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RESUMEN

La secrecion de acido gastrico es controlada principalmente por la hormona gastrina,
la cual es sintetizada por las células G de la mucosa estomacal. El Helicobacter altera
el control inhibitorio de la liberacion de gastrina y esto resulta en una excesiva
secrecion acida provocando itlceras pépticas. Estudios realizados confirman la
implicancia del Helicobacter spp en patologias gastricas del hombre y otras especies
animales, entre ellas el cerdo. Es por ello que estas bacterias podrian ser patogenos
responsables de zoonosis. El objetivo del trabajo fue estudiar la relacion entre
Helicobacter spp y la funcionalidad de las células productoras de gastrina en biopsias
gastricas humanas y muestras gastricas de cerdos. Se determiné la presencia de
Helicobacter spp en biopsias gastricas humanas, de la regién antral, de pacientes de
ambos sexos entre 30-50 aifios obtenidas en el Servicio de Endoscopia Digestiva del
Nuevo Hospital Rio Cuarto y muestras gastricas de region antral de cerdos mestizos
de diferentes edades y sexos, obtenidas de Frigorificos de la zona de Rio Cuarto. Las
muestras gastricas fueron sometidas a la tincion de hematoxilina y eosina para el
diagnostico de gastritis agudas y cronicas. La presencia de Helicobacter (H) se realizo
a través de Giemsa, Warthin Starry e inmunohistoquimica con anticuerpos
comerciales. La deteccion de células G se realizé por técnicas inmunohistoquimicas
con anticuerpos comerciales. Se determiné el porcentaje de células gastrina positivas
en biopsias gastricas humanas y muestras gastricas de cerdos con gastritis agudas
H(+)/(-) y gastritis créonica H(+)/(-). Las gastritis en humanos y cerdos fueron
perfectamente diagnosticadas con H/E. En cerdos, se observé mayor proporcion de
lesiones cronicas que agudas. Con Giemsa y Warthin-Starry se determiné la presencia
de Helicobacter spp. En muestras gastricas de cerdo podemos inferir que existe mas de
una especie colonizando el estémago. La inmunodeteccion de Helicobacter spp. se
expresé en el epitelio, foseta gastrica y glandula gastrica. Las evaluaciones realizadas
en cuanto al porcentaje de células gastrina positivas en biopsias humanas y muestras
gastricas de cerdos con diagnéstico de gastritis agudas con presencia de Helicobacter el
valor p=0,0042 permiti6 establecer que en este tipo de muestras existen diferencias
significativas. El mayor porcentaje de células productoras de gastrina fue en humanos,
con un 4% mas. En muestras con diagnéstico de gastritis cronicas con presencia de
Helicobacter, se determin6 que entre ambas especies existen diferencias significativas
en el % de células G (p=0,0317), siendo el cerdo el que posee un 2% mas. En las
muestras gastricas Helicobacter (-) y mucosas normales no se presentaron diferencias
estadisticas significativas. En este estudio los resultados nos indican que el aumento en
la producciéon de la hormona gastrina, en ambas especies, no solo se refiere a su
concentracion como establecen otros autores, sino también a un aumento en el numero
de células que la producen. La capacidad de estos microorganismos para colonizar en
forma natural y para inducir lesiones gastricas en el hombre y en diferentes especies
animales, ha generado preocupacion a nivel mundial por su posible riesgo zoonético.
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ABSTRACT

Gastric acid secretion is mainly controlled by gastrin hormone, wich is synthesized by
G cells of the stomach mucosa. Helicobacter alters the inhibitory control of the release
of gastrin , and this results in an excessive acid secretion causing peptic ulcers. Studies
confirm the implication of Helicobacter spp gastric pathologies in man and other
animals species, including pigs. That is why these bacteria could be responsible for
zoonotic pathogens. The objective was to study the relationship between Helicobacter
spp and function of gastrin -producing cells in human gastric biopsies and gastric
samples of pigs . It was observed the presence of Helicobacter spp in human gastric
biopsies in the antral region of patients of both sexes aged 30-50 years obtained in
Digestive Endoscopy Service of the New Hospital Rio Cuarto and gastric antral region
samples of different crossbred pigs was determined by age and sex, obtained from the
Refrigerator Rio Cuarto. Gastric samples were subjected to hematoxylin and eosin
staining for the diagnosis of acute and chronic gastritis. Helicobacter (H ) was identified
using Giemsa, Warthin Starry and immunohistochemistry with commercial antibodies.
Detection of G cells was determined by immunohistochemistry with commercial
antibodies . It was stated chronic gastritis H ( + ) / ( - ) the percentage of positive cells
gastrin in human gastric and gastric biopsy samples from pigs with acute gastritis H ( +
) / ( - ) and chronic gastritis H ( + ) / ( - ). The gastritis in humans and pigs were
perfectly diagnosed with H/E. In pigs, the proportion of chronic lesions was greater than
the proportion of adulte ones. With Giemsa and Warthin-Starry Helicobacter spp was
determined. In pig gastric samples we can infer that there is more than one species
colonizing the stomach. Immunodetection of Helicobacter spp. was expressed in the
epithelium, gastric pit and gastric gland. Assessments made in the percentage of
positive cells in human biopsies gastrin and gastric samples of pigs with diagnosis of
acute gastritis with Helicobacter p value = 0.0042 established that there are significant
differences in these samples. The highest percentage of cells producing gastrin human
was observated with 4 % more. In samples with a diagnosis of chronic gastritis with
Helicobacter, it was determined, in both species, there are significant differences
between in the percentage G cells species (p = 0.0317 ), being the pig has a 2 %
increase. In gastric Helicobacter samples ( -) and normal mucosa it was not observed
statistically significant differences. In this study, the results indicate that the increased
production of the hormone gastrin , in both species , not only refers to the concentration
as other authors state , but also to an increase in the number of cells that produces it .
The ability of these organisms to colonize naturally and to induce gastric lesions in
humans and in different animals species, has generated worldwide concern for possible
zoonotic risk.
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INTRODUCCION



1 INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES

El Helicobacter pylori, un microorganismo Gram negativo que se aloja en la mucosa
gastrica, fue observado por primera vez, por el patélogo Robin Warren a principios de junio de
1979. Su deteccion en estudios histopatologicos continud por un par de afios asociando la presencia
del microorganismo con enfermedades gastricas en el hombre. Durante este tiempo, hubo muchos
intentos de aislar a la bacteria pero sin ningin éxito (Tytgort et al., 1994; Mc Coll et al., 1997;
Warren et al., 1997; Thibaut et al., 2007; Morales et al., 2008).

En 1981, el médico gastroenterélogo Barry Marshall se une a la investigacion realizada por
Warren y confirma los resultados de este Gltimo. Sin embargo fue hasta 1982, que el Helicobacter
pylori pudo aislarse por primera vez. En 1984, se publico en la revista Lancet la asociacion del
Helicobacter pylori con la gastritis cronica y por primera vez se sugirido que la w#lcera péptica
pudiera ser de etiologia infecciosa. En 1985 frente a la incredulidad del ambiente médico, Marshall
demostr6 la capacidad de la bacteria de causar enfermedad, al ingerir un cultivo de la misma y
controlarse mediante repetidas endoscopias. A partir de ese momento hubo un crecimiento
exponencial de la informacion sobre el tema, que continda en la actualidad. (Soriano, 1998; Bondi,
2006; Cardenas et al., 2007).

La gran cantidad de informacion médica generada desde 1986 hasta el presente tuvo un
punto muy alto en un importante estudio que demostré la aparente curacién de la ulcera
gastroduodenal luego de erradicar la bacteria. En 1994 se efectud una conferencia consensus con los
Institutos Nacionales de Salud, donde Helicobacter pylori fue declarado la principal causa de tlcera
péptica y ese mismo aflo la Agencia Internacional para la investigacién del cancer de la
Organizacion Mundial para la Salud, declara que Helicobacter pylori es cancerigeno en humanos.
En el afio 2005, los doctores Warren y Marshall fueron galardonados con el Premio Nobel de
Medicina y Fisiologia, por el descubrimiento del Helicobacter pylori y su papel en el diagndstico,
prevencion y tratamiento de gastritis cronicas, tlceras gastroduodenales, linfoma gastrico y en cierta
forma del cancer géstrico por parte de este microrganismo (Moreno, 2005; Tibaut ez a/., 2007). Sin
embargo, algunos autores sugieren que la enfermedad de la ulcera péptica es una enfermedad
multifactorial donde Helicobacter pylori no tendria necesariamente un papel principal en la misma
(Hobsley et al., 2008; Vikram et al., 2013).

Estudios posteriores confirman la intervencion del Helicobacter pylori en enfermedades
gastricas del ser humano como también la existencia diferentes especies de Helicobacter en
distintos animales: H. mustelae en hurones, H. acynonyx en leopardos y chitas, H.felis, H.
helmannii, H. bizzozeronii en perros, H. helmannii, H. felis y H. pylori en gatos (Odriozola, 2011).
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En porcinos se ha logrado reproducir la tlcera gastrica mediante la inoculacion experimental con H.
pylori (Rodriguez y col, 2009); ademas se ha detectado otra bacteria espiralada ureasa positiva, que
se presenta de manera natural en el cerdo, la cual se la describié asociada a la presentacion de
ulceras gastroesofagicas, razén por la cual se ha propuesto como un factor posiblemente relacionado
con su etiopatogénesis (Queiroz ef al., 1996; Rodriguez y col; 2008). Este microorganismo
inicialmente se nombr6é como Gastrospirillum suis por su morfologia intensamente espiralada
(Goodwin et al., 1989; Barbosa et al., 1995), luego Helicobacter heilmannii 'y posterior a su
caracterizacion molecular se lo llamé Candidatus Helicobacter suis, sin embargo, en la actualidad
las tres son consideradas como idénticas. La evaluacion histolégica con la coloracién de Warthin-
Starry reveld la presencia de dos tipos morfologicos de bacterias: la primera, que se caracterizé por
su mayor tamafio y su morfologia intensamente espiralada, concuerda con las descripciones previas
de H. heilmannii; y la segunda, de menor tamafio y con forma de "s" itdlica corresponde
morfolégicamente con la bacteria que se ha denominado como H. pylori.

Bajo condiciones variables de cultivo se ha determinado en porcinos que H. pylori puede
adoptar la misma morfologia que H. heilmannii (Rodriguez y col, 2009). También se ha logrado
inducir la produccion de tlceras por H. pylori en cerdos libres de patégenos especificos (Eaton et
al., 1997) todos los estudios sugieren que estos microorganismos colonizan el estdmago del cerdo
0 que un mismo género podria asumir patrones morfoldgicos diferentes por causas inherentes al
ambiente gastrico del huesped (Makinde et al., 1990; Fox et al., 1997). Estas bacterias podrian ser
patégenos responsables de zoonosis y podrian transmitirse a partir de la especie porcina (Vale et al.,
2010; Baele et al., 2008; Liang et al., 2013).

La secrecion de acido gastrico es principalmente controlada por la hormona gastrina, la cual
es sintetizada por las células G de la mucosa estomacal. Cuando la gastrina es liberada, ingresa a la
circulacion sistémica y estimula las células parietales para secretar acido clorhidrico. El
Helicobacter pylori altera el control inhibitorio de la liberacién de gastrina y esto resulta en una
excesiva secrecion acida provocando ulceras pépticas (Sleinsinger et al., 2000).

Existen evidencias de la presencia de células G en etapas tempranas del desarrollo tanto en
humanos como en diferentes especies animales (Dauria, 2011). Desde el punto de vista
morfoldgico, en individuos adultos de diferentes especies, se describen formas que varian de
redonda a piramidal en humanos (UCGS, 2007; Ross and Pawlina, 2012); redonda, ovalada, de
huso y triangular en caballos adultos (Ceccarelli et al., 1995); piramidal en otras especies
domésticas y salvajes (Kitamura er al, 1990; Ceccarelli et al., 1995); y células de formas

redondeadas y piramidales en fetos de caballo (Dauria, 2011).




1.2 ESTOMAGO:
1.3 ESTOMAGO HUMANO

Descripcion anatémica

El estdbmago es una dilatacién sacciforme del tubo digestivo con forma de anzuelo o de J.
Esta localizado en el hemiabdomen superior e interpuesto entre el es6fago y el duodeno. Cuando
esta semirrepleto, sus dimensiones son aproximadamente de 25 cm de longitud, 12 cm de ancho y
un grosor de 8cm. Su capacidad oscila alrededor de un litro aproximadamente.
Para su descripcion se distinguen:

a) Una pared anterior, convexa

b) Una pared posterior, mas bien plana

¢) Un borde izquierdo, o curvatura mayor

d) Un borde derecho, o curvatura menor

e) Un extremo superior, con una dilatacion hacia la izquierda: la tuberosidad mayor

f) Un extremo inferior hacia la izquierda: la tuberosidad menor (Dos Santos, 1970).

Los ejes longitudinales del cuerpo gastrico y del antro forman un 4ngulo en la curvatura
menor, la interna o menor, donde se encuentra la incisura angular, y la externa o mayor, que es
aproximadamente 5 veces mas larga que la menor. Entre las dos curvaturas se extienden las caras

anterior y posterior. (Dos Santos, 1970).

Anatomicamente esta constituido por 4 regiones:
a) Cardias
b) Fundus, fornix o techo
¢) Cuerpo

d) Piloro o Region antropilérica (Farreras and Rozman, 2009; Gartnes and Hiatt, 201 1,; Roos

and Pawlina, 2012).

a) Cardias: es un esfinter ubicado en la parte superior del estomago, rodea al orificio de

desembocadura del es6fago y ademas representa uno de los puntos de fijacion del estomago.

b) Fundus o techo: es la porcién mas alta; esta situado por encima del cardias, en contacto con el

hemidiafragma izquierdo, y contiene la camara de gases.

c¢) Cuerpo: es la porcién mas grande del estdmago, su limite inferior es el antro.




d) Piloro o region antropildrica: el antro es el vestibulo del piloro. El piloro por su parte es un

esfinter que constituye el limite inferior de fijacion del estomago. Este se fija al higado a través del

ligamento hepatoduodenal (Farreras and Rozman, 2009).

Excepto la porcion del piloro unido al higado, el resto del estomago es movil, por lo tanto,
puede adaptarse a su contenido y a las demas visceras. (Dos Santos, 1970; Farreras and Rozman,

2009).

Arteria géstrica izquierds

Vena gistrica izquierda

Buibo duodenal

Figura 1: Esquema de las regiones anatomicas del estdémago.
Tomado de www.anatomiahumana.ucv.cl/efimadulo23.html

Vascularizacion

La vascularizacion gastrica depende del tronco celiaco, el mismo se origina de la aorta
abdominal, ramificandose desde la aorta a la altura de la parte superior de la vértebra L1, por debajo
del diafragma. La arteria celiaca se divide en: arteria gastrica izquierda, arteria esplénica y arteria
hepatica comun.

La arteria gastrica izquierda irriga el tercio inferior del es6fago y la porcion superior derecha

del estomago.




La arteria gastrica derecha, rama de la arteria hepatica, irriga su porcidn inferior derecha. Al
fundus llegan arterias gastricas cortas que son ramas de la esplénica, irrigan la parte superior de la
curvatura mayor, mientras que la parte inferior depende de la gastroepiploica derecha, rama de la
gastroduodenal, la cual a su vez, procede de la arteria hepatica.

La irrigacion venosa se realiza a través de la coronaria o géstrica izquierda, la pildrica, la
gastroepiploica derecha e izquierda y las venas gastricas cortas (Dos Santos, 1970; Farreras and

Rozman, 2009).

Inervacion

El aparato digestivo en general esta inervado por el sistema nervioso entérico (SNE). Este
Gltimo constituye el tercer componente del sistema nervioso autonomo (SNA), el mismo se
encuentra organizado en plexos ganglionares y plexos no ganglionares.

Los plexos no ganglionares estan constituidos por las diferentes fibras que conectan entre si
a las neuronas ubicadas en la capa subserosa, la muscular profunda y el plexo mucoso.

Los plexos ganglionares estan formado por el plexo mientérico o de Auerbach (ubicado
entre las capas musculares: circular interna y longitudinal externa) y el submucoso o de Meissner
(situado en la submucosa). Ambos poseen neuronas sensoriales y motoras, que, conectadas
sinapticamente por microcircuitos controlan la motilidad, el flujo sanguineo, la secrecion y la
absorcion (Blaser, 1992; Borsntein and Furness, 1992; Costa et al., 1992; Pifiol Jimenez y Paniagua
Estevez, 2006).

En el estomago las fibras preganglionares provienen del sexto al octavo segmento toraxico
de la medula espinal y las posganglionares del plexo celiaco. La inervacion parasimpética proviene
de los nervios vagos derecho e izquierdo. Los vagos conectan con el plexo de Auerbach y de
Meissner (Pifiol Jimenez y Paniagua Estevez, 2006).

En el sistema nervioso entérico existe una gran variedad de mensajeros quimicos en las
neuronas, las mismas poseen importantes funciones en la regulacion del aparato digestivo: actiian
como transmisores directos, como cotrasmisores o moduladores de la respuesta excitatoria
determinada por otras sustancias neurotransmisoras e influyen en el metabolismo de la célula

produciendo en ella un efecto tréfico (Costa et al., 1992; Pifiol Jimenez y Paniagua Estevez, 2006).

Sistema linfatico

El sistema linfatico gastrico se origina en los vasos linfaticos de la mucosa. Los linfonodos
celiacos constituyen el colector principal de la linfa géstrica y desde alli drena a los linfonodos

preadrticos y al conducto toraxico.




Estructura histologica

Desde el punto de vista histolégico el estdmago se divide en 3 regiones, de acuerdo al tipo

de glandula que contiene cada una de las mismas:

a) Region cardial (cardias)
b) Regidn pildrica (antro)

¢) Region fundica (fudus)

Células
psricmls

Gl
prindpils

K Clindulas mucosas

Figura 2- Esquema de las regiones histolégicas del estomago
Modificado de enciclopedia.us.es/index.php/Estomago

El estdmago esta constituido, basicamente, por el mismo modelo estructural general de todo el
aparato digestivo. Consta de cuatro tinicas fundamentales ellas son:

a) Tunica mucosa

b) Thnica submucosa

¢) Tanica muscular

d) Tunica serosa
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Figura 3: Esquema tridimensional de las tinicas que conforman el estémago.
Tomado y modificado de www.uap.uaz.edu.ar

Tanica mucosa: la membrana mucosa es una membrana gruesa y posee una suave
superficie aterciopelada. En estado fresco posee un color rojo anaranjado. Cuando el estdmago esta
vacio y contraido la superficie forma numerosos pliegues denominados arrugas géstricas, estas

tienden a desaparecer cuando el estdmago esta lleno.

Ademas, posee una red de surcos bajos que divide a la mucosa en su superficie; estas se
llaman 4reas gastricas convexas.

En cada una de esas areas el epitelio de la mucosa se invagina formando pequefios embudos,
denominados criptas gastricas o favéolas gastricas (Geneser, 2000; Hib, 2003) las glandulas
fundicas desembocan en el fondo de estas fosetas gastricas.

La mucosa esta revestida por un epitelio de revestimiento cilindrico simple. Estas células
cilindricas son llamadas células mucosas superficiales. Cada célula posee una gran dilatacion apical
llena de granulos de mucindgeno formando en conjunto una superficie secretora. En los cortes de
rutina con hematoxilina- eosina (H/E) aparece vacia debido a que los granulos de mucindgeno
desaparecen, sin embargo, si se fija adecuadamente, los granulos se tifien intensamente con azul de
toluidina y con las técnicas de PAS.

La secrecion mucosa de las células mucosas superficiales se conoce como moco visible
causa de su aspecto turbio. Forma una gruesa cubierta viscosa gelificada que se adhiere a la
superficie intestinal y protege contra la accion irritante de los componentes del quimo. Ademas, su

elevada concentracion en bicarbonato protege al epitelio del contenido acido del jugo gastrico.




El revestimiento del estémago no cumple una funcién absortiva importante; se absorbe solo
un poco de agua, sales y compuestos quimicos liposolubles.

Otro componente de la mucosa es la ldmina propia constituida por tejido conectivo, dentro
de la misma se encuentran glandulas en este caso llamadas glandulas géastricas que difieren en su
estructura de acuerdo al tipo de region del estomago a la que pertenecen, permitiendo, de esa

manera, dividir histolégicamente al estbmago en tres regiones:

a) Region cardial (cardias), parte mas cercana al orificio esofagico, que contiene glandulas

cardiales.
b) Regidn pildrica: se encuentran en la parte proximal al esfinter pildrico, conteniendo glandulas
pildricas.
c) Regidén findica: esta situada entre el cardias y el antro pildrico. Las estructuras glandulares

que poseen son las glandulas fundicas o gastricas (Ross and Pawlina, 2012).

Estas tres zonas glandulares no estan separadas por limites definidos ya que en las 4reas de

transicion dichas areas se entremezclan glandulas de distintas categorias.

Unién gastroesofagica Fundus del estémago

Figura 4: Esquema de las diferentes regiones que conforman
histolégicamente al estomago. Tincién H/E. Tomado de Cui D et al., 2011.




Glandulas fandicas:

Las glandulas fundicas gastricas o corpofundicas ocupan casi toda la mucosa, excepto las
regiones que corresponden al cardias y antro pildrico.

Las glandulas gastricas son glandulas tubulares simples ramificadas que se extienden desde
el fondo de las favéolas gastricas hasta la muscular de la mucosa. (Gartnes and Hiatt, 2011,; Ross
and Pawlina, 2012).

Cada tubulo glandular esta compuesto por 3 secciones:

Una parte principal, mas profunda llamada base o fondo (Geneser, 2000). La base suele
dividirse en dos o tres ramas que se enrollan cerca de la muscular de la mucosa, una parte media
llamada cuello y un istmo o parte superior. Por medio del istmo las glandulas desembocan en el

fondo de las criptas gastricas, a menudo varias glandulas en cada una de ellas (Geneser, 2000; Hib,
2003).

MUCOSA GASTRICA
REGION FUNDICA

Epitelio -

Lémina p :x Criptas gistricas
. j
I|
T ] R R ftsmo
Céluls mucosa ; : ol
del cuelle ', 48 - 'i,r'c vl 1‘* !| %a P°
by (I %) b 4 i
Células principates 1, . ¥ 47 0| & " J i ey
At 1Y b 'o {1 "' L 4_
SRt
BRI R “'
Células pariatales ¢ fof ':'" 2 "’ ‘;‘ #‘ ik e '1 ‘a I Cuerpo| Gléndula
11 A AH -2 o
12005 1"‘3 o TRRI J; ghstrica
Liminprop 1511008 b RGES HY RAERRE 24
Interglandular | ,"’Il.q'. TN ] ¢ i ¥i '-';
Haces de fibras _'{:,_ ey ‘&lltl ﬁj‘ A L3 :L
muscularas e ‘."ﬂ:’:i "“d "i . Q.!t..q.-._-.
PR AN '-1.-'-1# ! G5 P
AN T B TN e
Liminapropia * 1 & T @ S TR T Y= o
e e
Muscular de -
la mucosa
Submucosa A\ul-::r.ll
Capllar

Figura 5: Esquema de la regién fundica del estomago. Reproduccion de
un corte transversal de la misma. En la mucosa se observan las &reas
gastricas, las criptas, el epitelio cilindrico simple que la revisten. Las
glandulas corpoflindicas que atraviesan la ldmina propia. En el itsmo, cuerpo
y cuello se distinguen los tres tipos celulares: células mucosas del cuello,
células parietales y células principales. Finalmente las capas musculares
correspondientes a la muscular de la mucosa y la tinica submucosa. H/E.
Adaptado de Hib er al., 2003.

Las glandulas corpofiindicas estan compuestas por 5 tipos celulares:
a) Células mucosas del cuello

b) Células principales o adelomorfas
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c) Células parietales o delomorfas o células oxinticas
d) Células enteroendocrinas

e) Células indiferenciadas

a) Células mucosas del cuello:

Estan situadas en la region del cuello de la glandula findica. Entre estas también suelen
encontrarse células parietales. Las células mucosas del cuello secretan un moco soluble (liquido) a
diferencia del moco insoluble, viscoso y turbio producido por las células mucosas superficiales. La
liberacion de los granulos de mucinégeno esta inducida por estimulacién vagal (Ross and Pawlina,
2012). Estas son células cilindricas bajas con un nucleo basal, que suele ser aplanado. En los
preparados tefiidos con H/E el citoplasma aparece claro, pero con la tincion de PAS en el
citoplasma apical se puede apreciar la presencia de numerosos granulos coloreados moderadamente.
Al microscopio electronico se observa un nimero moderado de granulos densos en la porcion

apical, ademas de un aparato de Golgi bien desarrollado (Geneser, 2000).

b) Células principales o adelomorfas:

Son células secretoras de proteinas tipicas. Poseen un abundante reticulo
endoplasmico rugoso lo que imparte a esta region una afinidad tintorial baséfila, mientras que el
citoplasma apical es eosindfilo a causa de los granulos de secrecion, llamados también granulos de
cimogeno porque contienen precursores enzimaticos, aunque esta coloracién puede ser leve o no
visible cuando los granulos de secrecién no han sido conservados adecuadamente. Las células
principales secretan pepsindgeno y una lipasa débil. Al contacto con el jugo gastrico 4acido, el
pepsindgeno se convierte en pepsina. Estas células son mas abundantes hacia la base de la glandula

(Geneser, 2000).
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Figura 6: Diagrama de una célula
principal. La presencia de un rER muy
desarrollado produce una intensa basofilia
que se observa al microscopio optico. La
presencia de granulos de cimégeno hace
que la parte apical de la célula se tifia mas
débilmente. Tomado de Ross and Pawlina,
2012.

¢) Células parietales, delomorfas u oxinticas:

Se encuentran en el cuello de la glandula entre las células mucosas del cuello y en la parte
mds profunda de la glandula. Son células grandes a veces binucleadas y de forma mas o menos
triangular, con su base apoyada en la lamina basal y el vértice dispuesto hacia la luz glandular. El
nicleo es esferoidal y el citoplasma se tifie con eosina y otros colorantes acidos. Son facilmente
distinguibles al microscopio dptico; cuando son examinadas al microscopio electrénico se observan
abundantes mitocondrias y un sistema de canaliculos intracelulares que se comunican con la luz de
la glandula (Geneser, 2000).

Desde la superficie de los canaliculos se proyectan una gran cantidad de microvellosidades y
en el citoplasma contiguo a estos hay un sistema membranoso tabulo vesicular.

Es una célula de secrecion activa, ella es la encargada de producir acido clorhidrico (HCI),
en la luz de los canaliculos intracelulares.

Las células parietales poseen 3 tipos diferentes de receptores de membrana para sustancias
que activan la secrecion de HCI: receptores de gastrina, receptores histaminicos H; y receptores
acetilcolinicos M3. El principal mecanismo para la estimulacion de la célula parietal es la activacion

del receptor gastrinico por la gastrina (Lentz, 1997).
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Figura 7: Diagrama de una célula parietal. El
citoplasma se tifie con eosina debido a la abundante
membrana que comprende los canaliculos intracelulares,
el sistema tubulovescicular y las mitocondrias y la relativa
escasez de ribosomas. Basado en Ross and Pawlina, 2012.

d) Células enteroendocrinas

Se encuentran en todos los niveles de la glandula findica prevalecen mas en la base. Son
células pequefias que estan apoyadas sobre la lamina basal pero no siempre alcanzan la luz. Poseen
pequefios granulos de secrecion, los mismos suelen desaparecer durante las técnicas histolégicas de
rutina, y se logran ver con el microscopio electrénico, los mismos se encuentran limitados por una
membrana en todo el citoplasma. Son células muy dificiles de identificar debido a su reducido
tamafio. Antiguamente se las llamaba células enterocromafines por su capacidad de tinciéon con
sales de plata y cromo (Ito and Winchester, 1963). Segin su forma pueden clasificarse en abiertas y
cerradas. Las células abiertas alcanzan la luz glandular a través de un polo sensorial lleno de
microvellosidades, mientras que las cerradas no llegan hasta la luz. Ambas poseen granulos de
secresion que son eliminados por exocitosis en la region basal. Las células enteroendocrinas de las
glandulas corpofindicas se clasifican como células G, células D, células D, y células EC. Sus
productos de secrecion son: gastrina, somatostatina, péptido intestinal vasoactivo (VIP) y serotonina

respectivamente (Roos and Pawlina, 2012).
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Figura 8: Diagrama de una célula enteroendocrina. En el dibujo se
observa que la célula no llega a la superficie libre del epitelio. Los
granulos de secrecion suelen desaparecer durante la técnica
histologica convencional. El nicleo esta rodeado por una pequefia
cantidad de citoplasma. Tomado y adaptado de Ross and Pawlina,
2012.

e) Células indiferenciadas

Se localizan en la porcion del istmo de las glandulas. Son cilindricas o cubicas sin granulos
u otros componentes especificos en el citoplasma. Se encuentran en niimero reducido, pero pueden
sufrir mitosis y producir células que se diferencian a los otros tipos celulares de la mucosa del
estomago. Las células recién diferenciadas migran desde la porcion del istmo hacia la superficie o a
la profundidad de la glandula mientras se terminan de diferenciar a células totalmente desarrolladas

(Geneser, 2000).

Glandulas cardiales

Las glandulas cardiales estan limitadas a una pequefia porcion del estdmago, se encuentran
alrededor de la desembocadura del eséfago y son glandulas tubulares mucosas. Estan compuestas
principalmente por células secretoras de moco con ocasionales células enteroendocrinas

entremezcladas.




tipicamente repleto de granulos de mucindégeno. Su secrecion combinada con la de las glandula

esofagicas cardiales, contribuyen al jugo gastrico y también ayudan a proteger al epitelio esofagico

contra el reflujo acido del estdmago (Geneser, 2000; Hib, 2003; Ross and Pawlina, 2012).

MUCOSA GASTRICA
REGION CARDIAL

EPITELIO ESOFAGO

GLANDULAS ESOFAGICAS
GLANDULAS CARDIALES

CONDUCTOS EXCRETORES
{corte transversal)

CONDUCTO EXCRETOR
{corte longitudinal}

GLANDULAS CARDIALES

EPITELO GASTRICO

TUNICAMUSCULAR B CRIPTA GASTRICA

TUNICA SUBMUCOSA

GLANDULAS FUNDICAS

Figura 9: Esquema de la region cardial. Reproduccion de un corte
longitudinal de la pared inferior del esofago y la pared superior del estomago
(cardias y fondo). Tomado y adaptado de Hib, 2003.

Glandulas piléricas

Estan situadas en el antro pildrico (la parte del estomago entre el cuerpo y el piloro) son
glandulas tubulares, enrolladas y ramificadas. La luz es relativamente amplia y sus células
secretoras tienen un aspecto semejante al de las células mucosas superficiales por lo que su
secrecion es bastante viscosa. Entre las células del epitelio glandular hay células enteroendocrinas y

a veces células parietales (Ross and Pawlina, 2012).

Lamina propia

La lamina propia esta compuesta, ademas de las glandulas nombradas anteriormente, por
tejido conectivo reticular laxo muy rico en células principalmente fibroblastos, aunque también se
encuentran células del sistema inmune como linfocitos, plasmocitos, macréfagos y algunos

eosindfilos. Durante un proceso inflamatorio los neutréfilos aparecen en primera instancia. En la
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porcién pildrica, en la lamina propia suelen encontrarse linfonodulos solitarios. (Ross and Pawlina,

2012).

Muscular de la mucosa

Es muy desarrollada y compuesta por fibras musculares lisas en donde se distinguen dos

capas, una circular interna y una longitudinal externa.

Tiunica submucosa

Esta compuesta por tejido conectivo con abundantes vasos sanguineos, vasos linfaticos y

nervios. En ella se encuentra el plexo nervioso de Meissner (Hib, 2003).

Tunica muscular

Se compone de 3 capas de musculo liso:

a) oblicua interna
b) circular media

¢) longitudinal externa

La circular media se hace mdas gruesa cerca del piloro donde forma un grueso musculo
circular de cierre, el esfinter pilorico. Entre las capas musculares longitudinal y circular se

encuentra el plexo nervioso de Auerbach (Geneser, 2000; Hib, 2003).

Tunica serosa

También llamada peritoneo, recubre todo el estdmago salvo una pequefia zona en la parte

posterior, cerca del cardias. Esta compuesta por mesotelio (epitelio plano simple) y tejido conectivo.
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Figura 10: Esquema de la regién pilérica. Corte longitudinal de la mucosa de
la regidn pildrica, en la misma se observan criptas gastricas mas profundas y sus
gléandulas poseen células mucosas casi exclusivamente. Tomado y modificado

de Hib, 2003.

1.4 ESTOMAGO DEL CERDO

Descripcion anatomica

El estomago del cerdo posee forma de J con un diverticulo invertido hacia la izquierda del

orificio esofagico. Es un d6rgano voluminoso, su capacidad media es aproximadamente de 5,7 a 8

litros. Se ubica generalmente a la izquierda del plano medial con el eje mayor en direccion

transversal.

Cuando esta repleto, su curvatura mayor se extiende hacia atras sobre el suelo del abdomen,

s6lo su porcion pilérica queda topografiada hacia la derecha (Sisson and Grossman, 1969).

Este organo presenta dos caras, una derecha e izquierda respectivamente, y dos bordes,

dorsal y ventral. Los mismos estan unidos a las paredes abdominales por medio de los mesenterios

dorsal y ventral.

Ademdas presenta dos curvaturas: una curvatura mayor y

una curvatura menor (Vega

Gonzalez, 1974). La curvatura mayor que se relaciona con el diafragma, bazo, higado y suelo del

abdomen, la posicion del higado presiona al estomago provocando la inclinacion del mismo, de esta

manera, la region esofagica queda a la izquierda y la region gastrointestinal hacia la derecha. En la
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curvatura mayor (ventral) se inserta el omento mayor, o serosa que lo fija al techo del abdomen.
(Vega Gonzalez, 1974).

En su curvatura menor (dorsal) se dispone el omento menor que fija el estomago y la
porcién craneal del duodeno a la cara visceral del higado (ligamentos hepatogastrico y
hepatoduodenal, respectivamente).

Esta especie posee un estomago simple, aunque provisto de un diverticulo que se encuentra
en la parte superior del fondo y cuyo extremo se orienta caudoventralmente. Dicho diverticulo esta
revestido casi en su totalidad de mucosa glandular. Casi toda la mucosa gastrica es glandular,
exceptuando una estrecha banda cercana al cardias, la cual ofrece un color blanquecino y es de
enorme parecido a la mucosa del es6fago; dicha mucosa también reviste a una pequefia zona del
diverticulo (Dyce et al., 1991). La presencia de los diferentes tipos de glandulas cardiales, gastricas
y pildricas le confieren a la mucosa una coloracion que difiere a la de la zona aglandular. En el
piloro es caracteristica la presencia de una protuberancia formada por musculo liso y tejido adiposo,
denominado torus pyloricus, que disminuye el orificio del piloro.

Los linfonddulos gastricos se localizan junto al cardias y en la curvatura menor del
estobmago. Reciben aferencias de buena parte del estomago, del extremo caudal del eséfago,

diafragma y pancreas.

Figura 11: Esquema ubicacion anatéomica del estomago de cerdo.

La vascularizacion arterial del estdmago, como en el hombre, es multiple: la arteria principal
de la curvatura mayor la gastroepiploica derecha rama que da la arteria gastroduodenal junto al
piloro, y varias arterias provenientes del bazo a modo de vasos cortos. La curvatura menor se
encuentra vasculariza principalmente en su cara anterior, por una rama gastrica de la arteria

hepatica izquierda y su cara posterior, por una rama directa del tronco celiaco y por la arteria




diverticular, que proviene de la esplénica, llegando al estdmago desde el borde superior del cuerpo

del pancreas (Balén et al., 2000).

Por otra parte, el drenaje venoso de cada una de las zonas del estémago suele ir paralelo a
las arterias mencionadas, y es tributaria del sistema portal. El eséfago abdominal arterializa también

el cardias y parte del fundus gastrico (Balén er al., 2000). .

Estructura histologica

En el cerdo se describen dos zonas o regiones: a) region aglandular y b) glandular. La unién
de ambas zonas no es gradual sino es brusca (Vilches et al., 2005).

Tinica mucosa:

Las dos zonas difieren en su estructura histologica:

a) zona aglandular o esofagica: presenta epitelio estratificado plano y no se observan
glandulas.

b) zona glandular: presenta un epitelio cilindrico simple, que al invaginarse forma las
glandulas, que caracterizan a cada region de la mucosa glandular. Ese epitelio descansa mediante su
lamina basal en una ldmina propia de tejido conjuntivo laxo que lo sostiene y lo nutre. Ademas
presenta una muscular de la mucosa bien desarrollada. La mucosa muestra amplios pliegues que se
aplanan o distienden cuando el estomago se llena. El epitelio al invaginarse forma las fosetas o
criptas gastricas, éstas se continan con las glandulas. Las células prismaticas mucosas del epitelio
superficial segregan una sustancia protectora que impide la autdlisis de la mucosa, las células del
epitelio de revestimiento presentan un ritmo de reemplazo de entre 3 y 4 dias, ese reemplazo se da a
partir de las criptas o fosetas gastricas donde se puede observar una gran cantidad de células con
capacidad proliferativa. Las glandulas alli presentes ocupan la mayor parte de la lamina propia y
llegan hasta la muscular de la mucosa en forma muy ramificadas, entre ellas sélo se observan
algunas células y fibras del tejido conectivo (Caceci, 2006).

La region glandular del cerdo esta dividida en 3 regiones de acuerdo al tipo de glandulas que
se encuentran en la mucosa gastrica, al igual que el estomago de los humanos:

a) Region cardial: es extensa y recubre casi la mitad del estdbmago, incluyendo al
diverticulum ventriculi, en esta zona géastrica el epitelio cilindrico simple se invagina y forma las
glandulas cardiales, estructura que se sostiene en una lamina propia de tejido conjuntivo laxo y
llegan hasta la muscular de la mucosa. Estas glandulas son morfologicamente de tipo tubulosas
ramificadas y glomerulosas, vierten su secrecion a nivel de las criptas gastricas. El cuerpo de las
glandulas es corto y su luz es amplia. Su secrecion es de tipo mucoso (Trautmann y Tzy. Jos.,

1970).
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b) Region findica: ocupa un cuarto de extension, alli el epitelio cilindrico simple se
invagina y desarrolla las glandulas findicas, las mismas son tubulares simples ramificadas que
llegan hasta la muscular de la mucosa y se muestran tan unidas que apenas deja advertir el tejido
conjuntivo laxo de la ldmina propia. Las glandulas findicas son morfologicamente de tipo tubulares
rectas y ramificadas, llegan hasta la muscular de la mucosa. Las glandulas presentan las siguientes
partes: cuello, un cuerpo largo y un extremo ciego ligeramente dilatado, llamado fundus de la
glandula. El epitelio glandular esta formado por 4 tipos de células: células mucosas del cuello de la
glandula, células principales, células parietales y enteroendocrinas que no poseen diferencias
importantes con las mismas células del humano (Caceci, 2006).

¢) Region pilérica: es pequefia en extension, sus glandulas aunque presentan la misma
morfologia que las anteriores son mas cortas. Las criptas gastricas son mucho mas profundas
comparadas con las de las glandulas precedentes. Presentan dos tipos celulares: las mucosas y las
enteroendocrinas. En la region piloro-duodenal, pueden observarse a este nivel las glandulas de la
submucosa intestinal o de Brunner, que se proyectan hacia la submucosa gastrica. Ademas, la capa
media del tejido muscular se engrosa, formando el esfinter pildrico que, rodea la porcioén caudal del
estbmago y determina que la submucosa y la mucosa sobresalgan hacia la luz. En el cerdo esta
protuberancia denominada torus pyloricus es muy pronunciada.

Tinica submucosa: es aglandular, formada por tejido conjuntivo laxo, donde se localizan
vasos sanguineos, linfaticos y el plexo nervioso de Meissner. A esta tunica por su escaso grosor
también se le denomina tela submucosa.

Tuanica muscular: estd formada por musculatura lisa, dispuesta en tres capas con diferentes
direcciones: interna oblicua (esta capa solo se encuentra en determinadas areas), circular media y
longitudinal externa; el plexo mioentérico o de Auerbach se sitia entre las capas media y externa
pero sus fibras se irradian a la capa interna y se relaciona también con el plexo nervioso submucoso.
Los movimientos de esta capa favorecen la union de los alimentos con el jugo gastrico y el transito
hacia el duodeno.

Tuanica serosa: esta formada por un mesotelio y tejido conectivo laxo, donde se destaca la
presencia de fibras elasticas necesarias para la distension de este 6rgano (Dellmann and Brown,

1980).

1.5 HELICOBACTER SPP
Helicobacter spp es un microorganismo Gram negativo, curvo, espiralado, que mide
aproximadamente 3,5 x 0,5 micrémetros, posee numerosos flagelos en uno de sus polos (de 5 a 6) lo

que lo hace altamente mévil (Harris ef al., 1996; Burroni et al., 1998; Leite e Castro Chavez, 2002).
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Figura 12: Microscopia electrénica de Helicobacter pylori.
Tomado de Odriozola V. (2011).

Los flagelos aumentan su capacidad de movimiento, para poder atravesar la viscosa capa de
moco y tomar contacto con la superficie epitelial del estomago (Marshal ef al., 1994; Warren et al.,
1997; Leite e Castro Chavez, 2002; Lennart, 2007).

Es un microorganismo de crecimiento lento, se necesitan de 5 a 7 dias para poder apreciar
las colonias en medio salino (Blaser, 1992; Harris et al., 1996) y para su crecimiento en laboratorio
se requieren condiciones de microaerofilia (10% de CO,) y medios artificiales ricos en nutrientes
como peptona, triptona y, extracto de levadura, y sales como cloruro de sodio y bisulfito de sodio
(Magalhaes Queiroz, 1995), suplementados con sangre de caballo, polienriquecimiento con, suero
fetal bovino o ambos.

Esta bacteria produce diversas sustancias que le permiten adaptarse al ambiente 4cido del
estdmago para anidar y vivir en la superficie de las células epiteliales gastricas (Marshall, 1994;
Magalhaes Queiroz, 1995).

El Helicobacter sintetiza la enzima ureasa que cataliza la hidrolisis de la urea del jugo
gastrico, formando bicarbonato y amonio. El bicarbonato aumenta el pH alrededor de la bacteria
protegiéndola del medio acido. El amonio puede producir directamente dafio celular, también se ha
reportado que aumenta la retrodifusion de los iones H+, e inactiva el complemento (Marshall,,
1994; Magalhaes Queiroz, 1995). El amonio actia como un agente neutralizante del 4cido
clorhidrico lo que ocasiona aclorhidria y un pH géstrico neutro, que le permite al Helicobacter

moverse rapidamente y atravesar la capa mucosa para llegar al epitelio (Mai ef al., 1992; Atherton
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et al., 1996; Atherton et al., 1997; Atherton et al., 1999). Estudios en cerdos gnotobiontes (Eaton et
al., 1992 Eaton et al, 1997; Marshall, et al., 1998) indican que cepas mutantes de Helicobacter
pylori que son incapaces de producir ureasa, pierden la habilidad de colonizar el estémago, lo que
sugiere que la produccion de ureasa participa en la colonizacion de la mucosa gastrica y la

supervivencia del microorganismo.

Figura 13: Modelo molecular de la enzima
ureasa de Helicobacter pylori.
Disponible:http/www.resb.org/pdb/citing/html/
Protein Data Base.
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Esta bacteria, ademas posee varios elementos que le van a permitir unirse a determinados
receptores especificos de la superficie celular gastrica. Algunos de esos receptores son la fosfatidil
etanolamina y la N-acetil neuroaminil lactosa. Los factores de adherencia o adhesinas son proteinas
presentes en la pared exterior del bacilo que le permite alojarse en el endotelio gastrico por unién al
factor XII. Las adhesinas del Helicobacter estan constituidas por una hemoaglutinina radiante desde
la superficie de la bacteria con estructura tipo afimbrial y un didmetro de 2 nandmetros
perteneciente al grupo de los sialo conjugados. La adhesion es ventajosa y le permite a la bacteria
adherirse fuertemente al epitelio a través de los receptores anteriormente nombrados y protegerse
asi del acido clorhidrico (Cardenas et al., 2007).

Hasta el presente se han identificado mas de 13 especies incluidas en el género
Helicobacter, la mayoria de las cuales son colonizadoras eficientes del estomago de los mamiferos,
las mismas pueden causar lesiones de manera similar tanto en humanos como en animales (Fox er

al., 1997; Skirrow M, 1999).
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Tabla I: Bacteria del género Helicobacter 'y sus asociaciones. Tomado y adaptado de Skirrow M,

1999.
Flagelos | ,
Especies I fube P elll Asociacion
Numero || Tipo? " aditua
Gdstricas
bH. pylort 4-8 Up/Bp Hombre Gastritis cronica activa; fuerte asociacion con
(especie tipo) tlcera péptica y cancer gastrico
H. mustelae 4-8 Bp.L Hurones No patologia, a veces gastritis y ulceracion
H. nemestrinae |[4-8 Up/Bp Macaco No patologia
H. acinonyx 4-8 Up/Bp Leopardo Gastritis
H. felis 14-20 Bp.,F Gato, perro || No patologia/a veces gastritis
H. bizzozeronii || 10-20 Bp Perro No patologia
H. salomonis 5-7 Bp Perro No patologia
H. heilmannii >9 Bp Gato y perro || Gastritis crénica activa
gastritis en gatos y perros
) Cerdos Gastritis cronica activa
Intestinales
Pt “'"“ed’. 1-2 Up/Bp Hamster No patologia en hamster; proctocolitis en
bH. fennelliae 1-2 Up/BP hombres homosexuales
pi. cariss . 2 Bp Perro Proctocolitis en hombres homosexuales
O, westmeadli 1 Up Enteritis, hepatitis? Aislado de un nifio
Bacteriemia en hombres con SIDA
b, pullorum I Up (noE) | Pollo (Hepatitis vibrionica?
H. pametensis 2 Bp Gaviotas,
cerdo
H. cholecystus 1 Up Héamster Colangiofibrosis, pancreatitis
H. hepaticus 2 Bp Ratones Hepatitis; coloniza en ciego y colon
H. bilis 3-14 Bp,F Ratones Hepatitis; coloniza en ciego y colon
H. rodentium 2 Bp (noE) [[ Ratones
H. muridarum 10-14 Bp,F Roedores No patologia, puede colonizar en estomago y
H. trogontum 5-7 Bp,F Rata causar gastritis en roedores viejos
b Flexispira rappini 10-20 Bp,F Ovejas, No patologia conocida
ratones Abortos ovinos; ha sido aislado de pacientes
con diarrea cronica

LEYENDA:

 Up: unipolar, Bp: bipolar, L: lateral, F: fibrillas periplasmicas, (noE): no envainados
infecciones en el hombre
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TABLA I1. Helicobacter spp. colonizadoras de naturales de los estémagos de los animales y su

significado patogénico para los humanos. Tomado y adaptado de Haesebrouk et al., 2009.

Helicobacter especies

Anfitrién Natural (prevalencia,%)

Asociado con enfermedad gastrica

en humanos

H. suis Cerdos (60-80 en cerdos de abasto), Si
macaco (NA #), el mono mandril (NA)
H. felis Perro (47), gato (63), conejo (2-9), el Si
guepardo (NA <)
H. bizzozeronii Perro (70), gato (35) Si
H. Salomonis Perro (9), cat (2), conejo (0-4) Si
" Candidatus Helicobacter |Perro (20-100), gato (20-100), felinos Si
heilmannii " salvajes (NA ©), primates no humanos
(66)
H. baculiformis Gato (NA) No
H. cynogastricus Perro (NA) No
" Candidatus Helicobacter |Ganado (NA) Si

bovis "
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Helicobacter especies

Anfitrion Natural (prevalencia,%)

Asociado con enfermedad gastrica

en humanos

H. mustelae Ferret (0-100) No
H. Aurati Hamster sirio (50-100) No
H. nemestrinae ** Macaco (NA) No
H. acinonychis Guepardo (bajo), el tigre (NA) No
H. cetorum Ballenas (NA), delfines (NA) No
H. muridarum Los ratones (0-62) No

Referencias: " sinénimo heterotipica tarde de H. pylori - * ND: no disponible.
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La bacteria posee lipopolisacaridos de superficie (LPS) que se encargan de retrasar la
respuesta inflamatoria y de causar dafio a las células mucosas (Marshall,, 1994; Magalhaes Queiroz,
1995; Frisanche et al., 1996).

La infeccion por Helicobacter spp induce a la expresion de la sintesis del éxido nitrico que
actua sobre los radicales superdxidos formando metabolitos citotéxicos y dafiando la mucosa
gastrica, esto provoca un dafio tisular directo sobre la mucosa géstrica. Esta citotoxicidad est4
asociada a la formacién de vacuolas en la célula epitelial gastrointestinal y ulceraciones
superficiales (Megraud and Lamouliatte, 1992; Lopez y col., 2006; Cardenas ef al., 2007).

El Helicobacter expresa una proteina (Hsp 60) que pertenece a la familia de proteinas del
shock térmico, estas también provocan dafio tisular (Magalhaes Queiroz, 1995) asociada a procesos
apoptdticos.

Ademas, este microrganismo forma proteasas y lipasas que disminuyen la viscocidad del
moco gastrico, la fosfolipasa A, disminuye la hidrofobicidad de la membrana celular del epitelio,
mientras que la catalasa y la superdxido dismutasa protegen al Helicobacter de la respuesta
inflamatoria (Hui ef al., 1991; Konoshi et al., 1992). La bacteria deprime la concentracion local de
acido ascorbico, lo que disminuye la proteina antioxidante. Los radicales de oxigeno liberados por
la respuesta inflamatoria al reaccionar con otras sustancias podrian generar metabolitos toxicos para
la célula epitelial (Marshall, 1994). Ademas libera una proteina quimiotactica de neutréfilos que
atrae a los mediadores de la inflamacidon promoviendo la activacion de neutrdfilos, la activacion de
monocitos y macrdfagos, la produccion de leucotrienos, la aparicion de fendmenos autoinmunes,
infiltracion y la degranulacién de eosindfilos. La bacteria es capaz de interrumpir la maduracion de
los fagosomas de los macréfagos, modula e interfiere con las funciones inmunolégicas de los
linfocitos T. La accion inflamatoria sobre el epitelio gastrico disminuye la cantidad de células
enteroendocrinas D que sintetizan somatostatina, inhibidor natural de las células G productoras de
gastrina (Eaton et al., 1997) lo que provoca un aumento de gastrina incrementando de esta manera
la secrecion del jugo gastrico (Cardenas et al., 2007) y por ende aumenta la secrecion de acido
clorhidrico, el cual provoca este desbalance entre factores agresivos, en este caso estan aumentados,
y defensivos que se encuentran disminuidos, esta pérdida de la homeostasis local puede generar una

lesién ulcerada (Mazell et al., 1991; Frisanche, 1996).
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Figura 14; Esquema infeccién por Helicobacter pilory. 1) Helicobacter penetra
la capa mucosa del estomago y se adhiere a la superficie de la mucosa epitelial
gastrica. 2) A partir de la urea el H. produce amoniaco. 3) El H. migra y prolifera
al foco infeccioso. 4) Se desarrolla una ulcera gastrica con destruccién de la
mucosa, inflamacién y muerte celular.

Tomando y modificado de www/es.prmob.net.html

1.6 GASTRITIS

La gastritis en términos generales, corresponde a la inflamacion de la mucosa géastrica. No
resulta facil clasificar los diferentes tipos de gastritis. Clasicamente se habia utilizado una
clasificacion que las dividia en: gastritis tipo A (atréfica, predominantemente en el cuerpo y a
menudo con componente inmunoldgico), gastritis tipo B (superficial predominantemente en el
antro) y tipo C (de origen quimico). En el afio 1990 se propuso la clasificacion denominada Sistema
Sydney, que engloba criterios endoscépicos, histolégicos y etiologicos. En 1994 esta clasificacion
fue revisada y es alli cuando se aconseja incluir biopsias de la incisura gastrica, lugar donde suelen
ser mas intensos los fendmenos inflamatorios y la atrofia.

Con el uso de este sistema las gastritis quedaron clasificadas en agudas, crénicas y formas
especificas de gastritis, dividiéndose a su vez las gastritis cronicas en atroficas y no atréficas. De
todas formas los nuevos conocimientos sobre la patogenia de las gastritis, principalmente las
provocadas por Helicobacter spp, estan obligando a revisar constantemente estos conceptos y
terminologia (Farreras and Rozman, 2009).

Las diferencias entre los diversos tipos de gastritis estan relacionadas a los diferentes tipos
de mucosa que presenta el estomago, la mucosa fundica que ocupa el cuerpo y el fundus y la

mucosa pildrica que ocupa la zona antral y pilérica. (Valdivia Roldan, 2011).
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Gastritis aguda

Las Gastritis Agudas se caracteriza por un infiltrado inflamatorio que es predominantemente
neutrofilico y es usualmente transitorio en su naturaleza, puede acompafiarse de hemorragia de la
mucosa, erosiones y si las lesiones son muy severas asociarse a sangrado (Valdivia Roldan, 2011).

Existen gastritis agudas catarrales secundarias a infecciones virales o bacterianas generales,

en tales casos el compromiso gastrico no es lo mas importante de la enfermedad (Durarte, 2010).

Gastritis aguda erosiva o ulcerada

Este tipo de gastritis se observa principalmente en dos situaciones: secundarias a cuadros
patologicos graves con repercusiones multiorgénicas tales como, estrés, shock, sepsis, lesiones
graves del sistema nervioso central o secundarias a ingestion de alcohol, 4cido acetil salicilico, anti-
inflamatorios no esteroidales.

La mucosa gastrica se presenta hiperémica, edematosa con petequias dispersas, erosiones e
incluso ftlceras. Generalmente ocurre hipersecrecion de dacido clorhidrico, modificaciones
microcirculatorias inducidas por el shock o la sepsis que determinan isquemia, menor produccién de
mucus y déficit de prostaglandinas principalmente en gastritis inducidas por los anti-inflamatorios
los cuales inhiben su sintesis (Durarte, 2010; Valdivia Roldan, 2011).

Cuando la gastritis es secundaria, debido a enfermedades graves, a veces constituye un
fenomeno agonico terminal y en general pasa inadvertida. En algunas ocasiones las lesiones
erosivas pueden sangrar, o rara vez perforarse. Cuando cede el fendmeno inflamatorio las erosiones

curan por regeneracion de la mucosa (Farreras and Rozman, 2009, Durarte, 2010).

Gastritis crénica

La gastritis cronica es una inflamacidén que afecta solo la mucosa, no genera alteraciones
macroscopicas caracteristicas ni sintomatologia definida, e inclusive puede ser asintomatica. A este
tipo de gastritis crénica se la conoce como gastritis cronicas simples o gastritis crénicas comunes.
Es una entidad que por lo general se reconoce con el diagndstico histopatoldgico. Las gastritis
cronicas fibréticas o granulomatosas son muy poco frecuentes (Farreras and Rozman, 2009;
Durarte, 2010).

Histoldgicamente se pueden encontrar:

a) Gastritis cronicas superficiales: con alteracidon degenerativa en células del istmo,
infiltracion de linfocitos y plasmocitos preponderantemente en la porcidn superficial de la lamina
propia, entre las faveolas gastricas, la infiltracion incluye también neutréfilos.

b) Gastritis atréficas: con mucosa adelgazada disminucion de la cantidad de glandulas y

simplificacion de las glandulas remanentes. Ademas se observa, inflamacion linfocitaria y

plasmocitaria en todo el espesor de la lamina propia, acompafiado de neutrofilos en la
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mucosa findica puede producirse un reemplazo de las glandulas de tipo pilérica (metaplasia

pildrica), tanto en la mucosa findica como la pildrica puede haber metaplasia intestinal

donde el epitelio de la cripta y de las glandulas esta reemplazado por células caliciformes y

células cilindricas similares a las de intestino (Valdivia Roldan, 2011).

Desde el punto de vista clinico-epidemioldgico existen 3 tipos de gastritis cronicas:

a) Gastritis cronicas atréficas de predominio corporal: se asocian con anemia perniciosa
y puede coexistir con lesiones tiroideas y suprarrenales de tipo autoinmune.

b) Gastritis cronica con predominio antral: son frecuentes en pacientes con Ulceras
duodenales, suele ser una forma de gastritis superficial, sin atrofia. Se considera que esta gastritis es
causada por Helicobacter pylori.

¢) Gastritis cronica atrofica multifocal antral y corporal: comienza en la curvatura
menor, en forma de numerosos puntos dispersos. A medida que aumenta la edad, se extiende en la
curvatura menor o puede continuar comprometiendo ambas caras del cuerpo gastrico. En casos muy
extremos puede causar aclorhidria. Se ha sugerido que este tipo de gastritis es producida
principalmente por factores externos, por lo que también se la denomina gastritis ambiental. Entre
esos factores se considera el mas importante en la iniciacion de las gastritis es el Helicobacter

pylori (Durarte, 2010; Valdivia Roldan, 2011).

Gastritis corrosiva

Se pueden dar otro tipo de gastritis denominadas corrosivas estas resultan de la lesion

gastrica provocada por la ingesta de sustancias cdusticas (Durarte, 2010; Valdivia Roldan, 2011).

Ulcera gastrica

La Glcera gastrica es una pérdida focal de tejido que compromete al menos todo el espesor
de la mucosa y parte de la submucosa, pudiendo extenderse a todo el espesor del 6rgano, se cura por

reparacion de las tinicas subyacentes de la mucosa y por regeneracion atipica de la mucosa.

Ulcera gastrica aguda

La tlcera gastrica aguda forma parte del cuadro de las gastritis erosivas, suelen ser pequefias

miden desde milimetros a un centimetro. Se situan en cualquier zona del estémago.

Ulcera gastrica cronica

Se presenta en forma de crisis recurrentes, que se resuelven por la cicatrizacion de la ulcera.
Estas crisis suelen repetirse meses o afios después. Macroscopicamente en estomago se ubican en la
curvatura menor del antro, en otras zonas con gastritis crénica atrofica (Farreras and Rozman, 2009;

Sainz et al., 2009; Durarte, 2010).
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Generalmente son Gnicas, infrecuentemente se encuentran en zonas vecinas a la mucosa
productora de acido clorhidrico y pepsina, pero no en esa misma mucosa. Se presentan de forma
ovalada, con bordes netos y paredes verticales. Puede llegar a medir entre 1 a 3 cm (Durarte, 2010).

Histoldgicamente se observa que el fondo de la dlcera esta formado, desde la superficie a la
profundidad, por las siguientes capas: tejido necrético y fibrina, células polimorfonucleares, tejido
granulatorio, tejido conectivo fibroso en la base de las Glcera o callo. La mucosa presenta anaplasia
de regeneracion, con formacion de pequeiias favéolas y una capa de epitelio aplanado que comienza
a re-epitelializar el fondo de la ulcera. La muscular de la mucosa y la muscular propia estan
interrumpidas, los cabos de la muscular propia se introducen en la muscular de la mucosa (Farreras
and Rozman, 2009; Sainz et al., 2009).

Dentro de la patogenia de la tlcera se tienen en cuenta factores fisiopatoldgicos y factores
genéticos.

Factores fisiopatologicos:

a) Las condiciones que determinan un aumento absoluto o relativo de acido clorhidrico
y pepsina parecen ser mas importantes en la génesis de las ulceras duodenales. Entre ellas se
mencionan el aumento de células parietales, principalmente de la mucosa fundica, mayor respuesta
de las células G productoras de gastrina por aumento de su numero o de su produccidn, el
vaciamiento gastrico acelerado y disminucién del pH duodenal.

b) Las condiciones que deterioran la barrera mucosa y favorecen la retrodifusion de
protones. En este caso es importante la inflamacion cronica de la mucosa. Otros factores

considerados son episodios de isquemia focal (Farreras and Rozman, 2009; Sainz et al., 2009).

Factores genéticos:

Principalmente estan asociadas a ulceras duodenales no estomacales (Sdinz et al., 2009).

31




NORMAL LEVE MODERADA SEVERA NORMAL LEVE MODERADA SEVERA

CELULAS MONONUCLEARES METAPLASIA INTESTINAL

Figura 15: Esquema de la clasificacién escala Sydney modificada. Gastritis atréfica
y metaplasia intestinal evaluadas segun la escala analdgica visual de la clasificacion de
Sydney modificada. Tomado y adaptado de Capelle ef al. , 2010.

Gastritis provocadas por Helicobacter spp

La colonizacion de la mucosa gastrica por Helicobacter spp induce a una reaccion
inflamatoria de caracter agudo y difuso en cuerpo y antro en humanos, mientras que en los cerdos
dichas lesiones se observan en la pars oesophagea (Atherton et al., 1996). La reaccion aguda se
transforma con el tiempo en una inflamacién cronica de predominio antral inicialmente en la
superficie donde se puede apreciar un aumento del numero de plasmocitos, linfocitos, eosinéfilos y
neutréfilos en la ldmina propia. Este infiltrado puede ocupar toda la superficie de la mucosa y la
zona faveolar, pero no afecta la zona glandular. El epitelio de revestimiento puede mostrar
anormalidades en las células cilindricas con alteraciones de los nucleos y aparicion de células
caliciformes. En la progresion de la inflamacion, el infiltrado se extiende a toda la profundidad de la
mucosa llegando a formar linfonddulos. Con el tiempo, la gastritis no atréfica progresa a atrofia
gastrica, en la cual las lesiones caracteristicas son la pérdida de glandulas y el colapso del
entramado reticulinico (Crawford, 2000; Ladeira et al., 2004).

Junto con la atrofia glandular suele coexistir un proceso de metaplasia, que consiste en la
sustitucion de la estructura normal de la mucosa géastrica por una de tipo intestinal o pseudopildrica.

En la metaplasia intestinal aparecen agregados de células caliciformes, tanto en la superficie como
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en las criptas de la mucosa, esto le confiere a la mucosa gastrica el aspecto de mucosa intestinal,
con la presencia de vellosidades, células con ribete en cepillo y células de Paneth (Mulet ef al,
2005).

La atrofia gastrica y la metaplasia son factores de riesgo para el desarrollo de cancer
gastrico.

En el cerdo la aparicion de las lesiones causadas por H. spp es controversial, mientras que
para algunos investigadores la infeccion por este microrganismo provoca en el antro, una
infiltracién de células mononucleares de manera difusa y leve con agregado linfocitico o foliculos
linfoides en la lamina propia (Queiroz et al., 1990) para otros, las lesiones observadas en el antro se
destacan por un infiltrado leucocitario granulocitico leve con presencia de exudado neurofilico en el
lumen de las glandulas gastricas aunque no aseveran que la presencia de este infiltrado sea propio
de la infeccion por esta bacteria (Park et al., 2004). Cerdos infectados experimentalmente con H.
suis presentaron lesiones compatibles a gastritis cronicas y lesiones neoplasicas como displasia
gastrica e hiperplasia del tejido linfoide asociado a mucosas (Park et al., 2003; Rodriguez y col,
2008).

Los factores que determinan que en algunos animales las lesiones de gastritis cronica
permanezcan estables por periodos de tiempo muy prolongados, y en otros evolucionan en una
rapida progresion hacia la atrofia, no son bien conocidos. Se cree que estan muy relacionados con la
heterogeneidad gendmica del Helicobacter como asi también con la susceptibilidad del huésped y
las caracteristicas de la respuesta inmune. El diagndstico de gastritis cronica es exclusivamente
histoldgico, sin embargo, hay algunas pruebas que pueden sugerir el diagndstico o complementarlo

al detectar alteraciones funcionales asociadas (Hui et al., 1991; Mulet et al., 2005).

33




Muscular de

Ia mucosa

Helicobacter pylori
Infaccién

Inflamacién

Ulcera giistrica

Figura 16: Diagrama ilustrativo de tilcera gastrica provocada por Helicobacter pylori.
Tomado y adaptado de www.healthtap.com

TABLA III: Resumen de lesiones gastricas en diferentes especies animales infectados natural o
experimentalmente con Helicobacter spp. Tomado y modificado de Haesebrouk et al., 2009.

Especies | Helicobacter | Infeccion Lesion Lesion La localizacién | Referencia
animales macroscopica histologica | de Helicobacter
gastrica (s) gastrico (s) sp.
Cerdo H suis Natural Enrojecimiento de la |ND “* Antro, fundus  |Goto et al., 2000
superficie
Ninguno ND Antro, fundus  |Hellemans et
al.,2007.
Enrojecimiento y Antro: un Antro: en el
edema de la mucosa, | infiltrado difuso [moco, en la luz
erosiones ocasionales de células de las fosas, en|Mendes et
y hemorragia mononucleares |la superficie de
con infiltrado |la al., 1990.
neutrofilico |mucosa; correla
ocasional y |cidbn  positiva
foliculos entre la
linfoides presencia de
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Especies

animales

Helicobacter

Infeccion

Lesion
macroscépica

gastrica (s)

Lesion
histolégica

gastrico (s)

La localizacién

de Helicobacter

sp.

Referencia

bacterias y
gastritis pildrica

Cerdo

H. suis

Natural

Pars oesophagea:

hiperqueratosis con
coloracion amarilla o

ulceras cronicas

Pars
oesophagea:
aumento del
grosor de
epitelio, la
elongaciéon  de
las papilas,
paraqueratosis,
células globosas
o tulceras
pépticas
cronicas (capas
de necrosis,
numerosas
células
inflamatorias, y
tejido de
granulacion y
fibrosis); antro:
difusa leve
infiltracién  de
células
mononucleares
en la lamina
propia con
multiples
agregado
linfocitico o
foliculos
linfoides

Antro, fundus,
cardias; correlac
ion positiva
entre la
presencia de
bacterias y
lesiones en la
pars
oesophagea:

Queiroz et al.,

1990.

Experimen
tal

Pars oesophagea: no

hay lesiones
preulcerative y
ulcerosas

Antro: difusa
leve infiltracion
mononuclear en
la ldmina propia
con multiples
linfocitica
agregados o
foliculos
linfoides

Antro: en el
moco que
recubren la
superficie del
epitelio y en la
foveola
superficie; fund
us: en foveola
glandular se
extiende hasta la
mitad de las
fosas gastricas
y, a menudo en
estrecha
asociacion con
las células
productoras de
moco y células

Hellemans
et al, 2005.
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Especies

animales

Helicobacter

Infeccion

Lesion
macroscopica

gastrica (s)

Lesion
histolégica

gastrico (s)

La localizacién

de Helicobacter

sp.

Referencia

parietales

Experimen
tal

Ulceracion
gastroesofagico,
ulceras de la mucosa
glandular, foliculos
linfoides, el exceso
de moco luminales, y
edema de la mucosa

Pars esofagica:
ulcera

péptica; antro,
cardias, fundus:
difusa
infiltracion de
células
mononucleares
en la lamina
propia con
multiples
foliculos
linfoides

Cardias, antro:
extracelularmen
te

Krakowka et al.,
2005.

Ratones

C57BL

H. pylori

H. felis

Experimen
tal

ND

Lesiones
gastritis graves
mas severas con
H. felis con
infiltrados
leucocitario, con
un bajo nimero
de neutrdfilos
Alto dafio a
nivel células
epiteliales ,
cambios
morfoldgicos
similares a
carcinogénesis
humana

ND

Thompson et al.,
2004.
Zangh et al.,2012

Gerbos
de

Mongolia

H. pylori

Experimen
tal

Gastritis severa,
con presencia de
un infiltrado
inflamatorio,
alto dafio
epitelial y
faveolar.
Desarrollo de
neoplasia
gastrica después
de las 60
semanas.

ND

Zheng Q et al.,2004

Referencias :

metil- N -nitro- N "-nitrosoguanidina

un ND, no se describe-> NHPh, no H. Helicobacter pylori especies-- MNNG, N -
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1.7 HORMONAS GASTROINTESTINALES

Las hormonas gastrointestinales son necesarias para regular las diversas funciones de
motilidad, secrecidn y absorcion, del tracto gastrointestinal (GI). Los mecanismos de regulacion
neuro-humoral permiten integrar las actividades del sistema gastrointestinal ya que la mayoria de
las células musculares y secretoras tienen una actividad intrinseca que les confiere algun grado de
autonomia. Es asi que la funcion coordinada del sistema digestivo resulta de la interaccion entre los
sistemas reguladores y las propiedades locales intrinsecas.

El tracto GI es el mayor 6rgano endocrino del organismo. La propia endocrinologia surge
del descubrimiento de una hormona gastrointestinal, la secretina, descubierta en 1902 (Leite e
Castro Chavez, 2002).

De acuerdo con el concepto tradicional, una hormona GI es una sustancia producida por un
tipo de células endocrinas dispersas por una region relativamente bien definida del tracto
gastrointestinal proximal. Desde aqui es liberada a la sangre por un estimulo especifico (actividad
nerviosa, distension, estimulo quimico) y transportada por la misma hacia una célula efectora, en un
determinado 6rgano blanco, donde regula su motilidad, su secrecién o hasta la proliferacion de sus
células.

Existen varias hormonas GI que poseen una funcion perfectamente establecida como lo son
la secretina, colecistocinina (CCK), gastrina, péptido gastrico inhibidor (GIP) y motilina (Leite e

Castro Chavez, 2002).

Distribucidn vy liberacién de hormonas gastrointestinales

Las hormonas gastrointestinales se sintetizan en células endocrinas distribuidas en la mucosa
GI desde el estomago hasta el colon. Las células endocrinas intestinales son miembros del llamado
sistema APUD actualmente denominadas células del sistema enteroendocrino difuso (DNES),
células que captan y descarboxilan precursores aminicos (Garnet and Hiatt,, 2011, Garnet and
Hiatty, 2011). Las células enteroendocrinas se diferencian a partir de la misma progenie de las
mismas células madres de las que derivan las demas células epiteliales del tubo digestivo (Ross and
Pawlina, 2012).

Ultraestructuralmente, las células endocrinas GI tienen granulos de secresion concentrados
en la base, cerca de los capilares sanguineos. Los granulos se funden con la membrana celular y se
liberan las hormonas en respuesta a determinados estimulos nerviosos, fisicos o quimicos
relacionados con la presencia de alimentos en el lumen GI. Estas células poseen microvellosidades
en la membrana apical que pueden contener receptores a los cuales se ligan sustancias del contenido

luminar (Leite e Castro Chavez, 2002).
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Las células enteroendocrinas no solo producen hormonas gastrointestinales sino también
sustancias de accion paracrina. Una sustancia paracrina se diferencia de una hormona porque se
difunde localmente hacia su diana celular en vez de ser transportada por el torrente sanguineo hacia
una célula efectora. Una sustancia, bien conocida, que parece actuar de esta forma es la
somatostatina, cuya funcién es inhibir otras células endocrinas Gl e insulares pancreaticas (Ross
and Pawlina, 2012).

Otros agentes con actividad local que se han aislado de la mucosa gastrointestinal, son los
neurotransmisores. Estos agentes son liberados desde terminaciones nerviosas cercanas a la diana
celular, por lo general las células del musculo liso de la muscular de la mucosa, la tinica muscular
propia o la tunica media de los vasos. Los péptidos hallados en las fibras nerviosas del tubo
digestivo son el péptido vasoactivo (VIP), bombesina y encefalinas.

Las hormonas cuyo sitio de sintesis es el estdmago son

Hormona Sitio de Sintesis Accion
Gastrina Células G (estdmago) - Estimulacion de la secrecion
acida
- Inhibe el vaciamiento géstrico
Somatostatina Mucosa del tubo digestivo - Inhibe la secrecion de gastrina

(Hormona - Inhibe la secrecidén

paracrina) -Inhibe la secrecion de otra
hormonas gastrointestinales

Histamina Mucosa del tubo digestivo - Estimula la secrecién acida

Bombesina Estomago - Estimula la liberacion de
gastrina

Encefalina Mucosa y musculo liso - Estimula la contraccién del

musculo liso (GI)

- Inhibe la secrecion intestinal
Mucosa y musculo liso de - Estimula la  secrecion
todo el tubo digestivo pancredtica

- Estimula la secrecion intestinal

- Inhibe la contraccion del
musculo liso

- Inhibe la contraccion
esfinteriana
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Existen otras hormonas cuyos sitios de sintesis son otras porciones del tubo digestivo pero realizan

su funcion en estébmago:

Hormona Accion

Secretina - Inhibe la secrecién gastrica

Péptido Inhibidor Gastrico - Inhibe la secrecion gastrica
Motilina - Aumenta la motilidad géstrica

Péptido YY - Inhibe la secrecién gastrica y el vaciamiento
gastrico

Péptido simil glucagdén 1(GLP-1) - Inhibe el vaciamiento gastrico

(Modificado de Geneser, 2000; Leite e Castro Chavez, 2002; Eynard, Valentich y Rovasio, 2008).

1.8 GASTRINA

Es un péptido que se presenta en varias formas moleculares en funcion de su tamafio, carga
eléctrica molecular y actividad biologica. Generalmente se presenta, en sus formas mayores, como
un péptido grande de 34 aminoacidos (6-34) o como un péptido pequefio de 17 residuos (6-17);
obtenido a partir del extremo COOH de 6-34. Las formas menores conocidas como minigastrina (6-
14, 6-6, 6-4) juegan un papel responsable en la actividad bioldgica siendo precisamente los tltimos
cinco aminoacidos del extremo COOH, la porcién funcional de la molécula de gastrina.

La gastrina es producida, almacenada y secretada por las células G localizadas en el antro y
en la parte superior del duodeno. La secrecion de gastrina por las células G es regulada entre otros,
por el cuerpo luminar, ya que las mismas, en su superficie apical, presentan receptores que reciben
los estimulos directamente del contenido de la luz del estdmago. Son especialmente efectivos los
productos de degradacion de las proteinas principalmente los aminoacidos (Geneser, 2000). La
distension del estdbmago, estimulos de neuronas vasolaterales y otras células endocrinas, también
son factores que estimulan la produccion de gastrina (Hersey and Sachs, 1995; Atherton et al.,
1999). Todos estos signos incrementan la concentracion de Ca*? intracelular lo cual causa que los
granulos de secrecion se unan a la membrana plasmatica y liberen gastrina dentro de la circulacion
(Walsh, 1994).

En el jugo gastrico, nutrientes ricos en aminoacidos especialmente aromaticos, dietas aminas
y Ca*? inducen la secrecion, presumiblemente por accién directa sobre los receptores ubicados en la

cara luminal de las células G (Ray et al., 1997,; Ray et al., 1997; Conigrave et al., 2000).
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La secrecion de gastrina es regulada por el contenido gastrico, por la actividad vagal y por
factores de la circulacién sanguinea. La misma, aumenta por la presencia de péptidos o
aminoacidos, como fenilalanina y triptofano, que actiian directamente sobre las células G (Leite e
Castro Chavez, 2002).

También actian como factores liberadores de gastrina los péptidos liberadores (GRP o
gastrine releasing peptide) y la acetilcolina (Morales Espinoza y col., 1999).

La liberacion de gastrina por células G es inhibida por la liberacion de somatostatina
secretada de manera paracrina por las células antrales (D-cells) (Larsson et al., 1979; Schubert et
al., 1998).

La liberacion de gastrina es suprimida cuando el pH luminar antral cae por debajo de 3.
Adicionalmente, este control inhibidor ejercido sobre la liberacion de gastrina es también ejercido
por la colecistoquinina y otras enterogastronas liberadas desde el intestino delgado. La inhibicién de
la secresion de gastrina, ejercida tanto por el acido gastrico como por la colecistoquinina esta
mediada principalmente por la liberacion de somatostatina por las células D de la mucosa antral.
Estas células D estan en intima proximidad con las células G y la somatostatina liberada por ellas
ejerce un control paracrino inhibidor tanto para la sintesis como para la liberaciéon de gastrina

(Soriano Alvarez, 1998).

Figura 17: Modelo molecular de la hormona gastrina.
Tomado de www2.alsbimnjournal.cl/AJ30-5.
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Funcién de la gastrina

La accion principal de la gastrina es estimular la secrecion de acido por la mucosa gastrica.
La gastrina induce la liberacion de histamina producida por las células ECL (enterocromafines)
(Hakanson et al., 1970; Leite e Castro Chavez, 2002).

La histamina aumenta la secrecidn gastrica por unirse a los receptores H2 de las células
parietales. Esta union de la histamina a los receptores (H2R) en dichas células hace que las mismas
activen la secrecion de acido clorhidrico. Si bien las células parietales poseen receptores para
gastrina, estudios in vivo han demostrado que la influencia de la gastrina en la secrecion gastrica, se
debe sobretodo a la estimulacion de la secrecion de histamina. En condiciones normales cuando el
pH luminal llega a 3, las células D antrales secretan somatostatina la cual inhibe la accién de la
gastrina y en consecuencia se reduce la secrecion acida (Lennart et al., 2007).

Otra de las funciones mas importantes de la gastrina se relaciona con su actividad troéfica,
ella estimula la sintesis de ARN, proteinas y ADN, y en consecuencia la proliferacion de células de
la mucosa del intestino delgado, del coldn y de las glandulas oxinticas del estdbmago. Si se procede a
realizar una antrectomia, estos tejidos se atrofian. La administracion exdgena de gastrina impide la
atrofia (Lennart et al. 2007).

La gastrina también estimula el crecimiento de las células ECL del estomago y ejerce accion
sobre la contraccion y la actividad eléctrica del musculo liso (Leite e Castro Chavez, 2002; Lennart

et al. 2007).
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Figura 18: Diagrama ilustrativo del control de la secrecion de
acido en el estomago. Tomado y modificado de Kariya et al., 1986.

Durante el curso de una gastritis producida por Helicobacter spp, dicho agente actia sobre las
células G productoras de gastrina, provocando alteraciones histoldgicas y funcionales en las
mismas, lo que provoca un incremento de la secrecion del jugo gastrico, por ende la secrecion de
acido clorhidrico también aumenta, produciendo ulceracion. La implicancia del Helicobacter spp en

enfermedades gastricas del ser humano y los animales lo ubica dentro de las primeras causas de
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predisposicién de cancer gastrico y su potencial zoonosis como un factor de riesgo para la salud
humana. Este estudio aportara conocimientos no solo en el campo de la medicina humana sino
también en especies animales que comparten dicho agente causal, permitiendo indagar sobre

posibles impactos zoondticos entre especies susceptibles a dicho agente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Investigar la relacion entre la presencia del Helicobacter spp. y la funcionalidad de células

productoras de gastrina en biopsias gastricas de humanos y muestras gastricas de cerdos con

gastritis provocadas por dicho agente causal.

2.2 Objetivos especificos

>

Determinar a través de diagnostico histopatologico la presencia de gastritis en biopsias

gastricas de humanos y muestras gastricas de cerdos.

Determinar la presencia de Helicobacter spp. en estdmagos de humanos y cerdos con

gastritis utilizando tinciones histoldgicas convencionales e inmunohistoquimica.

Realizar estudios morfométricos de las diferentes especies de Helicobacter spp en

muestras gastricas de cerdos.

Detectar en muestras gastricas de humanos y muestras gastricas de cerdos con gastritis
con o sin Helicobacter spp. la presencia de células G productoras de gastrina por

técnicas inmunohistoquimicas

Estudiar la relacién presencia de Helicobacter spp. y porcentaje de células productoras

de gastrina en biopsias gastricas humanas y muestras gastricas de cerdos.
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3. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron muestras de biopsias gastricas obtenidas de humanos y muestras gastricas

obtenidas de cerdos.

3.1 Biopsias gastricas de humanos.

Las muestras de pacientes humanos fueron tomadas a través de muestras endoscépicas
realizadas por el Servicio de Endoscopia Digestiva del Nuevo Hospital Rio Cuarto (San Antonio de
Padua) de la ciudad de Rio Cuarto, Cordoba (33°, 04°S, 64° 38" O, 467.61 s.n.m.).

Las biopsias utilizadas para este trabajo provienen principalmente, de la region antral de
pacientes de sexo femenino y masculino de entre 30 a 70 afios de edad realizadas de rutina en dicho
servicio, destacandose que las mismas se obtuvieron por necesidad de la clinica (n=80). Todas las
muestras endoscopicas fueron realizadas bajo consentimiento asistido del paciente, a dicho -
consentimiento se le adjuntdé una carta de consentimiento asistido referido a este proyecto de
investigacion, cuyo objetivo fue informar que una vez realizado el diagnéstico anatomopatolégico
esas muestras podrian, si el paciente diera su consentimiento, ser utilizadas para este proyecto de
tesis.

Las muestras se remitieron al Servicio de Anatomia Patoldgica del Nuevo Hospital, alli
fueron fijadas en formol tamponado al 10% para su procesamiento por la técnica histologica

convencional.

Criterios de inclusion
- Biopsia géastrica antral util para diagndstico.
- Confirmacidn histoldgica de gastritis aguda y cronica.
- Presencia de Helicobacter spp.
- Consentimiento informado de inclusion en el estudio.
- Pacientes que no presentaban ninguna enfermedad concomitante.
- Edad entre 30-70 afios.
Criterios de exclusion
- Todas aquellas biopsias géstricas cuyo diagndstico no poseia gastritis aguda o cronica.
- Ulcera gastrica o duodenal asociadas.
- Neoplasia gastrica y metaplasia intestinal.
- Pacientes que hicieron tratamiento erradicador para Helicobacter pylori .
- Pacientes con enfermedades concomitantes.

- Edad menor 30 afios y mayores de 70 afios.
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3.2 Muestras gastricas de cerdos.

Se trabaj6 con cerdos mestizos de diferentes edades y sexos, provenientes de frigorificos de
la zona de Rio Cuarto, Argentina (33,11° S, 64,3° O). Se procesaran 50 biopsias gastricas.

En todos los casos, se trato de animales destinados a faena y considerados libres de
enfermedades de acuerdo al examen clinico y postmortem realizado.

Las muestras se tomaron de la regidn antral, inmediatamente después de obtenidas, se
lavaron con solucion salina de Hank’s (SSH) (Gibco) conteniendo 10.000 U/ml de penicilina g
sodica, 10 mg/ml de sulfato de estreptomicina y 2,5 mg/ml de fungizona. Posteriormente se
mantuvieron a 4° C hasta su procesamiento en el laboratorio. En el laboratorio se tomaron porciones
de tejido de 4 mm®, aproximadamente, que se fijaron con formol tamponado al 10%.

Parte del tejido se preservé para el analisis de la estructura por medio de microscopia dptica,
mientras que el resto del tejido se destind para la deteccion de Helicobacter spp. y células G

productoras de gastrina a través de ensayos de inmunohistoquimica.

3.3 Técnica de histologia convencional para microscopia optica

A partir de las muestras fijadas con formol bufferado al 10% en los respectivos laboratorios,
se realizd la deshidratacion de las mismas en baterias de alcoholes de graduacion creciente, y
posteriormente fueron incluidos en parafina. Se realizaron cortes histologicos de aproximadamente
4 pm, que se utilizaron para la realizacion del diagnostico de gastritis y la deteccion de
Helicobacter spp., usando las tinciones de rutina empleadas en el Hospital San Antonio de Padua:
Hematoxilina-eosina para el diagndstico de gastritis, Giemsa, Warthin Starry para la deteccion de

Helicobacter spp. El resto de los cortes se preservo para la técnicas inmunohistoquimicas.

Para la fijacion de las muestras con formol tamponado al 10% se utilizo el siguiente

protocolo (Samar y Avila, 1991):

- Formol comercial (formaldheido al 40%)........ 100 ml
- Aguadestilada..............cooiiiiiii 900 ml
- Monohidrato de fosfato acido de sodio........... 4 grs
- Fosfato disédico anhidro........................... 6,5 grs

Previo a la realizacion de las respectivas tinciones los tejidos se desparafinaron y rehidrataron
mediante el siguiente protocolo:
- 2 pasajes en xilol 100 % de 10 min c/u.
- 2 pasajes en alcohol 100 % de 5 min c/u.

- 1 pasaje en alcohol 90% de 5 min.

46




- 1 pasaje en alcohol 80 % de 5 min.
- 1 pasaje en alcohol 70% de 5 min.
- 2 pasajes en agua destilada de 10 min c/u.

- 2 pasajes en solucion salina tamponada (PBS) de 10 min c/u.

Preparacion de PBS de Sérensen 0,1 M pH 7,4:
Solucién A: Na,HPO4.H,O 35,61 g/ 1.000 ml
Solucién B: NaH,PO4.H,O 27,60 g/ 1.000 ml
Para obtencién de pH 7,4: Solucion A: 40,5 ml
Solucién B: 9,5 ml
Se mezclaron las Soluciones A y B, se controld el pH y luego se enrasd con agua destilada

hasta volumen final de 100 ml.

3.4 Tincion de hematoxilina-eosina

Para la realizacién de la tincion de hematoxilina eosina se procedio a preparar:
A) Hematoxilina

Solucidn stock:

-10% de hematoxilina en 95% de etanol absoluto

-4% de alumbre de sodio

-0,1% de Na 105

Solucidn de trabajo:

-1 ml de Sn stock de hematoxilina

-40 ml de alumbre de sodio

-4,5 ml de Na 103

-100 m! de agua destilada

B) Eosina

Solucién stock:

-1 g de eosina

-99 ml de etanol 70%

Solucidn de trabajo:

-1 ml de Sn stock

-15 ml de agua destilada

El protocolo de la técnica consta de los siguientes pasos:
I- Colorear con hematoxilina 1,5 min.

2- Lavar con agua corriente.
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3- Colorear con eosina 1 min.

4- Lavar con agua corriente.

5- Deshidratar y montar.

6- Observar al microscopio dptico.

Dicha técnica fue utilizada para la observacion de la estructura histologica del estomago de

ambas especies y para realizar el diagnostico de Gastritis.

3.5 Tincion de Giemsa
Para realizar dicha tincidn se utilizo colorante de Giemsa (Laboratorio Biopur Srl)

El protocolo de tincion realizado fue:

1. Aplicar solucion de trabajo de Giemsa durante 10 minutos.
2. Deshidratar con alcohol absoluto, 3 cambios.
3. Aclarar con xilol, 3 cambios.

Dicha coloracion fue utilizada para la deteccion de Helicobacter spp.

3.6 Tincion de Warthin Starry

1- Preparar 1000cc de agua bidestilada acidificada a pH 3,8 a 4,2

2- Ajustar pH usando acido acético

3- Rehidratar las muestras 2 min. en agua acidificada.

4- Solucidén de Plata al 1% para impregnacion

Disolver por unos minutos a Bafio Maria de 45° C:

Nitrato de Plata (Cicarelli®)........... lgr

Agua acidificada................... 100cc

Sumergir los preparados por 30 min. en oscuridad para su impregnacion.
5- Mientras tanto en estufa a 60° C se disuelven por separado:

- Solucion de Nitrato de Plata al 2%:

Nitrato de Plata................ 0,50grs
Agua acidificada ................. 25 cc
- Gelatina para microbiologia (Merk®)
Gelatina...........coooeeivinn 2,5 grs
Agua acidificada................. 50 cc

- Hidroquinona (Cicarelli®)
Hidroquinona................ 0,037 grs
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Agua acidificada................. 25 cc
Mantener el resto del agua acidificada a 60° C (reservar para lavado).
6- Cinco minutos antes de terminar la impregnacion preparar la solucion de revelado que se

obtiene de mezclar:

Hidroquinona....................... 24 cc
Gelatina ... 45¢cc
Nitrato de Plata al 2%................. 18¢cc

Mezclar en el momento de ser usado, agitar suavemente y mantenerla a 60° C en estufa
hasta el momento de sumergir las muestras.

7- Colocar las muestras en la solucidn de revelado a 60° C por unos minutos hasta obtener
un color marr6n caramelo

8- Lavar las muestras con el agua acidificada caliente que se reservo.

9- Lavar con agua destilada fria.

10- Montar directamente con medio acuoso de Glicerol Fosfato pH 8.

Preparacidon del Glicerol Fosfato:

PBS.... una parte
Glicerol........ocovveviiiininn nueve partes
Recomendaciones

- Las muestras deben estar desparafinadas y rehidratadas.

- Cuidar mucho el pH del agua bidestilada

- Cuidar las temperaturas del Bafio Maria y estufa

No dejar mucho tiempo en el revelado (segundo paso) solo hasta obtener color caramelo no
dejar mas de 2 o 3 minutos porque las células se ponen muy oscuras (Luna et al., 1968).

Esta técnica empleada permite determinar la presencia de Helicobacter spp.

3.7 Grupos
Una vez realizado el diagnostico histopatoldgico se procedid a dividir las muestras por

grupos.
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Biopsias Gastricas Humanas

Grupo A: con G/H+: Pacientes con gastritis agudas con presencia de Helicobacter spp. Las

muestras se agruparon por sexo y por edad (30-50) y (50-70) quedando dicho grupo conformado de

la siguiente manera

Al: H+ femenino
A2: H+ masculino
Grupo B: con G/H-: Pacientes con gastritis agudas con ausencia de Helicobacter spp. Las
muestras se agruparon de la misma manera que en el grupo A
B1: H- femenino
B2: H- masculino
Grupo C: con G/H+: Pacientes con gastritis cronicas con presencia de Helicobacter spp.
C1: H- femenino
C2: H- masculino
Grupo D: con G/H—: Pacientes con gastritis crénicas con ausencia de Helicobacter spp.
D1: H- femenino
D2: H- masculino
Grupo E: Pacientes con mucosas gastricas normales
E1: normales femenino

E2: normales masculino

Muestras Gdstricas de cerdos

Grupo C: cerdos G/H+: Cerdos con gastritis agudas con presencia de Helicobacter spp.
Grupo D: cerdos G/H- : Cerdos con gastritis agudas sin presencia de Helicobacter spp.
Grupo E: cerdos G/H+: Cerdos con gastritis crénicas con presencia de Helicobacter spp.
Grupo F: cerdos G/H- : Cerdos con gastritis cronicas sin presencia de Helicobacter spp.

Grupo G: Cerdos con mucosas géstricas normales

3.8 Analisis morfométrico de las diferentes especies de Helicobacter
Para la determinaciéon morfométrica de las diferentes especies de Helicobacter en
biopsias gastricas de cerdos se utilizaron cortes histologicos tratados de acuerdo al protocolo de
Warthin Starryn detalladas en la seccion 3.6. Se tomaron imagenes con la camara Canon Powershot
G6 7.1 megapixels (Canon, Japdn) adosada al microscopio Axio Vision Axio Vs40 V 4.6.3.0.
Las imagenes fueron tomadas a un aumento de 1000 x y se midieron alrededor de 100

microorganismos por muestra.
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3.9 Técnicas Inmunochistoquimicas

3.9.1 Inmunodeteccion de Helicobacter spp v de células G productoras de Gastrina

Los tejidos fueron primeramente desparafinados mediante 2 pasajes por xilol de 15 min
cada uno. Posteriormente, se rehidrataron con bateria de alcoholes de graduacion decreciente de S
min cada uno, luego se lavaron 2 veces en agua destilada (10 min cada uno) y 2 veces en solucion

tampon fosfato salino (PBS pH 7,2) (10 min cada uno).

3.9.2 Determinacion de Helicobacter spp v células G productoras de gastrina

Para la determinacion de Helicobacter spp y células G se realizaron técnicas
inmunohistoquimicas utilizando anticuerpos comerciales (Cell Marque Corporation, USA y Santa
Cruz Biotechnology Inc., USA) (Ramos-Vara et al., 2005).

La técnica se realizé a temperatura ambiente, luego de desparafinar y rehidratar los cortes
histolégicos. Los portaobjetos conteniendo los cortes de tejido fueron tratados previamente con 3%
(v/v) de perdxido de hidrogeno por 5 min y lavados con solucién salina tamponada (PBS pH 7,2).
Luego fueron incubados con el anticuerpo primario (anti-Helicobacter pylori 215A76 Cell Marque
Corporation, USA y anti gastrina Gastrin (H-90) sc 20729, Lct # A 31 C3 Santa Cruz) durante 1 h a
temperatura ambiente en camara himeda. Posteriormente fueron lavados con PBS (2 lavados de 10
min cada uno) e incubados durante 20 min con el anticuerpo secundario biotinilado (anticuerpos
anti-IgG de ratdn, anti-IgG de cabra y anti-IGg de conejo). Fueron lavados con PBS (2 lavados de
10 min cada uno) y tratados con el complejo streptavidina-peroxidasa por 20 min. Luego del
periodo de incubacion, fueron lavados con PBS (2 lavados de 10 min cada uno) y tratados con la
solucion cromodgena, diaminobencidina (DAB) durante 15 min o hasta apariciéon de color marron.
Posteriormente, fueron contrastados con hematoxilina de Mayer por 50 seg, lavados con solucién de
hidroxido de amonio al 0,08 % por 30 seg, deshidratados en bateria de alcoholes de graduacion
creciente y montados con Entellan (Merck, Alemania), para ser observados en un microscopio
Optico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania). La adquisicién de las imagenes se realiz6 mediante una
camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japdn) adosada al microscopio 6ptico.

Los resultados obtenidos en las técnicas inmunohistoquimicas fueron expresados en forma
cuantitativa, segun la intensidad de la marcacion detectada en la técnica. Los resultados obtenidos
en las técnicas inmunohistoquimicas permitieron evaluar la presencia y/o ausencia de Helicobacter

spp 'y por otro lado el porcentaje de células gastrina positivas.
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3.10 Estudio estadistico
Luego esos resultados fueron sometidos estadisticamente a diversas Pruebas t para muestras

Independientes y analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa estadistico InfoStat version
2011 (Di Rienzo y col., 2011).
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4. RESULTADOS
Biopsias gastricas humanas
Se estudio la relacion de la presencia de Helicobacter spp con respecto a la funcionalidad de
las células productoras de gastrina en biopsias gastricas humanas. Para el diagnéstico de gastritis se
utilizé la tincién de hematoxilina y eosina. Para determinar la presencia de Helicobacter spp en
biopsias gastricas de pacientes mujeres con diagnodstico de gastritis H (+) y H (-) y biopsias
gastricas de pacientes hombres obtenidas por técnicas endoscopicas de rutina en el Servicio de
Endoscopia Digestiva del Nuevo Hospital Rio IV, tomadas de la region antral, se utilizaron las
tinciones de Hematoxilina/eosina, Giemsa, Warthin Starry y la técnica inmunohistoquimica con
anticuerpos comerciales.
La deteccion de células G se realizé por técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos
comerciales. Se determind el porcentaje de células gastrina positivas en muestras de mujeres/

hombres con gastritis que tenian o no Helicobacter H (+)/H (-).

Estudio microscépico de biopsias gastricas humanas

A través del empleo de tinciones diferenciales, como hematoxilina-eosina y Giemsa, fue
posible analizar las caracteristicas estructurales de la mucosa gastrica y la presencia de Helicobacter
spp; para ello se procesaron 80 biopsias gastricas obtenidas de la region antral de pacientes
humanos de ambos sexos y con un rango etario de 30-70 afios.

Dichas muestras se procesaron de acuerdo al protocolo que se detalla en el punto 3 de
Materiales y Métodos.

Una vez realizado el diagnostico histopatologico se procedié a dividir las biopsias de
acuerdo a los grupos ya expuestos en el punto 3.8.

En la Figura 19 se observa una biopsia gastrica humana, regién antral tefiida con
hematoxilina-eosina con diagnéstico de gastritis. Se aprecia una lamina propia de tejido conectivo
con abundante células inflamatorias y algunos vasos sanguineos con hiperemia.

En la Figura 20 observamos una biopsia géstrica humana, regién antral con diagnostico de
gastritis sometida a la coloracién de Giemsa en la cual podemos apreciar la presencia de

Helicobacter spp, dichas muestras corresponden a un paciente de sexo femenino.
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Figura 19 -Microscopia éptica de biopsias gastricas, region antral con diagndstico de
gastritis. E: epitelio, LP: lamina propia, IL: infiltrado leucocitario. Tincién H/E, 400
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Figura 20 - Microscopia optica de biopsias gastrica, regién antral con diagndstico de
gastritis H(+). Helicobacter spp (flecha), E: epitelio, LP: lamina propia. Tincion de
Giemsa, 1000 x.

La Figura 21 corresponde a una biopsia de mucosa gastrica region antral, paciente humano
masculino con diagnéstico de gastritis donde podemos observar en la lamina propia un infiltrado
leucocitario, sometido a la coloracion de hematoxilina /eosina.

La Figura 22 muestra una tincion de Giemsa del mismo paciente donde se observa la

presencia de microorganismos Helicobacter spp.
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Figura 21 -Microscopia éptica de biopsias gastricas, regién antral con diagnéstico
de gastritis. E: epitelio, LP: lamina propia, IL: infiltrado leucocitario. G: glandula
gastrica. Tincion H/E (400 x).

Figura 22 - Microscopia 6ptica de biopsias gastrica, regién antral con diagnéstico
de gastritis H (+). Helicobacter spp (flecha), E: epitelio, LP: lAmina propia. Tincion
de Giemsa (400 x).
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Tincion Warthin-Starry

Las muestras fueron sometidas a tinciones de Warthin-Starry para la deteccion de
microorganismos correspondientes a Helicobacter spp.

Las Figuras 23 y 24 muestran en una biopsia de mucosa antral la presencia de Helicobacter

spp.

Figura 23- Microfotografia de biopsia gastrica region antral coloreada con la tincién
de Warthin-Starry en donde se observan Helicobacter spp.(flecha) (400x).
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Figura 24- Microfotografia de biopsia gastrica region antral coloreada con la tincién
de Warthin-Starry en donde se observan Helicobacter spp. (flecha) (1000x).

Tinciéon inmunohistoquimica

Las muestras fueron sometidas a tinciones inmunohistoquimicas para la deteccién de células
G productoras de gastrina con anticuerpo anti-gastrina Gastrin (H-90) sc 20729, Lct # A 31 C3
Santa Cruz.

En la Figura 25 podemos observar la inmunoexpresion de celulas G productoras de gastrina
en una biopsia gastrica region antral paciente con gastritis Helicobacter (+). La muestra pertenece a
una paciente de sexo femenino. En la misma se puede apreciar la presencia de células G tanto a nivel
del tejido epitelial glandular como en el tejido conectivo subyacente. Las células mostraron formas
variadas, ya que algunas se presentaron alargadas y otras redondeadas. La mayoria de las mismas

respondieron a células de tipo cerrado.
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Figura 25- Inmunoexpresion de células secretoras de gastrina en biopsias gastricas con
diagnostico de gastritis H (+) paciente femenino. Célula productora de gastrina, en tejido
epitelial glandular y tejido conectivo subyacente. (flecha) (400x).

La Figura 26 muestra la presencia de una célula G productora de gastrina en una biopsia
gastrica region antral de un paciente femenino con diagnéstico de gastritis H(+). Dicha célula se
ubica en el epitelio glandular presentando forma redondeada y nucleo basal. Los granulos
citoplasmaticos se observaron de diferentes tamaiio e intensidad de coloracion, algunos de ellos
manifestan un aspecto grueso e intensamente tefiidos , mientras que otros se presentaron con

aspecto mas finos y débilmente tefiidos.
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Figura 26- Inmunoexpresion de células secretoras de gastrina en biopsias gastricas con
diagndstico de gastritis H (+) paciente femenino. Célula productora de gastrina (flecha)
(1000 x).

En las Figuras 27 y 28 se observa la presencia de celulas G productoras de gastrina en una
biopsia géstrica region antral de un paciente masculino con diagndstico de gastritis H(+) .

En la figura 27 se observan células G en tejido conectivo y en epitelio glandular, las mismas
muestran formas redondeadas.

En la figura 28 las células G se observan ubicadas en el epitelio glandular, débilmente
teflidas, con formas redondeadas y de tipo cerradas.

En las muestras estudiadas las células de formas redondeadas, presentaron sus nucleos
redondos y en algunos casos los mismos adoptaron la forma alargada ubicandose, los primeros en la
porcion central de la célula, y los segundos en la parte basal de la misma. Respecto a aquellas que
mostraron una forma celular alargada, el nicleo se presentd con la misma morfologia que la célula,
extendiendosé a lo largo de la superficie citoplasmatica. En una misma célula, los granulos
presentaron diferentes aspectos, ya que algunos se mostraron gruesos e intensamente teiiidos,
mientras que otros lo fueron mas finos y débilmente tefiidos. En otros casos, la apariencia de los
granulos fue homogénea. Ademas, en las muestras gastricas observadas, se pudo determinar la

presencia de los tipos celulares abiertas y cerradas siendo las de tipo cerradas las mas abundantes.
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Figura 27- Inmunoexpresion de células productoras de gastrina (flecha) en biopsias
gastricas con diagnéstico de gastritis H (+) paciente masculino (400x).

Figura 28- Inmunoexpresion de células secretoras de gastrina en biopsias gastricas con
diagnodstico de gastritis H (+) paciente masculino. Célula productora de gastrina
coloracién positiva con anticuerpos anti-gastrina (flecha) (1000x).
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Muestras gastricas de cerdos

Se estudid la relacion de la presencia de Helicobacter spp con respecto a la funcionalidad de
las células productoras de gastrina en muestras gastricas de cerdos.

Para el diagndstico de gastritis se utilizo la tincién de hematoxilina y eosina. Para determinar
la presencia de Helicobacter spp en muestras gastricas tomadas de la region antral, se utilizaron las
tinciones de Giemsa, Warthin Starry y técnica inmunohistoquimica con anticuerpos comerciales
anti- helicobacter Cell Marque Corporation, USA.

La deteccion de células G se realizd por técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos
comerciales (anti gastrina Laboratorio Santa Cruz). Se determind el porcentaje de células gastrina
positivas en muestras con gastritis agudas y cronicas que tenian o no Helicobacter H (+)/H (-).

Para el estudio morfométrico de Helicobacter spp la tincion utilizada fue la de Warthin
Starry. Las imagenes se tomaron con la camara Canon Powershot G6 7.1 megapixels (Canon,
Japon) adosada al microscopio Axio Vision Axio Vs40 V 4.6.3.0. Se contaron 100

microorganismos por muestra en un aumento de 1000 x.

Estudio microscopico de muestras gihstricas de cerdos

Las muestras gastricas fueron sometidas a tinciones como hematoxilina-eosina y Giemsa, a
través de ellas fue posible analizar las caracteristicas estructurales de la mucosa gastrica y la
presencia de Helicobacter spp.

El protocolo seguido es el que se detalla en el punto 3 de Materiales y Métodos.

En la Figura 29 se observa una biopsia gastrica, region antral tefiida con hematoxilina-eosina
con diagnoéstico de gastritis. Se aprecia una lamina propia de tejido conectivo con abundante células
inflamatorias.

En la Figura 30 podemos observar una biopsia gastrica, region glandular con diagnéstico de
gastritis sometida a la coloracion de Giemsa en la cual podemos observar la presencia de

Helicobacter spp.
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Figura 29 -Microscopia 6ptica de muestra gistrica, regioén antral con diagnéstico de gastritis.
LP: lamina propia. G: glandula gistrica. IL: infiltrado leucocitario. Tincién H/E (400 x).

Figura 30 - Microscopia optica de muestra gastrica, regién antral con diagnéstico de gastritis H
(+). Helicobacter spp. (flecha) . Tincion de Giemsa (1000 x).
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Tincion Warthin-Starry

Para la deteccion de Helicobacter spp. las muestras fueron sometidas a la tincién de
Warthin-Starry. En las Figuras 31 y 32 se observa la presencia de microorganismos

morfologicamente compatibles con Helicobacter sp, en una muestra gastrica de la region antral.
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Figura 31- Microfotografia de muestra gastrica regién antral coloreada con la tincién de
Warthin-Starry en donde se observan Helicobacter spp (flecha), 400x.

Figura 32- Microfotografia de muestra gastrica regién antral con tincién de Warthin-Starry
donde se observan Helicobacter spp (flecha), (1000x).

64




En la Figura 33 se aprecia, en una foseta gastrica, al menos dos tipos morfoldgicos
diferentes de microorganismos pertenecientes al género Helicobacter, uno de mayor tamafio y

morfologia espiralada y otro de tamafio menor y con forma de S itélica.

Figura 33- Microfotografia de muestra gastrica region antral con tincién de Warthin-Starry
donde se observan Helicobacter spp, forma “s” itilica (rojo) forma espiralada y tamaiio mayor
(azul) (1000x).

Analisis morfométrico de diferentes especies de Helicobacter

A través del software AxioVision Axio Vs40 V 4.6.3.0 (Carl Zeiss, Alemania) se realizaron
diferentes determinaciones morfométricas en los Helicobacter encontrados en las muestras gastricas
de cerdos. Las variables analizadas fueron longitud y ancho de los microorganismos, las cuales se
pueden apreciar en las Figuras 34 y 35. En cuanto a la variable longitud las mediciones iban desde
lum a 6 um. En lo que respecta a la otra variable analizada ancho de microorganismo los valores se
encontraron entre 0,4 pum a |1 pm. Analizando esta Gltima variable encontramos que el 52,60 % de
los microrganismos presentaban caracteristicas compatibles con Helicobacter pylori; el 47,40%

restante, caracteristicas compatibles con Helicobacter helmanni.
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Figura 34- Mediciones morfométricas longitud y ancho de Helicobacter spp en muestra
gastrica region antral con tincion de Warthin-Starry (1000x).

Figura 35- Microfotografia de mediciones morfométricas longitud de Helicobacter spp
en muestra gastrica region antral con tincion de Warthin-Starry (1000x).
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Tincion inmunohistogquimica

Las muestras fueron sometidas a tinciones inmunohistoquimicas para la deteccion de
Helicobacter spp. y para células G productoras de gastrina con anticuerpos comerciales anti-
H.pylori Cell Marque Corporation, USA y anti-gastrina laboratorio Santa Cruz.

En la Figura 36 observamos la inmunoexpresion de Helicobacter spp. en una biopsia

gastrica, region glandular con diagnostico de gastritis.

Figura 36- Inmunoexpresion de Helicobacter spp (flecha) coloracién positiva con anticuerpos anti-
H. pylori en muestra gastrica con diagnéstico de gastritis H (+) (1000x).

La Figura 37 muestra la presencia de una célula G productora de gastrina en una muestra
gastrica region antral con diagndstico de gastritis aguda con presencia de H(+). La célula G se
observa en el epitelio glandular, con forma triangular, tipo cerrada con nucleo basal redondo, el cual
se muestra poco tefiido. Los granulos se presentan distribuidos en forma semilunar alrededor del

nicleo, mostrandose algunos intensamente tefiidos.
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Figura 37- Inmunoexpresion de célula productora de gastrina (flecha) en muestra gastrica con
diagnostico de gastritis aguda H (+) (1000x).

En la Figura 38 podemos observar la inmunodeteccion de célula G productora de gastrina en
una muestra gastrica region antral con diagnéstico de gastritis cronica H(+). La misma se encuentra
ubicada en el epitelio de la glandula gastrica presentando forma triangular, niicleo basal y granulos
citoplasmaticos intensamente tefiidos. La célula pertenece a la de tipo cerrada.

En las muestras gastricas observadas se encontraron los dos tipos celulares cerradas y
abiertas, las mas abundantes correpondieron a las de tipo cerradas. La distribucion de los granulos
en las células con inmunomarcacidn positiva mostraron cierta variacién ya que los mismos no solo
se ubicaron en la parte basal de la célula, sino también que se localizaron en otras areas de la
superficie celular. Algunos granulos manifestaron aspecto grueso e intensamente tefiidos, mientras
que otros fueron mas finos y débilmente tefiidos. Sin embargo, en algunas células, los granulos no
evidenciaron diferencia alguna entre si, mostrando una apariencia homogénea; mientras que en

otras, la presencia de granulos fue escasa.
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Figura 38- Inmunoexpresion de células productoras de gastrina (flecha) coloracién positiva con
anticuerpos anti-gastrina en muestra gastrica con diagnéstico de gastritis crénica H (+) (1000x).
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Las figuras 39, 40, 41 y 42 muestran las diferentes tinciones realizadas en biopsias gastricas
humanas regién antral utilizadas para el diagndstico de gastritis, determinacion de Helicobacter spp
y técnicas inmunohistoquimicas para la deteccion de Helicobacter spp y de células productoras de
gastrina.

En la figura 39 a) podemos observar una biopsia gastrica de la region antral en humanos con
coloracion de hematoxilina/eosina y diagndstico de gastritis aguda, mientras que en la figura 39 b)
observamos una biopsia region antral con diagndstico de gastritis cronica.

La figura 40 nos muestra la inmunoexpresion de células productoras de gastrina en biopsias
gastricas region antral con diagndstico de gastritis aguda y crénicas .

En la figura 41 se aprecia la presencia de Helicobacter spp. Figura 41 a) muestra
Helicobacter spp con coloracion de Giemmsa mientras que la fig 41 b) observamos la
inmunomarcacion de estos microorganismos con anticuerpo anti-Helicobacter pylori.

Através de la tincién de Warthin-Starry figura 42 podemos observar microorganismos

compatibles con Helicobacter spp en la region antral de biopsias gastricas humanas.

En las figuras 43, 44, 45 y 46 podemos apreciar en las muestras gastricas de cerdo tomadas
de la region antral las diferentes tinciones realizadas para el diagndstico de gastritis, determinacion
de Helicobacter spp. La deteccion de Helicobacter spp. y células productoras de gastrina se realiz
por técnica inmunohistoquimica.

En la figura 43 a) se observa una biopsia gastrica de la region antral sometida a la coloracion
de hematoxilina/eosina con diagndstico de gastritis aguda, mientras que en la figura 39 b)
observamos una biopsia region antral con diagndstico de gastritis cronica.

La figura 44 a) nos muestra la presencia de Helicobacter spp. con tincion de Giemmsa
mientras que en la fig 44 b) observamos la inmunomarcacion de Helicobacter spp con anticuerpo
anti-H. pylori.

En la figura 45 observamos en biopsias gastricas region antral con diagndstico de gastritis
aguda y cronicas .la inmunoexpresién de células productoras de gastrina.

Con la tincidon de Warthin-Starry figuras 46 a) y 46 b) se aprecia la presencia de

Helicobacter spp en la region antral de una muestra géstrica de cerdos.
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Figura 39 — Microfotografias de biopsias gistricas humanas de la region antral. a) Gastritis
aguda coloreada con hematoxilina-eosina; b) Gastritis crénica coloreada con hematoxilina-
eosina. E: epitelio, GG: glandula gastrica, IL: infiltrado leucocitario, LP: lamina propia. a)
400x; b) 200x.
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Figura 40— Microfotografias de biopsias gistricas humanas de la region antral. a)
Inmunoexpresion de célula G (flecha) en una gastritis aguda; b) Inmunoexpresion de
célula G (flecha) en una gastritis crénica a) y b)1000x.
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Figura 41 — Microfotografias de biopsias gastricas humanas de la region antral. a)
Observacion de Helicobacter spp (flecha) con Giemsa; b) Inmunomarcaciéon de
Helicobacter spp (flecha). 1000x.
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Figura 42 — Microfotografias de biopsias gastricas humanas de la regién antral.
a) y b) Observacién de Helicobacter spp a través de la tinciébn de Warthin-
Starry. g) 400x, h) 1000x.
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Figura 43 — Microfotografias de muestras gastricas de cerdos de la region antral.
a) Gastritis aguda coloreada con hematoxilina-eosina; b) Gastritis cronica
coloreada con hematoxilina-eosina. E: epitelio, GG: glindula gastrica, IL:
infiltrado leucocitario, LP: lamina propia. a) 200x, b) 100x.
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Figura 44— Microfotografias de muestras gastricas de cerdos de la
region antral. a) Observacion de Helicobacter spp (flecha) con

Giemsa; b); Inmunomarcacion de Helicobacter spp (flecha). a) y b)
1000x.

76




et i LR
Sy AT

Figura 45 — Microfotografias de muestras gastricas de cerdos de la
region antral. a) Inmunoexpresion de célula G (flecha) en una
gastritis aguda; b) Inmunoexpresién de célula G (flecha) en una
gastritis crénica; a) y b) 1000x.
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Figura 46 — Microfotografias de muestras gastricas de cerdos de la
regién antral. a) y b) Observacion de Helicobacter spp a través de la
tincion de Warthin-Starry. a) 400x, b) 1000x.
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5. ANALISIS ESTADISTICO
5.1. Prueba t

Biopsias gastricas humanas

Para realizar el estudio estadistico en muestras sometidas a la tincién
inmunohistoquimica, se procedié a contar la cantidad de células gastrina positivas tomando
5 campos al azar. Se determino el porcentaje de celulas positivas a gastrina y se realizé una
Prueba t para muestras independientes.

Cuando se evalu¢ el porcentaje de células gastrina positivas en mujeres con gastritis,
que tenian o no Helicobacter se observo que existian diferencias significativas entre los
valores medios poblacionales, siendo mayor en las mujeres con presencia de Helicobacter
(p=0,03).

En muestras de mujeres con gastritis Helicobacter positivas divididas en dos grupos
etarios (30-50 y 50-70 afios) no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0.,55).

En las muestras géastricas de hombres gastritis Helicobacter positivas y negativas los
resultados nos confirman que existen diferencias significativas en el porcentaje de células
positivas a gastrina (p=0,05).

Cuando se evalu6 hombres con gastritis Helicobacter positivas divididas en dos
grupos etarios (30-50 y 50-70 afios) no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,53).

Ademas, al evaluar en conjunto todas las muestras de hombres y mujeres con
gastritis y Helicobacter, tampoco se observd diferencias significativas en el porcentaje de
células G (p=0,55).

En aquellas muestras con diagndstico de gastritis agudas y crdnicas positivas a
Helicobacter, la Prueba t determin6 que no existen diferencias significativas entre estos tipo
de gastritis (p=0,66). Sin embargo, en las gastritis agudas y cronicas con ausencia de
Helicobacter se determind que existen diferencias estadisticamente significativas, siendo
mayor el porcentaje de células G en la poblacién de individuos con gastritis crénica
(p=0,016).

Los andlisis realizados a biopsias gastricas con gastritis agudas con y sin
Helicobacter, y a biopsias gastricas con gastritis cronicas con y sin Helicobacter demuestran
que el % de células positivas a gastrina es mayor en las muestras con presencia de

Helicobacter (p=0,0001 y p=0,0004, respectivamente).
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Al comparar muestras de gastritis agudas y cronicas en presencia de Helicobacter
con respecto a mucosas normales, el porcentaje de células gastrina positivas fue mayor en
las muestras gastricas Helicobacter positiva (p=0,0001, p=<0,0001).

No existen diferencias estadisticamente significativas entre mucosa normal y gastritis
aguda H(-) en humanos (p=0,74). Sin embargo, al estudiar el % de células gastrina positivas
entre gastritis cronica H(-) y mucosa normal se evidencié un mayor porcentaje de células G

en las muestras gastricas con gastritis cronica (p=0,0137).

Tabla IV: Anailisis estadisticos: Prueba t % de células productoras de gastrina en biopsias
gastricas humanas.

Analisis Grupos Presencia(+)/Ausencia(-) Pruebat
Helicobacter % células gastrina
positivas
1 Mujeres gastritis + p=0,03

Mujeres gastritis =

2 Mujeres gastritis aguda + p=0,55
(30-50)
Mujeres gastritis aguda +
(50-70)
3 Hombres gastritis + p=0,05

Hombres gastritis -

Hombres gastritis aguda +
4 (30-50) + p=0,53
Hombres gastritis aguda
(50-70)
5 Mujeres gastritis + p=0,55
Hombres gastritis +
6 Gastritis agudas + p=0,66
Gastritis cronica +
7 Gastritis agudas - p=0,016

Gastritis cronica -

8 Gastritis agudas + p=0,0001
Gastritis agudas -
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9 Gastritis cronica + p=0,0004
Gastritis cronica -

10 Gastritis agudas + p=0,0001
Mucosa normal -

11 Gastritis cronica + p<0,0001
Mucosa normal &

12 Gastritis agudas - p=0,74
Mucosa normal -

13 Gastritis cronica - p=0,0137
Mucosa normal -

Muestras gastricas de cerdos

Al evaluar el porcentaje de células gastrina positivas en muestras con gastritis agudas que
tenian o no Helicobacter se observd que no existen diferencias significativas (p=0,38). Sin
embargo, en muestras con gastritis cronicas positivas y negativas a Helicobacter, el primer grupo
mostrd los mayores porcentajes de células positivas a gastrina (p=<0,0001).

Al comparar muestras con gastritis agudas y gastritis crénicas positivas a Helicobacter, los
resultados nos confirman que en estos grupos existen diferencias estadisticamente significativas,
mostrando mayor porcentaje de células positivas a gastrina en las biopsias con gastritis cronica
(p<0,0001).

Por otra parte, se evaluaron los porcentajes de células gastrina positivas en muestras con
diagnoéstico de gastritis agudas y cronicas sin presencia de Helicobacter. La prueba t determin que
las biopsias gastricas presentan un mayor porcentaje de células productoras de gastrina (p=0,0018).

Ademas, al comparar muestras de mucosa normal y muestras con diagnostico de gastritis
aguda Helicobacter (+), entre ellas se observo que en el % de células positivas a gastrina no existian
diferencias estadisticamente significativas (p=0,99).

Mientras tanto, los resultados estadisticos entre muestras con mucosa normal y gastritis
cronica con presencia de Helicobacter demuestran que en el % de células positivas a gastrina
existen diferencias estadisticamente significativas, mostrando los mayores valores en las muestras
gastricas con gastritis cronica (p=0,0002).

Sin embargo, al comparar mucosa normal con gastritis aguda Helicobacter (-) y mucosa
normal con gastritis crénica Helicobacter (-), los resultados estadisticos indican que no existen

diferencias estadisticamente significativas (p=0,40 y p=0,06, respectivamente).

81




Tabla V: Analisis estadisticos: Prueba t % de células productoras de gastrina en
muestras gastricas de cerdos.

Prueba t
Anélisis Grupos Presencia(+)/Ausencia(-) % células
Helicobacter gastrina positivas
1 Gastritis aguda + p=0,3895
Gastritis aguda -
+
2 Gastritis cronicas - p<0,0001
Gastritis cronicas
3 Gastritis aguda + p<0,0001
Gastritis cronica +
4 Gastritis aguda - p=0,0018
Gastritis cronica E
5 Gastritis agudas + p=0,9954
Mucosa normal -
Gastritis crdnica +
6 Mucosa normal - p=0,0002
7 Gastritis agudas - p=0,4025
Mucosa normal -
8 Gastritis cronica - p=0,0653

Mucosa normal
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Biopsias gastricas humanas/muestras gastricas cerdos

Las evaluaciones realizadas en biopsias humanas y muestras gastricas de cerdos con
diagnoéstico de gastritis agudas con presencia de Helicobacter el valor p=0,0042 permitié establecer
que en este tipo de muestras existen diferencias significativas. El mayor porcentaje de células
productoras de gastrina fue en humanos, con un 4% mas.

El porcentaje de células gastrina positivas en muestras con diagndstico de gastritis cronicas
con presencia de Helicobacter, determinan que entre ambas especies existen diferencias
significativas en el % de células productoras de gastrina (p=0,0317), siendo el cerdo el que posee un
mayor % de células G, alrededor de un 2 % mas.

En los andlisis realizados con muestras géstricas Helicobacter (-) y mucosas normales no se

presentaron diferencias estadisticas significativas entre las especies estudiadas.

Tabla VI: Analisis estadisticos: Prueba t % de células productoras de
gastrina en biopsias gastricas humanas y muestras gastricas de cerdos.

Andlisis Grupos Presencia(+)/Ausencia(-) Pruebat
Helicobacter % células

gastrina
positivas

1 Gastritis aguda +
humana + p=0,0042
Gastritis aguda cerdos

2 Gastritis crénicas +

humana + p=0,0317
Gastritis crdnicas

cerdos

3 Gastritis agudas -

humana - p=0,55
Gastritis agudas
| cerdos

4 Gastritis crdnicas -

humana - p=0,21
Gastritis cronicas

cerdos

5 Mucosa normal -

humana - p=0,84
Mucosa normal

cerdos
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5.2. Analisis de la varianza

En humanos, se detectaron diferencias estadisticas significativas entre pacientes
Helicobacter (+) con gastritis aguda, gastritis cronica y mucosa normal (p=0,0001). Las biopsias
gastricas que presentaban mucosa normal mostraron el menor porcentaje de células gastrina
positiva, mientras que no se observan diferencias entre gastritis aguda y crénica (p > 0,05).

Por otra parte, se hallaron diferencias significativas en biopsias gastricas Helicobacter (-)
con gastritis aguda, gastritis cronica y mucosa normal (p=0,0118). El mayor porcentaje de células
gastrina positiva se expreso en las biopsias con gastritis crénica. No se observaron diferencias entre
gastritis aguda y mucosa normal (p > 0,05).

En cerdos, diferencias estadisticamente significativas se detectaron en el porcentaje de
células G de muestras gastricas con presencia de Helicobacter entre individuos con gastritis aguda,
gastritis cronica y mucosa normal (p<0,0001). Los cerdos con gastritis cronica presentaron los
mayores porcentajes de células gastrina positivas, no hallandose diferencias entre los cerdos con
gastritis aguda y mucosa normal (p>0,05).

Ademas, existen diferencias significativas entre los porcentajes de células gastrina positivas
de cerdos Helicobacter (-) con gastritis aguda, crénica y mucosa normal (p<0,0001). Los mayores
porcentajes se observaron en aquellas muestras con gastritis cronica, no detectandose diferencias

entre gastritis aguda y mucosa normal (p > 0,05).
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6. DISCUSION

La gastritis, se define como la inflamacion de la mucosa gastrica. Las diferencias entre los
diversos tipos de gastritis esta relacionada a los diferentes tipos de mucosa que presenta el
estomago: por un lado la mucosa fundica que ocupa el cuerpo y el fundus, y por otro lado la
mucosa pildrica que ocupa la zona antral y pildrica (Morales Espinosa y col., 1999; Mulet et al.,
2005).

Diversos estudios anatomopatoldgicos actuales sobre la gastritis, basados en la clasificacion
del sistema Sidney, en su divisién histologica, han permitido describir diferentes tipos de
inflamacién de la mucosa gastrica (Farreras and Rozman, 2009).

La clasificacion actualizada de Sydney esta basada en hallazgos endoscépicos, histolégicos,
etioldgicos, topograficos y grado de dafio en su division histologica. Estos hallazgos, han permitido
describir diferentes tipos de inflamacion de la mucosa géstrica, de esta manera, se logra dividir a las
gastritis en agudas, cronicas y formas especificas de gastritis, como asi también a las gastritis
provocadas por la presencia del Helicobacter (Valdivia Roldan, 2011). Sin embargo, pueden
utilizarse otros criterios para la clasificacion de las gastritis, una de ellas es la clasificacién
anatomopatoldgica basada en su presentacion, prevalencia y etiologia. Otro tipo de clasificacién se
basa en criterios etioldgicos, endoscopicos y patoldgicos (Valdivia Roldan, 2011). Aunque el
sistema Sydney es Util para propdsitos de investigacion, su aplicabilidad en la préctica clinica es
limitada por la cantidad de biopsias requeridas de varias regiones del estomago y por la complejidad
de su escala de graduacion del dafio histolégico. Es por ello que si bien el sistema de Sydney es
citado ampliamente, algunas investigaciones proponen como sistema de clasificacién al sistema
OLGA, que emplea el protocolo de muestras de biopsias y la escala visual analégica (EVA)
recomendados por la version actualizada de Houston del sistema de Sydney (Rugge et al., 2007;
Otero Regino, 2010). En nuestro estudio, la interpretacion histologica de las biopsias géstricas
humanas se realizé de acuerdo al sistema Sydney, adaptado por el Servicio de anatomopatologia del
Nuevo Hospital de Rio Cuarto, donde se tiene en cuenta entre otras caracteristicas a la arquitectura
del drgano, las células epiteliales, el infiltrado leucocitario y la presencia de Helicobacter. Para el
diagnodstico de las muestras gastricas de cerdo, también se procedid de acuerdo a los criterios
establecidos segiin la clasificacion propuesta por sistema Sidney modificado, teniendo en cuenta el
grado de gastritis y el tipo de infiltrado (agudo o crénico). En los casos de gastritis con infeccién
por Helicobacter se consider6 el diagndstico histoldgico positivo, cuando se observaron formas
bacterianas morfolégicamente compatibles con este microorganismo.

Histopatologicamente, la gastritis consiste en la presencia de un infiltrado leucocitario

donde se destacan, neutrdfilos, linfocitos, células plasmaticas y a veces eosindfilos en la lamina
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propia, junto con otras lesiones dependiendo del grado de gastritis. Las descripciones de las gastritis
provocadas por Helicobacter spp se basan en la presencia de células inflamatorias, el grado de
actividad de la inflamacion, presencia de atrofia, metaplasia y de la densidad de colonizacién del
Helicobacter spp. (Mulet et al., 2005). La presencia del Helicobacter en la mucosa gastrica
desencadena la respuesta inmunoldgica antes mencionada. Segiin su intensidad y persistencia, la
misma puede acarrear trastornos mecénicos y secretorios tales como hipergastrinemia y
disminucién de la produccion de somatostatina ambos trastornos conducen a un dafio de la mucosa
del duodeno, que pueden evolucionar hasta una tlcera duodenal (Mulet ef al., 2005).

En nuestro estudio en muestras gastricas de humanos las lesiones encontradas concuerdan
con las descripciones de lesiones correspondientes a gastritis agudas con infiltrado principalmente
de neutréfilos y gastritis cronicas donde el infiltrado observado es predominantemente de células
mononucleares.

Las lesiones histopatologicas encontradas en humanos y en cerdos revelan la existencia de
un proceso de patogenia comun, si bien, algunos autores aseguran la similitud morfoldgica entre las
ulceras porcinas y la humana, esto no implica una patogenia similar, pero si sugieren la presencia de
mecanismos comunes para su desarrollo (Eaton et al., 1992; Rodriguez y col., 2009). En el cerdo la
aparicion de las lesiones causadas por H. spp es controversial, mientras que para algunos
investigadores la infeccidn por este microrganismo provoca en el antro, una infiltracién de células
mononucleares de manera difusa y leve con agregado linfocitico o foliculos linfoides en la lamina
propia (Queiroz et al., 1990) para otros, las lesiones observadas en el antro se destacan por un
infiltrado leucocitario granulocitico leve con presencia de exudado neurofilico en el lumen de las
glandulas gastricas aunque no aseveran que la presencia de este infiltrado sea propio de la infeccion
por esta bacteria (Park et al., 2004). Hellemans et al., 2007, al inocular cerdos con H suis obtenidos
de ratones, establece que si bien el proceso patoldgico inducido por la infeccion con Helicobacter es
similar en cerdos y en humanos, el tipo de lesion inflamatoria primaria es diferente. En humanos,
los neutréfilos componen en su mayor parte al infiltrado inflamatorio, mientras que en cerdos se
observan linfocitos y células plasmaticas como células principales de la inflamacion, como asi
también la presencia de foliculos linfaticos, esto sugiere una respuesta inflamatoria mas especifica
por parte del huésped. Mendes et al, 1990 describe en cerdos infectados de manera natural con H
suis la presencia de un infiltrado difuso de células mononucleares con infiltrado neutrofilico
ocasional y foliculos linfoides en la region del antro. Por otro lado, cerdos infectados
experimentalmente con H. suis presentaron lesiones compatibles a gastritis cronicas y lesiones
neoplésicas como displasia géstrica e hiperplasia del tejido linfoide asociado a mucosas (Park ef al.,
2003; Rodriguez y col, 2008). Modelos de estudio en ratones de tipo salvaje (C57BL) inoculados

con H. pylori'y H. felis establecen que mientras en los humanos la gastritis provocadas por H. pylori
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se caracterizan por una inflamacion con infiltrado de tipo neutrdfilico y con presencia de c€lulas
mononucleares, los ratones inoculados con estas especies de Helicobacter presentaron una respuesta
inflamatoria con una marcada presencia de mononucleares. Las lesiones provocadas en la mucosa
gastrica fueron de un alto dafio a nivel celular epitelial. El H. felis indujo a una inflamacion mas
severa en este tipo de ratones que la provocada por H. pylori. (Thompson et al., 2004; Nakamura et
al., 2007). Contrariamente en gerbos de Mongolia las inoculaciones experimentales con H. pylori
inducen una respuesta inflamatoria temprana muy similar a la ocurrida en humanos, llegando a
reproducir lesiones tales como gastritis severas, metaplasia intestinal, Glceras gastricas y cancer
gastrico (Zengh et al., 2004, Zang and Moss, 2012). Sin embargo, en cerdos inoculados con cepas
de H. suis obtenidas de ratones, las lesiones inflamatorias observadas en la mucosa gastrica se
referian a un infiltrado de tipo mononuclear, el tipo de lesién se comprob6 que era mas severa en
los cerdos inoculados experimentalmente que en cerdos infectados de manera natural (Eaton ef al.,
1992; Friendship, 2003, Hellemans e al., 2007).

Mulet et al.,, 2005 establece que los factores que determinan que en algunos animales las
lesiones de gastritis cronica permanezcan estables por periodos de tiempo muy prolongados, y en
otros evolucionan en una rapida progresion hacia la atrofia, no son bien conocidos. Se cree que
estan muy relacionados con la heterogeneidad gendmica del Helicobacter como asi también con la
susceptibilidad del huésped y las caracteristicas de la respuesta inmune. Esto en concordancia con
los trabajos de otros autores que sugieren que el H. pylori no puede asociarse solo Ginicamente a las
gastritis cronicas sino que esta en estrecha relacidn a la severidad de la lesion (Mulet et al., 2005;
Bondi, 2006; Cardenas et al., 2007).

A través de los estudios histopatoldgicos, nuestros resultados, tanto en biopsias gastricas de
humanos como en muestras gastricas de cerdos, corroboran lo detectado por otros investigadores en
donde se observd la presencia de un infiltrado leucocitario y de lesiones compatibles con gastritis
agudas y cronicas. Estas lesiones pudieron ser comprobadas a través de tinciones histoldgicas
convencionales como hematoxilina/eosina (Rodriguez y col., 2008).

En los cerdos encontramos lesiones compatibles con gastritis agudas y cronicas tales como
descriptas en los trabajos realizados por Rodriguez y col., 2009. Con respecto a la presencia de
ulceras gastricas, investigaciones realizadas en cerdos indican que el patron morfoldgico y los
cambios inflamatorios de la ulcera gastrica porcina hallados son similares a los observados en
humanos, excepto por su localizacidn, que predomina en la pars oesophagea en el cerdo y en el
bulbo duodenal y la mucosa prepilorica en el humano (Fawcet ef al., 1999; Rodriguez y col., 2008).
La diferencia en la localizacidn de las ulceras en las dos especies puede explicarse por la presencia
de un epitelio no secretor incapaz de producir moco para proteger la mucosa mediante mecanismos

de tampon al efecto de la acidez gastrica. Las lesiones histopatoldgicas encontradas en los
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estbmagos de cerdo, en nuestro estudio concuerdan con las investigaciones de Rodriguez y col.,
2008 y en 2009, en las biopsias gastricas de cerdos evaluadas se encontré una mayor proporcién de
lesiones cronicas que agudas.

Para la determinacion de Helicobacter spp en las biopsias gastricas de humanos y cerdos, la
técnica histologica utilizada reveld la presencia de bacterias espiraladas que concuerdan con las
descripciones previas de Helicobacter spp. Coincidiendo con otros autores para la deteccion de este
microorganismo resulté apropiada la utilizacion de una técnica simple, rapida y econdémica, como
es la de Giemsa, que permitié la visualizacion evidente del agente patdgeno (Delgado et al., 2007).

A través de la técnica inmunohistoquimica pudimos realizar la inmunodeteccién de
microorganismos que corresponden al género Helicobacter en todas las biopsias gastricas
estudiadas. Sin embargo, coincidimos con otros autores que dicha técnica de rutina no debe
utilizarse, debido a los altos costos, al tiempo de realizacion y a la necesidad de contar con personal
especializado. Dicha técnica debe utilizarse juiciosamente y queda supeditada a realizarla en
determinadas situaciones (Shukla et al., 2012). En concordancia con Rodriguez y col., 2008 la
inmunodeteccidn de Helicobacter ocurri6 en el epitelio, en el interior de las fosetas géstricas y en
las glandulas gastricas tanto en las muestras de humanos como las de cerdos.

En lo que respecta al procesamiento de las muestras, previa a la realizacion de la técnica
inmunohistoquimica, muchos autores recomiendan la utilizacién de reactivos que permitan una
mejor adhesion del material a estudiar, debido a que dicha técnica en su protocolo de realizacién
presenta una serie de pasos y un tiempo prolongado de procesamiento llevando, muchas veces, a la
pérdida del material a evaluar. Debido a esto, en nuestro estudio aplicamos diferentes métodos de
adhesion, la utilizacién de vidrios limpios y secos o la de vidrios con gelatina bacterioldgica como
asi también la utilizacion de vidrios con Vectabon ®. Los resultados obtenidos fueron similares en
los tres tipos de tratamientos utilizados, las mayores variaciones se observaron en aquellos vidrios
en donde los cortes histoldgicos recién montados no fueron secados en estufa a 37° C durante varias
horas, los vidrios que permanecian mas tiempo de secado fueron los que mostraron mejores
resultados.

La evaluacion histolégica con la coloracion de Warthin-Starry en las especies estudiadas
permiti6 observar microorganismos con las caracteristicas morfologicas de Helicobacter spp. Con
esta tincion, en las muestras gastricas de cerdo pudimos observar al menos dos tipos de
Helicobacter spp: uno de ellos de mayor tamafio e intensamente espiralado y el otro de tamafio
menor y con forma de S itdlica forma morfologica descripta para H. helmanni y H. pylori
coincidiendo con lo publicado por algunos autores que sugieren que los microrganismos observados
en sus investigaciones presentaron una morfologia similar a la descripta para H. heilmannii, H. suis

y H. pylori, estas especies pueden colonizar de manera natural el estémago de cerdo o bien,
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establecen que un mismo género bacteriano podria asumir patrones morfoldgicos diferentes por
causas inherentes al ambiente gastrico particular del huésped. En concordancia con estos autores
seria necesario realizar futuros estudios utilizando técnicas especificas para tipificar las especies
presentes en los estdmagos de cerdos e identificar con precision los tipos morfoldgicos encontrados
(Fawcet ef al., 1999; Rodriguez y col., 2009; Liang et al., 2013).

En nuestros andlisis morfométrico observamos microrganismos que van desde 1 um a 6 pm
de longitud y de 0,4 a 1,0 pm de ancho, en base a esta tltima caracteristica podemos inferir que
existen mas de una especie de Helicobacter colonizando el estomago de los cerdos morfoldgica y
morfo métricamente compatibles con H pylori y H heilmannii.

En coincidencia con Mulet et al., 2005, Bondi, 2006 y Cardenas et al., 2007, nuestros
resultados determinaron una mayor colonizacion de estos microorganismos en la regién antral, tanto
en los estdbmagos de humanos como de cerdos.

Diversos estudios sugieren que los microorganismos observados en las muestras de
cerdo se presentan colonizando con mayor frecuencia la mucosa findica y pildrica, principalmente
en las fosetas gastricas en intima relacion con el aparato de secrecion acida del estomago (Eaton et
al., 1992; Rodriguez y col., 2008). La colonizacioén con H. heilmanni en cerdos produce respuestas
inflamatorias géstricas similares a las producidas experimentalmente con H. pylori induciendo a la
hiperacidez (Rodriguez y col., 2009). En las regiones de la glandula findica en cerdos inoculados
experimentalmente y cerdos infectados de manera natural con H. suis, estos microrganismos se
encuentran en estrecho contacto con las células parietales, lo que podria indicar que la bacteria
puede tener impacto en estas células productoras de acido clorhidrico. La infeccidn provocada por
H. suis se localizo pricipalmente en el antro (De Grotte et al., 2000; Haesebrouck et al., 2009). En
nuestro estudio se confirma la presencia de Helicobacter spp. en estomagos de cerdos colonizadas
de manera natural, lo que indica la capacidad de estos microorganismos para infectar a esta especie
animal e inducir lesiones gastricas, la localizacién de estos Helicobacter spp. concuerdan con los
hallazgos de Rodriguez y col., 2009.

Por otro lado, la deteccion de células G productoras de gastrina se realiz6 de acuerdo a lo
propuesto por Gazquez Ortiz and Blanco Rodriguez, 2004. Los mismos hacen referencia a las
células endocrinas del estdbmago, sin precisar especie animal alguna, como aquellas que se localizan
en la base de las glandulas findicas en contacto con la membrana basal no siendo observables con
las tinciones de rutina de laboratorio. Las células G en el presente trabajo se estudiaron aplicando la
técnica inmunohistoquimica, siguiendo el protocolo establecido por Ravi R, en 1998.

Es sabido que la infecciéon por Helicobacter spp, como afirman varias investigaciones,
produce anomalias importantes en la secrecién de hormonas polipéptidicas gastrointestinales por el

antro gastrico, como la gastrina (Eaton et al., 1992; Fawcet ef al., 1999; Sleinsinger et al., 2000). La
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accién inflamatoria sobre el epitelio gastrico disminuye la cantidad de células D que sintetizan
somatostatina, inhibidor natural de las células G productoras de gastrina, lo que provoca un
aumento de esta, incrementando de esta manera la secrecidn del jugo gastrico (Eaton et al., 1997,
Cérdenas et al, 2007) y por ende aumenta la secrecion de acido clorhidrico, estos fenémenos
provocan un desbalance aumentando los factores agresivos y disminuyendo a los factores
defensivos lo que lleva a una pérdida de la homeostasis local generando una lesion ulcerada (Mazell
et al, 1991; Frisanche, 1996). Estas anomalias tienen consecuencias importantes en la
fisiopatologia géstrica y en la patogenia de la ulceracion (Morales et al., 1999)

Estudios anteriores revelan que la gastrina ademas de estimular la secrecion de acido
gastrico también actia como hormona trépica ante las células parietales secretoras de acido en el
cuerpo gastrico (Morales et al., 1999). Como establecen varios autores, la infeccion por
Helicobacter spp. estd asociada a un incremento en las concentraciones de gastrina sérica. Hasta el
momento existen pocos estudios referentes a la morfologia de las células productoras de gastrina en
las gastritis producidas por este agente causal (Sleinsinger et al., 2000).

En general, a las células enteroendocrinas, se las describen como células pequefias, con un
nacleo redondo esférico y un citoplasma con tincion débil. Estan situadas en contacto con la
membrana basal en la que asientan las células epiteliales mucosas; muchas de aquellas células no
estan en contacto con la luz. Las vesiculas neurosecretoras se concentran fundamentalmente en la
porcidn basal de las mismas, razon por la cual se las llamo células acidéfilas basigranulares, lo cual
permite observar una acidofilia mas evidente en la zona basal de la célula (UCGS, 2007). Por otra
parte, Ross and Pawlina, 2012, atribuyen que la dificultad para ser observadas con tinciones de
hematoxilina y eosina se debe principalmente a la escasez de ARN y membranas lo cual imprime a
la célula una escasa basofilia y acidofilia, respectivamente, que se traduce en la escases de tincion.
Asimismo, Bassan et al., 2000, sobre el particular refiere a la presencia de granulos secretorios que
exhiben metacromasia enmascarada, y reaccionan con la hematoxilina plimbica, las sales de cromo
y las de plata.

En las diferentes muestras examinadas a las que se les realizo la tincién de hematoxilina
eosina, la identificacion de células G resulto dificil. Esto coincide con lo mencionado en algunas
citas bibliograficas en humanos y en animales domésticos (Dauria, 2011).

Desde el punto de vista morfolégico, en individuos adultos de diferentes especies, se
describen formas celular que varian de redonda a piramidal en humanos (UCGS, 2007; Ross and
Pawlina, 2012); redonda, ovalada, de huso y triangular en caballos adultos (Ceccarelli et al., 1995);
piramidal en otras especies domésticas y salvajes (Kitamura et al., 1990; Ceccarelli ef al., 1995); y
células de formas redondeadas y piramidales en fetos de caballo (Dauria, 2011). Las células

observadas en nuestro trabajo tanto en biopsias gastricas agudas y crdnicas con presencia de H. spp,
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presentaron las caracteristicas tipicas de una célula de secrecion endocrina. En las biopsias gastricas
humanas, las células G, se evidenciaron con las formas piramidales, alargadas y redondeadas,
siendo estas ultimas las mas abundantes. En los cerdos se observaron células con forma piramidal o
triangular. En las células de formas redondeadas y piramidales, los nicleos se presentaron redondos
y alargados respectivamente ubicéndose, los primeros en la porcién central de la célula, y los
segundos en la parte basal de la misma. Respecto a aquellas que mostraron una forma celular
alargada, el nicleo adopt6 igual morfologia, que la célula, extendiéndose a lo largo de la superficie
citoplasmatica, esto concuerda con lo observado por otros investigadores en otras especies animales
(Kitamura et al., 1990; Ceccarelli et al., 1995; Dauria, 2011).

Con respecto al tipo celular abierto o cerrado, tanto en humanos como en cerdos se
identificaron los dos tipos celulares, tal lo descripto en trabajos realizados en diferentes especies
(Kitamura et al., 1990; Ceccarelli et al., 1995; Dauria, 2011).

Por otro lado, la distribucion de los granulos en las células con inmunomarcacion positiva,
en las muestras estudiadas, mostrd cierta variacion ya que aquéllos no sélo se ubicaron en la parte
basal de la célula, como habitualmente se describen en algunas especies animales (Gazquez Ortiz
and Blanco Rodriguez; 2004); sino también se localizaron en otras areas de la superficie celular
coincidiendo con estudios realizados en fetos de caballo por Dauria, en 2011. Algunos granulos de
la misma célula, se manifestaron con aspecto grueso e intensamente tefiidos, mientras que otros
fueron mas finos y débilmente tefiidos. Sin embargo, en algunas células los granulos no
evidenciaron diferencia alguna entre si, es decir mostraron una apariencia homogénea, mientras que
en otras, la presencia de granulos fue escasa. Por su parte, Ortea Lopez, 1995, establece que en
humanos, los granulos, en las células G, toman una ubicacion basal respecto al ntcleo, y en el
vértice se encuentra un penacho de microvellosidades lo que le imprime el caracter de tipo abierto
dentro del universo de las células enteroendocrinas, En las biopsias estudiadas pudimos apreciar la
presencia de las dos formas celulares abiertas y cerradas. Tanto en biopsias gastricas humanas y en
muestras gastricas de cerdos, se identificaron células positivas a gastrina en tejido conectivo
adyacente y en tejido epitelial glandular, siendo esta Gltima ubicacion la mas abundante. En este
trabajo en las muestras de humanos y cerdos con diagndstico de mucosa normal y en aquellas con
gastritis agudas y cronicas con ausencia de H. spp se pudieron observar las células G con las
caracteristicas morfologicas anteriormente descriptas, solo que en algunos casos la marcaciéon no
era tan intensa.

Con respecto a la produccion de gastrina por parte de las células G, estudios experimentales
en ratones (modelo raton INS-GAS) hipergastrinemicos determinaron que en ratones machos
tratados con flora alterada de Schaedler (ASF) y H. pylori, la respuesta inflamatoria fue mas severa

que en ratones hembra con el mismo tratamiento. Ademas, los machos desarrollaron un 40 % mas
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de neoplasias intraepiteliales invasivas gastrointestinales con respecto a ratones hembras
(Lertpiriyapong et al., 2014).

Los estudios realizados en gerbos de Mongolia y en el hombre, han asociado la infeccion
con Helicobacter spp., con el desarrollo de carcinomas gastricos, la infeccion con H. pylori induce
un aumento de 5 a 10 veces la concentracion de gastrina en suero y aumenta con el tiempo. Dos
tipos de tumores aparecen luego de la infeccion prolongada con H pylori.. adenocarcinomas y
carcinoides de células enterocromafines o ECL. A su vez, en roedores africanos (Mastomys
natallensis) se investigo el desarrollo de tumores gastricos asociados a ECL, en ellos se observd,
que la gastrina esta estrechamente vinculada con la aparicidn de este tipo de tumores y también se
determind que la misma esta asociada a la aparicion de adenocarcinomas (Kariya er al., 1986;
Fossmark et al., 2011). Investigaciones anteriores refieren un aumento de concentracion sérica de
gastrina, pero no se hace referencia al aumento en el nimero de células productoras de la misma
durante esta patologia (Sleinsinger et al., 2000). En el presente estudio los resultados obtenidos nos
indican que el aumento de gastrina no solo se aplica a su concentracion, como establece Sleinsinger
et al., 2000 sino también incluye el aumento en el nimero de células que las producen.

Al estudiar las biopsias gastricas humanas con diagndstico de gastritis agudas y cronicas con
ausencia y presencia de Helicobacter observamos que hubo un aumento en el % de células G en
aquellas muestras con presencia de este agente causal.

En las biopsias gastricas humanas evaluadas no se encontraron diferencias en cuanto al
nimero de células productoras de gastrina tanto en aquellos pacientes que tenian diagndstico de
gastritis aguda como crénica provocadas por Helicobacter, lo que sugiere que probablemente la
variacién en las concentraciones séricas de las mismas se deba a un aumento en la produccién de la
hormona en los procesos inflamatorios del estémago y no en el nimero de células. Nuestro estudio
ademas, permitié comparar en humanos el comportamiento de estas células con respecto a edad y al
sexo. En cuanto a la edad de los pacientes, no se observaron diferencias de acuerdo a los grupos
etarios estudiados. Por otro lado, se ha comprobado que el aumento en el nimero de células
productoras de gastrina es independiente del sexo.

En las muestras géstricas de cerdos que presentaban diagndstico de gastritis agudas con
presencia o ausencia de Helicobacter no existen diferencias en el nimero de células G, a diferencia
de lo que sucedié en humanos, lo que sugiere, en concordancia con lo observado con otros autores,
que existe un proceso de patogenia comiin a humanos pero no similar (Hellemans et al., 2007).

En cerdos, existe un aumento en el nimero de células productoras de gastrina al comparar
biopsias gastricas cronicas con presencia y ausencia del microrganismo. De este mismo estudio se

desprende que al comparar biopsias gastricas con gastritis agudas positivas a Helicobacter y
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cronicas positivas a la misma bacteria, existen evidencias significativas en cuanto al aumento de
células G.

Asimismo, al estudiar las muestras de cerdos y humanos con gastritis aguda positivas a
Helicobacter se encontraron diferencias estadisticamente significativas, hallindose un mayor
porcentaje de células G en humanos, alrededor de un 4% mas.

Por otra parte en las gastritis crdnicas, los resultados nos indican que hubo diferencias entre
los estomagos de cerdos y humanos estudiados, siendo el cerdo el que posee alrededor de un 2 %
mas de células G.

En este estudio los resultados indican que el aumento en la producciéon de la hormona
gastrina, en ambas especies, no solo se refiere a su concentracion sino a un aumento en el nimero
de células que la producen.

A través de los diversos andlisis estadisticos realizados, podemos decir que
independientemente de la presencia de Helicobacter spp., tanto en humanos como en cerdos las
muestras gastricas con gastritis cronica presentan un mayor porcentaje de células positivas a
gastrina con respecto a aquellas muestras con diagnéstico de gastritis aguda y mucosa normal. Sin
embargo, en las gastritis cronicas la presencia de Helicobacter esta relacionada a un incremento en
el porcentaje de células G, tanto en humanos como en cerdos. Por otra parte, no se observaron
diferencias en el porcentaje de células G entre individuos con gastritis aguda e individuos con
mucosa normal, independientemente de la especie y de la presencia de Helicobacter.

Tanto las lesiones histopatologicas como el estudio inmunohistoquimico de células
productoras de gastrina encontradas en humanos y en cerdos, sugieren en concordancia con otras
investigaciones la existencia de un proceso de patogenia con aspectos comunes, las mismas son
semejantes, esto no implica que dicho proceso sea similar, pero si sugiere la presencia de
mecanismos comunes para su desarrollo (Eaton ef al., 1992) y concuerdan con estudios referidos a
ciertas especies de Helicobacter que sugieren que no todos pueden alterar de igual manera el
numero de células endocrinas (Sapierzynski et al., 2007).

No se sabe exactamente como los Helicobacter gastricos se transmiten de animales a
humanos, pero lo mas probable es que se produzca a través del contacto directo. Vivir en
proximidad cercana con gatos, perros y en especial cerdos se ha identificado como un factor de
riesgo para estas infecciones. La intensidad del contacto con animales es importante también, ya
que una mayor incidencia de estas afecciones se ha observado en criadores de cerdos y personal de
mataderos (Haesebrouck et al., 2009; Liang et al., 2013). En las afecciones gastricas humanas el H.
pylori es el microorganismo mas frecuentemente hallado aunque también en esta especie se ha

reportado la presencia de H. suis (Haesebrouck et al., 2009).
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Por otro lado, varios estudios han establecido que el H. suis asociado a ulceras
estomacales en cerdos, pueden ser causal de muerte sibita, un problema importante para la
produccidn. Estas pérdidas econdémicas para la industria porcina y el riesgo de que las bacterias
puedan infectar a seres humanos justifican la necesidad de futuras investigaciones, los datos
demuestran que los seres humanos en contacto cercano con cerdos tienen un riesgo mas alto a
adquirir la infeccion (Baele et al., 2008; Liang et al., 2013).

La capacidad de estos microorganismos para colonizar en forma natural y para
inducir lesiones géstricas en el hombre y en diferentes especies animales, ha generado preocupacion
a nivel mundial por su posible riesgo zoondtico, pero hasta el presente esto ain no ha sido

dilucidado.
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7. CONCLUSIONES

> A través de la técnica histologica convencional hematoxilina/eosina se logré el
diagnostico de los diferentes tipos de gastritis en las muestras gastricas de cerdo y
humanos. En muestras gastricas de cerdos pudimos observar mayor proporcion de

lesiones cronicas que agudas.

» A través de las tinciones diferenciales de Giemsa y Warthin-Starry en las muestras
gastricas logramos determinar la presencia de Helicobacter spp. En muestras
gastricas de cerdo, con la tinciéon de Warthin-Starry, pudimos visualizar dos especies

del género Helicobacter.

» En las especies estudiadas la inmunodeteccion de Helicobacter spp. se expresé en el
epitelio, foseta gastrica y glandula gastrica. Sin embargo, la mayor colonizacién por
Helicobacter fue detectada en la region antral tanto en estomagos de cerdo como en

humanos.

» La presencia de Helicobacter spp en estomagos de cerdo indica la capacidad del
microrganismo para infectar de manera natural a esta especie animal. En las muestras

estudiadas encontramos mas de una especie de Helicobacter.

» La técnica inmunohistoquimica permitié la visualizacion de las células G
productoras de gastrina, las mismas se localizaron en el epitelio glandular y en el

tejido conectivo subyacente.

» En humanos las formas celulares halladas fueron alargadas, piramidales y
redondeadas, siendo estas ultimas las mas abundantes. Las células G observadas en
cerdos adoptaron las formas triangulares o piramidales. Tanto en humanos como en
cerdos se identificaron células positivas de tipo abierto y cerrado, siendo estas
altimas las mas abundantes. Las mismas presentan caracteristicas similares a las
observadas en otras especies animales. Con respecto a la disposicion de los granulos
citoplasmaticos, en ambas especies estudiadas, los mismos mostraron cierta

variacion tanto en su distribucion como en la intensidad de tincion.
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» En lo que respecta al comportamiento de las células productoras de gastrina, en
biopsias humanas, el presente estudio indica que la presencia del Helicobacter
provoca un aumento tanto en el nimero de células G como en la concentracién de
gastrina. El aumento del numero de células productoras de gastrina es independiente

del sexo y la edad.

» En las muestras gastricas de cerdos con diagnéstico de gastritis cronica en presencia
y/o ausencia de Helicobacter se observd un aumento en el nimero de células
productoras de gastrina. Sin embargo, en aquellas muestras con diagndstico de
gastritis aguda con presencia y/o ausencia de Helicobacter no hubo aumento en el

numero de células productoras de gastrina.

» En las gastritis cronicas tanto de cerdos como humanos las células productoras de

gastrina aumentan en numero.
» Las lesiones histopatolégicas y el estudio inmunohistoquimico de células

productoras de gastrina encontradas en humanos y en cerdos sugieren la existencia

de un proceso de patogenia comin aunque no similar.
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25 JUL 201

Por la presente se deja expresa constancia que Virginia Hebe Mac Loughlin, de la
Facultad de Agronomia y Veterinaria, ha presentado ante este Comité de Etica de
la Investigacion de la UNRC, para su evaluacion el Proyecto de Investigacion
denominado “Relacion de Helicobacter spp. y células productoras de gastrina”,
con el siguiente Resultado de la Evaluacion del Comite:

Aprobado

Se expide la presente constancia a los fines que hubiere lugar en Rio Cuarto a

los 25 dias del mes de Julio de 2011.
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SECRETARIA DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

Cérdoba, 1 de junio de 2009.-

Al Sr. Decano de la
Facultad de Ciencias Médicas dela
Universidad Nacional de Cordoba

Dr. Gustavo Irico
S / D

Distinguido Sefior Decano:

Los que suscriben, miembros de la Comision de Bioética de
esta Facultad, comunican a Ud que tras haber examinado el proyecto de Tesis Doctoral
de la Médica Veterinaria Mac Loughun Virginia, este Comité, se aprueba el proyecto
presentado.

Sin otro particular, le saludamos con nuestra mayor
consideracién.

Prof. Dr. Pedro L. Saracho Cornet

Prof. Dr. Victor Cinelli

Lic. Cristind Arrambide de Nores

of. Dr. GUSTAVO L. IRICO
DECANO
facultad de Glencias Médicas
Universidad Nacional de Cardoba
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NUEVO HOSPITAL RIO CUARTO
SERVICIO DE ENDOSCOPIA DIGESTIVA

CONSENTIMIENTO INFORMADOQ DE ENDOSCOPIAS DIGESTIVAS

- Formulario -
Rio Cuarto,...... de......... det 200..

-NOMBRE Y APELLIDO: SEXO:
-FECHA Y LUGAR DE NACIMIENTO:
-ESTADO CIVIL:
-DOCUMENTO DE IDENTIDAD No.: TIPO:
-DOMICILIO: T.E.:
-OCUPACION:

-TIPO DE PROCEDIMIENTO:

1) He sido ampliamente informado acerca de la naturaleza y objetivos del procedimiento,
sus riesgos predominantes y relevantes, beneficios, y las alternativas u opciones posibles
para lograr la finalidad buscada. Se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas y todas
mis preguntas han sido contestadas completa y satisfactoriamente.

2) Reconozco que no se me han dado garantias o seguridades respecto de los resultados
que se esperan del procedimiento.

3) Entiendo que durante el curso del procedimiento pueden presentarse condiciones
imprevistas que requieran procedimientos diferentes de los aqui referidos. Por ello,
consiento expresamente la utilizacion de técnicas y la realizacion de procedimientos
adicionales o alternativos que se juzguen necesarios (por €j. cirugia...........................)

4) Asimismo consiento la administracién de los anestésicos locales que se consideren
adecuados, y en su caso, de medicacién sedante y/o antiespasmoddica y/o anestesia
general. Reconozco que siempre hay riesgos para la salud asociados con la anestesia y
tales riesgos me han sido completamente explicados.

B)OBSERVACIONES ...ttt it e e e e e e

Confirmo que he leido y comprendo perfectamente los términos de este formulario y de la
informacién brindada por mi médico en forma verbal, que he tenido la oportunidad de hacer
preguntas, que éstas me han sido contestadas.

Firma del paciente o familiar 1(*):
Aclaracién de firma:

Firmas del acompafiante (opcional):
Aclaracion de firma:
Parentesco o tipo de vinculo:




LR
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROYBETOS'DE
INVESTIGACION

Lugar y fecha

Por medio de la presente autorizo que: las biopsias obtenidas por técnicas endoscopicas una vez
realizado el diagnostico histopatologico puedan ser utilizadas en el trabajo de investigacion:” Relacién
entre Helicobacter pylori y células productoras de gastrina™.

El objetivo del estudio es: investigar la relacion de la presencia del Helicobacter pylori con respecto a la
funcionalidad de células productoras de gastrina en pacientes con gastritis provocadas por dicho agente.
Declaro que se me ha informado que mi participacién en dicho proyecto no afectara mi integridad
fisica y que dicho estudio constituye un aporte a las ciencias médicas.

El investigador se ha comprometido a brindarme la informacion necesaria en caso que lo requiera.

Se me ha explicado que conservo el derecho de retirarme del estudio si 1o considero conveniente.

Se me ha dado la seguridad de que no se me identificara en las presentaciones © publicaciones que

deriven de este estudio y que los dates relacionados con mi privacidad seran manejados en forma
confidencial.

v

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma del investigador
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