UNIVERSIDAD NACIONAL DE RiO CUARTO
FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA

Informe de Trabajo Final presentado para Optar al Grado de Médico
Veterinario

Modalidad: Préactica preprofesional

DETERMINACION DE BOMBESINA EN ESTOMAGO DE
CERDOS CON DIAGNOSTICO DE GASTRITIS PROVOCADAS
POR Helicobacter spp.

Alumno: Machuca, Lucia Belén

D.N.I.: 37.665.159

Director: Dra. Mac Loughlin, Virginia Hebe

Co-director: Dra. Grosso, Maria Carolina

Rio Cuarto - Cérdoba

Diciembre 2018



UNIVERSIDAD NACIONAL DE RiO CUARTO
FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA
CERTIFICADO DE APROBACION

Titulo del Trabajo Final: “Determinacion de bombesina en
estomago de cerdos con diagndstico de gastritis provocadas por
Helicobacter spp. ”

Autor: Machuca, Lucia Belén
D.N.Il.: 37665159

Director: Mac Loughlin, Virginia Hebe
Co- director: Grosso, Maria Carolina

Aprobado y corregido de acuerdo con las sugerencias de la
Comision Evaluadora:

Mac Loughlin, Virginia Hebe
Grosso, Maria Carolina
Guendulain, Corina
Martinez, Ramiro Andrés

Fecha de Presentacion: / /

Secretario Académico



INDICE

INDICE DE FIGURAS ...ttt h btttk et e e s bt e e e bt e e e kbt e e ke e e e abe e e anbe e e eab e e s abneeanbeans iv
INDICE DE TABLAS ...ttt b ettt a bt e e e b bt e ek bt e e be e e esbe e e esbe e e sbbe e e sbbeesabneennneens v
RESUMEN. ... ettt a e eh e e b b e e s e b et e eh b e e ek b e e et b e e e ab et e sbbe e et beeanbeeeenneeennnes vi
SUMMARY ettt bbbtk a bt E bkt b R e Rt E R e R et b e bt et n e are et viii
L. INTRODUCCION ..ottt 1
11 GENERALIDADES ...ttt ettt et et e st e e s bt e e snbe e s snbeeesnbeeanes 1
12 ESTOMAGO DEL CERDO ..ottt 3
DESCIIPCION BNALOIMICE .......eveveatesteeet ettt sttt bbbt b bt bbb e bbbt e bt b e nb e b e b e b e bt en e b e s b b e 3
ESErUCLUIa NISEOIOGICA . ... eveveeeteiteeei sttt bbbt nn b 5

1.3 [ (o ol ] o= (o (=] ) o] TSR OSOTRURPRN 15
14 Helicobacter DE IMPORTANCIA EN EL CERDO......ccociiiiiiiiieeceeseee e 15
15 GAST RITIS Lttt ettt e e e e ket e s bt e e s bt e e sbb e e e ebb e e s bneesnneens 17
1.6 GASTRITIS PROVOCADAS POR Helicobacter Spp. ......ccooueeieiieiiieiie e 18
1.7 HORMONAS GASTROINTESTINALES ...t 20
1.8 BOMBESINA .ttt e et e bt e s b e e s e s e anr e nr e areeen 22
1.9 HIPOTESIS .ottt 24

R O ] N | I Y 1 TSRS 25
21 L@ o] 1= (1Yo 0[] T=] - USSR 25
2.2 ODJLIVOS BSPECITICOS ...ttt bbbttt be bbbt 25

3. MATERIALES Y METODOS ...ttt ettt ettt e e nr e snee s 26
3.1 IMUESEIAS ASETICAS .. e.vevververieiieteete ettt ettt b e bbb et b e bt b e en e b nn e e s s 26
3.2 HISLOQUIMICA: ...e.vevereiereeiee sttt nn e nn e ene s 26
3.3 INMUNONISEOGUIMICA: ....vevveeieeiiie ettt et et esrb e teete e sneesranesaeesneesneeanes 26
B GIUDOS. ..ot 27
35 EStUAIO BSLAGISTICO ...ttt bbbt b e bbb 28

4. RESULTADOS ...ttt bttt bttt e s e e e e b bt e e kbt e e ke e e ekt e e sabe e e eab e e e nnneenneaas 29
4.1 Estudio microscépico de biopsias gastricas de CErdoS ...........evriririreneninieieise st 29
4.2 ReSUItAd0S ESTAAISTICOS ......vveveirerereieieeee e 36

5 DISCUSION ...oeeiairtesisets s ss ettt 39
B CONCLUSION.......coiieceetetet ettt n ettt n et s e et an et ans s neeee 43
7 BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt es s tanans 44



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Esquema del aparato digestivo del CErdo. .........coovriirerinirieninieeeeereeeee e 3
Figura 2: Esquema de la anatomia del estomago del cerdo.. .......ccooveveeeienienieceee e 4
Figura 3: Microfotografia de la transicion esofagogastrica. . ........ccceveeveevienieceese e 6
Figura 4: Microfotografia de un corte de la pared de la regidn antropildrca.........cccoeevveveeeveenenee. 7
Figura 5: Imagen histoldgica de las glandulas fundicas del estbmago en corte transversal con
tincion de HematoXiliNa-EOSING. . ......c.oviririiierienieeeest et s 8
Figura 6: Esquema de una célula mucosa de la superficie, secretora de moco.. ........cceeeveeveennenee. 9
Figura 7: Esquema de una célula mucosa del cuello, secretora de MoCO........ccccveeveeciieieciennnen, 10
Figura 8: Esquema de una célula parietal.. ..........ccocevireieireneniee e 11
Figura 9: Mecanismo de secrecion del acido gastrico a partir de las células parietales del
ESTOMAGO. ...ttt ettt ettt ettt ettt b e bt e e a e bttt b et eh e eb e e b e b e s e e bt e b ettt e e e st eb e eb et et ene e b e et e teneas 12
Figura 10: Esquema de una célula prinCipal.. .........ccoceveieiiinenieierreee e 12
Figura 11: Esquema de una célula enteroeNdOCIING. . .....cccveeeeeierierieeiieeerese et 13
Figura 12: Esquema de una célula indiferenciada ...........cccovvevveiieriesieseeceeeee e 14
Figura 13: Imagen de Helicobacter pylori obtenida mediante microscopia electronica. .............. 15
Figura 14 : Especies de Helicobacter que afectan al Cerdo. ........ccoveviveviiiiiecvieece e 16
Figura 15: Mecanismo de acCiOn e 8 UFBASA.. .......eceeveruerierieeieiesieeeeeeesie et e e ae e e 18
Figura 16: Desarrollo de la infeccion por Helicobacter pylori..........cccveveeinineneninincneeen 19
Figura 17: Mecanismo de alteracion en la produccion de hormonas provocado por Helicobacter

Figura 19: Microscopia Optica de biopsias gastricas, region antral con diagndstico de gastritis

(01 (0] T [ox: TR OO TSSO P U RSRP 30
Figura 20: Microscopia Optica de biopsias géastrica, region antral con diagndstico de gastritis

T [0 To = T o 1 TSP 31
Figura 21: Microscopia Gptica de biopsias géastrica, region antral con diagndstico de gastritis

(ot o] g Tor: W T TSRS 31
Figura 22: Microfotografia de biopsia gastrica regién antral con diagnéstico de gastritis cronica
coloreada con la tincion de Warthin-Starry. .........cccccvevieveeceee et 32
Figura 23: Microfotografia de biopsia gastrica region antral con diagnéstico de gastritis aguda
coloreada con la tincion de Warthin-Starry ..........cccocveveeveecieci e 33
Figura 24: Inmunoexpresion de células productoras de bombesina en biopsia gastrica con
diagndstico de gastritis aQUAA H (1) ...eeoeiiriiieieeceeeeeee e 34
Figura 25: Inmunoexpresion de células productoras de bombesina en biopsia gastrica con
diagndstico de gastritiS CroNICaA H (F)..ccviiiiiieiieceeceeceee ettt 35
Figura 26: Andlisis del promedio de las células bombesina positivas ..........ccceeeeeieeieeiecieennen, 38



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Acciones fisioldgicas de algunas hormonas gastrointestinales
Tabla 2. Resumen de los resultados del estudio.. ........cccceevecieecveennennen.



RESUMEN

La secrecién de acido gastrico es controlada principalmente por la hormona gastrina, la
cual es sintetizada por las células G de la mucosa estomacal. Existen otras hormonas y
neurotransmisores que modifican la secrecién de gastrina, ya sea inhibiendo o estimulando su
liberacion. EI Helicobacter (H) altera el control inhibitorio de la liberacion de gastrina y, a su
vez, estimula la liberacidn de un neurotransmisor, la bombesina, que actia sobre las células G
para que estas secreten gastrina. Esto resulta en una excesiva secrecion acida pudiendo provocar
gastritis, linfoma del tejido linfoide asociado a mucosas y Ulceras 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 patdgenos
responsables de zoonosis. El objetivo del trabajo fue estudiar la relacion entre Helicobacter spp
y la funcionalidad de las células productoras de bombesina en biopsias gastricas de cerdos. Se
determind la presencia de Helicobacter spp en muestras gastricas de regién antro-pilérica de
cerdos mestizos de diferentes edades y sexos, provenientes de frigorificos de la zona de Rio
Cuarto. Las muestras gastricas fueron sometidas a la tincion de hematoxilina y eosina para el
diagndstico de gastritis agudas y cronicas. La presencia de Helicobacter se detectd a través de la
observacion de cortes histologicos coloreados con Giemsa, Warthin- Starry e
Inmunohistoquimica con anticuerpos comerciales. La deteccién de células productoras de
bombesina se realizd por técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos comerciales. Se
determiné el porcentaje de células bombesina positivas en biopsias gastricas de cerdos con
gastritis agudas H (+)/(-) y gastritis cronicas H (+)/(-). Las gastritis fueron diagnosticadas con
H/E, observandose mayor proporcién de lesiones crénicas que agudas. Con Giemsa y Warthin-
Starry se determino la presencia de Helicobacter spp. En muestras géstricas de cerdo podemos
inferir que existen al menos dos especies colonizando el estomago, una de mayor tamafio e
intensamente espiralada y otra de menor tamafio y con forma de “s” italica, que se corresponden
con Helicobacter heilmannii y Helicobacter pylori, respectivamente. La inmunodeteccion de
Helicobacter spp se expresé en el epitelio, foseta gastrica y glandula gastrica. Se encontré un
mayor porcentaje de células bombesina positivas en muestras gastricas de cerdos con
diagnostico de gastritis cronica H (+) con respecto a las muestras con gastritis agudas H (+)
(p=0,04), en muestras con gastritis cronicas H (+) con respecto a la mucosa normal (p=0,02) y en
muestras con gastritis cronicas H (-) con respecto a la mucosa normal (p=0, 005). En estas
muestras también se observd que las caracteristicas morfol6gicas de dichas células se
correspondian con células de tipo abierta. La localizacion de estas células fue en el epitelio

glandular, tejido conectivo subyacente y tejido muscular. En las muestras gastricas de gastritis

Vi



agudas H (+), en aquellas H (-) y en mucosas normales no se presentaron diferencias estadisticas
significativas. En este estudio los resultados nos indican que el aumento en la produccién de
hormona bombesina no solo se refiere a su concentracion como establecen otros autores, sino
también a un aumento en el nimero de células que la producen. La capacidad de estos
microorganismos para colonizar en forma natural y para inducir lesiones géastricas en el hombre
y en diferentes especies animales, ha generado preocupacion a nivel mundial por su posible

riesgo zoonGtico.
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SUMMARY

Gastric acid secretion is mainly controlled by the gastrin hormone. which is
synthesized by the G cells of the stomach mucosa. There are other hormones and
neurotransmitters that modify gastrin secretion, either by inhibiting or stimulating its release.
Helicobacter (H) alters the inhibitory control of gastrin release and, in turn, stimulates the
release of a neurotransmitter, bombesin, which acts on G cells to secrete gastrin. This results in
excessive acid secretion, which can cause gastritis, lymphoma of lymphoid tissue associated
with mucous membranes and peptic ulcers. Studies carried out confirm the implication of
Helicobacter spp in gastric pathologies of man and other animal species, including the pig. That
is why these bacteria could be pathogens responsible for zoonoses. The objective of this work
was to study the relationship between Helicobacter spp and the functionality of bombesin-
producing cells in gastric biopsies of pigs. The presence of Helicobacter spp. in gastric samples
from the antro-pyloric region of mixed-breed pigs of different ages and sexes, obtained from
refrigerators in the Rio Cuarto area. The gastric samples were subjected to hematoxylin and
eosin staining for the diagnosis of acute and chronic gastritis. The presence of Helicobacter was
detected by observation of histological cut colored with Giemsa, Warthin-Starry and
Immunohistochemistry with commercial antibodies. The detection of bombesin-producing cells
was performed by immunohistochemical techniques with commercial antibodies. The percentage
of bombesin-positive cells was determined in gastric biopsies of pigs with acute gastritis H (+) /
(-) and chronic gastritis H (+) / (-). Gastritis was diagnosed with H / E, with a higher proportion
of chronic than acute lesions. The presence of Helicobacter spp was determined with Giemsa
and Warthin-Starry. In gastric samples of pig we can infer that there are at least two species
colonizing the stomach, one larger and intensely spiral and another smaller and shaped as italic
"s", which correspond to Helicobacter heilmannii and Helicobacter pylori, respectively. The
immunodetection of Helicobacter spp. was expressed in the epithelium, gastric pit and gastric
gland. A higher percentage of bombesin-positive cells was found in gastric samples of pigs
diagnosed with chronic gastritis H (+) with respect to samples with acute gastritis H (+) (p =
0.04), in samples with chronic gastritis H ( +) with respect to the normal mucosa (p = 0.02) and
in samples with chronic gastritis H (-) with respect to the normal mucosa (p = 0.005). . In these
samples it was also observed that the morphological characteristics of said cells corresponded
with open type cells. The location of these cells was in the glandular epithelium, underlying
connective tissue and muscle tissue. In the gastric samples of acute gastritis H (+), in those H (-)

and in normal mucosa there were no significant statistical differences. In this study, the results
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indicate that the increase in the production of bombesin hormone not only refers to its
concentration as established by other authors, but also to an increase in the number of cells that
produce it. The ability of these microorganisms to colonize naturally and to induce gastric
lesions in humans and in different animal species has generated worldwide concern due to their

possible zoonotic risk



1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

Helicobacter pylori es el principal agente bacteriano implicado en lesiones
gastroduodenales inflamatorias en humanos, tales como gastritis crénica, Ulcera péptica,
adenocarcinoma gastrico y linfomas del tejido linfoide asociado a la mucosa, siendo una de las
bacterias patdgenas mas comunes, con una alta prevalencia a nivel mundial (Pacheco, 2000).

Este microorganismo Gram negativo, fue observado por primera vez por el patdlogo
Robin Warren a principios de junio de 1979. Su deteccion en estudios histopatoldgicos continud
por un par de afios asociando la presencia del microorganismo con enfermedades gastricas en el
hombre, efectudndose varios intentos con fines de aislar la bacteria que no lograron prosperar
(Tytgort, 1994; Mc Coll et al., 1997; Warren et al., 1997; Morales y Bermudez, 2008). En
1994, Helicobacter pylori fue declarado como la principal causa de Ulcera péptica y como
agente cancerigeno en humano, tal como lo demuestran estudios efectuados sobre el particular
(Moreno, 2005). En la actualidad algunos autores sugieren que tanto la gastritis como la Ulcera
péptica son patologias multifactoriales donde Helicobacter pylori no desempefiaria
necesariamente un papel relevante en la misma (Valdivia Roldan, 2011). Si bien es sabido que
Helicobacter pylori esta involucrado en enfermedades gastricas de humanos, se ha determinado
también la existencia de otras especies de Helicobacter que afectarian a diversos animales, tales
como H. mustelae en hurones, H. acynonyx en leopardos y chitas, H.felis, H. heilmannii, H.
bizzozeronii, H. salomonis, H. cynogastricus, Flexispira rapini y H. bilis en perros, H.
helmannii, H. felis, H. bizzozeronii, H. pylori y H. baculiformis en gatos (Gomez et al., 2006;
Odriozola, 2011). Por lo que, el Helicobacter, cualquiera sea su especie, es un factor exégeno
que podria contribuir a la profundizacién y perpetuacién del cuadro clinico (Hobsley et al.,
2008; Valdivia Roldan, 2011; Vikram et al., 2013).

En porcinos se ha logrado reproducir Ulcera géstrica mediante la inoculacion
experimental con H. pylori (Rodriguez et al., 2009); ademas, se ha detectado otra bacteria
espiralada, ureasa positiva, que se presenta de manera natural en el cerdo, asociada también a la
presentacion de Ulceras gastroesofagicas. (Queiroz et al., 1996; Rodriguez et al., 2009).
Anteriormente, a este microorganismo se lo identificaba como Helicobacter heilmannii o
Helicobacter suis, los cuales son considerados como la misma especie (Goodwin y Armstrong,
1989; Barbosa et al., 1995; Rodriguez et al., 2009). En la actualidad, se ha determinado que el



Helicobacter heilmannii puede subclasificarse como H. heilmannii tipo I y H. heilmannii tipo
Il. El subtipo | est& representado por una sola especie, el Helicobacter suis, que coloniza el
estdbmago del cerdo; mientras que, el subtipo Il, abarca a todas aquellas bacterias conocidas que
colonizan la mucosa gastrica tanto de perros como de gatos, incluyendo a H. felis, H.
bizzozeronii, H. salomonis, H. cynogastricus, H. baculiformis y H. heilmannii (Baele et.al.
2008; Smet et.al., 2012; Bento-Miranda, 2014). Méas recientemente, se propuso utilizar la
terminologia Helicobacter heilmannii sensu lato para denominar a cualquier bacteria del género
Helicobacter que no haya sido identificada como H. pylori y que haya sido clasificada dentro de
los grupos H.heilmannii tipo 1 'y 1, y la denominacion Helicobacter heilmannii sensu stricto
cuando el microorganismo haya sido identificado mediante técnicas moleculares con su
respectivos género y especie (Haesebrouck et.al., 2011; Bento-Miranda, 2014).

La evaluacion histolégica de muestras gastricas de cerdo con la coloracion de Warthin-
Starry, reveld la presencia de dos tipos morfoldgicos de bacterias: la primera, caracterizada por
su mayor tamafo y morfologia intensamente espiralada, concuerda con las descripciones de H.
heilmannii y, la segunda, de menor tamafio y con forma de "s" itdlica, se corresponde
morfolégicamente con la bacteria H. pylori (Mac Loughlin etal., 2014). Algunas
investigaciones sugieren que estos microorganismos colonizan el estbmago del cerdo o que una
misma especie podria asumir patrones morfoldgicos diferentes por causas inherentes al
ambiente gastrico del huésped (Makinde et al., 1990; Fox et al., 1997; Rodriguez, 2009).

El Helicobacter provoca alteraciones en las células de la mucosa gastrica, afectando la
produccién de hormonas gastrointestinales, 1o que conlleva a la aparicion de gastritis. Existen
dos teorias que permitirian explicar la patogenia de esta enfermedad, una de ellas postula que
los altos niveles de amonio producidos por la enzima ureasa interferiria con la retroalimentacion
negativa de la gastrina sobre las células parietales; por otro lado, la segunda teoria describe que
debido a los cambios inflamatorios inducidos por la bacteria en el tejido gastrico, se alteraria la

funcién normal de la secrecién acida (Levi et.al., 1989)



1.2 ESTOMAGO DEL CERDO

Descripcidon anatdomica

El estdbmago es una dilatacion del tubo digestivo que se ubica entre el esofago y el
duodeno. Su luz estd cerrada a proximal por un musculo esfinter que recibe el nombre de
cardias, mientras que, en su porcion distal, se encuentra obliterada por el piloro. El cardias esta
ubicado més hacia la izquierda, dentro de la cavidad abdominal y representa la continuacion del
esofago. El piloro esta dirigido hacia la derecha, posee una protuberancia formada por tejido
muscular liso y tejido adiposo que se denomina torus pyloricus que disminuye la luz del mismo.
y se continda con el duodeno (Konig, 2011). Se encuentra surcado dorsalmente por una pequefia
curvatura que recibe el nombre de curvatura menor. A esta se le opone otra curvatura, situada

ventralmente, que es la curvatura mayor.

Figura 1: Esquema del aparato digestivo del cerdo. 1- Dientes;
2- Lengua; 3- Glandulas salivales; 4- Es6fago; 5- Estomago; 6-
Duodeno; 7- Higado y vesicula biliar; 8- Pancreas; 9- Intestino
delgado; 10- Ciego; 11- Intestino grueso-12-Recto. Tomado y
adaptado de http://heritance.me/anatomy-of-digestive-system-of-
P19

La mucosa del estbmago del cerdo se puede dividir en cuatro regiones: la region
proventricular ubicada alrededor del cardias y que se extiende hasta el borde del diverticulo a
la izquierda. Mantiene las caracteristicas de la mucosa esofagica, careciendo de glandulas y con
bastantes pliegues; la region glandular cardial que se extiende hasta la mitad del estémago; la
region glandular findica que es mas gruesa que la cardial y de un color rojo oscuro vy, la
region pilérica que es palida, mas gruesa que la findica y presenta un nimero irregular de
pliegues (Sisson, 2002).
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Figura 2: Esquema de la anatomia del estdmago del
cerdo. Tomado y adaptado de Konig, 2011.

Vascularizacion

La irrigacion sanguinea del estomago procede de las tres ramas principales de la arteria

celiaca.

1. Arteria gastrica izquierda
Es la arteria méas grande, alcanza la curvatura menor y se subdivide sobre ambas
superficies del estmago.
2. Arteria hepatica
a. Da origen a la arteria gastrica derecha y a la arteria gastroepiploica derecha. La
arteria gastrica derecha alcanza la curvatura menor del estbmago y se
anastomosa con la arteria gastrica izquierda; mientras que, la gastroepiploica
derecha perfunde a la curvatura mayor del estémago.
3. Arteria esplénica,
a. Da origen a la arteria gastroepiploica izquierda. Esta perfunde a la curvatura
mayor del estbmago y se anastomosa con la arteria gastroepiploica derecha.
Tanto de la arteria esplénica como de las gastroepiploicas, surgen ramas que se
dirigen hacia la curvatura mayor del estbmago y lo rodean como una
abrazadera (Konig, 2011).

4. Las venas del estbmago discurren al lado de las arterias y se dirigen hacia la vena porta.



Inervacion

El estomago esté inervado por fibras parasimpaticas dentro de los dos troncos vagales, y
por fibras simpaticas. Las fibras parasimpaticas del vago hacen sinapsis sobre células
ganglionares en plexos intramurales dentro de la submucosa y las capas musculares, ejerciendo
control sobre la motilidad gastrica. En la region cercana al es6fago, la actividad vagal suprime
la contraccion muscular y conduce a la relajacion; en la porcion cercana al duodeno, la
estimulacion vagal provoca una actividad peristaltica intensa. El nervio vago también es el

encargado de estimular la secrecion gastrica (Dyce et.al., 1991 y Konig, 2011)

Sistema linfatico

Los vasos linfaticos se dirigen hacia los nddulos linfaticos gastricos, que se localizan en
la proximidad de la curvatura menor y junto al cardias. Reciben la linfa proveniente de gran

parte del estbmago, del extremo caudal del esofago, diafragma y pancreas (Konig, 2011).

Estructura histolégica

Histoldgicamente, el estbmago del cerdo presenta una porcion glandular y una no
glandular. Ambas porciones respetan el patrén de tanicas tipico de los drganos huecos.

La porcion aglandular esta tapizada por un epitelio estratificado plano queratinizado y
se localiza alrededor del cardias.

La porcidn glandular sera descripta a continuacion y con mas detalle debido a que es

alli donde se asienta el patdgeno en estudio.

Tudnica Mucosa

La mucosa de la porcion glandular del estbmago estd compuesta por un epitelio
cilindrico simple, de citoplasma muy pélido debido a la gran cantidad de mucopolisacéridos que
se producen y secretan para proteger al epitelio de la accidn de enzimas hidroliticas y del acido
clorhidrico, componentes del jugo géastrico. Este epitelio presenta una serie de pliegues, cuyas
salientes se denominan areas gastricas y, las fosas que quedan entre ellos, que reciben el
nombre de criptas gastricas, en las que desembocan las glandulas (Gazquez Ortiz y Blanco
Rodriguez, 2004).

Las glandulas gastricas se ubican debajo del epitelio y estan rodeadas por una delgada
capa de tejido conectivo laxo, que corresponde a la lamina propia. Estas glandulas difieren en

su constitucion dependiendo de la region del estbmago en donde se encuentren.



GLANDULAS GASTRICAS
Region cardial

Las glandulas cardiales estan limitadas a una estrecha porcion del estomago (cardias)
que rodea al orificio esofagico superior. Su secrecién, combinada con la de las glandulas
esofagicas cardiales, contribuye al jugo géastrico y también ayuda a proteger el epitelio
esofagico contra el reflujo &cido del estbmago. Son tubulares, un poco tortuosas y ramificadas.
Estdn compuestas por células secretoras de moco con ocasionales células enteroenddcrinas
entremezcladas (Ross y Pawlina, 2012).

R s 0¥ o

Figura 3: Transicion esofagogastrica. Obsérvese el

epitelio estratificado plano del es6fago en el angulo
superior derecho de la imagen. Las glandulas
cardiales son tubulares, un poco tortuosas y a veces
ramificadas. 240 x. Tomado de Ross y Pawlina,

2012.



Reqion pildrica

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

enteroenddcrinas y a veces celulas parietales (Ross and Pawlina, 2012).

Figura 4: Region antropilorca. Las glandulas pil6ricas son

bastante rectas en la mayor parte de su longitud pero se
enrollan un poco cerca de la muscular de la mucosa. La luz
es relativamente amplia y las células secretoras tienen un
aspecto similar al de las células mucosas superficiales, lo
que indica una secrecion bastante viscosa. Estan
restringidas en la mucosa y vierten su producto en las
fositas gastricas. 120 x. Tomado de Ross y Pawlina, 2012.



Region fundica

Son glandulas de tipo tubular, ramificadas y que se dividen en cuello o istmo, cuerpo y
base. Estan constituidas por diferentes tipos celulares: células mucosas superficiales y
profundas, células parietales, células principales, células enteroenddcrinas y células

indiferenciadas.

Fosita gastrica
Lamina propia
Célula mucosa
superficial

Luz de la glandula

gastrica
Célula mucosa
del cuello
Célula parietal

Luz de la glandula

gastrica Células
principales

Figura 5: Imagen histoldgica de las glandulas fandicas del estbmago en corte transversal
con tincion de Hematoxilina-Eosina. Mucosa: se observan areas gastricas, criptas,
epitelio cilindrico simple. En la lamina propia podemos observar las glandulas fandicas.
Se distinguen los tipos celulares: células mucosas superficiales y mucosas del cuello,

células parietales, principales y células G. Tomado de Tortora y Derrickson, 2006.



Los tipos celulares que componen las distintas glandulas gastricas son:

a) Mucosas superficiales:
Las células mucosas superficiales son células epiteliales hexagonales con apices que
protruyen hacia la luz géstrica. El nicleo basal es redondeado y el citoplasma presenta
cierta basofilia debido a un reticulo endoplasmico rugoso prominente y abundantes
mitocondrias. Presentan granulos de moco densos que dan positivos a la reaccidn de
Schiff. Estos contienen una mucina alcalina y viscosa que se adhiere a la superficie de
la mucosa para formar una capa protectora que se combina con los iones HCOs,

también producidos por estas células (Alaminos Garcia, 2005).

: '*\/:
o
Figura 6: Esquema de una
célula mucosa de la superficie,
secretora de moco. Tomado de
Gartner y Hiatt, 2011.



b) Células mucosas del cuello
Son mas escasas y estan ubicadas entre el istmo de la glandula y el fondo de las criptas.
Son bajas, cilindricas, con un nucléolo prominente y contienen granulos de moco y
ribosomas libres. El aparato de Golgi esta bien desarrollado y presenta escasas
mitocondrias. Pueden diferenciarse en células de las criptas 0 mucosas superficiales e
incluso formar células parietales, principales o enteroendocrinas (Alaminos Garcia,
2005).

% - .; ~ O "- P s p
Figura 7: Esquema de una célula mucosa del
cuello, secretora de moco. Tomado de

https://www.ec-europe.com/es/ilustracion-
medica/gastroenterologia/

c) Parietales u oxinticas:
Se encuentran en el cuello y cuerpo de las glandulas géstricas. Son de gran tamafio
y presentan morfologia poliédrica. El nucleo se localiza en posicion central y su
citoplasma es amplio e intensamente aciddfilo. Posee receptores tanto para gastrina

como para histamina y acetilcolina.
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Figura 8: Esquema de una célula parietal.
Tomado de Gartner y Hiatt, 2011.

Esta célula de secrecidn activa, es la encargada de producir &cido clorhidrico (HCI), el
cual es necesario para mantener el pH inferior a 3 y permitir que el pepsindgeno se active a
pepsina. Para cumplir esta funcién, las células parietales pueden ser estimuladas de tres
diferentes maneras: a) mediante la liberacion de acetilcolina por las neuronas parasimpaticas, b)
secrecion de gastrina por las células G y ¢) mediante la histamina, sustancia paracrina liberada
por mastocitos de la lamina propia. Es por ello que estas células poseen 3 tipos diferentes de
receptores de membrana para estas sustancias: receptores de gastrina, receptores histaminicos H2
y receptores acetilcolinicos M3. La acetilcolina y la gastrina acttan estimulando a las células
parietales para que secreten mas HCI en presencia de histamina, por lo que dicha hormona actia
sinérgicamente y potencia los efectos de la acetilcolina y la gastrina. El principal mecanismo
para la estimulacion de la célula parietal es la activacion del receptor gastrinico por la gastrina
(Tortora y Derrickson, 2006).
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Figura 9: Mecanismo de secrecion del acido gastrico a
partir de las células parietales del estomago. Tomado

de Tortora y Derrickson, 2006.

d) Principales
Se localizan en el fondo y cuerpo de la glandula. Son mas pequefias que las
parietales y su citoplasma es basofilo. El polo apical contiene granulos de secrecion
(de cimo6geno) de los precursores de las enzimas gastricas, principalmente
pepsindgeno. Esta enzima, gracias al pH &cido, se transforma en pepsina, forma

activa de la enzima.

Figura 10: Esquema de una célula
principal. Tomado de Gartner y Hiatt,
2011.
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e) Enteroenddcrinas o enterocromafines

f)

Denominadas de esta forma por su reaccion ante sales de plata, se localizan en la
base de las glandulas gastricas, en contacto con la membrana basal. Forman parte
del sistema enteroenddcrino, encargado de enviar sefiales hormonales de una
porciéon a otra del tubo digestivo. En el estomago se localizan las células G,
productoras de la hormona gastrina, la cual activa la sintesis y secrecion de jugo
gastrico y la motilidad géstrica (Gazquez Ortiz, 2004). En cuanto a las células
similares a las enterocromafines, en el estbmago tenemos las células productoras de

histamina, otra de las sustancias involucradas en la secrecién de acido clorhidrico.

Figura 11: Esquema de wuna célula
enteroenddcrina. Tomado de Gartner y
Hiatt, 2011.

Indiferenciadas

Se localizan en el cuello o istmo de la glandula, son cilindricas o clbicas sin granulos u
otros componentes especificos en el citoplasma. Pueden sufrir mitosis y dar origen a
células que se diferenciaran a los otros tipos celulares de la mucosa gastrica (Geneser,
2000)

13



5
c“

Figura 12: Esquema de

una célula
indiferenciada. Tomada
de

https://vdocuments.mx/c
elulas-del-esofago-y-
estomago.html

Debajo de la ldmina propia, se observa una serie de fibras musculares lisas que

corresponden a la capa muscular de la mucosa.

Tunica Submucosa
Esta tunica esta constituida por tejido conectivo laxo, en la que suele haber leucocitos
que conforman foliculos linfoides aislados, vasos sanguineos, plexos nerviosos de Meissner y

fibras colagenas y elasticas (Gazquez Ortiz y Blanco Rodriguez, 2004; Konig, 2011).

Tunica Muscular
Esta conformada por tres capas de musculo liso, cuya disposicion es:

a) Oblicua interna, que se presenta solo en algunas partes.
b) Circular media

¢) Longitudinal externa
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Entre las capas media y externa se encuentra el plexo mioentérico o de Auerbach, del

sistema nervioso autbnomo que inerva al estomago.

Tunica Serosa

La thnica serosa esta conformada por tejido conectivo laxo y recubierta por epitelio
plano simple, que se une al peritoneo parietal por medio de un meso dorsal y uno ventral, que lo
unen a la pared abdominal (Konig, 2011).

1.3 Helicobacter spp.

Las bacterias del género Helicobacter son bacilos espiraliformes, gram negativos y moviles,
generalmente encontrados en tracto gastrointestinal de humanos y animales. Poseen un tamafio
que oscila entre los 2,5-3,5 um de largo por 0,5-1um de ancho. Es microaerofilo, su temperatura
Optima es de 37° C, es oxidasa, catalasa y ureasa positiva. Esta Gltima se utiliza como prueba
diagnoéstica de infeccion por Helicobacter pylori en humanos debido a que al ser una
proteobacteria, el Helicobacter tiene la facultad de producir grandes cantidades de ureasa en
cultivos bacterianos (Madigan et.al. 2009).

Figura 13: Imagen de Helicobacter pylori
obtenida mediante microscopia electrénica.
Tomado de: www.helicobacterspain.com

1.4 Helicobacter DE IMPORTANCIA EN EL CERDO

Helicobacter suis es una bacteria Gram negativa, cuya morfologia se corresponde con la de
un espiral y que frecuentemente coloniza el estdmago de los cerdos. Es considerada como el

helicobacter no- Helicobacter pylori (NHPH) de mayor prevalencia en humanos, en los que
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puede causar gastritis, ulcera géstrica, linfoma del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) y,
esporadicamente, adenocarcinoma gastrico. Por otro lado, las presentaciones clinicas en cerdos
infectados con Helicobacter suis incluyen gastritis y reduccion de la ganancia diaria de peso,
entre otros cambios patoldgicos a nivel gastrico (Zhang et. al., 2016).

Las infecciones por largos periodos de tiempo, producidas por Helicobacter suis, pueden
inducir necrosis de las células parietales y son hallazgos frecuentes en pacientes humanos con
gastritis cronicas infectados con helicobacter no-Helicobacter pylori. Esta4 descripto que otras
especies gastricas como H. pylori, H. heilmannii y H. felis también pueden causar pérdida de las
células parietales, derivando en una desregulacion de la morfologia géastrica y en el desarrollo de

metaplasia intestinal (Zhang et.al., 2016).

\ v' "‘;'v“'-_ v' --
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Figura 14 : Especies de Helicobacter que afectan al cerdo. A- Imagen de
Helicobacter suis. Tomado de Baele et. al., 2008. B- Imagen de Helicobacter
heilmannii. Tomado de Smet et.al., 2012 C- Imagen de Helicobacter felis
tomado de http://www.cab.unimelb.edu.au/cab_helicobacter.htm. D- .Imagen de
Helicobacter pylori. Tomado de
http://www.microbiologybook.org/Spanish/chapterl1.htm
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1.5 GASTRITIS

La gastritis es la enfermedad inflamatoria, aguda o crénica, de la mucosa gastrica,
provocada por factores enddgenos y exodgenos, que produce sintomas dispépticos y cuya
existencia se sospecha clinicamente y se confirma histoldgicamente. Es etioldgicamente
multifactorial observandose que en un solo paciente pueden intervenir maltiples factores, siendo
el mas comun el Helicobacter pylori (Valdivia Roldan, 2011).

El dafio de la mucosa depende del tiempo de permanencia del factor o factores injuriantes,
teniendo especial importancia la capacidad de la barrera gastrica para resistir a ellos. El
trastorno de dicha barrera origina la lesion de la mucosa, permitiendo la accion del acido
clorhidrico, proteasas y &cidos biliares, pudiendo llegar hasta la ldmina propia (Valdivia
Roldan, 2011).

El sistema Sidney propone clasificar a las gastritis en:

Gastritis aguda
Las gastritis agudas se caracterizan por presentar un infiltrado inflamatorio

predominantemente neutrofilico, pudiendo acompafarse por hemorragia de la mucosa y
erosiones (Valdivia Roldan, 2011).

a- Gastritis aguda erosiva o ulcerada: En el caso del cerdo, es posible encontrar este tipo
de gastritis como secundaria a cuadros patolégicos graves con repercusién
multiorganica como estrés, shock, sepsis y lesiones graves del sistema nervioso central.
La mucosa del estdmago se encuentra hiperémica, edematosa, con petequias dispersas,
erosiones e incluso Uulceras. Los mecanismos de desarrollo involucrarian una
hipersecrecién de &cido clorhidrico, modificaciones microcirculatorias a raiz del shock
0 sepsis, menor produccion de mucus y déficit de prostaglandinas (Durarte, 2010;
Valdivia Roldan, 2011).

Gastritis crénica

La gastritis cronica es una inflamacion que afecta solo a la mucosa, sin alteraciones
macroscopicas especificas ni sintomatologia definida. Se caracteriza por un infiltrado con
linfocitos y/o células plasmaticas y, si ademas se observa la presencia de leucocitos
polimorfonucleares, toma la denominacion de gastritis crénica activa. Cuando el infiltrado
compromete la zona superficial de la lamina propia, sin comprometer a las glandulas, recibe el

nombre de gastritis cronica superficial; mientras que, si el infiltrado abarca a la 1damina propia
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en toda su extension, recibe el nombre de gastritis crénica profunda (Durarte, 2010; Valdivia
Roldéan, 2011).

En el curso de evolucion, esta gastritis presenta alteraciones degenerativas de las células
epiteliales y reduccion de la cantidad de glandulas con areas variables de atrofia de las mismas,
tomando el nombre de gastritis cronica atréfica, pudiendo aparecer también zonas de metaplasia
intestinal (Durarte, 2010; Valdivia Roldan, 2011).

1.6 GASTRITIS PROVOCADAS POR Helicobacter spp.

La literatura describe al patrén de colonizacion de esta bacteria como irregular en todo el
estdbmago, con una mayor concentracion de microorganismos en el antro y en el cardias. Las
bacterias observadas en el cuerpo del mismo se encuentran estrechamente asociadas a las células
parietales (Danon et. al., 1998). A pesar de haber sido considerados como flora normal debido a
la ausencia de signos inflamatorios, hubo casos en los que estos microorganismos estuvieron
asociados a gastritis cronicas activas, agregados linfoides y Ulceras. Los pacientes humanos
infectados con Helicobacter pylori han mostrado exagerados niveles de gastrina, los cuales
retornaban a niveles normales luego de la eliminacion del agente (Danon et. al., 1998).

Hay dos teorias que permitirian explicar la alteracion en la produccion de &cido y de
gastrina. La primera, propuesta por Levi et. al., (1989) en la que se creia que los altos niveles de
amonio producidos por la enzima ureasa que posee el Helicobacter, interferian con la
retroalimentacién negativa de la gastrina sobre las células parietales. Esta liberacion continua de
gastrina por parte de las células G podria estimular a dichas células para aumentar su masa

celular, derivando en una mayor produccion de acido.

Figura 15: Mecanismo de accion de la ureasa. Tomado de
Cervantes-Garcia, 2016.
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Por otro lado, la segunda hipotesis, sugiere que los cambios producidos por Helicobacter
pylori en el huésped estan relacionados a la respuesta inflamatoria del tejido gastrico y al
desarrollo de Ulceras géstricas, que resultan en una alteracion de la fisiologia gastrica (Danon
et.al., 1998).

Infeccidn por
helicobacter pylon

muscular Inflamacion

Figura 16: Desarrollo de la infeccion por Helicobacter pylori. Tomado de Cervantes-
Garcia, 2016

En contraste con otras especies, las Ulceras gastricas en cerdos se desarrollan casi
exclusivamente en la pars oesophagea, una pequefia area alrededor del cardias desprovista de
glandulas. Por este motivo, esta regién no posee la proteccion del mucus y es altamente
susceptible a la irritacién por &cido clorhidrico, producido por las glandulas fundicas. La injuria
cronica de la pars oesophagea resulta en hiperqueratosis, erosion y, por ultimo, ulceracion (De
Witte et. al., 2017). Sin embargo, estudios realizados por Rodriguez et. al., (2009) y Mac
Loughlin et.al., (2017) reportaron que las regiones en las que mayormente se asienta el
Helicobacter, corresponden a la mucosa fundica y pilérica del estomago.

Reportes recientes indican que H. suis podria alterar la homeostasis de las células parietales
de los cerdos y afectar la expresion de genes que codifican para la ATPasa H'/K", enzima
asociada a las células parietales y que esta involucrada en la produccion de &cido. A su vez, las
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células G productoras de gastrina y las células D productoras de somatostatina también pueden
verse alteradas (De Witte et. al., 2017).

Modificacién de la secrecion gastrica segun el curso de la infeccién

De Witte et.al., (2017) llevaron a cabo un experimento en el que analizaron las diferentes
modificaciones producidas en ciertos marcadores de secrecion acida géstrica que utilizaron para
evaluar la secrecion gastrica, asi como también las variaciones histologicas en la composicion
celular de las glandulas géastricas como indicadores de alteracién en la fisiologia del estomago. A
través de este estudio, pudieron determinar que en la fase aguda de la enfermedad no se
observaron modificaciones en los marcadores de secrecion &cida ni en la composicion celular de
las glandulas gastricas; mientras que, en la fase cronica de la enfermedad, en la que se
observaron lesiones severas, se constatd un aumento en los marcadores y en el nimero de células

G productoras de gastrina.

1.7 HORMONAS GASTROINTESTINALES

El aparato digestivo es considerado como el mayor érgano enddcrino existente, aunque en
vez de tener una estructura delimitada propia de otras glandulas enddcrinas, las células de
secrecion interna se presentan diseminadas a lo largo del tubo digestivo y glandulas anexas.
Muchos de estos mediadores también estdn presentes en el encéfalo y médula espinal y
participan no solo en el control de procesos digestivos, sino también de otras funciones como es
el caso de la colecistoquinina involucrada en el comportamiento alimentario y maternal. A su
vez, existen moléculas de caracter hormonal gque ejercen su accion sobre las células cercanas al
punto de liberacion (paréacrina). Un ejemplo de esto es el péptido somatostatina en la mucosa
gastrica, donde inhibe a las células productoras de acido clorhidrico y a las productoras de
gastrina, situadas en la cercania (Garcia Sacristan et. al., 1995).

Las hormonas gastrointestinales son sintetizadas por dos tipos celulares presentes en el
aparato digestivo: células enddcrinas y neuronas. Las células enddcrinas se encuentran situadas
tanto en los islotes de Langerhans del pancreas, como a lo largo de la pared del tubo digestivo.
Presentan granulos de secrecion que captan sales de plata espontaneamente (células
enterocromafines) o al afiadir algin agente reductor (células argirdfilas) (Garcia Sacristan et.al.,
1995). Existen varias hormonas Gl que poseen una funcion perfectamente establecida como lo
son la secretina, colecistocinina (CCK), gastrina, péptido gastrico inhibidor (GIP) y motilina
(Leite y Castro Chavez, 2002).
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Tabla 1 . Acciones fisiologicas de algunas hormonas gastrointestinales. Tomado y adaptado
de Ross y Pawlina, 2012.

HORMONA SITIO DE ESTIMULA INHIBE
SINTESIS
Gastrina Células G  del Secrecion acida
estdbmago gastrica
Ghrelina Células G  del Secrecion de STH Metabolismo
estdbmago Apetito y lipidico.
percepcion del  Utilizacion de grasas
hambre. en tejido
Colecistocinina Células |  del Contraccion Vaciamiento
duodeno y yeyuno vesicula biliar.  gastrico
Secrecion enzimas
pancreaticas.
Secrecion de
bicarbonato por el
pancreas.
Crecimiento
pancreatico
Secretina Células S  del Secrecion de  Secrecion acida
duodeno enzimas gastrica
pancreéticas.
Secrecion de
bicarbonato por el
pancreas.
Crecimiento
pancreético.
Péptido inhibidor Células K  del Liberacion de  Secrecion acida
gastrico duodeno y yeyuno insulina gastrica
Motilina Células Mo del Motilidad gastrica e
duodeno y yeyuno intestinal.
Polipétido Células PP del Vaciamiento Secrecion de
pancreatico pancreas gastrico y motilidad  enzimas
intestinal pancreaticas
Péptido YY Células L del ileon  Absorcion de agua  Secrecion acida
y colon y electrolitos en géstrica,
colon vaciamiento gastrico
e ingesta de
alimento
Somatostatina Células D de la Liberacion de
mucosa de todo el gastrina.
tubo digestivo Secrecién acida
gastrica

Liberacién de otras
hormonas
gastrointestinales
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Histamina Mucosa de todo el Secrecion acida

tubo digestivo géstrica
Bombesina Estomago Liberacion de
gastrina
Encefalinas Mucosa y musculo  Contraccion del  Secrecion intestinal
liso de todo el tubo  musculo liso
digestivo
Péptido intestinal Mucosa y musculo  Secrecion de Contraccion del
vasoactivo liso de todo el tubo  enzimas musculo liso
digestivo pancreaticas Contraccion

Secrecion intestinal esfinteriana

En el tracto gastrointestinal, existen 2 plexos ganglionares: el plexo mientérico o de
Auerbach (ubicado entre las capas longitudinales y circular de la musculatura lisa) y el
submucoso o de Meissner (situado en la submucosa). Ambos se caracterizan por poseer neuronas
sensoriales y motoras, que conectadas sinapticamente por microcircuitos controlan la motilidad,
el flujo sanguineo, la secrecién y la absorcion del aparato digestivo. Las razones que justifican
la inclusién de los neuropéptidos en la patogénesis de la gastritis asociada con Helicobacter
pylori descansan en la existencia de diversos trastornos funcionales de la secrecién
clorohidropéptica, el vaciamiento y la motilidad géstricas, que se observan en los pacientes

afectados (Pifiol Jiménez y Paniagua Estévez, 2006)
1.8 BOMBESINA

El péptido bombesina, de 14 aminoacidos, se aislé de la piel de los batracios y forma parte
de un amplio grupo de neuropéptidos con diversas funciones biologicas. Las principales
bombesinas de origen mamifero son dos: el péptido liberador de gastrina (GRP) y la
neuromedina B (NMB), cuya funcidén alin no estd perfectamente establecida (Grider, 2004;
Arteaga de Murphy, 2005). Se encuentra inmunorreactividad a este péptido en los nervios y
también en las células enddcrinas gastricas, existiendo neuronas de bombesina tanto en el cuerpo
como en el antro gastrico (Alaminos Garcia, 2005).

Esta comprobado que la secrecion de acido gastrico provocada por la bombesina, tanto en
humanos como en perros, siempre se ve acompafiada por un notable incremento de la actividad
de la gastrina en el plasma, lo que sugiere la posibilidad de que la bombesina es un factor
liberador de gastrina (Bertaccini et. al., 1973).

Se ha demostrado en numerosos estudios que la bombesina tiene acciones biolégicas

potentes, entre las que se incluyen funciones secretoras y motoras a lo largo del tracto
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gastrointestinal de los mamiferos. Este péptido es el encargado de aumentar la produccién de
acido clorhidrico mediante la estimulacion de las células parietales. A su vez, posee otras
funciones dentro del sistema digestivo, entre las que se encuentra el aumento de la secrecion
pancreatica, de la actividad mioeléctrica intestinal y de la contractilidad del musculo liso
(Grider, 2004; Pinol y Paniagua, 2006).

La accion inflamatoria del Helicobacter spp. sobre el epitelio gastrico disminuye la cantidad
de células D que sintetizan somatostatina, alterando a las células productoras de bombesina, que
estimulan a las células G productoras de gastrina. Esto no solo produce un aumento en la
cantidad de gastrina sérica, sino también un aumento en el nimero de células que la producen,
incrementandose asi la secrecion de jugo gastrico y, por consiguiente, la secrecidén de &cido
clorhidrico (Mac Loughlin et. al., 2016).

Por otro lado, la hipergastrinemia ocasionada a raiz de la accion de la bombesina, estimula
positivamente a las células enterocromafines para que aumenten la liberacion de histamina. Este
péptido, al unirse a los receptores presentes en la membrana de las células parietales, estimula
aun mas la produccion de acido clorhidrico. Si el estimulo de la hipergastrinemia persiste por
varias semanas, como sucederia en una gastritis cronica, dichas células responden con una

hiperplasia, agravando ain mas el cuadro clinico (Delle Fave et.al., 1999).

INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI

GASTRITIS CRONICA

DISMINUCION DE LAS CELULAS D
MENOR SECRECION DE SOMATOSTATINA

HIPERGASTRINEMIA
HIPERCLORHIDRIA
DISMINUCION MECANISMOS DE DEFENSA

ULCERA PEPTICA

Figura 17: Mecanismo de alteracion en la produccion de
hormonas provocado por Helicobacter spp. Tomado de

Frisancho Velarde, 1996. 23



1.9 HIPOTESIS

Dada la falta de estudios relacionados con la produccion de bombesina en cerdos afectados
por gastritis, y siendo que existen estudios efectuados en otras especies, también infectadas por
dicho agente causal, que han revelado alteraciones en células productoras de bombesina, es de

esperarse un comportamiento similar en cerdos que padecen gastritis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Obijetivo general

Determinar el comportamiento de la hormona gastrointestinal Bombesina en estémago

de cerdos afectados por gastritis provocadas por Helicobacter spp.

2.2 Obijetivos especificos

o Determinar la presencia de gastritis a través de técnicas histolégicas convencionales.

o Determinar la presencia de Helicobacter spp. en la mucosa gastrica a través de
tinciones especiales e inmunohistoquimica.

o Determinar la presencia y expresion cualitativa y cuantitativa de la hormona bombesina

mediante la técnica inmunohistoquimica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestras gastricas

Se emplearon cerdos mestizos de diferentes edades y sexos, provenientes de frigorificos
de la zona de Rio Cuarto, Argentina (33,11° S, 64,3° O). En todos los casos se tratd de animales
destinados a faena y considerados libres de enfermedad de acuerdo al examen clinico y
postmortem realizado. Se procesaron 60 muestras de estbmago de cerdos.
Inmediatamente de obtenidas se lavaron con solucion salina de Hank’s (SSH) (Gibco)
conteniendo 10.000 Ul/ml de Penicilina G sddica, 10 mg/ml de sulfato de estreptomicina y 2,5
mg/ml de fungizona, y luego se mantuvieron a 4 °C hasta su procesamiento en el laboratorio;
donde se tomaron porciones de tejido de 4 mm3 aproximadamente, que se fijaron en formol
tamponado al 10%. Dichas muestras se incluyeron en parafina y se practicaron cortes de

aproximadamente 4 pm.

3.2 Histoguimica:
Parte de las muestras fueron procesadas y coloreadas por la tincion convencional de

Hematoxilina-Eosina para realizar el diagnéstico de gastritis mediante el Sistema Sidney; el
resto de las muestras fueron sometidas a las tinciones especiales de Giemsa y Warthin Starry
para la deteccion de Helicobacter spp. El resto de los cortes se preservd para las técnicas

inmunohistoquimicas.

3.3 Inmunohistoguimica:

La técnica de inmunohistoquimica se utilizé para la inmunodeteccién de Helicobacter spp y
de células productoras de bombesina.

Se aplic6 la técnica indirecta denominada Complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC)
(Gimeno et al., 1997; Paz, 2000; Vissio, 2000;). Los marcadores utilizados fueron anticuerpos
primarios comerciales (anti-Helicobacter pylori 215A76 Cell Marque Corporation, USA y anti
bombesina) mientras que, como reveladores, el Complejo universal avidina-biotina (ABC) y el
sustrato peroxidasa diaminobencidina (DAB).

El desarrollo metodoldgico para esta técnica consistio en:

e Secado en estufa de 37°C.

o Desparafinado con xilol.

¢ Hidratacion con alcoholes de graduacion decreciente.
e Lavado con solucion buffer fosfato (PBS).

e Incubacion con suero normal de caballo.
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e Incubacion del anticuerpo primario a 4°C en cdmara humeda.

¢ Incubacion con el anticuerpo 2° biotinilado a temperatura ambiente en cAmara himeda.

e Incubacion con el Complejo ABC a temperatura ambiente en camara himeda.

e Revelado con diaminobencidina (DAB).

e Coloracion de contraste con Hematoxilina.

e Montaje.

e Observacion, analisis e interpretacién al microscopio éptico.

e Obtencion de microfotografias mediante una camara digital Carl Zeiss AxioCam ERc
5s adosada al microscopio éptico.

e Analisis estadistico

3.4 Grupos
Con técnicas convencionales (Hematoxilina/Eosina) se diagnosticaron, en 60 muestras

de region glandular de estomago de cerdos, la presencia de gastritis agudas y crénicas; mientras
que, con la coloracion de Giemsa, se determind la presencia de Helicobacter spp. a fin de
corroborar la presencia de dicho microorganismo, se recurrié a la técnica inmunohistoquimica y
coloracion de Warthin Starry.

Una vez realizados los diagnosticos histopatoldgicos se clasificaron las muestras en los
siguientes grupos:
Grupo A: Gastritis agudas con presencia de Helicobacter spp
Grupo B: Gastritis agudas sin presencia de Helicobacter spp.
Grupo C: Gastritis cronicas con presencia de Helicobacter spp.
Grupo D: Gastritis cronicas sin presencia de Helicobacter spp.
Grupo E: Mucosa normal

Luego se procedi6 a determinar la presencia de la hormona bombesina realizando la
técnica inmunohistoquimica de todas las muestras obtenidas empleando, para tal fin, anticuerpos
policlonales de conejo anti-bombesina.

La obtencidon de microfotografias se realiz6 mediante una camara digital Carl Zeiss
AxioCam ERc 5s adosada al microscopio 6ptico.

De esas muestras se procedié a identificar las células productoras de bombesina para

observar sus caracteristicas morfolégicas, ubicacion y contaje de las mismas.

Para el recuento celular se procedi6 a contar, en cada preparaciéon histologica, 5 (cinco)
campos al azar con el fin de obtener el porcentaje de células positivas a bombesina. Se recurrié

al conteo a ojo de por lo menos dos investigadores.
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3.5 Estudio estadistico

Una vez realizado el contaje de células positivas a bombesina, los resultados fueron
sometidos estadisticamente a una Prueba T para muestras independientes utilizando el programa
estadistico InfoStat versién 2011 (Di Rienzo et. al., 2011).
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4. RESULTADOS

Se estudid la relacion de la presencia de Helicobacter spp con respecto a la funcionalidad de

las células productoras de Bombesina en biopsias gastricas de cerdos.

4.1 Estudio microscopico de biopsias gastricas de cerdos

Las muestras gastricas fueron sometidas a tinciones de Hematoxilina-Eosina y Giemsa,
lo que permiti6 analizar las caracteristicas estructurales de la mucosa géstrica y la presencia de
Helicobacter spp.

En la Figura 18 se observa una muestra gastrica de la region antral con Hematoxilina-
Eosina con diagndstico de gastritis aguda. Se aprecia una lamina propia de tejido conectivo con
abundante células inflamatorias.

En la Figura 19 se observa una biopsia gastrica, region antral tefiida con hematoxilina-

eosina con diagnostico de gastritis cronica.

Figura 18: Microscopia oOptica de biopsias gastricas, region antral con
diagnostico de gastritis aguda. E: epitelio. GG: glandula gastrica. IL: infiltrado
leucocitario. Tincion H/E, 400 x.
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Figura 19: Microscopia Optica de biopsias gastricas, region antral con
diagndstico de gastritis cronica. E: epitelio. LP: lamina propia. GG: glandula
gastrica. IL: infiltrado leucocitario. Tincion H/E, 400 x.

En las Figuras 20 y 21 se muestra una biopsia gastrica, region antral con diagndstico de

gastritis sometida a la coloracion de Giemsa en la cual se puede observar la presencia de

Helicobacter spp.
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Figura 20: Microscopia Optica de biopsias gastrica, region antral con diagnostico
de gastritis aguda H(+). Helicobacter spp. (flecha). Tincion de Giemsa, 1000 x.

Figura 21: Microscopia Optica de biopsias gastrica, region antral con diagndstico
de gastritis crénica H(+). Helicobacter spp. (flecha). Tincion de Giemsa, 1000 x.
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La Figura 22 muestra una biopsia gastrica regiéon antral con diagnostico de gastritis
cronica coloreada con la tincién de Warthin-Starry en donde se observan Helicobacter spp.

Figura 22: Microfotografia de biopsia gastrica region antral con dlagnostlco de
gastritis cronica coloreada con la tincién de Warthin-Starry en donde se observan
Helicobacter spp. (flecha) 1000x.

En la Figura 23 se puede observar una biopsia gastrica de la region antral con

diagndstico de gastritis aguda mediante la tincion de Warthin-Starry, en la que se observa
Helicobacter spp.
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Figura 23: Microfotografia de biopsia géstrica region antral con diagnostico de
gastritis aguda coloreada con la tincién de Warthin-Starry en donde se
observan Helicobacter spp, (flecha). 1000x.

En la Figura 24 se muestra la inmunomarcacion de una célula productora de bombesina

en una muestra gastrica region antral con diagndstico de gastritis aguda H (+).
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Figura 24: Inmunoexpresion de células productoras de bombesina en biopsia
gastrica con diagndstico de gastritis aguda H (+) (flecha). 400x.

La figura 25 muestra inmunoexpresion de células productoras de bombesina en biopsia
gastrica con diagnostico de gastritis cronica H (+). Tanto en gastritis agudas como en gastritis

cronicas se pudo observar que dichas células también se hacian presentes en el tejido muscular.
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Figura 25: Inmunoexpresion de células productoras de bombesina en biopsia
géstrica con diagnostico de gastritis cronica H (+) (flecha). 400x.

En cuanto al estudio cualitativo de las células productoras de bombesina, se determiné que,
en las muestras gastricas observadas, se encontraron los dos tipos celulares: cerradas y abiertas.
En las muestras con gastritis agudas, las mas abundantes fueron las células cerradas; mientras
que, en las muestras con gastritis cronicas, las células mas abundantes fueron de tipo abierta.
Morfol6gicamente, las células abiertas presentan una forma triangular y su borde apical alcanza
la luz de las glandulas. Por otro lado, las células cerradas presentan una forma mas redondeada y
se observan cerca de la membrana basal, sin llegar a la luz glandular. La distribucion de los
granulos en las células con inmunomarcacion positiva mostré cierta variacion, ya que los
mismos no solo se ubicaron en la parte basal de la célula, sino también en otras areas de la
superficie celular. Algunos manifestaron aspecto grueso e intensamente tefiidos, mientras que
otros fueron mas finos y débilmente tefiidos. En algunas células, dichos 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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4.2 Resultados estadisticos

Al evaluar el porcentaje de células bombesina positivas en muestras con gastritis agudas,
con presencia 0 no de Helicobacter, se observdé que no existen diferencias significativas
(p=0,07). A su vez, en aquellas muestras con gastritis crénicas positivas y negativas a
Helicobacter, tampoco se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,87).

Por otro lado, al comparar biopsias con gastritis agudas y gastritis cronicas positivas a
Helicobacter, los resultados confirman que en estos grupos si existen diferencias
estadisticamente significativas (p=0,04).

Al evaluar los porcentajes de células bombesina positivas en muestras con diagndstico
de gastritis agudas y cronicas, sin presencia de Helicobacter, la Prueba T determind que para
este tipo de muestras no existen diferencias estadisticamente significativas (p=0,17).

Ademas, al comparar muestras de mucosa normal y muestras con diagnostico de gastritis
aguda Helicobacter (+), se observo que en el % de células positivas a bombesina, no existian
diferencias estadisticamente significativas (p=0,11).

Mientras tanto, los resultados estadisticos entre muestras con mucosa normal y gastritis
cronicas con ausencia de Helicobacter demuestran que en el % de células positivas a bombesina
existen diferencias estadisticamente significativas (p=0,005).

En relacion a los resultados estadisticos de las muestras con gastritis agudas sin
presencia de Helicobacter respecto a las muestras con mucosa normal, se observo gue no existen
evidencias estadisticamente significativas (p=0,5).

Por altimo, los resultados del andlisis de las células productoras de bombesina en
muestras con gastritis cronicas positivas a Helicobacter y muestras de mucosa normal,

mostraron que si existen evidencias significativas (p= 0,02).

36



Tabla 2. Resumen de los resultados del estudio. Con asterisco se identifican los grupos con

evidencias estadisticamente significativas.

Analisis Grupos Presencia(+) Prueba T % células

) bombesina positivas
/Ausencia(-)

Helicobacter

1 A (Gastritis aguda) + p=0,07

B (Gastritis aguda) =

2 C (Gastritis cronicas) + p=0,87

D (Gastritis crdnicas) -

3 A (Gastritis aguda) + P=0,04*
C(Gastritis cronica) i
4 B(Gastritis aguda) - p=0,17

D(Gastritis cronica) -

5 A(Gastritis agudas) 4 p=0,11

E(Mucosa normal) -

6 C(Gastritis cronica) + p=0,02*

E(Mucosa normal) -

7 B(Gastritis agudas) - p=0,5

E(Mucosa normal) -

8 D(Gastritis cronica) - p=0,005*

E(Mucosa normal) -




16 *
A
'd N\
14
12
10 o
A
3 'd N\
P
——r—
6 T
4
2
0
GAH(+) GAH(-) GCH(+) GCH(-) Normal
M % células bombesina + 13,3 4,18 2,68 2,6 5,25
DE 0,1817339 |0,02530947 | 0,01104215 | 0,02823963 | 0,03763092

Figura 26: Andlisis del promedio de las células bombesina positivas

Al analizar el promedio de células productoras de bombesina en cada grupo, con su
correspondiente desvio estandar, podemos determinar que el grupo con mayor nimero de células
bombesina positivas se corresponde con las gastritis agudas con presencia de Helicobacter. Por
otro lado, los grupos de gastritis cronicas con y sin presencia de Helicobacter fueron aquellos en

los que se registraron los % mas bajos.
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5 DISCUSION

La gastritis es definida como la inflamacién de la mucosa del estomago, variando su
clasificacidn segln la region de la mucosa afectada y su profundidad. A su vez, este proceso
inflamatorio puede tener numerosas etiologias y muchas veces resulta de la accion de varios
agentes en conjunto. EIl Helicobacter es el agente bacteriano de mayor prevalencia que se ha
encontrado en pacientes humanos con gastritis, sin embargo, existen otros pacientes en los que
se aisla esta bacteria pero que nunca desarrollan enfermedad (Valdivia Roldan, 2011).

En este estudio, el diagndstico de gastritis en estdbmago de cerdos se realiz6 de acuerdo a los
criterios establecidos en la clasificacidn del sistema Sidney modificado, teniendo en cuenta el
grado de gastritis y el tipo de infiltrado leucocitario (agudo o cronico) (Valdivia Roldan, 2011).

En su clasificacion histopatoldgica, la gastritis consiste en la presencia de infiltrado
leucocitario en la mucosa gastrica. Dicho infiltrado puede estar compuesto por diversos tipos
celulares, tales como neutrdfilos, linfocitos, células plasmaticas y eosinofilos, y suele estar
acompafiado de otras lesiones segun el grado de gastritis. Las gastritis provocadas por
Helicobacter spp se describen en base a la presencia de células inflamatorias, grado de actividad
de la inflamacion, presencia de atrofia, metaplasia y densidad de colonizacion del Helicobacter
spp. (Valdivia Roldan, 2011). Ademas, basandose en su intensidad y persistencia, puede
desencadenar trastornos de orden mecénico y secretorio, tales como hipergastrinemia vy
disminucién de la produccién de somatostatina (Mac Loughlin, 2016; De Witte, 2017).

En este estudio, las lesiones de la mucosa gastrica del cerdo concuerdan con las
descripciones que corresponden a gastritis agudas con infiltrado de tipo neutrofilico y, las
gastritis cronicas, cuyo infiltrado leucocitario estaba conformado, en su mayoria, por células
mononucleares (Valdivia Roldan, 2011).

Para la determinacion de Helicobacter spp. en las biopsias gastricas de cerdo, la técnica
histologica utilizada revel6 la presencia de bacterias espiraladas que concuerdan con las
descripciones de Helicobacter spp. Al igual que otros autores, fue de gran utilidad la realizacion
de una técnica sencilla, la tincion Giemsa, que permite la visualizacion de este patégeno
(Delgado et.al. 2007).

La evaluacién histolégica de las biopsias con la coloracion de Warthin-Starry permitié
observar la presencia de microorganismos con las caracteristicas morfoldgicas de Helicobacter
spp. Ademas, se logré identificar al menos dos tipos de Helicobacter; uno de mayor tamafio e
intensamente espiralado y otro de tamafio inferior y con forma de S italica, que se podrian

corresponder con Helicobacter heilmannii y Helicobacter pylori respectivamente, coincidiendo
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con diversos autores que describen a estas dos especies como patdgenos frecuentes al igual que
Helicobacter felis (Goodwin et al., 1989; Rodriguez et.al. 2009; Mac Loughlin, 2016).

A través de la técnica de inmunohistoquimica se realizd la inmunodeteccion de
microorganismos correspondientes al género Helicobacter en todas las biopsias gastricas
estudiadas. Dicha técnica no puede ser utilizada de rutina para el diagnéstico de este agente
debido a los altos costos, tiempo de realizacion y la necesidad de contar con personal
debidamente especializado. En concordancia con Mac Loughlin (2014), la inmunolocalizacién
de Helicobacter fue en el epitelio, en el interior de las fositas gastricas y en relacion a las
glandulas géstricas.

De Witte et. al. (2017) encontraron un cambio en el sitio de colonizacién, pasando de la
region pildrica en la fase mas aguda de la infeccion a la region fundica en fases cronicas. En este
estudio se establecié que el mayor porcentaje de células bombesina positivas se encontr6 en las
muestras de gastritis agudas Helicobacter (+), concordando con lo descripto por De Witte et. al.
en el afio 2017.

Tanto Mac Loughlin (2014) como De Witte et.al., (2017) no han observado grandes efectos
en el namero de células parietales, células D y células G del estbmago con gastritis aguda, esto
no concuerda con los resultados obtenidos en este estudio en relacion a las células productoras
de bombesina, ya que estas si habian aumentado su nimero en las gastritis agudas con presencia
de Helicobacter. Sin embargo, en la fase crénica de la infeccion, se determiné que el nimero de
células productoras de bombesina era menor que en las gastritis aguda, contrariamente a lo
observado por Mac Loughlin (2014) y De Witte et.al. (2017) con respecto a las células G.
Ademaés, De Witte et.al. (2017) han estudiado marcadores de secrecion acida, encontrando
resultados similares a lo ocurrido con las células. Esto deriva en el agravamiento de las lesiones
encontradas en la fase cronica, pudiendo culminar en metaplasia intestinal y atrofia glandular.

Se observaron evidencias estadisticamente significativas en el nimero de células
productoras de bomsesina de las muestras de gastritis aguda con presencia de Helicobacter spp..
Esto se contrapone con investigaciones realizadas por Mac Loughlin et. al., (2017) con respecto
a las células productoras de gastrina y somatostatina en cerdos, en donde las mismas no
aumentan su nidmero. Sin embargo, en biopsias gastricas humanas con diagnéstico de gastritis
agudas, se observé que las células G productoras de gastrina si aumentan tanto en nimero como
en produccién, lo que sugiere la existencia de un proceso de patogenia comun entre las especies
humana y porcina pero que no es igual.

Estudios realizados en diversos modelos animales han demostrado que la bombesina a nivel

central tendria un efecto inhibitorio de la secrecion acida, al igual que lo que sucede cuando este

40



péptido es suministrado de forma exdgena a dosis altas (Gutierrez, 1988; Piqueras Ruiz, 2004).
Sin embargo, mediante estimulacion vagal e infusion de dicho péptido, se produciria un aumento
en la secrecion de acido clorhidrico, que se explicaria mediante el aumento de gastrina
(Gutierrez, 1988). Mac Loughlin et.al. (2016) han determinado que la accion inflamatoria del
Helicobacter sobre la mucosa gastrica produce una disminucion de las células D productoras de
somatostatina, hormona encargada de inhibir la secrecién de acido clorhidrico. De esta manera,
el estimulo de la bombesina sobre las células G productoras de gastrina se haria mas evidente ya
que estas perdieron su control inhibitorio. Esto concuerda con nuestras investigaciones ya que se
observé un aumento del nimero de células productoras de bombesina en las muestras con
gastritis aguda donde la funcion gastrica se encuentra totalmente alterada.

La hipergastrinemia asociada con H. pylori es producida por la accién de la bombesina ya
que, una vez erradicada la bacteria, los niveles de la hormona vuelven a su normalidad, lo cual
explicaria la importancia de esta hormona en la infeccion causada por esta bacteria (Graham
et.al., 1991; Pifiol Jiménez y Paniagua Estévez, 2006). Asimismo, se ha comprobado que la
gastrina por si misma posee efectos troficos sobre las células parietales, por lo que un estimulo
prolongado de la bombesina sobre las células G derivaria en una hiperplasia de las mismas, con
el consiguiente aumento en la secrecion &cida géastrica (Gutierrez, 1988).

Se identificaron células positivas a bombesina tanto de tipo abierto como cerrado. En las
muestras con gastritis aguda, las que prevalecieron fueron las de tipo cerrado; mientras gque, en
las gastritis cronicas, las mas abundantes fueron las abiertas. Esto se relaciona con la funcion
quimiorreceptora que poseen las células abiertas, ya que al tomar contacto con la luz glandular,
liberan hormonas segun la informacion obtenida en ese proceso (Gutierrez, 1988; Ross y
Pawlina, 2012). Las mismas presentan caracteristicas similares a las observadas en otras especies
animales. Con respecto a la disposicion de los granulos citoplasmaticos, los mismos mostraron
cierta variacion tanto en su distribucion como en la intensidad de tincion.

Por otro lado, varios estudios han establecido que el H. suis asociado a Ulceras estomacales
en cerdos, pueden ser causal de muerte stbita, un problema importante para la produccién. La
infeccion en el cerdo produce disminucién de la ganancia diaria de peso y gastritis cronica,
pudiendo ocasionar Ulceras pépticas y el desarrollo de lesiones similares al linfoma de los
MALT, las cuales han sido observadas tanto en humanos como en modelos animales llevados a
cabo en roedores (Zhang et.al. 2016). Estas pérdidas econémicas para la industria porcina y el
riesgo de que las bacterias puedan infectar a seres humanos justifican la necesidad de futuras
investigaciones. Hay datos de que los seres humanos en contacto cercano con cerdos tienen un

riesgo mas alto de adquirir la infeccion (Baele et al., 2008; Liang et al., 2013).
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La importancia del estudio de Helicobacter en cerdo radica en que Helicobacter suis, la
especie de mayor importancia en porcinos, es una bacteria zoonética, que produciria
preocupacion considerando el bienestar animal, intereses econémicos de los productores, salud

publica y seguridad alimentaria de los trabajadores y consumidores involucrados.
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6 CONCLUSION

Mediante la técnica histoldgica convencional de Hematoxilina/Eosina se logrd el

diagnostico de gastritis aguda y cronica en muestras gastricas de cerdo.

La presencia de Helicobacter spp en estomago de cerdos indica la capacidad de este

microorganismo de infectar de manera natural a esta especie.

A través de las tinciones diferenciales de Giemsa y Warthin Starry se logrd determinar la

presencia de microorganismos altamente espiralados compatibles con Helicobacter spp.

La inmunolocalizacion de Helicobacter spp revel6 su presencia principalmente en el

epitelio, foseta gastrica y glandula gastrica.

La mayor colonizacién por Helicobacter fue detectada en la region antral del estomago.

La técnica de inmunohistoquimica permitio la identificacion de células productoras de
bombesina, las cuales se localizaban en el epitelio glandular, en el tejido conectivo

subyacente y en el tejido muscular.

Se observo un aumento del namero de células productoras de bombesina en las muestras

con gastritis agudas positivas a Helicobacter spp.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de células
productoras de bomsesina de las muestras de gastritis cronicas con presencia y/o

ausencia de Helicobacter spp..

En las muestras con gastritis aguda se determin6 que la morfologia celular predominante

de las células productoras de bombesina fue de tipo cerrada.

En las muestras con gastritis cronicas, se determiné que la morfologia celular méas

abundante fue de tipo abierta.
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