagdo do amido e contribui para a for-
macio de Ulceras (FRIENDSHIF, 1989). A aveia e a cevada sfio consideradas menos ulcerogénicas do que omiho e
o trigo e isso em parte pode ser explicado pela compaosicio destes cereais (REESE ef al, 1966; SMITH & EDWARDS
1996). A adicao de fibra vegetal bruta na dieta de sulnos alimentados com rago finamente moida mostrou ser eficaz
nadiminuicdo do desenvolvimento de lesdes géstricas. A porgio fibrosa da dieta serviria como uma barreira fisica
contra a acidez do conteddo finaments granulada do bolo alimentar, prevenindo a ulceragio do quadrildtero esofagico
(POTKINS et al., 1989a). A presenga ou produgao de dcidos graxos de cadeia curta também teria uma contribuigao
considerdvel na formagio de lesBes ulcerativas.

Interrupgdes e quebras no manejo alimentar influenciam diretamente o desenvolvimento de dlceras. Pro-
blamas com o fluxo de ragio no cocho, interrupcio no fornecimento de Agua, competicio e hierarquizacio na hora
da alimentacio, doengas e calor excessivo associado com um padrio imegular de fornecimento de rago contribuem
negativamente para a manutengdo da integridade do quadrilétero esofégico (FRIENDSHIP 1999), Sequndo o resultado
eslalistico do trabalho de Amory 8 colaboradores (2006), a ragio peletizada teve uma menor relevancia do que o piso
ripada no desenvolvimenio e predisposicio As Glceras gastiricas.

Foi também descrita a assoclagio de ulceragtes com a deficidncia de Vitamina E e Selénio e aulilizacio
e gordura rancificada, aumentando tanto a formagiio de pendxidos como a produgdo de cido cloridrico (VAN VLEET
etal, 1970; NAFSTAD et al., 1967).

Assim como na medicina humana, a colonizagio do estémago por organismos do género Helicobacterests
atualmente sendo mais aceita e relaclonada com o desenvolvimento de lesdes gastricas. Este organismo pode ser
detectado na mucosa glandular do estdmaqo através de téenleas histoldgicas com coloragio de prata e técnica imunc-
istoquimica, utilizando-se anticorpo policlonal anti-Helicobacter pylor (KRAKOWKA et al, 2005). Um teste ripido de
selecio pode ser realizado com indicadores de pH, considerando que bactérias do tipo Helicobacter quebram uréia
em aménia, produzindo mudangas de coloragiio no meio (MELMNICHOUK et al,, 1999). Aspectos adicionais devem
ser estudados para comprovar a real participacdo desta bactéria na génese das ulceragdes gastricas em suinas.
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QOutro agente infaccioso encontrado em associagio com dlceras gastricas foi o circovirus (PCV2), detectado
através da técnica de PCR, sempre no interior de histidcitos, célula em que o virus tem sido mals comumente encon-
trado (PASTOR et al, 1998).

Emum recente estudo, suinos criados em um ambiente socialmente enriquecido nfo apresentaram nenhum
caso de ulceragio gastrica, Ja o grupo controle, criado em condigbes padrdes de confinamento, com o piso parcial-
rente ripado, teve uma prevaléncia de 17.5 % de ulceragdes gastroesofagicas (RAMIS ef al., 2005).

A utilizagdo de diversas formulagBes contendo antidcidos tem sido geralmente ineficaz na prevengao do
desenvalvimento e na redugio de mortes causadas pelas ulcaragies gastricas (FRIENDSHIP, 1997).

3 — CONCLUSOES

Considerando o aspecto multifatorial do desenvolvimento da ulceragéio gastroesofgica, todas as medidas
parareduzir o impacto das varidveis predisponentss ja identificadas deveriam ser aplicadas. Essas agBes devem ser
tomadas em conjunto & uma monitoria sobre o seu resultado deve ser fregliente e criteriosa. Algumas mudangas ndo
sdo economicamente aplicaveis, porém muitas outras sdo simples coma, por exemplo, pequenas adequagdes de
manejo. E de fundamenialimportancia a correcio da granulometria da ragiio e a diminuigao de fatores estressantes
durante tedo o processo de eriago. Mais estudoes no campo do enriquecimento sécio-ambiental suino devern ser
feitos buscando técnicas simples e baralas a serem aplicadas nas granjas.

O aprofundamento das pesquisas sobre a participagao dos fatores de risco e a busca de novos conheci-
mentos sobre a etiopatogenia do quadre devemn ser intensificadas e continuas. Além do encrme prejuizo econdmico

causado palas ulceragbes gasticas, devemos também pensar na questio do bem estar animal e de que maneira que-
Femos Qua a Nossa suinocultura seja rotulada pelo mercado.
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Trabalho 1294 LD

Gastric ulcers in pigs affected with
postweaning multisystemic wasting syndrome”

André Mendes Ribeiro Corréa®, Priscila Zlotowskz, David Emilio Santos Neves de Barcellose,
Claudio Estévio Farias da Cruz? and David Driemeier?

ABSTRACT.- Corréa A.M.R., Zlotowski P., Barcellos D.E.S.N., Cruz C.E.F. & Driemeier
D. 2008. Gastric ulcers in pigs affected with postweaning multisystemic wasting
syndrome. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Patologia Clinica
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Porto
Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

Samples of gastric lymph nodes and the stomachs from 24 pigs selected from herds

affected by postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) and sudden death
associated with gastric ulcers were studied. Pigs were selected on the basis of unthriftiness,
decreased feed intake, and wasting. The stomachs were opened, inverted, and scored into 0-3
according the severity of the gross lesions present in Pars oesophagica. Selected samples
were processed for paraffin embedding and stained with hematoxylin and eosin.
Immunohistochemistry using anti-PCV2 (porcine circovirus type 2) antibody, anti-
Helicobacter pylori antibody and a wide-spectrum anti-cytokeratin antibody was performed.
Gross changes in pars oesophagea were classified according to the severity of lesions as score
3,2,and 1in 8, 6, 5 stomachs respectivelly. Microscopically, hyperplastic lymphoid follicles,
lymphobhistiocytic inflammatory infiltrates and focci of cellular necrosis in the gastric
mucosae were common findings. Large amounts of PCV2 antigen were observed in the
cytoplasm and nuclei from intralesional cells and debris from the gastric glandular mucosal
zone; however, in the fundus, anti-PCV2 immunostaining was restricted to the surface
mucosal cells and foveolar compartment. All gastric lymph nodes were positive for PCV2
antigen. Anti-H. pylori immunostaining was seen in eleven cases, mainly in the antrum, on

the mucosal surface and foveolar compartment. The association of the anti-PCV2
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immunostaining with the glandular mucus-producing cells suggests a role for PCV2 as an
additional factor for the swine ulcer development.

INDEX TERMS: Gastric ulcer, PMWS, PCV2, Helicobacter pylori, swine.

RESUMO.- [Ulceras gastricas em suinos afetados pela sindrome multissistémica do
definhamento.] Amostras de linfonodos gastricos e os estdmagos de 24 leitbes selecionados
de rebanhos afetados pela sindrome multissistémica do definhamento suino e mortes subitas
por Ulceras gastricas foram estudados. Os animais foram selecionados por baixa performance,
baixo consumo de alimento e desnutricdo. Os estdmagos foram abertos, invertidos e
classificados, conforme a severidade das lesGes presentes na Pars oesophagica. Amostras
selecionadas foram processadas por método histoldgico convencional para coloracdo de
hematoxilina-eosina. Imunoistoquimica utilizando anticorpos anti-PCV2 (circovirus suino
tipo 2), anti-Helicobacter pylori e anti-citoqueratina de largo espectro foram feitas. As
alteracdes macroscopicas na Pars oesophagica foram classificadas como de escore 3,2 e 1
respectivamente em 8, 6 e 5 estbmagos. Microscopicamente, foram notados foliculos linfoides
hiperplésicos, infiltrados linfohistiocitarios e focos de necrose na mucosa géastrica. Grandes
quantidades de antigeno do PCV2 foram observadas no citoplasma, nucleo e restos necroéticos
de células intralesionais das glandulas géastricas nas regides do antro e cardia; entretanto, na
regido do fundo, a marcacdo anti-PCV2 foi restrita as células da superficie mucosa e fossetas
géastricas. Todos os linfonodos géstricos foram positivos para PCV2. Marcacao anti-H. pylori
foi identificada em 11 casos, principalmente, na superficie mucosa e fossetas gastricas no
antro. A associacdo de antigenos PCV2 com células produtoras de muco lesadas na zona
glandular gastrica sugere o envolvimento de PCV2 como um fator adicional para o

desenvolvimento da Ulcera gastrica suina.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Ulcera gastrica, SMDS, PCV2, Helicobacter pylori, suinos.

INTRODUCTION
Porcine circovirus type 2 (PCV2) is widespread in the commercial swine population and has
been associated with several disease complexes (Allan & Ellis 2000, Segalés & Domingo
2002, Ellis et al. 2004, Segalés et al. 2004). PCV2 is the essential infectious component of
postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) (Allan et al. 2000, Meehan et al.
2001, Krakowka et al. 2005), which is an economically important disease of piglets
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characterized by wasting and multisystemic dysfunction, including granulomatous
lymphadenitis with lymphoid depletion, hepatitis, pneumonia, and myocarditis (Allan & Ellis
2000, Chae 2004). The demonstration of a moderate to high amount of PCV2 antigen or
nucleic acids in close association with characteristic microscopic lesions confirms the
diagnosis of PMWS (Sorden 2000). PCV2 antigens have been detected by
immunohistochemistry in a wide range of cells from pigs naturally or experimentally infected
with PCV2 (Rosell et al. 1999, Kennedy et al. 2000, Opriessnig et al. 2007, Pérez-Martin et
al. 2007).

Gastric ulceration is an important disease entity in pigs (Embaye et al. 1990, Friendship
2006). Ulceration of the Pars oesophagica can affect pigs of any age but the highest rate of
ulceration occurs in pigs 3-6 months of age. The exact cause of ulceration is not completely
understood, but many of the risk factors are well known and include management, nutrition,
infectious agents and others (Friendship 2006). The stratified squamous epithelium of the
Pars oesophagica of the stomach is devoid of mucous-producing glands and lacks the sodium
bicarbonate buffering system characteristic of the gastric glandular mucosa. As a
consequence, the Pars oesophagica is subjected to damage by the acidic contents of the
stomach. Others have described this pathogenesis in gastric ulcers lesions (Embaye et al.
1990, Krakowka et al. 1995, Argenzio & Eisemann 1996, Friendship 2006). In addition,
Krakowka et al. (2005) suggested that the porcine gastric ulcer disease complex may involve
gastric colonization with Helicobacter pylori-like bacteria, but additional studies would help
to clarify the association of the bacteria with the gastric ulcers development.

Experimental infections of gnotobiotic pigs with various viral pathogens, including
porcine reproductive and respiratory syndrome virus, has not resulted in gastric ulceration;
however, experimental infection with porcine circovirus type 2 (PCV2) has caused
multisystemic lesions, including gastric lesions (Harms et al. 2001). Although gastric
ulceration of the Pars oesophagica has been reported in PMWS-affected pigs (Segalés et al.
2000), no direct relationship between these lesions and PCV2 has been established (Segalés et
al. 2005). The aim of the present study was to establish an association between PCV2

infection and the development of gastric ulcers in PMWS affected pigs.

MATERIALS AND METHODS
The study included 24 3- to 5-month-old pigs from three different herds, which had been experiencing
cases of PMWS and sudden death associated with gastric ulcers. Animals were selected on the basis of

unthriftiness, decreased feed intake, and wasting. The stomachs and samples of gastric lymph nodes
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were analyzed. The stomachs were opened along the greater curvature, inverted, and scored into 0-3
according to the severity of the gross lesions (Embaye et al. 1990) present in Pars oesophagica.
Classification of lesions was performed using a scoring system. In it, score 1 lesions were limited in
extent, occurring mainly near the oesophageal opening or at the margin adjacent to the cardiac portion.
Lesions designated as score 3 severely affected the entire non-glandular area and score 2 lesions had
intermediate severity. Samples of the formalin-fixed gastric lymph nodes, transitional Pars
oesophagica-glandular cardiac mucosa, glandular antral mucosa, and fundic mucosa were processed
for routine HE slides and immunohistochemical (IHC) staining. A polyclonal antibody against PCV2’
at 1:1.000 dilution in the streptavidin-biotin-immunoperoxidase® technique, and with
diaminobenzidine® as chromogen was applied (Sorden et al. 1999). Anti-Helicobacter pylori IHC
staining was performed in the cardiac and antral sections similarly as in anti-PCV2 IHC, but at 1:200
dilution and with a rabbit anti-H. pylori antibody®. Anti-cytokeratin IHC studies were performed using
the avidin-biotin-peroxidase complex detection system (Mills 1992) and a wide-spectrum polyclonal
bovine anti-cytokeratin® antibody at 1:100 dilution. Alcian blue counterstaining was applied in

selected sections.

RESULTS

Gross findings

In eight stomachs, the Pars oesophagica damage was scored 3 with extensive and severe
erosive lesions affecting its entire area, leaving a deep ridge at the margin with the cardiac
mucosal portion of the stomach. Extensive granulation tissue was observed on the affected
areas and in 4 cases, erosions reached the muscular layer. Two of the eight stomachs were
filled with clotted or partially digested blood and gastric mucus. All of these eight stomachs
showed focal edema of the gastric serosa in the lesser curvature. Six stomachs were classified
score 2, and the ulcerative lesions reached more than half of the Pars oesophagica. In five
cases, the Pars oesophagica was graduated as score 1, when the epithelial lesions did not
exceed a half part of the region of stratified squamous epithelial tissue. Five stomachs did not
present gross lesions (score 0) in the Pars oesophagica, whose squamous epithelium was
smooth, white and glistening, and the junction with the cardiac glandular zone was abrupt and

distinct. No ulceration lesions were observed in the glandular mucosa.

" Department of Veterinary Diagnostic and Production Animal Medicine, ISU, Ames, IA, USA.
8 DakoCytomation Inc., Carpinteria, California, USA.
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Histological findings

The presence of hyperplastic lymphoid follicles embedded in the gastric mucosa was a
common finding in the stomachs with any degree of gross lesions. In score 3 gastric lesions
on the Pars oesophagica, there was extensive granulation tissue. Lymphohistiocitic
inflammatory infiltrates were common in the lamina propria and, in one case scored 3, giant
cells were also detected. Areas of cellular necrosis in the gastric glands were often seen with
cellular debris within the glands, frequently more conspicuous in the glandular zones (cardia

and antrum) of the gastric mucosa.

Immunohistochemical findings

The most remarkable findings were observed in the gastric glandular mucosal zone
(cardia and antrum), where large amounts of PCV2 antigen were observed in the cytoplasm
and nuclei from intralesional cells and debris. In the fundus, IHC staining was observed
exclusively on the surface mucosal cells and foveolar compartment. No IHC staining was
seen in the oxyntic glands. While no anti-PCV2 immunostaining could be detected in the
gastric tissues from six stomachs, all gastric lymph nodes were positive for PCV2 antigen.
Anti-H. pylori immunostaining was positive in eleven cases, mainly in the antrum, on the
mucosal surface and foveolar compartment. The Pars oesophagica lesions and the IHC
results are summarized in Table 1. Double immunostaining for simultaneous demonstration of
PCV2 and cytokeratin confirmed the presence of PCV2 within epithelial cells of gastric

glandular mucosa.

DISCUSSION
A number of risk factors have been described in association with gastric ulcers in swine,
including PCV?2 infection, but the role of PCV2 infection in the ulcer development is not yet
clarified (Friendship 2006). Among the methods used to detect PCV2 in tissues and to
correlate it with lesions, the in situ hybridization (ISH) and immunohistochemistry are the
most widely used (McNeilly et al. 1999, Rosell et al. 1999, Segalés et al. 2005).

Considering the hypothesis in which the mucus-producing cells of the gastric
glandular zones are targets for the PCV2 infection in the stomach of pigs, the necrosis
induced by PCV2 in these cells may be associated with the decreased stomachal pH by the
imbalance of the sodium bicarbonate buffering system and subsequently, with the ulceration
of the pars oesophagea. The main target cell for PCV2 replication in the swine stomach

mucosa may have not been established in this study; however, the association of the anti-
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PCV2 immunostaining with the glandular mucus-producing cells indicates that PCV2 should
be considered as an additional factor for the swine ulcer development.

The lack of anti-PCV2 staining in stomachs from six pigs, mostly of them with score 3
gastric ulcers samples, could be explained by a decreased PCV2 viremia in chronic cases.
Initial or terminal stages of diseases may be associated with mild or even absence of PCV2
antigen (Segalés et al. 2004). In some PCV?2 infected pigs, it is possible that the viremia has to
reach high systemic levels to infect others cell lines, and then to develop its full expression of
ulcerogenic potential. This hypothesis or individual resistance may explain why 5 pigs had no
gastric ulcers.

We can not discard the participation of others risk factors in the development of the ulcers
seen in these cases, but a strong link between histopathological lesions and anti-PCV2
immunostaining at the glandular mucus-producing cells may help us to understand the
pathogenic role of PCV2 infection and gastric ulcer development in pigs.

Although Helicobacter pylori may occasionally cause gastric ulcers (Krakowka et al.
1995), we could neither find a significant relationship between H. pylori and gastric ulcers
scores nor between H. pylori and PCV2, but this finding does not exclude H. pylori as a

significant agent in the development of swine gastric ulcers.
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Table 1: Gastric ulcers scores and immunohistochemical results® observed in stomachs
from 24 PMWS confirmed pigs

Stomach Lesiog IHC PCV2 IHC PCV2 IHC PCV2 IHC PCV2 IHC
score Lymphonode  Antrum mucosa Cardia mucosa  Fundus mucosa  H. pylori
01 2 +++ ++ ++ + %)
02 0 ++ + %) %) +
03 3 + %) % %) ++
04 3 ++ + + + %]
05 2 +++ ++ + + +
06 3 + %) %) %) %)
07 0 ++ %) %) %) %
08 1 +++ +++ +++ + %]
09 2 +++ ++ + + +
10 2 ++ + + + %]
11 3 + + + %) +++
12 3 + %) %) %) %
13 0 +4++ %) % %) ++
14 1 ++ + ++ %) ++
15 3 + + %} %) )
16 0 + ++ + + +
17 1 +++ ++ ++ + &
18 1 ++ ++ ++ + &
19 3 + %) a %) ++
20 2 +++ ++ ++ + +
21 0 + + + %) %}
22 1 ++ ++ + + +
23 3 + + + + )
24 2 ++ + + + &

% Lesion score: 0 = no lesions; 1 = mild; 2 = moderate; 3 = accentuated.

Y |HC staining: & = negative; + = slight; ++ = moderate; +++ = marked.
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Legends of figures

Fig.1. Score 3 gastric ulcer. Extensive and severe erosive lesion affecting the entire area of the
Pars oesophagica (Swine stomach n° 4).

Fig.2. Anti-PCV2 immunostaining in the gastric mucosa, which also shows cellular necrosis and
decreased number of mucus-producing cells (Swine stomach n® 10). Anti-PCV2 immunostaining
counterstained with Alcian blue and hematoxilin, obj.20x. Bar: 100um.

Fig.3. Intense anti-PCV2 immunostaining in the cytoplasm, cellular debris, and lymphohistiocytic
infiltrates in the lamina propria of the gastric glands at the cardia zone (Swine stomach n®5). Anti-
PCV2 immunostaining counterstained with hematoxilin, obj.40. Bar: 20um.

Fig.4. Anti-Helicobacter pylori immunostaining in the foveolar compartment (Swine stomach n®

14). Anti H. pylori immunostaining counterstained with hematoxilin. Obj.100x. Bar: 10um.
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7. DISCUSSAO

No nosso conhecimento, a associagdo da infeccdo viral com morte celular,
principalmente das células produtoras de muco na mucosa gastrica, pode acarretar em um
aumento progressivo da acidez geral do estdmago, levando a lesdo direta do quadrilatero
esofagico e consequente ulceracdo. Essa seria uma possivel explicacdo da participacdo do
PCV2 como um dos fatores relacionados ao desenvolvimento de Glceras gastricas em suinos.

A auséncia de marcacgdo positiva anti-PCV2 em estdbmagos com grau acentuado de
ulceracdo pode ser explicada pela diminuicdo do antigeno viral em casos crénicos da doenca.
Casos iniciais ou terminais da doenga podem estar associados com quantidades discretas ou
mesmo auséncia de antigenos de PCV2 (Segalés et al., 2004).

E possivel que em alguns animais infectados, a viremia tenha que atingir niveis
sistémicos altos para conseguir infectar outros tipos celulares ndo linfoides. Ndo podemos
descartar a participacdo de outros agentes no desenvolvimento das ulcera¢des gastricas nestes
casos, porém a associacdo direta das lesdes histologicas com a marcagdo anti-PCV2 positiva
nas glandulas gastricas produtoras de muco podem auxiliar no entendimento da patogenia do
PCV?2 associada ao desenvolvimento das Ulceras em suinos.

Embora a presenca de H. pylori seja associada com a formacao de Ulceras em seres
humanos, neste estudo ndo conseguimos estipular uma relagdo direta entre essas bactérias e o
grau de ulceracdo e PCV2, mas este fato ndo diminui a importancia da H. pylori na formagéo
de ulceras em suinos.

Analisando o aspecto multifatorial do desenvolvimento da ulceracdo gastresofagica,
todas as medidas para reduzir o impacto das variaveis predisponentes ja identificadas
deveriam ser aplicadas. Essas acdes devem ser tomadas em conjunto, e uma monitoria sobre o

seu resultado deve ser freqiiente e criteriosa.
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Algumas mudangas ndo sdo economicamente aplicaveis, porém muitas outras sdo
simples como, por exemplo, pequenas adequacBes de manejo. E importante a corre¢do da
granulometria da racdo e a diminuicdo de fatores estressantes durante todo o processo de
criacdo. Mais estudos no campo do enriquecimento socio-ambiental suino devem ser feitos
buscando técnicas simples e baratas a serem aplicadas nas granjas.

O aprofundamento das pesquisas sobre a participa¢do dos fatores de risco e a busca de
novos conhecimentos sobre a etiopatogenia do quadro devem ser intensificadas e continuas.
Além do enorme prejuizo econdmico causado pelas ulceragdes gastricas, deve-se pensar na
questdo do bem estar-animal e de que maneira queremos que a nossa suinocultura seja

rotulada pelo mercado.
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ANEXO |

PROTOCOLO DAS LAMINAS DE POLY-L-LYSINE
PARA IMUNOISTOQUIMICA

A) SOLUGAO DE POLY-L-LYSINE 10%:

10 mL de poly-L-lisine (SIGMA P 8920)

90 mL de agua destilada

Diluir a poly-L-lysine na de 4gua destilada. Armazenar a solugcdo na geladeira.
* Se estiver turva jogar fora *

B) SOLUCAO DE ALCOOL-ACIDO:

1 mL acido cloridrico
99 mL alcool 70%
Diluir o acido cloridrico no alcool 70%.

C) PROCEDIMENTO:

1- Submergir as laminas em solucéo de alcool-acido e colocar no agitador por 5 minutos;
2- Retirar as laminas do alcool-acido e escorrer o excesso;

3- Passar no Alcool 96 ou absoluto e colocar no agitador por 5 minutos;

4- Escorrer 0 excesso;

5- Mergulhar na solucao de Poly-L-Lysine 10% (temp. amb.) por 5 minutos;

6- Seca-las em estufa 60°C por seis horas no minimo.

7- Depois de secas colocar a lapis um “ P ” na base da porcao fosca e guarda-las nas
caixas devidamente identificadas e com um saquinho de silica dentro.

Obs 1: Quando guardadas ainda umidas as laminas ficam grudas e sua utilidade
comprometida;

Obs 2: Para fixar o corte, antes de pescar o corte, pingar uma gota da solucdo de
poly-L-lysine 10% na lamina e espalhar com o dedo. (item nao obrigatério);

Obs 3: Na teoria as laminas podem ficar armazenadas por até seis meses em ambiente
seco. “Teme umidade”.

Arquivo salvo na pasta “SPV 1~
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