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RESUMEN: En ¢l presente trabajo se determind la presencia de Helicabacter pilory (H.p.) en biopsias utilizando métodos de tincion
diferenciales. Las 23 biopsias estudiadas pertenecen a pacientes que presentaban sintomas de dispepsia gastrica hipersecretoria
y/o ulcerosa.

En los cortes histoldgicos H.p. positivos (+) se estudid la mucosa gastrica. En ella se abservaron la existencia de moco producido
tanto por las células epiteliales de la mucosa como por [as células de las gldndulas antrales y la presencia o ausencia de altera-
ciones nucleares en las mismas células.

Los infillrados celulares hallados presentaron un aumento de neutrofilos y mastocitos en [as infecciones agudas y un aumento de
linfocitos en las cronicas.

Los mastocitos a través de mediadores preformados (5-hidroxitriptamina [5-HT], heparina e histamina) y algunas citoquinas
(Interleukina 1 [IL-1], Interleukina 6 [IL-6] y Factor de necrosis tumoral alfa [TNF-alpha), serian los responsables del dario de la
mucosa. Este mecanismo dependiente de |a generacion de oxido nitrico (NO) originado por las citoquinas actuaria sobre la
proliferacion, apoptosis y diferenciacion celular.

Palabras clave: Helicobacter pylorl = Mucosa gdstrica — Gastritis — Mastocitos.

SUMMARY: Comparative study on gastric mucosa correlating ocasional bacterial elements (helicobacter pylori) with the
gastric cytology. In this work, the presence of Helicobacter pylori (H.p) in differentially stained biopsies was determinated. Twenty
three biopsies studied correspond Lo patients with hypersecretory and/or ulcerous gastric dyspepsia symploms,

Gastric mucous membrane of Hp positive (+) histologic sections was studied. The existence of mucus either from mucous
epithelial cells or from antral glands cells, as well as the presence or absence of nuclear alterations of the same cells were
observed.

White cells infiltrations found presented a raised number either of neutrophiles and mast cells in acute infections or of lymphocytes
in chronic ones. Mast cells, by means of preformed mediators (5-hidroxylryptamine [5-HT], heparine and histamine) and some
cytokines (Interleukine 1 [IL-1], Interleukine 6 [IL-6] and alfa tumor necrosis factor [alfa-TNF] would be the responsible for mucous
membrane injury. This mechanism dependent on the nitric oxide (NO) generated by cytokines, would influence cell proliferation,
differentiation and apoptosis.

Key word: Helicobacter pylori — Gastric mucosa — Gastritis — Mast cells.

Introduccion

El primer aislamiento del Helicobacter pylori
(H.p.) en 1982 por Marshall y Warren (1) inicia una
nueva etapa en la microbiologia gastrica. Esta bacte-
ria espiralada, gram negativa (-) y flagelada, se ob-
serve por primera vez a partir de especimenes de
biopsias de estémago (2).

Estos investigadores describieron una asocia-
cion entre algunos cuadros digestivos, tales como la
gastritis cronica “tipo B" y Ia tlcera gastroduodenal,
con un grupo de bacterias curvas pertenecientes ala
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familia de las Campilobacter (1,3). A esta familia
pertenece el Helicobacter pylori.

Este organismo esté bien adaptado a sobrevi-
vir en el entorno gastrico durante largo tiempo, en
especial en la mucosa de la zona antral del estoma-
go (4,5,6).

Lainfeccion por H.p. ha modificado de manera
sustancial el enfoque diagnostico y terapeutico de
las afecciones gastroduodenales al identificarse una
relacion etiopatogénica definida con la Ulcera gastrica
y duodenal. También desempefia un papel trascen-
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dente en otras entidades como el linfomna tipo MALT y
el adenocarcinoma gastrico (7,8,9).

La prevalencia de la infeccién por H.p. se rela-
ciona basicamente con la influencia de factores
medioambientales, como el nivel higiénico-sanita-
rioy la edad del individuo (10,11,12).

El principal mecanismo de transmision es
interhumano, con dos posibilidades no excluyentes
como son la via fecal-oral y la via oral-oral (13,14).

El H.p. coloniza la mucosa de la cavidad
géstrica, principalmente en la superficie epitelial del
4rea gastrica no secretora (antro pilérico) aunque
puede encontrarse en cualquier zona del estomago y
en dreas de metaplasia géstrica de otras localizacio-
nes (eséfago, duodeno, recto) (15).

El objetivo de este trabajo fue determinar la pre-
sencia del H.p. en biopsias ciegas utilizando méto-
dos de tincion diferenciales. En las biopsias H.p. po-
sitivas (+) se estudio:

- la presencia del moco producido por las célu-
las epiteliales del estémago y las células de las gldn-
dulas antrales;

- |a existencia o no de alteraciones nucleares
en las células epiteliales del estomago y las células
de las glandulas antrales;

- la presencia de un infiltrado celular en la mu-
c0sa;

- los distintos tipos celulares presentes en el
infittrado;

- la presencia de trombos hialinos y/o celula-
res en la luz de las glandulas antrales.

Materiales y Métodos

Se estudiaron 23 biopsias humanas provenien-
tes del Servicio de Gastroenterologia del Hospital
del Centenario. Dichas biopsias pertenecian a pa-
cientes que presentaban signos de dispepsia gastrica
hipersecretoria y/o ulcerosa.

El material fue obtenido por endoscopia,
extrayéndose muestras de 1 a3 mm de didmetro de
la zona antral. Las zonas elegidas mostraban lesio-
nes de aspecto histoldgico anormal al ser observa-
das a través del sistema 6ptico del endoscopio.

Las biopsias fueron fijadas en formaldehido al
4% y procesadas histologicamente hasta su inclu-
si6n en parafina.
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Se realizaron cortes de 5 micras de espesor.

Las tinciones utilizadas para determinar la pre-
sencia de H.p. fueron Hematoxilina-eosina (HE),
Giemsa y Whartin-Starry (16,17,18,19). La presen-
cia del bacilo fue determinada con un aumento de
1000X.

El estudio del moco fue realizado a través de
las reacciones histoquimicas PA.S. — Alcian Blue,
tincién conjunta que permite visualizar los
mucopolisacéridos neutros y &cidos respectivamente
(18,19). Se utilizé un aumento de 200X.

La determinaci6n de las alteraciones nuclea-
res en las células epiteliales superficiales y glandu-
lares se realizé utilizando la tincion con Verde de
Metilo - Pironina (19), especifica para DNA y RNA.
El aumento utilizado fue de 1000X.

En los preparados H.p. (+) tefiidos con
Hematoxilina - eosina se estudid el grado de infiltra-
cién celular de lamucosa gastrica. Se establecieron
los siguientes niveles de infiltracion:

- Nivel 1 (superficial): infiltrado celular presen-
te en la [&mina propia;

- Nivel 2 (intermedio): infiltrado celular presen-
te en la muscularis mucosa;

- Nivel 3 (profundo): infiltrado celular presente
enla submucosa.

Este estudio se realizo con un aumento de 200X
(20).

Los distintos tipos celulares fueron identifica-
dos a través de distintas coloraciones:

- mastocitos: azul de toluidina (19).

- polimorfonucleares (eosindfilos y neutréfilos)
y mononucleares (monocitos, linfocitos y
plasmocitos): Giemsa y Hematoxilina - eosina (19).

El estudio semicuantitativo de los tipos celula-
res citados precedentemente se realizo mediante un
SCOre

0: ausencia de elementos celulares.
+ hasta 75 elementos celulares.
++: hasta 150 elementos celulares.

+++: hasta 300 elementos celulares.

Se contaron 10 campos al azar en cada una de
las biopsias. El aumento utilizado fue de 1000X.
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Se determind la existencia de trombos hialinos
y celulares dentro de las glandulas antrales, utilizan-
do los preparados teidos con Giemsa y Hematoxilina
—eosina (19). Se trabajo con un aumento de 200X,

Resultados

Enla TABLA 1 se muestran los resultados del
estudio para determinar la presencia del bacilo H.p.
en las preparaciones tefiidas con HE, Giemsa y
Whartin-Starry. Como se ve, trece de las veintitrés
muestras resultaron positivas.

Tabla 1: Determinacion de la presencia del H.p. en las biopsias ciegas

Biopsia
Ciega n°

Helicobacter
Pylon

T (1256)

2 (0726)

3 (1257)

4 (0776)

5 (0727)

1019)

6
7 (0992
8 (2820

9 (2818

10 (2712/2)

11 (2617)

12 (2342)

13 (2821

JHHHHHHHHHHHH 4

14 (2994

15 (2960

16 27121)

17 (1875)

18 (1504)

19 (1311)

20 (1947)

21 (1020

22 (0880

23 (1196)
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En las fotos n® 1 y 2 se muestran biopsias de En la TABLA 2 se muestran los resultados del
mucosa géstrica positivas para H.p. con las tinciones  estudio para determinar la presencia de mucus en
de Whartin-Starry y Giemsa, las biopsias de mucosa géstricaH.p. (+)

Tabla 2: Determinacion de la presencia de mucus en Ias biopsias de mucosa gastrica H.p. (+)

Biopsia Mucus
Ciega n®

1 (1256)
2 (0726) -
3 (1257) +
4 (0776) -
5 (0727
6 (1019
7 (0992)
8 (2820) -
9(2818) +
10 (2712/2) +
11 (2617) -
12 (2342) -
13 (2821) +

EnlaTABLA 3 se presentan los resultados dela  lulas epiteliales superficiales y glandulares. Este
determinacion de alteraciones nucleares en las cé-  estudio sélo se realiz6 en las muestras H.p. (+).

Tabla 3: Determinacion de la presencia de alteraciones nucleares en las biopsias de mucosa géstrica H.p.

(+)

Biopsia Alteracion
Ciega n® Nuclear
1256 No
0726 Si
12567 Si
0776 Si
0727 No
1019 Si
0992 Si
2820 Si
2818 Si
2712/2 No
2617 Si
2342 No
2821 Si
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Cabe aclarar que si bien |a tincion del verde de En la foto n® 3 se observan las condensaciones
metilo pironina es la coloracion especifica para ADN  nucleolares en las células epiteliales y glandulares
y ARN, en las muestras coloreadas con Whartin-  de una biopsia de mucosa géstrica positiva para H.p.
Starry se observaron engrosamientos de tipo  conlatincion de Whartin-Starry.
nucleolar. En la TABLA 4 se muestran los resultados del

estudio de los infiltrados celulares observados en
las mucosas gdstricas H.p. (+).

Tabla 4: Determinacion del grado de infiltracion y del tipo de infiltrado celular en las mucosas géstricas
Hp. (+)

Biopsia Nivel de |[Eosindfilos | Neutrdfilos |Monocitos | Linfocitos | Plasmocitos Mastocitos
ciegan® | infiltracion

1256
0726
1257
0776
0727
1019
0992
2820
2818
2712/2
2617
2342
2821
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En las fotos n® 4 y 5 se muestran infiltrados en
biopsias de mucosa géstrica positivas para H.p. con

latincion de HE.
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Enlas fotos n® 6, 7, 8 y 9 se muestran biopsias
de mucosa géstricaH.p. (+) donde se observan dis-
tintos tipos celulares en los infiltrados.

En la TABLA 5 se muestra la existencia de
trombos hialinos y/o celulares en la luz de las glan-
dulas antrales de biopsias H.p. (+)

Tabla 5: Determinacion de la presencia de trombos hialinos y/o celulares en muestras H.p. (+)

Biopsia Trombo Trombo

ciega n® Hialino celular
1256 No Si
0726 No Si
1257 Si No
0776 No Si
0727 No No
1019 Si Si
0992 Si Si
2820 Si Si
2818 Si No

2712/2 Si No
2617 Si Si
2342 No Si
2821 Si Si

Enla TABLA 6 se resumen los datos obtenidos
para las biopsias de mucosa gastricaH.p. (+).
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Discusién

Si bien en la mayoria de las biopsias fue sufi-
ciente la coloracion de rutina de HE para la identifica-
cion del H.p., se realizaron las tinciones especificas
complementarias de Giemsa y Whartin —Starry con
el fin de disminuir los falsos negativos. La especifi-
cidad de |a coloracion de Whartin Starry, un método
de impregnacion argéntica, se debe a que la plata
precipita sobre la membrana del microorganismo
haciéndola aparecer mas gruesay mas facil de iden-
tificar. Existe un claro contraste entre el color negro
que toman los bacilos y el amarillo dorado de la
mucina y las células epiteliales.

Del andlisis de las observaciones de las
biopsias tefidas con estos tres métodos, trece de
as veintitrés muestras resultaron positivas para H.p..

En la infeccion por H.p., las células epiteliales
de la mucosa gastrica sufren una alteracidn que con-
lleva a una produccién inadecuada de mucus. Esta
alteracion se observo en nueve de las trece biopsias
H.p. (+). El estudio se realiz6 con Alcian blue-PAS,
tincion histoquimica que permite la visualizacion de
los mucopolisacaridos neutros y acidos,

El porcentaje de transformacién de los epitelios
mucosos parece estar acelerado en las mucosas
con alteraciones gastricas. Las alteraciones regre-
sivas de las células epiteliales pueden presentarse
tanto por la accion de jugos digestivos como tam-
bién representan la expresion de una exfoliacion
celularincrementada. Al primer grupo atribuimos los
fendémenos de digestion de citoplasma celular y la
relajacion de los nicleos hasta una fibrilacion
difuminada de la cromatina nuclear, Como formas de
degradacion, constituidas independientemente de las
secreciones géstricas, se mencionan la picnosis
nuclear, el entramado cromatinico més grueso y vas-
to, la aparicion de vacuolas en los niicleos y la des-
truccion de los mismos para formar pequenas
esférulas homogéneas y densas que, en contraste
con células nativas se manifiesta por la formacion
de “collares de perlas”, constituidas por gotas oscu-
ras pseudoesféricas dispuestas en torno a la mem-
brana nuclear,

Si bien la tincion del verde de metilo pironina
es la coloraci6n para observar alteraciones nuclea-
res, en las biopsias coloreadas con el método de
Whartin-Starry, las mismas se evidenciaron en ma-
yor grado. Las células glandulares mostraron un en-
grosamiento de la cromatina de tipo nucleolar.
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La determinacion del grado de infiltracion se
realiz6 en base al sistema Sydney.

Tras la colonizacion de la mucosa géstrica por
el H.p., se produce una reaccion lesiva tisular princi-
palmente de caracter inmunoldgico caracterizada por
endocitosis, exposicion antigénica y liberacién de
las sustancias téxicas bacterianas. Esto facilita la
infiltracion por leucocitos polimorfonucleares,
monocitos, linfocitos y plasmocitos, asi como la li-
beracién de mediadores de la reaccién inflamatoria
(prostaglandinas, leucotrienos, proteasas, superd-
xidos) que aumentan el dario tisular.

La mucosa géstrica secreta quimiocinas y
citoquinas en respuesta a la agresion del H.p.. Las
quimiocinas tienen su rol en la iniciacion aguda de la
inflamacién. Las variaciones de magnitud y caracteris-
ticas de las respuestas de las citoquinas han sido con-
sideradas como factores determinantes del grado de
inflamacitn alcanzado en la etapa de cronicidad. (21)

Las quimiocinas se dividen en dos grandes gru-
pos: familia c-x-¢ y familia ¢-c, basado en
aminodcidos homdlogos y especificidad de células
blanco. La interleukina 8 (IL-8) es uno de los repre-
sentantes de la familia de quimiocinas ¢c-x-c y la
actividad especifica target es para neutréfilos. EI MCP-
1 pertenece a la familia de quimiocinas c-c, que ac-
tiian sobre monacitos y linfocitos.

La estimulacién bacteriana de la superficie
apical del epitelio resulta de la secrecion basal de IL-
8 y la formacion de un gradiente subepitelial de
quimiocinas, el cual promueve la migracion direccio-
nal de neutrdfilos hacia el epitelio (en el caso de
infeccion o inflamacién aguda).

En la mayoria de las biopsias H.p.(+) se ob-
servé un aumento en la mucosa de neutréfilos con-
juntamente con mastocitos. Se considera que la apa-
ricion temprana de neutrdfilos es indice indiscutible
de un proceso de evolucién aguda. (22,23)

La mucosa normal del estémago no presenta
tejido linfoide organizado. En la infecci6n cranica por
H.p. aparecen agregados linfoides asociados.
(24,25,26)

Se observaron infiltrados de eosindfilos con-
juntamente con mastocitos que estarian determinan-
do procesos de anafilaxia de iniciacion local en don-
de los mastocitos, a través de la secrecion de
histamina, serotonina y en mucho menor grado
heparina, iniciarian el proceso que serfa desenca-
denante de la aparicién secundaria de los eosindfilos
alos efectos de fagocitar los antigenos producidos.
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Las glandulas mostraron dentro de su lumen
conglomerados de células y / o material hialino que
representan trombos celulares (granulosos) y/o
hialinos respectivamente. El proceso por el cual se
formarian dichos trombos o cilindros comenzaria con
la division celular, que desplazaria los elementos
deteriorados formando una protrusion de células en
el fondo de la glandula. De alli iniciaria su ascenso
hasta la eliminacion en la cripta correspondiente. El
tiempo de formacion del trombo determinaria la na-
turaleza del mismo, siendo los hialinos los de méds
larga data.

Laimportancia de los mastocitos radica en los
mediadores citoplasméticos preformados (5-
hidroxitriptamina [5-H-T], heparina, e histamina) y
algunas citoquinas (Interleukina 1 [IL-1], Interleukina

6 [IL-6] y Factor de necrosis tumoral alfa [TNF-alfa] )
que estimulan la formacién de 6xido nitrico (NO) por
medio de la induccion de la expresién de iNOs
(sintetasa inducible de dxido nitrico). Esto se traduci-
ria en el dafio de la mucosa gastrica a fravés de su
accion sobre la microcirculacion, las células
epiteliales y los fibroblastos.

EI NO unido a las citoquinas y otras hormonas
tisulares actuan sobre el sistema de control de proli-
feracion, apoptosis y diferenciacion de células. (27)
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Foto 1: Biopsia de mucosa gastrica H.p. (+) tefida con Whartin-Starry. (1000X)
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Foto 2: Biopsia de mucosa gastrica H.p. (+) tefiida con Giemsa (1000X)
- Y f‘fi { 1_. 1 ‘.

o

Foto 3: biopsia de mucosa gastrica H.p. (+) tefiida con Whartin-Starry mostrando los engrosamientos de
tipo nucleolar. (1000X)
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Fota 4: Biopsia de mucosa gastrica H.p. (+) mostrando un infiltrado de nivel 1. HE. (200X)
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ca H.p. (+) con eosindfilos Giemsa. (1000X)
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Foto 7: biopsia de mucosa géstrica H.p. (+) con infiltracién neutrofilica en epitelio superficial. Giemsa.
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Foto 8: Biopsia de mucosa géstrica H.p. (+) con infiltracién linfomonocitaria. HE. (1000X)
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