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INTRODUCCION

Durante afics el cardias gastrico ha sido considerado como una parte anatémica
bien definida con una apariencia histoldgica caracteristica.’ Su posicién en el
estémago es relalivamente constante pero sus limites poco precisos, aunque se
considera ubicado en los primeros dos centimetros distales a fa union eséfago
gastrica. 2 Desafortunadamente, nuestro conocimiento de la patologia que afecta
esta area sigue al del conocimiento de su anatomia e histologia, ambos aspectos
carentes de un adecuado consenso en la actuatidad 3 *

Tradicionalmente se ha pensado que los mismos procesos inflamatorios yfo
neoplasicos del estdmago distal afectan al cardias y que son diferentes a los
observados en el tercio inferior del eséfago, ® Sin embargo, no existen estudios
sistematicos que lo sustenten. Por el contrario, hay estudios epidemioclégicos que
sugieren que los adenocarcinomas originados en el cardias y esofago distal,
afectan a poblaciones casi idénlicas y muestran diferencias con tumores similares
que se originan en porciones mas distales del estémago.®

Los esludios que comparan los procesos patoldgicos dei cardias gastrico con los
del resto del estbmago se han enfocado principalmente a las enfermedades
neoplasicas malignas y han establecido varias diferencias demogréficas y de
historia natural en ambas regiones.> ® a) Las necplasias del cardias no afectan a
los mismos grupos étnicos que las del resto del estdmago, b) Ocurren con mas
frecuencia en pacientes con reflujo esofagico cronico, hemia hiatal o Glceras
duodenales,” ¢) Muestran una refacion hombre/mujer significativamente mayor y

d) Los pacientes con menor frecuencia tienen historia familiar para cancer



géstrico.”

Numerosas series han demostrado incremerto en la  incidencia de
adenocarcinomas de cardias gastrico y tercio distal de esdfago, en contraste con
lo que ocurre con el resto del estémago™ ®'' También se han observado
caracteristicas demogréficas de los carcinomas del cardias similares a las de
adenocarcinomas originados en esofago de Barrelt, que son diferentes de
aquéllas de los adenocarcinomas gastricos de regiones mas distales.® Estos
hechos indican que patolégicamente el cardias gastrico no se comporta como
parte del estdmago, sino de! eséfago.

El escaso nimero de estudios enfocados a los cambios no neoplasicos del
cardias, han mostrado que las gastritis atréficas ocurren con menor frecuencia
asociadas a neoplasias de esta zona que en el resto de! estdmago.>'? Un hecho
que habla de una diferencia significativa en el comportamiento patologico de esta
region es el incremento en la incidencia de neoplasias del cardias ante un
decremento en el numero de carcinomas gastricos de las regiones mas distales.®
A pesar de que muchas de estas caracteristicas son mas parecidas a las de los
carcinomas del eséfago, tos adenocarcinomas del cardias no comparten con estos
Gitimos el antecedente de tabaquismo o consumo de alcohol.® Esto sugiere que el
cardias no debe ser considerado simplemente como parte de! esdfago distal.

La evolucién histologica secuencial que ocasionalmente se identifica en cortes de
parafina de celulas normales a displasicas y neoplasicas, ha permitido estudiar
mediante técnicas de biologia molecular las alteraciones que se suceden en
oncogenes y genes supresores de lumores en la progresion a carcinomas, y

relacionar la evolucion de las mismas con los procesos inflamatorios y reaclivos
) 4



que las preceden® ' Un ejemplo de evolucion metaplasica a displasica y
neoplasica se ha identificado en la mucosa del esofago de Barreft con una
variacion que oscila de 10-15% dependiendo de la definicion endoscipica de toma
de biopsia. '* El eséfago de Barrett, er; el que el epitelio plano estratificado
caracteristico del esdfago es substituido por epitelio columnar especializado, tiene
una frecuencia alta en enfermos con manifestaciones clinicas de reflujo gastro-
esofégico {(ERGE). En series de Estados Unidos de Norteamérica diez de cada
100 casos de ERGE tienen esofago de Barrett y de elios, uno adenocarcinoma
originade en la mucosa metaplasica.'®

Un porcentaje alto de casos de gastritis cronicas se explican por la presencia de
Helicobacter pylon (H. pylor) en la mucosa gastrica. Este microrganismo se
encuentra en 63-75% de los pacientes con gastritis cronica antral activa y en 5%
de pacientes con gastritis no activa.'® En el estémago distal se ha identificado Ia
evolucion de lesiones preneopldsicas (displasia) a neoplésicas en 8.7% de los
casos en un plazo de tres afios. '7 La secuencia de hiperplasia, atrofia, metaplasia,
displasia y carcinoma in situ se ha observado en un porcentaje alto de piezas
quirdrgicas de pacientes con adenocarcinomas gastricos de tipo intestinal en
fondo, cuerpo y antro gastrico.'” '® Sin embargo, dicha secuencia no se ha
identificado en cardias gastrico.

En bases morfoldgicas es dificil diferenciar cambios regenerativos, hiperplasicos y
displasicos. '" '® La deteccion de mucinas mediante histoguimica fue introducida
para identificar cambios atréficos y metaplasicos en ta mucosa gastrica. Las
mucinas neutras se observan normalmente en células foveolares y glandulas

antrales, las sialomucinas en intestino delgado e intestino gruesc proximal y las
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mucinas sulfatadas en intestino grueso distal y recto. Su localizacion anormal se
hace evidente utilizandoe las tinciones de acido peryddico de Schiff (PAS), hiero
diamina y azul alciano."

En la actualidad existen numerosas series que demuestran expresion variable de
bol-2 y proteina p53 en lesiones precursoras de carcinomas en diversos
érganos.®# pel-2 es un proto-oncogén localizado en las mitocondrias y que
bloquea apoptosis.”? Su expresién es mayor en tejido sometido a estrés
inflamatorio como ocurre en hiperplasia, atrofia y metaplasia de la mucosa de
cuerpo y antro gastricos. Sin embargo, por razones desconocidas no se expresa
en mucosa gastrica con cambios displasicos o neoplasicos. ™ ?' En contraste, la
proteina p53, proto-oncogén con importantes funciones en la activacion y
detencidn del ciclo celular, tiene expresion alta en epitelios displasico y neoplasico

y no en aquéllos con cambios reactivos.® 2*

Existen series que demuestran
sobre-expresion de pS53 en células displasicas de esofago de Barrett, con
incremento de la expresion en displasia moderada (55%) y grave
{adenocarcinomas in sifu 87%) y han propuesto su deteccién como marcador de
displasia aun en epitelios carentes de aspecto citologico disple’:sico.25 Ki-67 es un
antigeno de proliferacion celular expresado en la fase Gy, 8, Gz y M del ciclo
celular, pero que no marca a células en fase Gg. Este marcador se ha estudiado
en carcinomas de mama, vejiga y colon en los que se ha tratado de asociar su
presencia con prondstico. Existen informes que describen mayor expresion de Ki-
67 en epitelio metaplasico de tubo digestivo anterior que se relaciona con la

presencia de displasia en las células epiteliales.”® Desconocemos si estos

marcadores se expresan en las lesiones preneopidsicas del cardias gastrico.



JUSTIFICACION

La informacion respecto a los procesos reactivosfinflamatorios del cardias es en la
actualidad muy escasa y no permite llegar a conclusiones respecto a su relacién y
similitud con las del esdfage vy las porciones mas distales del estdmago. For la
misma razon, aun no se han definido relaciones entre los procesos inflamatorios y
reactivos del cardias con las neoplasias que en &l se originan. Si los procesos
inflamatorios que afectan al cardias gastrico son diferentes de aquéllos del resto
del estdbmago, se proporcionard mayor base al conceplo de que esta regién se
comporta de manera patobiolégica diferente.

Las diferencias morfologicas deberan ser constatadas mediante la deteccién del
tipo de mucina producido por las células epiteliales. La identificacion de diferentes
indices de proliferacion celular, asi como de diferente expresion de bel-2 y p53 en
las biopsias de cardias de pacientes con esofago de Barrett o con gastritis cronica
asociada a metaplasia, permitira sugerir el comportamiento de esta region del tubo

digestivo anterior.

OBJETIVO GENERAL

1. Caractenzar los cambios preneoplasicos en cardias gastrico de pacientes con
esdfago de Barrelt y de pacientes con gastritis cronica asociada con metaplasia

intestinal.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar los cambios morfoldgicos de cardias gastrico en pacientes con
eséfago de Barrett y de pacientes con gastritis crénica asociada con
metaplasia intestinal,

2. Comparar la expresion de p53, bcl-2 y Ki-67 en cardias gastrico de pacientes
con esofago de Barrett y de pacientes con gastritis cronica asociada con

metaplasia intestinal.

HIPOTESIS NULA

. La prevalencia de cambios preneoplasicos en cardias gastrico en individuos
con esofago de Bamelt sera igual a |la observada en pacientes con gastntis
cronica asociada con metaplasia intestinal.

. La expresion de p53, bcl-2 y Ki-67 en cardias gastrico sera igual a la observada

en la mucosa de esofago de Barrett.

HIPOTESIS ALTERNATIVAS

- La prevalencia de cambios preneocplasicos en cardias gastrico en individuos con
esofago de Barrett sera diferente de la observada en pacientes con gastritis
crénica asociada con metaplasia intestinal.

. La expresion de pS3, bel-2 y Ki-67 en cardias gastico sera diferente de la

observada en la mucosa de estfago de Barrett.



MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio:

Prolectivo, transversai, comparativo y descriptivo.
DANO Esofago de Barrett . Cambios en cardias

CRONICO (histoquimica, IHQ)
(Inflamatorio) \M&taulama_mle:mal/' Cambios en cardias

en antro, cuerpoffiondo  {histoquimica, IHQ)

Sitio:

£l Instituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubiran es un hospital de
tercer nivel de atencion médica, cuenta con 159 camas y consulta externa de
especialidades y subespecialidades de medicina intema y cirugia. El servicio de
endoscopia recibe enfermos referidos por los servicios de gastroenterclogia y
medicina interna por problemas médicos que ameriten exploracién endoscopica.
En el departamento de patologia se reciben entre 6,000 y 6500 biopsias
quirdrgicas anualmente. Al mes se reciben en promedio 160 biopsias
endoscépicas de tubo digestivo anterior. De ellas 30 corresponden a trastorngs
esofagicos y 130 a diversas alteraciones gdasiricas. Cada dos meses se
diagnostican 10-15 casos nuevos de eséfago de Barrett, 100 casos de gastritis
asociadas a H. pylon, dos adenocarcinomas gastricos y un caso de

adenocarcinoma de es6fago .



Material
Poblacién elegible:

1. Pacientes de origen mexicano mayores de 18 afios enviados al
departamento de endoscopia def Institulto Nacional de la Nutricion
Salvador Zubiran por trastornos de tubo digestivo anterior, y que acepten
participar en el estudio de biopsias.

2. Muestrec adecuado del tubo digestivo anterior.

3. Ausencia de enfermedades sistémicas gue contraindiquen la endoscopia
ylo la toma de biopsias {coagulopatias, varices esofagicas, sangrado
masivo de tubo digestivo).

Criterios de inclusién:

Grupo 1: Individuos con diagnéstico morfologico de esdfago de Barrett y

que cuenten con muestreo extendido adecuado.

Grupo 2: Pacientes con diagndstico morfologico de gastritis crénica

asociada con metaplasia intestinal y que cuenten con muestreo extendido

adecuado.
Criterios de exclusioén:

1. Individuos que hayan sido incluidos previamente

2. Individuos con diagndstico morfologico de esofage de Barretl y de
gastritis cronica asociada con metaplasia intestinal.

3. Individuos con gastritis crénica atréfica con defiencia de factor intrinseco.
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Definiciones operacionales:
inflamacion: presencia de polimorfonucleares, eosindfilos, linfocitos, células
plasmaticas e histiocitos en ldmina propia de tubo digestivo anterior en mayor
cantidad que en la mucosa normai.
Hiperplasia: es un procesc de reparacion en el que las células profiferantes son
normales. Los casos de hiperplasia grave se caracterizan por glandulas revestidas
por células epiteliales inmaduras y sobrepuestas con nucleos de localizacion basai
con hipercromasia, basofilia citoplasmatica y volumen citoplasmatico reducido, que
maduran conforme migran a las zonas superficiales.
Atrofia; se diagnostica cuando las foveolas géstricas ocupan menos de 50% de la
mucosa del cardias, menos de 15% de la mucosa del cuerpo y fondo gastrico, y
menos de 50% del espesor de la mucosa antral,
Metaplasia: es el cambio de un epitelio maduro por otro con maduracion normal.
Para fines del estudio la presencia de célutas columnares no absortivas, células
caliciformes y/o células de Paneth en estémago y/o eséfago.

+ Compileta: presencia de células de Paneth en mucosa semejante a

intestino delgado.
+ Incompleta: ausencia de células de Paneth en mucosa semejante a
intestino grueso.

Displasia: alteracién de la maduracién del epitelio con cambios citologicos y
estructurales en la mucosa del tubo digestivo anterior, en ausencia de inflamacion

moderada a grave. El epitelio gastrico displasico posee las siguientes
1



caracteristicas: a) proliferacion celular aumentada, b) morfologia anormal y
pleomorfismo celular, c) desameglo estructural de las glandulas y d) cambios

estromales.

Unién eséfago_gastrica: zona en !a que el estfago fubular se convierte en

estomago sacular, en un punto proximal 1 ocm a donde los pliegues rugosos

desaparecen.
Muestreo adecuado: cuando exista material histolégico de eséfago, unidn eséfago
cardias, fundus, cuerpo y antro gastricos.

Eséfago de Barrelt: metaplasia del epitelic plano estratificado no queratinizado del

esdfago por epitelio columnar._especializado con células caliciformes 3 cm por
arriba de la unién esofago-gastrica.

Gastritis cronica asociada con metaplasia_intestinal: inflamacion cronica de ia
lamina propia del estémago con cambio del epitelio secretor normal por epitelio

productor de moco con células caliciformes.

Para los propositos del estudio, las biopsias se cbtendran de los siguientes sitios:

a) Eséfago: de los cuatro cuadrantes en sitios 3 cm proximal a la unién EG. En
caso de lesidon identificable por endoscopia a menos de 3 cm se tomaran
biopsias y se medira la distancia a que se encuentra.

b) Unidn esdfago cardias: de los cuatro cuadrantes en la zona en que el esdfago

tubutar se convierte en estomago sacular o, en presencia de hemia hiatal 1cm por

arriba del silio donde terminan los pliegues gastricos.
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¢) Fundus: de sitios a lo largo de la curvatura mayor en la porcién superior del
estémago proximal.

d) Cuerpo. de sitios a lo largo de la curvatura mayor 5 cm proximal a la
desaparicion de los pliegues rugosos en la interfase cuerpolantro {porcién
horizontat).

€] Antro: de sitios a lo largo de la curvatura menor de la region antral, en la porcién

media entre la cisura angularis y el canal pilérico.

Metodologia:
Hoia de autorizacion y consentimiento: cada paciente invitado a participar firmaré
una hoja de aceptacion avalada por dos testigos y la firma del médico responsable

del proyecto. Ver anexo | en el apéndice.

Cuestionario: todos los pacientes llenardn un cuestionario que ademas de
identificarios, evalle los sintomas, duracion y gravedad de la enfermedad. Ver

anexo |l en apéndice.

Esofagogastroduodenoscopia (EGD): los pacientes acudirdn a la sala de

endoscopia por la mafana después de ayuno absoluto desde las 10:00 P. M. de la
noche anterior. Seran colocados en decubito lateral izquierdo y llevados a un nivel
adecuado de sedacién con Midazolam intravenoso. La orofaringe se anestesiara
con lidocaina topica al 10% en atomizador y se introducird un endoscopio por via
transoral avanzandolo al es6fago y estémago. La mucosa esofagica y gastrica se

evaluara en busca de esofagitis, gastritis, dlceras, esofago de Barrett y hernia
13



hiatal. La evaluacion endoscopica sera fotografiada. Después de que se realicen
las biopsias, el endoscopio sera retirado del paciente y éste permanecera en
observacién en el area de endoscopia durante 60 minutos.

Los criterios endoscbpicos para esofagitis seran gradificados usando el sistema de

clasificacion para esofagitis erosiva (Savary-Miller). Ver anexo Il en apéndice.

Obtencion de teiidos: Se obtendran biopsias de la parte distal del esofago, cardias,
fondo, cuerpo y antro gastricos. Debido a que el eséfago normal puede mostrar
cambios asociados con reflujo tres centimetros por arriba del esfinter esofagico
inferior (EEl) y a la presencia de proyecciones digitiformes de la mucosa glandular
uno a tres centimetros hacia el esdfago en individuos normales, las biopsias
esofagicas se tomardn a mas de tres centimetros del EEI. Esta distancia adicional
se permitira por fa variacion que existe en la regién del EEl y la determinacion
endoscopica del mismo.

Las biopsias del cardias se obtendran de sitios distales a menos de un centimetro
de la linea *Z” y a 0.5 cm distal a la linea “Z” cuando ésta se encuentre en el EEI.
En los casos en que la linea “Z” no correlacione con el sitio determinado como EEI
endoscopicamente, (come ocurre en casos de esofago de Barrett), las biopsias se
obtendran del sitio donde el esofago “tubular® (EEN cambia a estomago "sacular
(unidn estfago gastrica). Cuando exista hernia hiatal se tomara proximal a donde
terminan los pliegues gastricos. En caso de que cualquiera de estas biopsias no
muestre mucosa de tipo cardias, el paciente se excluira del estudio. Las biopsias
de fondo se obtendran de la curvatura mayor en la porcién superior del estdomago

proximal. Las biopsias def cuerpo gastrico se obtendran de sitios distales 5 em
14



de la region definida como EEI o de cualguier lesién de la mucosa. Esta distancia
es suficiente para evitar re-muestrear el cardias y para no biopsiar Unicamente el

antro. Finalmente, las biopsias antrales se obtendran de sitios ubicados en ios

primeros tres centimetros det canal pildrico.

Manejo de las biopsias: Todas las biopsias se fijardn en formol_amortiguado a!
10% y se procesaran de la manera convencional, Se obtendran tres niveles de
cada bloque de parafina. Las laminillas se tefiran con hematoxilina y eosina, PAS-
azul alciano y hierro coloidat.

Se realizaran inmunoperoxidasas en tejido desparafinado para oncoproteina p53,
bol-2 y Ki-67 mediante of método de .avidina-biotina-peroxidasa con rescate
antigénico mediante micro-ondas.?” Se utilizaran cortes de amigdalas como control
positivo para la reaccion de bel-2 y Ki-67, y de adenocarcinomas de colon para
proteina p53. En todos los_casos se tendidn contrales negativos .al omitir el paso

que agrega el anticuerpo especifico al procedimiento rutinario de marcaje.

Evaluacion:

a) Personal. Las biopsias seran revisadas por dos paldlogos por separado y
cuando existan discordancias se acudira a un tercer observador constante. Se
les proporcionaran lotes de un maximo de diez laminillas por dia.

b) Ceguedad. Las laminillas se identificardn con nameros aleatorios que impida
conocer las caracteristicas clinicas, endoscopicas y localizacion de las biopsias,

c) Morfologia. (Se utilizara el sistema de Sydney actualizado,® Ver anexo IV)

15



La evaluacion morfolégica se hard teniendo como referencia los siguientes
criterios de lesion:

1. Inflamacién. Presencia de polimorfonucleares, eosindfilos, linfocitos,
células plasmaticas e histiocitos en lamina propia de tubo digestivo
anterior en mayor cantidad que en la mucosa normal. Se anotara ef tipo
de respuesta inflamatoria, la constitucion celular y el sitio de afeccion en
mucosa 0 submucosa. Cualquier lesién del epitelio superficial, foveolar o
glandular, asi como la agregacion de células inflamatorias alrededor de
cualquier estructura mucosa sera evaluada.

2. Hiperplasia. Es un proceso de reparacion en el que las células
proliferantes son normales. Los casos de hiperplasia grave se
caracterizan por glandulas revestidas por_células epitefiales inmaduras y
sobrepuestas con ndcleos de localizacién basal con hipercromasia,
basofilia citoplasmatica y volumen_citoplasmético reducido, que maduran
conforme migran a las zonas superficiales. Este cambic no sera
gradificado; sin embargo, se considerara .su localizacion (epitelio
superficial, foveolar y/o glandular) y la extension de! mismo se
caracterizara subjetivamente como leve, moderado o grave.

3. Atrofia. Se diagnostica cuando las foveclas gastricas ocupan menos de
50% de la mucosa del.cardias, menos de 15% de la mucosa del cuerpo y
fondo gastrico, y menos de 50% del espesor de la mucosa antral. Debido
a que la medicion del grosor absoluto de |a mucosa depende por

complelo de la orientacion perpendicutar del corte, la presencia de
16



atrofia se establecera subjetivamente en una forma similar a lo descrito
anteriormente {(usando los términos normal, minima, moderada o grave).
Las guias para dicha gradificacion son las publicadas por Lewin y cols.®

. Metaplasia. Es el cambio de un epitelic maduro por otro con maduracion
normat. Para fines del estudio la presencia de células columnares no
absortivas, célutas caliciformes y/o células de Paneth en estémago yfo
eséfago. En cardias se considerara metaplasia cuando exista
revestimiento columnar productor de mucinas acidas o células
caliciformes en el epitelio glandular y superficial.® La metaplasia se
describira de acuerdo al tipo y la extensién gradificada como minima,
moderada o extensa. Se considerara la distribucion de la metaplasia y en
caso de metaplasia intestinal se determinard el tipo de mucina
(sialomucina o sulfomucina) utilizando azul alciano a pH 2.5 y tinciones
de hierro coloidal. La metaplasia se definird como completa o incompleta
de acuerdo a su semejanza con el epitelio del intestino delgado o grueso
respectivamente.'> '®
Existe en cardias y union eséfago cardias una forma peculiar de
metaplasia que es pancredtica (acinar). Se identifica en la 1amina propia
la presencia de células polarizadas con citoplasma baséfilo parabasal y
acidofilo supranuclear formando estructuras tubulares.

- Displasia. Alteracion de la maduracion del epitelio con cambios
citologicos y estructurales en Ja mucosa de! tubo digestivo anterior, en
ausencia de inflamacién moderada o grave. El epitelio gastrico displasico

posee las siguientes caracleristicas: a) proliferacion celular
17



aumentada, b) morfologia anormal y pleomorfismo celular, c) desarregto

estructural de las glandulas y d} cambios estromales. Las caracteristicas

citologicas de displasia epitelial (hipercromasia nuclear con la cromatina

en grumos gruesos, relacion nucleo/citoplasma alta, extension de los

nucleos a la mitad luminal de las células epiteliales e incremento en el

tamafio nuclear), seran evaluadas y gradificadas como de alto o bajo

grado. La displasia estructural se informara por separado.

d) Evaluacion de la mucosa gastrica. A cada lesién identificada se le asignara un

valor numérico arbitrario:

Cambio preneoplasico Valor
HIPERPLASIA 0
i
ATROFIA 0
2
METAPLASIA 0
Pancreatica 4
Intestinal completa 5
Intestinal incompleta 6
DISPLASIA 0
Leve 15
Moderada 30
Grave a5
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Cada paciente en cada uno de los grupos tendra un valor numérico dependiendo

de los cambios morfolégicos que acumule en la evaluacidn ciega de dos

observadores. La lesidén que establece una clara divisidn desde el punto de vista

biolégico es la presencia de displasia. Por ello, a displasia se le otorgé un valor

que supera a la suma de las categorias previas.

) Evaluacion de la mucosa esofagica. A cada lesion ubicada en el estfago se le

dara una evaluacion numérica arbitraria de acuerdo al siguiente esquema:

Nomal 0
Cambios epiteliales reactivos (inflamacion y/o 1
hiperplasia de basales o papilas en lercio superior)

Esofagitis ulcerada 2
Cambios de ERGE (hiperplasia de basales, extension de papilas 4
al tercio superior, linfocitos intraepiteliales, eosindfilos)

Bamrett sin displasia 8
Barrett indefinido para displasia 14
Barrett con displasia de bajo grado 20
Barrett con displasia de aito grado 30
Carcinoma intramucoso 45

f) Expresion de oncogenes. La expresion de oncogenes en las células epiteliales

se evidenciara mediante inmunohistoquimica. La reactividad citoplasmatica y
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nuclear sera evaluada por los tres observadores en forma separada. Se
considerard marcaje positivo cuando mas de 5% de las células epiteliales
exhiban marca café ocre en el citoplasma (bcl-2) y/o nicleo (bel-2 y pS3) con la
misma intensidad que los controles positivos. Todas las biosias de cardias
seran sometidas a estudio inmunohistoquimico y de la mucosa metaplasica en
Barrett y estdmago distal cuando existan alteraciones morfolégicas que

sugieran displasia.

g) Proliferacion ceiular. EI marcador de proliferacion celular (Ki-67) se evaluara
mediante inmunohistoquimica. La reactividad nuclear serd evaluada por tres
observadores por separade y se considerara positiva la presencia de marcaje

café ocre en los nicleos de mas de 5% de las células epiteliales.

Reproducibilidad
1. Concordancia intra-observador: la evaluacidn de la reproducibilidad intra
observador se realizard con diez laminillas marcadas con nimeros aleatorios.
Una semana después seran re-evaluadas por el mismo observador con una
clave diferente.
2 La reproducibilidad inter-observador se realizara con las mismas laminillas
entre tres observadores.
3 Sistema Sydney actualizado: se emplea para fa ciasificacion de las gastritis
y enfatiza |la importancia de combinar criterios topograficos, morfologicos y
etiolégicos en esquemas que permitan generar diagndsticos reproducibles y

clinicamente utiles.
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Se proporcionara a cada evaluador una copia a color del sistema Sydney
actualizado con lotes de 10 laminillas por dia, siguiendo el esquema

propuesto.

Tamafio de la muestra

Se utilizara la formula de comparacion de proporciones

n=2PQ (7a + ZB)
A2

donde P =P1+ P2

2

Se calculara en base a las prevalencias esperadas en cada grupo {metaplasia en
unién cardioesofagica en pacientes con Barrelt 18%. metaplasia en union
cardicesofagica en pacientes con metaplasia intestinal en antrofcuerpo 1%),
tomando.en cuenta o .05y § .20 (Za 1.96, ZB B4).

Al realizar la oberacién se obtiene una n por grupo de 46 pacientes. Este valor

sera suficiente para identificar diferencias entre los grupos.
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ANALISIS

1.

Los andlisis de concordancia intra e interobservadaor se realizaran utilizando la

prueba Kappa y utilizando coeficientes de correlacion intraclase.

. Se utilizaran pruebas no paramétricas para las variables categéricas y X’y Ude

Mann Withney para variables ordinales con comparacion de promedios.

. 8e realizara un puntaje de gravedad de las lesiones morfolégicas otorgando

valores numéricos a cada uno de los apartados evaluados morfoldgicamente.
Este valor serd sumado en cada paciente y con él se tendrd oportunidad de
realizar un analisis de asociacion no paramétrico o paramétrico dependiendo de

la distribucion de los resultados.

. Se realizara regresion logistica para identificar el riesgo de asociacion de

Iesion?s en cardias (variable blanco) entre.grupos.

ASPECTOS ETICOS

Los pacientes que se invitaran a participar en el protocolo firmaran una carta de

consentimiento informado, para que en el mismo .acto endoscopico se les tomen

biopsias de esofago, union esdfago-gastrica, cardias, fundus, cuerpo y antro

gastricos para los fines del proyecto y se les inlerrogue respecto a datos clinicos

de trastornos de intestino anterior.
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FINANCIAMIENTO

Recursos humanos: Los Departamentos de Gastroenterologia y Endoscopia de!
Instituto Nacional de la Nutricidn cuentan con personal médico y paramédico con
amplia experiencia en ia realizacién de procedimientos endosc‘:épicds.

En el Departamento de Anatomia Patologica del Instituto Nacional de la Nutricion
se reciben en promedio diez biopsias diarias del tubo digestivo anterior y los
patdlogos encargados de diagnosticar este material tienen amplio conocimiento de
las enfermedades que en esta region se presentan. El equipo técnico es excelente
en la realizacion de procedimientos de histoquimica e inmunohistoquirmica.

En la Facultad de Quimica de la UNAM se cuenta con personal médico y con
quimicos con experiencia en la realizacion de técnicas de inmunohistoquimica.

Recursos materiales: debido a que los pacientes invitados a participar de todas

formas serian sometidos a endoscopia por indicaciones del personal médico del
Instituto  Nacional de la Nutricion, se ulilizard el equipo disponible en el
Departamento de Endoscapia.

El procesamiento de las biopsias se realizara utilizando el equipo disponible en el
Depanamento de Anatomia Patolégica del Instituto Nacional de la Nutricién.

E1 andlisis inmunchistoquimico de la expresion de oncogenes en el igjido de
cardias gastrico se realizara en la Facultad de Quimica de la UNAM y la inversion
por el uso de consumibles correra en parte por cuenta del mismo laboratorio.

Apovo financiero: el presente proyecto de investigacién no tiene respaldo

econdmico institucional.
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RESULTADOS

Se obtuvo hoja de consentimiento informado en 120 pacientes que acudieron al
servicio de endoscopia por trastormos de tubo digestivo anterior y que por
indicacién de médicos del INNSZ requiriéron biopsias para evaluacion de su
padecimiento. Se incluyeron 47 pacientes por grupo y se excluyd a 26 pacientes

por no cumplir con los criterios de inclusidn. Ver figura 1.

Casos Excluidos
(n=26)

16

M Nocardias M NoMI CFMI+ Barrett 8 Ni M1 ni Barrett

No cardlas: No se identificé mucosa de candias en la evaluacion morfolGgica

No Mi: No se identificd metaplasia intestinal en estomago distal.

Ml + Bamett: Se identificd metaplasia intestinal en estdmago distal y esdfago de Barrett
en ias biopsias del mismo paciente.

Ni Ml ni Bamett: El paciente no presentaba las lesiones motive de inclusion.
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Las caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en cada uno de los

grupos se ilustra en la tabla 1.

Grupo | Grupo Il
TABLA 1 Barrett Gastritis+metaptasia 4]
(n=47) (n=47)
Género Femenino 20 28 0.09
Masculino 27 19

Edad Mediana+DE 56.6 (16.82) 56.9 (15.08) 0.90
Alcoholismo 14 16 0.65
Tabaquismo 25 21 0.41
Hernia hiatal 38 22 0.0008

No se identificaron diferencias en relacion a género, edad, antecedentes de

alcohelismo yfo tabaquismo. La presencia de hemia hiatal fue mayor en el grupo

de esdfago de Barrett que en el de gastritis cronica con metaplasia intestinal en

estomago distal (p=0.0006).

Los datos clinicos obtenidos en ambos grupos se aprecian en la tabla 2.

Grupo1 Grupo Il
Tabla 2 Barrett Gastritis+Metaplasia p

(n=47) {n=47)
Regurgitacion 32 21 0.02
Disfagia 1 4 0.08
Odinofagia 7 1 .06
Pirosis 22 26 0.41
Halitosis 3 6 0.48
Delor abdominal 9 33 0.000
Hambre dolorcsa 5 21 0.0005
Diarrea 2 3 1.0
Saciedad temprana 6 14 0.07
Nausea 2 9 0.054

X2 coregida Yates.,
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De los datos clinicos que evaluaron la suficiencia del esfinter esofagico inferior, el
unico que demostré diferencia_significativa_entre grupos fue regurgitacion que se
asocid con mayor frecuencia a la presencia de eséfago de Barrett {p= 0.02). Entre
los sintomas clinicos de lesidn inflamatoria de estémago distal solamente hambre
dolorosa (p=0.000) y dolor abdominal (p= 0.0005) mostraron diferencia eslocastica
entre l0s grupos.

Antes de llevar a cabo cualquier tipo de evaluacion morfologica de las lesiones
identificadas en las biopsias, se realizé_un estudio_de reproducibilidad intra e inter
observador para diagnosticar el sitio de toma de biopsia (K=1 y K=0.84
respectivamente). Posteriormente .se-analizd_la _concordancia intercbservador de
tres patdlogos para la identificacion y gradificacién de las lesiones en la mucosa
gastrica. Se obtuvieron los siguientes coeficientes: Observador 1 vs Observador 2
= 0.34 (p=0.32), observador 1 vs observador 3 = 0.25 (p=0.48) y observador 2 vs
observador 3 = 0.95 {p=0.001). Al graficar_ef comportamiento de los.observadores

2y 3 se puede apreciar una linea de correalcion casi perfecta. Ver grafica 1.

Coelhciente d2 Corraiac.on nraclase
C1=3 95, p<G 00%

10

Observador 2
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En ia misma forma se evalud la presencia de lesiones en estfago de acuerdo al
puntaje propuesto. Las lesiones fueron gradificadas y los coeficientes obtenidos
fueron: observador 1 vs observador 2 = 0.32 (p=0.40), observador 1 vs observador
3 = 0.24 (p=0.39) y observador 2 vs observador 3 = 0.95 (p=0.000). Al graficar el

comportamiento de los evaluadores 2 y 3 se obtiene (Ver grafica 2).

Coeficiente de Correlacian Intraclase
Ci=0 95, p<0 00

o
5
E
2
&
3
£L
0

&

Obsercador 2

Debido a la pobre concordancia del observador 1, se decidid excluirlo de la

evaluacion subsecuente de los.casos.
Analisis merfolégico e histoquimico:
Se llevo a cabo la evaluacidn de las biopsias en forma cegada y las lesiones

observadas en las biopsias de cardias en ambos grupos se observa en |a tabla 3.

Grupo | Grupo il
Tabla 3. Lesién en cardias Barrett Gastritis + metaplasia p
{n=47 (n=47)
Atrofia 4 12 0.05
Metaplasia inlestinal completa 6 4 0.73
Metapiasia intestinal incompleta 17 6 0.01
Helicobacter pylori 7 10 0.5
Inflamacién aguda 16 12 0.4
Inflamacion cronica 46 46 05

X2 corregida Yates
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Se identificd mayor frecuencia de atrofia en 1a mucosa de cardias en los pacientes

con gastritis cronica asociada con metaplasia intestinal en estémago distal

{p=0.05) y metaplasia intestinat incompleta en cardias en el grupo de esdfago de

Barrett (p=0.01). Con los puntajes numéricos obtenidos se pudo realizar un

analisis de correlacién de gravedad de lesiones entre grupos utilizando métodos

paramétricos y no paramétricos:

Como se puede apreciar en la
tabla 4 no se identificaron
diferencias de los puntajes entre
grupos.

Los puntajes obtenidos en el
cardias gastrico muestran pobre
correlacion con los oblenidos en
la mucosa de Barrett y con los
observados en antro gdastrico en
el grupo de pacientes con
gastrit's cronica asociada con
metaplasia intestinal en

estomago distal

Tabla 4.
Esdfago Antro
Vs Vs
Cardias Cardias
r=0.23 =0.168
r-Pearson r’=0.05 =0.02
p=0.11 p=0.25
tho Spearman |R=0.24 R=-0.015
p=0.10 p=0.915
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Sin embargo, cuando los puntajes de lesiones identificados en el cardias gastrico
fueron graficados para ambos grupos utilizando graficos de caja, se pudo apreciar
(grafica ) que la mediana en cardias para el grupo de Barrett fue de 5y en el de
metaplasia en estdémago distal de 1.

Gréfica 3.

Compaazian de Sardia

CARDIAS

F.n-Max
B 257%.75%

Essfsgo de Barrett Gastrais + Mataptas *  hledwn value

Al someter esta comparacion a prueba de significancia estocastica se obtuvo

diferencia significativa (p= 0.005). Ver grafica 4.

Comparazidn Je cardias entse grupos
U de Nann Wihiney p=0.005
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La presencia de metaplasia intestinal incompleta en el cardias gastrico habia
mostrado diferencias entre los grupos. Al desglosar y gradificar la presencia de
metaplasia intestinal en leve, moderada y grave se observo diferencia estocastica

entre grupos. Ver grafica 5.

p 0.04
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Negatve Leye  [fioderade  Grave Negative teve  Moderada Grave
Esafaga de Barrett Gastnbs + Metaplasia

Para identificar el riesgo de ascciacién de lesiones en cardias (variable blanco)
entre fos grupos mediante regresion logistica se obtuve una razén de momios de
3.5. Es decir, que el riesgo de tener aigun tipo de lesion preneoplasica en el
cardias es 3.5 veces mayor en presendia de esdfago de Barrett que en presencia

de gastritis cronica con metaplasia intestinal.
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Andlisis inmunohistoquimico:

Las biopsias de cardias de ambos grupos fueron sometidas a estudio
inmunchistoquimico para detectar la presencia de expresion de Ki-67, bcl-2 y p53.
En ninguna se apreci6 expresion de bcl-2 ni de p53. En 40/94 biopsias de cardias
se identificd expresion focal para Ki-67 en ef cuelio de las glandulas, pero ningun
caso mostrd expresion en >5% de las células epiteiiales.

Las biopsias de 10 pacientes del grupo de esofago de Barmett fueron sometidas a
estudio inmunohistoquimico completo porque presentaban cambios morfologicos

de indefinido para displasia y displasias de bajo y alto grado. Ver tabla.

Estudio inmunchistoquimico en mucosa de Barrett (10 casos}

Lesion n Ki-67 bcl-2 p53
Indefinido para displasia 6 + - +
Displasia de bajo grade 3 ++ - +
Displasia de alto grado 1 4 - P
(adenocarcinoma in situ)

No se identificaron cambios modolégicos diagndsticos de displasia en ninguna de

las biopsias de estdmago distal y no fue requerido su analisis inmunochistoquimico,
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente serie demuestran que la mucosa del
cardias se comporta semejante a la del eséfago de Bamrett en relacidn a la
presencia de cambios preneopldsicos y, que los cambios no remedan a los
identificados en la mucosa del estémago distal ante eventos inflamatorios cronicos
y metaplasia gastrica secundaria a infeccion cronica por H. pylor. Este hallazgo es
de interés porque en la actualidad se debate considerablemente respecto al
comportamiento del cardias ante dos de las patologias mas prevalentes de esta
region del tubo digestivo. Algunos grupos proponen que el antecedente de
enfermedad por reflujo gastroesofagico es el indicador principal de lesién en
cardias, pero sin tener un grupo comparativo que indique la situacion de la mucosa

de! estomago distal.>'

Al contrario, otros proponen que la presencia de cambios
preneoplasicos en parlicular metaplasia intestinal en cardias obedece a infeccion
multifocal crénica por Helicobacter pyion, pero por el disefo utilizado no tienen
posibilidad de observar los cambios en el tercio distal del eséfago.®® {a
seleccion de dos grupos con patologias crénicas (eséfago de Barrett y metapiasia
intestinal gastrica) permitid estudiar at cardias ante dos estimulos lesivos de largo
tiempo de instalacion {reflujo gastroesofagico e infeccién por Heficobacter pylori).
E! riesgo de asociacion de iesion preneopldsica en cardias fue 3.5 veces mayor en
pacientes con esdfago de Barrett que en aquellos con gastritis crénica y
metaplasia en estomago distal.

Ambos grupos fueron comparables por género, edad, alcoholismo y tabaquismo.

Es bien conocido que la frecuencia de metaplasia gastrica en antro y cuerpo
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gastrico aumenta con el paso de los afios y es probable que dicho cambio se
presente en la mucosa del cardias por la misma razon.® La posibilidad de sesqgo
en ia deteccién de metaplasia en cardias por efecto de la edad fue eliminado en el
presente estudio (p=0.90).

La presencia de hernia hiatal fue mas frecuente en los pacientes con esdfage de
Barrett {p=0.0006), situacién acorde con lo informado respecto a la fisiopatogenia
de esa entidad.*’ Clinicamente se pudo apreciar mayor frecuencia de regurgitacién
entre fos pacientes con Barrett (p=0.02), y de dolor abdominal y hambre dolorosa
(p=0.000 y p=0.0005) en aquéllos con gastritis y metaplasia intestinal.

Se identificd inflamacion crénica en practicamente todas las biopsias de cardias
{92194}, la presencia de atrofia en la mucosa del cardias fue mas frecuente en el
grupo de pacientes con gastritis asociada con metaplasia que en el de Bamett
(p=0.05). Sin embargo, la metaplasia en cardias fue observada principalmente en
el grupo de pacientes con esofago de Barrett (p=0.01). Los modelos de
carcinogenesis gastrica han demostrado que la mucosa muesira cambios
secuenciales de atrofia a adenocarcinoma, pasando por metaplasia y displasia. En
fa mucosa de antro y cuerpo gaslirico el H. pylori se ha considerado el factor
desencadenante y promotor de los cambios preneoplasicos. En la presente serie
no se identifico asociacién significativa de infeccion de la mucosa del estémago
distal por H. pylori asociado con metaplasia intestinal y presencia de cambios
preneoplasicos en cardias gastrico (R=-0.015; p=0.915). Solamente se identificd
asociacion significativa con atrofia de la mucosa del cardias. Este cambio
morfolégico es poco reproducible en biopsias endoscéopicas superficiales no

orientadas que carecen de muscular de la mucosa,
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El origen de la mucosa del cardias es controversial. Se ha propuesto que su
existencia se debe a fendmenos metaplasicos secundarios a reflyjo
gastroesafagico.” Sin embargo, estudios en fetos, neonatos y adotescentes han
demostrado en >50% de autopsias |la existencia de mucosa tipo cardias gastrico
desde la semana 21 de gestacion, concluyendo que se trata de una zona de
transicion normal entre estémago y eséfago.® Es dificil precisar los limites del
cardias y casi cada autor ha propuesto distancias arbitrarias por arriba y abajo de
la unién gastroesofégica; esto ha llevado a que algunos recomienden prescindir
del término cardias y, en su lugar, describan el sitio de toma de biopsia a tantos
centimetros de la unién gastroesofagica.® En el presente trabajo se decidio incluir
al paciente cuando se identificd mucosa de cardias por dos observadores cegados
y cuando esta impresion concordaba con la de! sitio de toma de la biopsia por el
endoscopista. Esta precaucion fue de gran valor en aquellos pacientes con hernia
hiatal o en el grupo de Barrett >3cm en los que él paso de esdfago tubular a
estdmago sacular no coincide con la unidn eséfago-gastrica. En estos casos las
biopsias del cardias fueron tomadas en el margen proximal de fos pliegues
gastricos. Sin embargo, 16 pacientes fueron excluidos por no identificar mucosa
de cardias a pesar de las precauciones ya descritas. La mucosa identificada fue
semejante a la del fondo gastrico en los tres fragmentos analizados en cada caso.
Desconocemos si estos pacientes corresponden al grupo que carece de cardias
gastrico por existir transicion abrupta de mucosa esofdgica a oxintica o en realidad
se trata de biopsias de otra region del estémago distal.

A la fecha existen seis series de cuatro paises diferentes que demuestran

incremento de la incidencia de adenocarcinomas de la unidn esodfago cardias,
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ante un decremento de adenocarcinomas de regiones mas distales de la mucosa
gastrica.™® Sin embargo, cuando se analiza el sitio preciso de origen de las
lesiones neoplasicas en las piezas, con frecuencia no se puede asegurar si se
originaron en mucosa de Barrett de cualquier tipo 0 en la mucosa del cardias. La
situacidn anterior se debe a que regularmente las lesiones son grandes y afectan
ambas regiones.'" *® Algunos estudios con base poblacional han informado que
el reflujo gastroesofagico sintomatico es un factor de riesge para adenocarcinoma
de eséfago, pero no para el desarrollo de eséfago de Barrett®. La posibilidad de
que la neoplasia haya substituido a la mucosa metaplasica de! Barrett no puede
descartarse en la mayoria de estudios.® Es por ello indispensable estudiar los
eventos tempranos de progresion neoplasica de la mucosa del tercio distal del
esGfago y cardias. Los estudios informados han tratado de establecer ia
progresion de la metaplasia en base a la reactividad para mucinas acidas y
sulfomucinas. Ei el presenta trabajo, las tinciones de PAS/Azul alciano y hierro
coloidal permitieron identificar la presencia de mucinas acidas y sulfomucinas en
celulas superficiales y glandulares en 33/94 biopsias de cardias, de este grupo la
mayoria comespondieron a metaplasia intestinal incompleta con células
caliciformes (23/33) y el cambio metaplasico en cardias se asocid principalmente a
la presencia de esdfago de Barrett (p=0.01). Al gradificar el cambio metaplasico de
acuerdo a su extension en el epitelio superficial y glandular del cardias se aprecid
que en el grupo de gastritis+metaplasia se presentd solamente metaplasia leve en
10/47 biopsias de cardias. En contraste, en el grupo de Barrett se identificd
metaplasia leve, moderada y grave en et cardias en 23/47 biopsias de cardias

{p=0.04). Los resultados demuestran que en presencia de esofago de Barrett
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>3cm, el cardias muestra mayor extension de la metaplasia intestinal que en
presencia de lesiones metaplasicas en estdmago distal.

En 4/47 casos se identificaron cambios displasicos en la mucosa de Barrett (bajo
grado 3, alto grado 1) y en todos se aprecio expresion de Ki-67 y p53. No se
identificd expresion de bcl-2 en las células epiteliales. En cultivos celulares se ha
descrito que las células metaplasicas del Bamett exhiben ganancia de material
genético y alteraciones en el brazo corto del cromosoma 17. Estudios de
seguimiento de pacientes con Barrelt demuestran expresidn de p53 en aquellos
pacientes con cambios morfologicos de displasia.® Ante la baja reproducibilidad
del diagnéstico morfologico de displasia, algunos autores proponen utilizar ia
expresion de proteina p5S3 como un dato adicional para favorecer el diagndstico de
displasia.® Creemos que la ausencia de expresién de proteina p53 en el cardias
de los pacientes analizados se debe a que ninguno mostraba cambios de
displasia. Este diagnéstico morfoldgico ha coincidido con el de incremento en la
expresion de p53 en una gran cantidad de epitelios.>' > Es necesario reunir series
con un espectro mayor de lesiones en cardias que permitan precisar los cambios
en la expresion de marcadores de proliferacién celular y de oncogenes.

En resumen, el presente trabajo muestra que los cambios preneoplasicos mas
graves de la mucosa del cardias gastrico se identifican con mayor frecuencia en
pacientes con esdfago de Barrett >3cm que en pacientes con gastritis cronica
asociada con metaplasia intestinal y H. pylfon. No se identifico expresidon mayor de
Ki-67 ni de p53 en el cardias en ninguno de fos grupos. bcl-2 no es un marcador
inmunohistoquimico Util para identificar epitelios con lesiones prenoplasicas

tempranas.
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APENDICE

Anexo L.

Por la enfermedad de base que padezco seré sometido a un procedimiento de
endoscopia de esdfago y estdmago. He sido informado de los objetivos, alcances
y procedimtentas del protocole.

En pleno uso de mis facultades

(yo) he aceptado

participar en el protocolo fitulado: ANALISIS COMPARATIVO DE LESIONES
PRENEOPLASICAS DE CARDIAS GASTRICO CON ESOFAGC Y ESTOMAGO
DISTALES. Estudio morfolégico, histoquimico e inmunohistoquimico

Estoy enterado de la técnica en la realizacion de la endoscopia a la que seria
sometido para el estudio de mi padecimiento y he consentido con el muestreo
extendido de esdfago y estdmago a pesar de que la mucosa sea de aspecto
endoscopico normal. También he sido informado que este muestreo extendido y el
procesamiento de histopatologia no me seran -cobrados.

Se me ha aclarado que el biopsiar zonas de aspecto normal de la mucosa de
intestino anterior no aumentan las molestias ni el riesgo que existe por el
procedimiento endoscdpico.

Firma del paciente:

Firma 1er testigo:

Firma 2do. Testigo:

Nombre y firma del investigador

México, D. F. a de de 1997,
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Anexo il

Cuestionario que evalGa sintomas, duracién y gravedad de las manifestaciones de

tubo digestivo anterior.

Nombre: Edad: Sexo:
Alcoholismo Dx. Por imagen en union EG.
Tabaquismo Hernia hiatal.

Enfermedad de base:
Motivo de endoscopia:
Sintomas de reflujo gastro-esofagico: Duracién
Regurgitacion
Disfagia

Odinofagia

Pirosis

Halitosis

Dolor abdominat
Hambre dolcrosa
Diarrea

Saciedad temprana
Nausea

Vomito

Registro

Gravedad
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Anexa lll

Criterios de Savary-Miller para clasificacion de esofagitis.

Grado 0: mucosa normal.

Grado 1. eritema o hiperemia de la mucosa esofagica, edema con acentuacion de
los pliegues sin erosiones macroscopicas o con erosidn vertical inica.

Grado _2: erosiones lineales u ovales confluentes por amiba de la union
escamocelumnar y afectandc < 10% de los ditimos & cm de la superficie
esofagica.

Grado_3: ulceraciones superficiales afectando del 10 al 50% de la superficie
esofagica en jos ultimos 5 cm distales.

Grado 4: ulceraciones confiuentes de > 50% en los dltimos 5 cm del esdfago o
ulceraciones profundas en cualquier regidn esofdgica o estenodsis péptica

esofagica yl/o esofago de Barrett.
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Gradificacion de acuerdo al sistema Sydney actualizado
Escala visual analoga

Normal Leve Moderada Grave Normal Leve Moderada Grave

Lfﬂ_@;@;g '}Q;.-‘:.".} %

Helicobacter pg}lbri” o

Células mononucleares
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