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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un patégeno humano comun causante de gastritis,
ulceras pépticas vy patologicamente ligado al desarrollo de cancer gastrico,
asociado a linfoma de la mucosa gastrica, coloniza el estbmago del hombre y no
se disemina uniformemente en la mucosa gastrica permaneciendo por afos o
décadas inactivo. Aunque también se ha encontrado en la region del cuerpo
gastrico, esofago, cavidad bucal, parte alta del tracto gastrointestinal y placa
dentobacteriana (PDB).

Se ha detectado presencia de H pylori en la cavidad bucal considerandola
como un segundo reservorio natural, tratando de explicar las recaidas de las
enfermedades ulcero pépticas, posteriores al tratamiento de erradicacion,
proponiendo como reservorio a la placa dental, se ha detectado ADN de H .pylori
en saliva y placa dentobacteriana y algunas afirmaciones de su presencia en la
cavidad bucal son como consecuencia del reflujo gastrico, como miembro de la
microbiota transitoria y como microorganismo permanente de la cavidad bucal.

La tincion de Giemsa es miembro del grupo de tinciones Romanowsky, se
le conoce como el precipitado negro, se basa en la interaccion molecular entre
varios colorantes como los tintes neutros que combinan el azul de metileno como
tinte basico y la eosina como tinte acido, glicerina y alcohol metilico. Las variantes
del grupo Romanowsky difieren en el grado de oxidacion (policromaricion) del azul
de metileno antes de la precipitacion. Entre sus funciones se destaca como
tincion diferencial que puede ser usada para estudiar la adherencia de bacterias
patogénicas a células humanas. Tife diferencialmente células humanas y
bacterianas purpuras y rosas respectivamente.

En tanto, la ulcera traumatica granulomatosa con eosinofilia estromal
(TUGSE por sus siglas en ingles) es una ulcera de la mucosa bucal por lo general
asintomatica, que en ocasiones puede llegar a ser dolorosa 0 moderadamente
dolorosa, de caracter benigno, crénica, reactiva, bien delimitada, solitaria y de
etiologia desconocida; cualquier area de la mucosa bucal puede ser afectada, sin
embargo se localiza con mayor frecuencia en la lengua; la patogénia de esta
lesion se asocia con trauma fisico, térmico o quimico y como resultado la
ulceracion permite el ingreso de bacterias, virus, toxinas o proteinas extranas
dentro del tejido conjuntivo. Un factor bacteriano implicado en la etiologia del
TUGSE es el Helicobacter pylori, sin embrago no existen estudios contundentes
sobre su participacion como agente etiolégico. Por lo tanto el propdsito de este
estudio es identificar la presencia de este microorganismo en la histopatologia de
la lesién.



1. ANTECEDENTES

La ulcera traumatica granulomatosa con eosinofilia estromal (TUGSE), fue
descrita por Carderell en 1857, la denomino afta cachettica y posteriormente en
1881, Antonio Riga senalo algunos de sus aspectos mas importantes; en 1980
Fede con un estudio histolé?ico describe el primer caso y propone el término de
enfermedad de Riga —Fede. 234

En 1961 Hjorting — Hansen y Schmidit describieron tres casos de ulcera en
la lengua con caracteristicas similares a la ulcera eosinofilica y utilizaron el
término de granuloma eosindfilo ulcerado diutinium, en 1964 Baskar y Lilly
informaron siete casos con el mismo patrén histologico, y la denominaron
granuloma traumatico, dando motivo a confusiones. (12)

Popoff en 1956 fue el primero en describirla en adultos ), Desde entonces
varios términos han sido utilizados para describir esta lesién, incluyendo ulcera
eosinofilica, granuloma eosinofilico de la mucosa oral, granuloma ulcerativo
eosinofilico, granuloma eosindfilo traumatico, granuloma traumatico ulcerado,
ulcera traumatica, ulcera eosinofilica de la lengua, granuloma traumatico de la
lengua, granuloma eosindfilo de la lengua. Siendo Elsay et al., quien propone el
término ulcera traumatica granulomatosa con eosinofilia estromal (TUGSE por sus
giglgsﬂen inglés) para describir todas leas lesiones anteriormente mencionadas. *

Las ulceraciones eosinofilicas son comunes, pero no son frecuentemente
reportadas. El TUGSE es una ulcera cronica de la mucosa bucal, de caracter
benigno, reactiva, delimitada, solitaria y de etiologia desconocida. Lesiones
similares son vistas en infantes y son llamadas enfermedad de Riga Fede,
enfermedad de infantes, granuloma eosindfilo de Riga-Fede del tejido fino suave,
enfermedad de Riga, granuloma sublingual, lesion reparativa de la lengua,
crecimiento sublingual en infantes®”), fibrogranuloma sublingual, ulceracion
traumatica lingual, glositis atréfica traumatica, comunmente ocurrida entre la edad
de una semana a un afio de edad. ©



2. ULCERA.

Una ulcera es un defecto local, o excavacion de la superficie de un érgano o
tejido, definido como solucién de continuidad del epitelio.

Son la tercera lesion elemental mas frecuente en cavidad bucal, siendo de
etiologia multifactorial y por lo tanto su tratamiento difiere entre un caso y otro, de
ahi la importancia de determinar el origen de ella, él cual es basico para su
adecuado tratamiento. 1%
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Figura 1. Solucion de continuidad del epitelio.



Muchos pueden ser los factores etiolégicos para causar la ulceracion de la
mucosa bucal y ante este problema debemos considerar de importancia los
siguientes factores etiolégicos: (% 1112)

e Asociacion con alteraciones sistémicas.
e Caracteristicas clinicas.
e Trauma fisico,quimico o térmico.

o Proétesis mal ajustada.

0 Aparatologia ortodoncia.

o0 Margenes dentales cortantes o restauraciones mal ajustadas .
Agentes infecciosos ( virus,bacterias, hongos, parasitos).
Reacciones alérgicas.

Neoplasias malignas.
De origen desconocido o idiopaticas.

Figura 2. Ulcera Bucal.



2.1 CLASIFICACION DE LAS LESIONES ULCERATIVAS.

1. SIANTECEDEN O NO A UNA LESION PREVIA.

e Ulcera primaria: es aquella que aparece sin otra lesién como antecesora
(Ej. Ulcera traumatica). ©

e Ulcera secundaria: es aquella que es precedida por una lesién primaria
(Ej. pénfigo, pénfigoide, herpes).®

2. SEGUN SU ETIOLOGIA.

e Ulcera traumatica: radiaciones, sustancias causticas,
medicamentos, quemaduras, galvanismo, prétesis mal ajustada,
incorrecta técnica de cepillado, infiltracidon de liquido a presion
(anestesia) y enfermedad de Riga —Fede.

e Neoplésica: neoplasias malignas (Ej., carcinoma epidermoide,
adenocarcinoma, sarcomas, linfomas); en neoplasias benignas es
raro observarla, pero puede estar presente secundaria a
traumatismo del mismo.®

e Infecciosas: gingivitis ulceronecrosante, sifilis, tuberculosis,
gingivoestomatitis herpética primaria, herpes recurrente intraoral,
herpes-zoster, varicela, herpangina, mononucleosis infecciosa,
candidiasis eritematosa, blastomicosis, histoplasmosis, etc.

e Autoinmune: Liquen plano erosivo, pénfigo, penfigoide, eritema
multiforme, sindrome de Behcet, Sindrome de Reiter, lupus
eritematoso. ©

Manifestaciones de enfermedades metabdlicas: déficit de acido
félico, hierro y vitamina B12, diabetes, etc. ©)



2.2. CLASIFICACION DE MIND.

Es la clasificacion de las lesiones de la mucosa bucal segun Carpenter W,
quien se basa primero en la etiopatogenia de la lesion y en segundo lugar en las
caracteristicas clinicas, dicha clasificacion de etiopatogenia es la siguiente. '©

METABOLICAS

Enfermedades provocadas por

alteraciones sistémicas como
nutricionales y hormonales, etc.(déficit
de acido fdlico, hierro y vitamina B12)

e Alteraciones traumaticas: prétesis mal
ajustadas, mala técnica de cepillado,
INFLAMATORIAS etc.
e Enfermedades infecciosas: bacterias,
hongos, virus, ejemplo; sifilis,

Incluyendo: tuberculosis, gingivoestomatitis

herpética, etc.

e Autoinmunes: pénfigo, penfigoide,
liguen plano, etc.

e hace una sub clasificacion

NEOPLASICAS

Incluye a los procesos benignos,
premalignos, malignos, tanto epiteliales
como mesenquimatasos

DESARROLLO
En esta categoria se incluyen las
alteraciones genéticas o adquiridas que
pueden ser también manifestadas
durante el desarrollo.




2.3. ULCERA TRAUMATICA.

La ulcera traumatica de la mucosa bucal es una lesién causada por alguna
forma de trauma, puede ser morderse la mejilla o el labio, irritacién por prétesis,
cepillado inadecuado, bordes cortantes de un diente fracturado, restauracién mal
adaptada o un diente cariado, e incluso a través de irritantes externos (acidos,
alcalinos y medicamentos). Los sitios de localizacion mas frecuentes de una ulcera
traumatica son: borde lateral de lengua, cara interna del carrillo, labios y
ocasionalmente el paladar. Sin embargo la mayoria de las veces la reparacion de
estas lesiones es rapida y sin contratiempos, eventualmente existen ulceras que
persisten largo tiempo sin cicatrizar y el dolor es caracteristico hasta no eliminar el
agente causal. ¥

Figura 3. Ulcera traumatica.

Las lesiones autoinducidas son aquellas producidas sobre la base de un
habito e incluyen el morderse el labio (morsicato labiarum), el carrillo (morsicato
buccarum), etc. Estas lesiones por habito de mordida se han denominado
Patonimia mucosae oris. Dentro de este grupo corresponderia agrupar aquellas
lesiones producidas durante las crisis epiléptica, siendo la lengua y /o labios los
sitios mas afectados durante la crisis. %



Figura 4. Mursicato buccarum.

Los agentes externos tales como carbamacepinas®®, esteroides
anabolicos" ticlopidina™, rofecobix'®, penicilamina, piroxicam, rifampicina,
zalcitabina!'”), colutorios con alto contenido de alcohol, aspirinas, también
gl)'oducen erosiones Ulceras cuando son aplicadas directamente sobre la mucosa.

La ulcera traumatica causada por irritacion protésica es una lesion originada
por el dafio fisico. Se desarrolla generalmente pocos dias después del uso de
protesis nuevas o después de haberlas usado durante mucho tiempo, en
ocasiones asociada a espiculas 6seas remanentes. Su tamafio varia dependiendo
de tiempo de evolucion, del tipo de protesis, siendo estas dolorosas, irregulares o
alargadas siguiendo la forma del borde protésico; usualmente cubiertas de una
delgada membrana de fibrina y rodeada por un halo eritematoso. ©

El tratamiento para la ulcera traumatica consiste en corregir la causa
subyacente. Control del paciente y si al cabo de dos semanas después de
eliminado el agente causal de la ulcera esta persiste es aconsejable que se realice
una biopsia. ¢



3. ULCERA TRAUMATICA GRANULOMATOSA CON EOSINOFILIA
ESTROMAL (TUGSE por sus siglas en inglés).

Las ulceraciones eosinofilicas son comunes, pero no son frecuentemente
reportadas. Las lesiones son casi siempre ulceradas, pero algunas han sido
descritas como masas submucosas. ('®

Figura 5. TUGSE localizacion en el borde lateral de la lengua.

El TUGSE es una ulcera reactiva cronica, de la mucosa bucal, bien
delimitada, que usualmente se presenta en lengua, de etiologia no clara, pero en
la mayoria de los casos la patogenia sugerida de esta lesion se asocia con
trauma; siendo esto respaldado de alguna forma por Bashkar y Lilly, quienes
produjeron ulceras eosinofilicas de forma experimental, induciendo el trauma con
férceps en la lengua de las ratas, encontrando cambios histologicos similares a las
descritas en las ulceras eosinofilicas en la lengua de los humanos, pero
%t))viamente en la mayoria de los casos el trauma no puedo ser demostrado "%

Como resultado de la ulceracion, ésta permite el ingreso de bacterias, virus,
toxinas o proteinas extrafias dentro del tejido conjuntivo, asi un posible factor
bacteriano implicado en la etiologia del TUGSE es Helicobacter pylori, sin
embrago aun no existen estudios contundentes sobre su participacion como
agente etioldgico. (752"



3.1. ETIOLOGIA.

Los estimulos irritativos que se observan en desarrollo de TUGSE en los
adultos se asocian con traumas: ('%%")

e Fisico.
e Quimico.
e Térmico

La ulceraciéon resultante por un trauma, permite el ingreso de
microorganismos, toxinas, o proteinas extrafias dentro del tejido conectivo, estas
sustancias o productos de su metabolismo, inducen una respuesta inflamatoria
severa. (1822

En los nifos este tipo de Ulcera es asociada a historia de trauma en
conjuncion con la erupcion de los dientes primarios, que asi mismo se asocia a
dientes natales o neonatales que producen erosién o0 una ulcera comunmente
vista en superficie dorsal y antero ventral de la lengua. ('8 %2

Otra hipotesis sugerida en la etiologia del TUGSE, es que esta lesion
puede ser una enfermedad linfoproliferativa mediada por linfocitos CD30, Alobeid
et al, encontraron células T monoclonales en 3 casos usando inmunohistoquimica
y analisis de reaccidn de cadenas de polimerasa (PCR) con esto sugirieron que
las lesiones bucales parecen dar una contraparte del espectro linfoproliferativo
primario del desorden cutaneo CD30. ©

Ficarra et al, fueron los primeros en reportar un caso en que el CD30 +
fuera encontrado en una lesion ulcerada histolégicamente semejando al TUGSE,
donde el paciente tuvo multiples episodios recurrentes de ulceras eosinofilicas que
cicatrizaban solas en la mucosa bucal, y fue sugerido que el TUGSE en la
mucosa bucal tal vez representa la contraparte del desorden linfoproliferativo
cutaneo CD30+, conteniendo células atipicas CD30+ y en donde la clonacién de
células T fue demostrada usando analisis PCR. ©

10



Figura 6. Expresion de Linfocito CD30 (flecha roja).

3.2. PATOGENIA.

La ulceracién resultante por un trauma, permite el ingreso de
microorganismos, toxinas, o proteinas extrafias dentro del tejido conectivo, que en
las personas predispuestas inducen una respuesta inflamatoria severa, resultado
de una exagerada reaccion de eosindfilos y mastocitos (en menor poblacion) e
infiltrado linfocitario (By T). ©

Figura 7. Eosinofilo.

La presencia de eosindfilos no es completamente entendible, porque la
mayoria de las ulceras bucales traumaticas son desprovistas de eosindfilos. Lo
cual sugiere que los eosinofilos representan una reaccion tisular a algun antigeno

11



desconocido, que ingresa via ruptura de la mucosa consecutiva al trauma. La
degeneracion de la mucosa muy caracteristica de TUGSE puede ser atribuida a la
produccion de citotoxinas de las células T o productos toxicos de la degranulacion
de los eosindfilos ©

Estas células cebadas o monocitos que contienen numerosos granulos,
liberan mediadores que causan inflamacion (histamina) y también atraen a los
eosinofilos por la liberacidn del factor quimiotactico de los eosindfilos (ECF). Los
eosindfilos entonces liberan histaminasa y arilsulfatasa que inactivan a histamina
y a la sustancia reactante de la anafilaxia (SRS-A) respectivamente ©

Con esto se consigue:

e Amortiguar la respuesta inflamatoria.

¢ Reducir la migracién de los granulocitos hacia la lesion.

e Pueden fagocitarzy destruir microorganismos ingeridos, pero no es su
funcion principal.*®

Los eosindfilos ademas de eso suprimen a los basoéfilos. Asi mismo
producen a su vez una proteina basica mayor (MBP) activadora de neutrofilos,
basdfilos y mastocitos. También contiene proteinas capaces de lesionar los
tejidos, como la proteina cationica de los eosindfilos (ECP) y la neurotoxina que
causa destruccion celular. 4 18-22)

Una moderada poblacién de mastocitos es observada en el tejido normal de
la lengua, gingivitis, hiperplasia fibrosa inflamatoria, ulceras no especificas,
hiperplasia epitelial multifocal, glandula salival normal o inflamada. La presencia
de eosindfilos en el tejido es vista en numerosas condiciones de mordeduras de
insectos, parasitos, reacciones alérgicas, granuloma facial, granuloma eosindfilico,
histiocitosis X, fascitis eosinofilica, granuloma linfoide eosinofilico con hiperplasia
angiolinfoide, etc, mediando una respuesta inflamatoria. % 1®

unicciie 8

Figura 8. Mastocito liberando
i oA histamina.

Eosndhio
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3.3. CARACTERISTICAS CLINICAS.

Se caracteriza por una ulcera que no cicatriza, de sintomatologia variable
ya sea moderadamente dolorosa o asintomatica, las lesiones individuales
aparecen como zonas de eritema rodeando ulceras centrales cubiertas por una
membrana fibrinopurulenta removible. Los limites de la ulcera desarrollan un
borde enrollado, elevado y liso de consistencia firme o indurada a la palpacién con
areas de hiperqueratosis. © "

El tamafo de la ulcera con el que se manifiesta TUGSE puede variar de
tamafo desde unos cuantos milimetros hasta 7 u 8 cm siendo esta la dimension
mas grande reportada “).En ocasiones suele presentarse como un nédulo
ulcerado en la cavidad bucal, en estadios iniciales las caracteristicas clinicas de
TUGSE son similares a otras entidades como el carcinoma de células escamosas,
la cual es una neoplasia maligna de origen epitelial y su tratamiento es
completamente diferente y agresivo. ®

Figura 9. TUGSE.
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3. 3.1. ENFERMEDAD DE RIGA FEDE.

La entidad denominada Enfermedad de Riga—Fede ocurre exclusivamente
en infantes, por lo general ocurrida entre las edades de 1 semana a 1 afio de vida.
Todas estas lesiones son asociadas a historia de trauma en conjuncion con la
erupcion de los dientes primarios o asociada a dientes natales o neonatales, por lo
general el sitio de localizacion incluye la superficie dorsal, antero-ventral de la
lengua y sublingual. Las lesiones ventrales son usualmente asociadas con
incisivos mandibulares adyacentes y las lesiones dorsales son asociadas con
incisivos maxilares adyacentes. (4 23:9.20.28)

Figura 10. Enfermedad de Riga - Fede.

3.4. EPIDEMIOLOGIA.

Ocurre en todos los grupos de edades, desde una semana hasta 92 anos
de edad, con una media de aparicion a los de 44 afios de edad y con un tiempo
de evolucién aproximado de 1 semana a mas de un afio. (%9

Cualquier superficie mucosa puede ser afectada, sin embargo la lengua es
el area donde se localiza mas frecuentemente en sus superficies antero-ventral,

%ozgs)ales y laterales, con aproximadamente en un 60% de los casos reportados. ('®
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Figura 11.
TUGSE localizado en dorso de lengua.

Figura 12.
TUGSE Localizacion vientre de la lengua.

Otros sitios incluyen la mucosa bucal y los pliegues muco bucales en un
24% vy en un orden decreciente en labios, la encia, el paladar y el piso de boca y
el area retromolar. (18¥26)

Su predisposicion se observa en relacién hombre: mujer (razén 1.6: 1), sin

embargo la prevalencia en género varia de estudio a estudio y no muestra una
aparente predileccion. ('®
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3.5. HISTOPATOLOGIA.

Histologicamente se caracteriza por presentar epitelio escamoso
estratificado que muestra solucion de continuidad sustituido por dendritus
celulares y fibrina, acompafado por un infiltrado inflamatorio denso mixto, que se
extiende hasta las capas musculares profundas, a la submucosa o a las glandulas
salivales. Los tipos celulares dominantes en el infiltrado inflamatorio son escasos
linfocitos (inmunofenotipo Ty B), histiocitos y con abundantes eosindfilos. %8 32

La presencia de eosindfilos no es completamente entendida debido a que la
mayoria de las uUlceras bucales traumaticas estan desprovistas de eosindfilos @n,
Ha sido sugerido que la eosindfilia representa una reaccion tisular de algun
antigeno desconocido o introducido via ruptura de la mucosa consecutiva al
trauma. La degeneracién de la mucosa muy caracteristica del TUGSE puede ser
atribuida a la produccion de citotoxinas de las células T o productos téxicos de la
degranulacién de los eosindfilos. ¢7-28:29:30.33)

Figura 13. Zona de la ulcera 100x.
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Figura 14. Infiltracion eosinofilos en musculo 400x.

El segundo de los componentes del TUGSE lo ocupa la presencia de un
gran numero de células mononucleares atipicas con un nucleo palido redondo a
ovoide, estos son interpretados como macréfagos o histiocitos, presentes en la
mayoria de los caso de TUGSE, sin embargo el origen de estas células aun
permanece incierto. ?®

El origen de esté segundo componente celular es incierto, surgiendo asi
un debate entorno a su origen, Regezi et al, en un estudio de 8 casos detectaron
el marcador CD68 del macréfago o el factor Xllla y marcador de células
dendriticas dérmicas, que se trata de proliferaciones reactivas de células del
sistema mononuclear fagocitico, distintas de las célula de Langerhans y en una
serie de 38 casos, encontraron que el vasto numero de células atipicas fueron
positivas a vimentina, sugiriendo que ellas representan miofibroblastos, sin
embargo su origen aln permanece oscuro.®
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Figura 15. Monocitos y polimorfonucleares 400x.

Se ha sugerido que el TUGSE puede ser un desorden linfoproliferativo
CD30 ya que las células se muestran positivas al antigeno CD30 +, que es una
gran glicoproteina transmembranal con un dominio extracelular homologo a la
superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, originalmente descrito
como una molécula de superficie reconocida por el anticuerpo monoclonal Ki-1 en
células de Reed —Stemberg. CD30 es comunmente expresado en la activacion de
células B y T, ciertos desordenes linfoproliferativos expresan el antigeno CD30.
La implicacién de desordenes linfoproliferativos en la cavidad bucal, sin embargo,
raramente ha sido reportado, pero la literatura es algo confusa y una comparacion
definitiva es dificil. @"®

El papel que los eosindfilos tienen en este tipo de Ulceras no esta
establecido pero en estudios con animales de experimentacién se ha propuesto
que los eosindfilos pueden contribuir a la regulacién de muchos proceso bioldgicos
que son criticos para una apropiada reparacion de las heridas debido a que estas
células expresan dos citoquinas multifuncionales transformadoras del crecimiento,
el factor alfa (TGF-a ) que promueve la migracion y proliferacién epitelial y el
factor beta (TGF-B 1)que ha sido asociado con la inhibicion de la proliferacion
epitelial, la regulacién de la inflamacion y la produccién de matriz extracelular y
remodelado de tejido.("%28:2930)
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Figura 16. Eosinéfilos e histiocitos (400x) &

Ellovic y Gallagher realizaron un estudio para determinar si los eosindfilos
presentes en ulceras eosinofilicas producian los factores de transformacién de
crecimiento antes mencionados donde encontraron que en 11 de 12 casos los
eosindfilos mostraban muy poca 0 ninguna expresion de estos factores,
relacionando el retardo en la curacion de la ulcera con la falta de de sintesis de
estos factores por los eosinofilos. % 18:28)

3.6. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

Dado que las caracteristicas clinicas son similares a otras entidades puede
ser confundido con neoplasias malignas, infecciosas y o traumaticas, entre otras
asi como: carcinoma de células escamosas, ulcera tuberculosa, histoplasmosis,
blastomicosis, sialometaplasia necrotizante, estomatitis aftosa mayor, chancro
sifilitico, infiltracion leucémica, lupus eritematoso discoide, linfoma no Hodkin y
microscopicamente con neoplasias linfoides (!5 19 28:29)
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Figura 17. Carcinoma de células
escamosas.

Figura 18. Ulcera lingual por infeccion
recurrente de M. tuberculosis.

Figura 19. Histoplasmosis.
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Figura 20. Ulcera lingual en un
paciente con lupus eritematoso.

Figura 21. Chancro sifilitico
primario en dorso de lengua.

Figura 22. Ulcera aftosa mayor en
superficie dorsal de lengua.

3.7 PRONOSTICO.

El Pronéstico es bueno ya que estas lesiones son benignas y usualmente
solitarias®®, pueden cicatrizar espontaneamente; la cicatrizacion espontanea
mencionada por Wilson .A Delgado y Halo Funes, es porque posiblemente la
respuesta positiva en la reparacion de la ulcera que se observd después de la
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biopsia favorece la teoria vascular en la regeneracion de la lesion, ya que el acto
quirurgico en la obtencién de la biopsia trae como resultado inflamacion como
respuesta, donde destacan los procesos hemodinamicos que conducen al proceso
de reparacion. También cicatrizan por la eliminacion del agente causal de
traumatismo ?* 3%, explicando de alguna forma el fenémeno tisular, pero sin aun
explica el agente etiologico, el cual probablemente este relacionado con un tipo de
antigeno bacteriano (Helicobacter Pylori).®

La recurrencia suele ser poco frecuente, sin embargo se han reportado
casos en los que aparece en diferentes zonas de la cavidad bucal, pero no en el
mismo paciente, lo que sugiere que el paciente puede tener alguna tendencia a
desarrollar la lesién.*

3.8. TRATAMIENTO.

El tratamiento en nifos consiste en eliminar el factor que esta
traumatizando la lengua o mucosa. )

En los adultos el abordaje de la lesion puede ser mediante biopsia
excisional o incisional solo para fines diagndstico, en un gran numero de casos la
lesion resuelve, después de la escision ). La eliminacion de un diente causante
del trauma o la eliminacion de alguna prétesis o algun tipo de aparatologia de
8£ts%c)ioncia y en general la eliminacién del factor traumatico y la rehabilitacion bucal.

Modalidades de tratamiento como el cuidado paliativo con antiinflamatorios
no esteroideos o anestésicos topicos como la lidocaina, benzocaina, estos
pueden ser utilizados temporalmente para disminuir la sintomatologia, al igual que
los colutorios de dexametasona. %3132

Se recomienda a los pacientes que presentan ulceras dolorosas, no ingerir

alimentos acidos ni muy condimentados para prevenir un mayor malestar durante
su alimentacion. 2829314
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4. HELICOBACTER PYLORI.

4.1. ANTECEDENTES.

La presencia de bacterias espirales en el estbmago fue vista por primera
vez vista en 1906 por Kreinite®? . El patélogo Robin Warren a principios de junio
de 1979, observd por primera vez a Helicobacter pylori en una biopsia gastrica
proveniente de un paciente con gastritis cronica activa, asociando asi la presencia
de este microorganismo con la gastritis. Hubieron muchos intentos de aislar la
bacteria, pero todos ellos sin ningun éxito. En 1981, el médico gastroenterdlogo
Barry Marshall se une a la investigacion de Warren, confirmando asi esta
asociacion, y lo reportado por este tltimo. 334

Figura 23. Robin Warren (izquierda) y Barry Marshall
en su laboratorio de Perth , Australia a mediados de los afios 80.
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La bacteria morfolégicamente semejaba a un Campylobacter spp., razén
por la cual fue llamada Campylobacter pyloridis, sin embargo fue hasta 1982 que
se aislo por primera vez, observandose crecimiento después de 5 dias de
incubacion, hasta denominarse Helicobacter por Goodwin en 1989, y asi
originalmente dos especies fueron asignadas a este género: H.pylori (patdégeno
gastrico en humanos) y H.mustelae (microorganismo de mucosa gastrica del
hurén). 3334

Esta bacteria toma su nombre del latin hélice, atendiendo que el cuerpo de
esta bacteria rota sobre si mismo como si fueran las aspas de un ventilador, y a
pylori (piloro), que es la parte final del estdmago que precede al intestino. %

Se ha reportado que Helicobacter pylori ha infectado el estbmago humano
por ainos y muy probablemente desde los inicios de la existencia del hombre
actual. Es un patégeno humano comun y un problema de salud publica que causa
gastritis%/ ulceras pépticas, siendo patolégicamente ligada al desarrollo de cancer
géstrico( ® asociado a linfoma de la mucosa y es designado como un carcinégeno
clase |. Con el reconocimiento de H pylori como un patégeno humano importante,
se ha convertido en uno de los microorganismos que ya cuentan con mapeo
secuencial de su genoma. ©©

4.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS.

Helicobacter pylori es un bacilo gramnegativo, microaerdfilo de forma curva,
espiral o cocoide, que mide 2.5 a 3.5um de largo y de 0.5 a 1um de ancho (Fig 26),
no productor de esporas, con actividad citotoxica (productora de ureasa) posee de
uno a seis flagelos unipolares envainados, con movimientos espirales o en
sacacorcho que lo hace altamente movil , las formas cocoides se observan en
cultivos viejos y se consideran no cultivables, también se ha visto que entran a
este estado cuando se le expone a fluctuaciones del ambiente, como cuando se
encuentra en el agua . En medio adecuado forman colonias circulares, brillantes,
traslucidas y grises; es un microorganismo dificil de cultivar, de crecimiento lento,
tomando de 5 a 7 dias para poder apreciar las colonias en medios sélidos.®¥

En cuanto a pruebas en el laboratorio, es positivo a catalasa, ureasa,
oxidasa, fosfatasa alcalina, arginina arimilidasa y DNasa. Negativo a reduccion de
nitratos e hidrélisis de piruvato. No fermenta ni oxida carbohidratos, aunque puede
fermentar los aminoacidos por vias fermentativas. (33)
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Es una bacteria no invasiva que vive en la superficie de las células
epiteliales gastricas, protegido del HCI por la formacion de un microambiente
alcalino de amonio producido por la ureasa. ®*

H.pylori coloniza el estbmago del ser humano y se distribuye uniformemente
en la mucosa gastrica, colonizando en forma de parches, y frecuentemente en la
region del antro, permaneciendo en la mucosa gastrica por afios o décadas, sin
embargo también se ha aislado en la region del cuerpo gastrico, esoéfago y parte
alta del tracto intestinal (duodeno)(37). La estructura helicoidal o espiral de la
bacteria le permite introducirse a través de la capa de moco gastrico durante la
colonizacion, actuando de forma similar a un sacacorchos vy favoreciendo el
acercamiento a las células epiteliales gastricas. ¢®

Figura 24. Micrografia de
Helicobacter Pyilori.
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4.3. EPIDEMIOLOGIA.

Se estima que mas de la mitad de la poblacion mundial esta infectada
cronicamente con H.pylori sin presentar sintomatologia, ni efectos adversos en

muc;hos casos, extendiéndose con una prevalencia del 20 % a mas del 80%. ©*
35,39

La prevalencia de individuos infectados con H.pylori mayores a 60 afios es
frecuente no solo en México, si no también a nivel mundial. H. pylori casi siempre
es adquirida en la infancia (usualmente antes de los 10 afnos) y, si no es tratada, la
infeccion tiene una vida larga, en paises en desarrollo arriba del 70% de los nifios
estan infectados con H.pylori a la edad de 15 afos, aunque H pylori es
seroprevalente entre niflos que residen en paises industrializados como lo es
Estados Unidos, es mucho menos, en el orden del 10 % entre los de 10 afios de
edad (Fig. 28) una poblacion seleccionada estan en alto riesgo. 333%39

Ademas de la edad existen otros factores que participan en la infeccion
como el socioecondmico, hecho que refleja una mayor prevalencia y adquisicion
mas temprana en paises en vias de desarrollo, en relacion con aquellos
industrializados. Con el mayor porcentaje de prevalencia en paises en vias de
desarrollo, en la vasta mayoria de individuos, la infeccidon es adquirida durante la
nifez con mayor riesgo en aquellos con nivel socioeconémico bajo y familiares
infectados. Aunque padecimientos clinicos generalmente ocurren décadas
después de la adquisicion inicial, nifos infectados con H. pylori pueden tener
gastritis, ulceras, linfoma tipo asociado a mucosas Yy raramente atrofia gastrica
con o sin metaplasia intestinal (ambos precursores de cancer gastrico). 2 %)

Nifios con un miembro de la familia infectado, aquellos que residen en
condiciones de vida hacinadas (Ej. compartiendo cama) con dos o mas
hermanos, que atienden guarderias o tienen pobre higiene, tienen un alto factor
de riesgo a una infeccion por H. pylori. Otros niflos que tienen altos indices de
infeccion por H. pylori incluye a aquellos de situacion socioecondmica baja, nifios
de inmigrantes, nifios nacidos en Ameérica de padres inmigrantes y nifios
adoptados internacionalmente. 53¢

En México se han observado regiones de mayor riesgo, como las zonas
altas del estado de Chiapas donde existen grupos indigenas que presentan una
alta incidencia de cancer gastrico asociada a este microorganismo. En el estudio
seroepidemioldgico de Helicobacter pylori realizado en 1997, se trabajé con un
banco de sueros representativo de la poblaciéon de todos los estados de la
Republica Mexicana (11.605 sueros) procedentes de personas cuya edad fluctud
entre 1 y 90 afos. Los resultados mostraron que el 20 % de los nifios de 1 afio de
edad presentaban anticuerpos contra H. pylori y que la seropositividad aumento
hasta un 50% en los
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nifios de 10 afos de edad, lo que indicaba que la infeccion por el microorganismo
en nuestro pais se adquiere a edades tempranas. La tasa de seropositividad fue

aproximadamente 5% anual durante los primeros 10 a@g%5d3% )Ia vida y en un 80%

en los adultos jovenes entre los 18 y 20 afios de edad. {

MW > 75%

M 65-74%

" 55-64%
<55%

Figura 25. Presentacion geografica mundial de la prevalencia por la
infeccién con H.pylori en adultos asintomatico. México se encuentra en una
prevalencia entre 65 %.

4.4 VIAS DE TRANSMISION.

Hasta la fecha el cuerpo humano es el unico reservorio de Helicobacter
pylori, un mayor niumero de evidencias sugieren que la transmisién de la infeccién
puede ser potencialmente facilitada mediante el agua contaminada. Rutas de
transmision de Helicobacter pylori descritas incluyen oral-fecal y oral-oral. Las
ultimas rutas de transmision fueron reportada después de la identificaciéon de
organismos de Helicobacter pylori en el vomito de un adulto infectado y muestras
de aire recolectadas cerca del vomito. 3 3>37
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La ruta de transmision de Helicobacter pylori mas probable y / o aceptable
es la de persona a persona u oral-oral “*") una vez cultivada en boca la saliva y
la placa dentobacteriana “2) 1o cual sugiere que la cavidad bucal es un reservorio
natural de la bacteria y / 0 un habitat transitorio. **

Se considera que Helicobacter pylori tiene una genética heterogénea, esto
quiere decir que no hay dos cepas iguales, y los estudios han sugerido que esta
diversidad hace que cada cepa tenga una unica adaptacion para cada huésped,
por lo tanto en algunos individuos puede ser considerada como una bacteria
comensal “¥. Por su capacidad carcinogénica Helicobacter pylori ha sido
clasificado como carcindgeno de clase | por la OMS. %43

4.5. PATOGENESIS Y FACTORES DE VIRULENCIA.

Los avances de técnicas bioquimicas, han surgido nueva informacién sobre
la patdégenia y factores de virulencia de Helicobacter pylori, indicando que la
infeccion por Helicobacter pylori requiere de complejas interacciones tanto de su
huésped como de la bacteria. °

La busqueda de los factores causantes de la ulceracion se ha intensificado
en los ultimos afos, sefialandose entre ellos a la ureasa bacteriana, adhesinas,
hemaglutininas y la produccion de una toxina vacuolizante. ¢

La colonizacion por Helicobacter pylori, origina liberacion de interleucina 8 y
otros mediadores de la inflamacién por parte del epitelio estomacal. Lo cual junto
con la respuesta inmunitaria local, culmina en la produccién de una cascada de
citocinas que a su vez afecta otras células y otras funciones. Es posible que
factores propios del huésped, como tabaquismo y mecanismos genéticos; factores
propios de Heliocbacter pylori como los productos genéticos cag-A y otros mas; y
factores ambientales como exposicion a antioxidantes, cloruro de sodio y nitrato
en la dieta, contribuyan ala transformacion de H. pylori en un patégeno que causa
enfermedad clinicamente manifiesta. "

Actualmente es conocido que la infeccion por Heliocbacter pylori origina
alteracion en los diversos mecanismos que regulan la secrecién de acido vy
pepsina. “®

4.6. FACTORES DE PATOGENICIDAD

Motilidad. Esta capacidad se la proporcionan los flagelos para el desplazamiento
a través de las células epiteliales de la mucosa gastrica. Ademas le confiere una

ran rr;ovilidad que le permite no ser eliminado tan faciimente del hospedero.
33, 39,49
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Ureasa. Esta enzima es codificada por los genes ure A y ure B, presentes en
todas las cepas de Heliocbacter pylori. Su funcion es degradar la urea en
amoniaco y CO2 para después formar amonio, producto de la reaccion con el
acido clorhidrico y generar asi un microambiente alcalino alrededor de la bacteria
que le confiere proteccién ante la acidez gastrica. 333959

Se ha demostrado que la ureasa contribuye a la toxicidad via produccién
de amonio el cual es toxico para las células. Ademas la union con los iones
fluoruro favorece la formacion de cloruro de amonio indispensable para la
vacuolizacién y dafio celular por parte de la citotéxina vacuolizante (VacA). @3 3951

4.7. METODOS DE DIAGNOSTICO.

Al igual que cualquier condicidn el diagndstico es esencial antes de
comenzar el tratamiento. Hay varias técnicas de diagndstico posibles. Los
métodos empleados para el diagndstico involucran pruebas invasivas y no
invasivas. Las pruebas no invasivas incluyen prueba de urea en el aliento, prueba
de sangre y pruebas en sangre que incluye un examen de sangre y seroldgico
completo para hacer la detecciéon de anticuerpos contra Helicobacter pylori en el
suero del paciente. Las pruebas no invasivas detectan la presencia o ausencia de
infeccidn. Las pruebas invasivas incluyen la toma de la biopsia en el caso de ser
gastrica se utiliza endoscopia para obtener la muestra y realizar pruebas
histolégicas, de cultivo bacteriano y la prueba de ureasa rapida. Las pruebas
invasivas pueden determinar tanto presencia, ausencia de la infeccion, la
extension y severidad de la mucosa lastimada (enfermedad). ©°

4.8. PRUEBAS INVASIVAS.
4.8.1. HISTOLOGICAS

Las muestras de la biopsia se fijan en formalina y se tifien con tincion de
rutina con hematoxilina y eosina, Whartin- Starry que tifie a los microorganismos
de color café negro, fondo del tejido café o tincion modificada de Giemsa que
tine a los microorganismos d un color azul intenso negro y el fondo del tejido azul
claro, para su estudio histopatolégico. Estos métodos cuentan con una alta
sensibilidad y especificad para la identificacion de Helicobacter pylori (>90%),
pero se requiere de un histopatélogo experimentado. La biopsia proporciona
informacion relacionada con la severidad del tejido dafiado (grado de inflamacién
de las células polimorfonucleares y degeneracion celular) y la posible presencia de
alteraciones premalignas, tales como metaplasma o displasia de la mucosa’ 4"
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Figura 27. Tincion Giemsa 100x.

4.8.2. CULTIVO BACTERIANO.

La biopsia se coloca en un medio de transporte de Stuart, en un caldo
Brucella o solucién salina isotdnica estéril. Dentro de las horas siguientes se
inoculan en medios selectivos complementados con sangre de caballo y
antibidticos. Las placas se incuban con 5% de O, 10% CO2 y 85 % de N
(condiciones de microaerdfilia), a 37° C durante 52 7 dias. En medios artificiales
ricos en nutrientes como: peptona tristona, extracto de levadura, glucosa y sales
como cloruro de sodio y bisulfito de sodio, complementados con sangre de caballo,
suero fetal bovino (SFB) o ambos ©¥. Para la recuperacion de Helicobacter pylori a
partir de muestras de biopsias gastricas, resultan de gran utilidad los medios
solidos selectivos, como agar chocolate, agar Brucilla al 5% adicionado con
antibiéticos como vancomicina, acido nalidixico, anfotericina que inhiben bacterias
provenientes del tracto gastrointestinal, los agares selectivos, polimixina,
trimetropin y el agar Thayer — Martin modificado, también favorecen su
crecimiento.
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La identificacion se hace a través de su morfologia colonial, tincién de
Gram vy caracteristicas bioquimicas (catalasa, oxidasa y ureasa positivas). La
5e133p£)5)ecificad y sensibilidad de esta prueba s del 90% y 95% respectivamente. “*

Este método es indispensable para determinar la susceptibilidad
antimicrobiana de la bacteria, y para la extraccion de DNA para uso de técnicas
moleculares “#4

v, b olinabadto Fen ain com

Figura 28. Morfologia colonial de Helicobacter pylori en agar sangre.

4.8.3. PRUEBA DEL HILO.

Es un método rapido y sencillo, que permite diagnosticar H.pylori por
cultivo de secrecidn gastrica a partir de la deglucion de una capsula que
desenrolla un hilo y que permanece en el estomago durante 1 hora.
Posteriormente el hilo es retirado para su cultivor (49)

4.8.4. PRUEBA RAPIDA DE UREASA.

Es el método mas rapido para la deteccion de Helicobacter pylori en una
biopsia gastrica. La actividad de la ureasa se puede medir directamente en las
muestras clinicas o después de que se haya aislada la bacteria. La gran cantidad
de ureasa producida por Helicobacter pylori permite la deteccion de residuos
alcalinos como el amoniaco y CO, en minutos provenientes de la hidrolisis de urea.
Un resultado positivo se indica por un cambio de color indicador de pH, de amarillo
a rosa, en el término de 1 minuto a 1 hora como maximo. Pueden presentarse
resultados positivos falsos por la presencia de otros microorganismos productores
de ureasa (estreptococos, Proteus spp, etc.). (3349
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Es una prueba barata, facil y con especificad cercana al 100% sin embargo
cuando se realiza directamente al tejido gastrico en un periodo de 1 a 3 horas la
sensibilidad es del 75 al 90%. “°"

4.9. PRUEBAS NO INVASIVAS.
4.9.1. PRUEBA RAPIDA DE UREA DEL ALIENTO.

Es extensamente usada en adultos como un agente diagnédstico y para
confirmar los resultados del tratamiento (infeccion persistente contra cura). El
desarrollo de la prueba incluye que el paciente tome una solucién de marcador
de urea C43 (radioactivo) o Cq4 (no radioactivo) un importante substrato para el
metabolismo de Helicobacter pylori. Si esta presente en el estbmago, la enzima
bacteriana ureasa hidrolizara la urea, un constituyente primario de la urea en el
agua y CO; ,13 0 14 que finalmente se excreta en el aliento. EI marcador (C13 0 C14)
de atomos de carbono es después exhalado en la respiracion y medido. Debido al
riesgo radioactivo, particularmente en nifios, hay pocos datos de marcador de Cy4
en la prueba de urea respiratoria en la poblacién pediatrica ®®. La prueba no
radioactiva no presenta contraindicaciones para su uso, ni limites al numero de
pruebas que puedan aplicarse a cualquier individuo. ®*

Aunque la prueba UBT ha sido estudiada en nifios, su habilidad diagndstica
es limitada por varios factores, especialmente en aquellos nifios menores de 3
afos de edad. Por ejemplo se requiere cierto nivel de coordinacion faringea para
la prueba, los nifios tienden mas a retener el componente en la orofaringe que
solo abriga ureasa producida del organismo, produciendo falsos positivos.
Resultados falsos — negativos tal vez resulten en aquellos que han tomado
recientemente agentes antisecretores de acido gastrico, componentes con bismuto
o agentes antibidticos. %

La prueba de urea en el aliento es la opcién para confirmar la erradicacion
de Helicobacter pylori y ésta debe hacerse como minimo un mes después de
terminado el tratamiento ¥

4.9.2. PRUEBA SEROLOGICA.

Esta prueba se basa en la deteccion de anticuerpos especificos de IgG
contra el antigeno total de Helicobacter pylori y algunos antigenos como Cag A y
ureasa mediante ensayos inmunoabsorbentes ligado a enzimas (ELISA) aunque
también pueden detectarse anticuerpos del tipo IgA e IgM, pero son de menos
utilidad diagnostica porque presentan poca sensibilidad. (35)

La prueba seroldgica con inmunoglobulina G (IgG) es extensamente usada
y es considerada la primera linea de una prueba diagndstica no invasiva en
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adultos, particularmente en Europa con una sospecha de infeccién de
Helicobacter pylori, desafortunadamente el ensayo seroldgico no provee ninguna
informacion de si la infeccion esta activa o pasiva. En suma, como en la prueba
UBT, el ensayo serolégico no puede determinar la actual patologia
gastroduodenal. Aun en esas infecciones tratadas y curadas de Helicobacter pylori,
evidencia de la existencia de anticuerpos IgG existe por meses y posiblemente por
afnos. Por lo tanto, ensayos seroldgicos no son apropiados para monitorear los
efectos de un régimen de tratamiento para Helicobacter pylori. El ensayo
seroldgico tiene niveles variables de sensibilidad y especificad cuando se usa en
diferentes poblaciones, particularmente en nifios, debido a la carencia de
validacién de este ensayo en esta poblacion. Los estudios han observado rangos
de sensibilidad de 54% a 94% y especificad entre 59% y 97%. En nifios los
valores de atajo de los ensayos serolégicos (Ej. Diferenciacion entre ensayos
serologicos positivos o negativos), puede ser muy diferente comparado con
adultos. Concentrados seroldgicos en nifios no parecen estar relacionado a la
duracion de la infeccion y tal vez no atienden niveles tipicamente observados en
un adulto infectado hasta que el nifio infectado alcanza la adolescencia. Hoy en
dia no hay ensayos seroldgico comerciales de IgM e IgA validados, y ninguno de
los ensayos de IgG comercialmente disponibles son aprobados en nifios. La
prueba de IgG salival esta bajo investigaciones. ®°

4.10.9. DIAGNOSTICO MOLECULAR.

4.10.1. TIPIFICACION MOLECULAR DE H. PYLORI.

El diagndstico molecular y la tipificacion de H.pylori puede dar informacion
invaluable para estudios epidemiolégicos y clinicos asi como determinar la

estructura genética de las poblaciones y entender la evolucién del microorganismo.
(33)

4.10.2. RIBOTIPIFICACION.

Este método esta basado en la digestion de DNA cromosomal de diferentes
cepas de H.pylori por endonucleasas. Subsecuentemente tales patrones de
digestion de los genes RNAr son visualizados por hibridacion con sondas
especificas de DNA o RNA marcadas radioactiva o no radioactivamente. Este
método ha sido exitosamente aplicado para tipificar aislamientos de H. pylori. 3%

4.10.3. POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE FRAGMENTOS DE
RESTRICCION (RFLP).

El DNA cromosomal intacto es digerido por endonucleasas de restriccion y
separado por corrimiento en electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE).
Los mapas genéticos pueden ser construidos por hibridacién con los fragmentos
de restriccidén con sondas de DNA preparadas de genes conocidos. %
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4.10.4. PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa, es una técnica cuyo objetivo es
obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN en particular es
altamente sensible y especifica “6) Los meétodos de PCR han permitido la
identificacion del genoma de la bacteria en saliva, placa dental y heces, aparte de
los tejidos gastricos, por lo que estas pruebas bien podrian considerarse como
métodos diagndsticos invasivos o no invasivos, segin la muestra empleada. “©)

5. TECNICA HISTOLOGICA.

Se denomina técnica histolégica al conjunto de procedimientos aplicados a
un material bioldégico (animal o vegetal) con la finalidad de prepararlo y conferirle
las condiciones optimas para poder observar, examinar y analizar sus
componentes morfoldgicos a través de los microscopios foténico y electrénico.®

5.1. PROCEDIMIENTOS INMEDIATOS O VITALES.

Permiten la observacién y el estudio de protozoarios, células sanguineas,
descamadas o disociadas y suspendidas en los liquidos de su habitat natural u
otro que lo reemplace. Para una observacion 6ptima suelen utilizarse tipos
especiales de microscopios fotonico, como el de campo oscuro o el de contraste
de fases: observacion al estado fresco. %

La observacién al estado fresco generalmente se utiliza para examinar
seres unicelulares o metazoarios microscopicos, células descamadas o disociadas,
estructuras muy delgadas y translucidas, cultivo de tejidos. ®*

En ciertos casos cuando se requiere destacar alguna estructura celular o
tisular, se pueden emplear ciertas sustancias colorantes inocuas para la vida de
las células y que tampoco modifican la estructura ni interfieren en sus funciones. A
este procesos e le conoce como coloracion vital. 4

La coloracion vital puede ser de dos tipos: ¥

e Coloracion intravital. Consiste en la administracién de colorantes vitales a
través de las vias digestivas e intratraqueal, sanguinea, linfatica,
subcutanea o intraperitoneal, para demostrar actividad fagocitica de ciertas
células, o calcular la cantidad de determinados organelos celulares como
las mitocondrias. La solucién de uso mas frecuente son tinta china, carmin

g4esli§io, azul tripan (particulas que demuestran la capacidad fagocitica).

e Coloracién supravital. Se emplean colorantes que se aplican a células o
porciones tisulares extraidas de érganos vivos. Este tipo de coloracién
demuestra de manera especifica componente celulares. 4%
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los tejidos gastricos, por lo que estas pruebas bien podrian considerarse como
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5. TECNICA HISTOLOGICA.

Se denomina técnica histolégica al conjunto de procedimientos aplicados a
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La observacién al estado fresco generalmente se utiliza para examinar
seres unicelulares o metazoarios microscopicos, células descamadas o disociadas,
estructuras muy delgadas y translucidas, cultivo de tejidos. ®*

En ciertos casos cuando se requiere destacar alguna estructura celular o
tisular, se pueden emplear ciertas sustancias colorantes inocuas para la vida de
las células y que tampoco modifican la estructura ni interfieren en sus funciones. A
este procesos e le conoce como coloracion vital. 4

La coloracion vital puede ser de dos tipos: ¥

e Coloracion intravital. Consiste en la administracién de colorantes vitales a
través de las vias digestivas e intratraqueal, sanguinea, linfatica,
subcutanea o intraperitoneal, para demostrar actividad fagocitica de ciertas
células, o calcular la cantidad de determinados organelos celulares como
las mitocondrias. La solucién de uso mas frecuente son tinta china, carmin

g4esli§io, azul tripan (particulas que demuestran la capacidad fagocitica).

e Coloracién supravital. Se emplean colorantes que se aplican a células o
porciones tisulares extraidas de érganos vivos. Este tipo de coloracién
demuestra de manera especifica componente celulares. 4%

34



5.2. PROCEDIMIENTOS MEDIATOS O POSVITALES.

Tienen por finalidad preparar células, tejidos y érganos procedentes de
seres en los que los procesos vitales se han detenido y es necesario conservar la
estructura que tenian en vida. ®*

De manera general, para alcanzar este objetivo es necesario e
indispensable realizar los siguientes pasos: toma de muestra, fijacion, inclusion,
microtomia, coloracién o tincién y montaje. **

5.3. TOMA DE MUESTRA.

Existen diversos procedimientos que permiten obtener muestras de tejidos y

?r%;anos para conseguir preparaciones histologicas de buena calidad. Estos son:
54

e Biopsia (del griego bios =vida y opsis =vision): consiste en la toma
de un fragmento de tejido u 6rgano de un ser vivo.Puede ser
incisional, excisional, por sacabocado, por puncién y absorcién, por
raspado, por trepanacion. ¢*

e Necropsia: las muestras se obtienen de seres muertos. (54)

5.4. FIJACION.

Procedimiento cuya finalidad al aplicarlo es detener la vida de las células e
impedir modificaciones postmortem que éstas puedan sufrir (procesos autoliticos),
manteniendo la estructura morfolégica de las mismas como la de los tejidos sin
que ocurran cambios notables en ellos. La inmovilizacion o fijacion de las
proteinas se produce por coagulacion o precipitacion de las mismas. Toda esta
actividad la realizan los agentes quimicos denominados fijadores, que se pueden
clasificar en dos grandes grupos: *%

e Oxidantes, como el tetradxido de osmio (acido ésmico), el bicromato
de potasio, acido crémico, bicloruro de mercurio o “sublimado
corrosivo”, acido picrico, acido acético y otros. ®

e Reductores, como el formaldehido, el glutaraldehido, el alcohol
metilico, entre otros. ®*
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5.5. DESHIDRATACION, ACLARAMIENTO Y PRIMER PASO DE INCLUSION
EN PARAFINA.

Proceso que se lleva acabo con el histoquinete que tiene varias

concentraciones crecientes de alcohol y esté proceso lleva aproximadamente 12

(hg))ras. %) | os pasos a seguir para la inclusién de las muestras en parafina son:
5

 Deshidratacién (concentraciones crecientes de alcohol). %

e Impregnacion en el solvente (a este paso también se le denomina
aclaracion o diafanizacién con xilol). %

TR

Figura 29. Histoquinete.
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5.6. INCLUSION EN PARAFINA

Los tejidos fijados adquieren cierta dureza y consistencia pero no la
suficiente para que de ellos se puedan obtener secciones delgadas, que al ser
atravesadas por los rayos luminosos de microscopio ofrezcan la imagen adecuada
de sus componentes, por lo tantos e incluyen en parafina para asi formar bloques
para poder realizar los cortes ultra finos que se necesitan. (54)

5.7. MICROTOMIA U OBTENCION DE LOS CORTES.

Las secciones delgadas o “cortes” se obtienen utilizando instrumentos
mecanicos disefiados para que, en forma mas o menos automatica, seccionen el
bloque de parafina en cortes delgados y de grosor uniforme ©®***Los cortes deben
tener un espesor de entre 2 y 4 um de espesor 459

Figura 30. Micrétomo.
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5.8. COLORACION O TINCION.

El procedimiento de coloracién o tincidon consiste en que una estructura
celular o tisular adquiere especificamente un color bajo la accién de una sustancia
colorante. Se considera que una estructura se ha coloreado o tefido cando al ser
lavada con el liquido que disuelve al colorante no se decolora. Se denomina
sustancia colorante a aquella que puede transferir su color a otro cuerpo. (54, 55)
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Existen dos teorias que explican el procedimiento de coloracion: (%4)

TEORIA FISICA. Considera que la coloracién es un proceso fisico de
adsorcion. De acuerdo con ello las particulas de las sustancias colorantes
disueltas penetran en los espacios intra e intercelulares en los que se mantiene
adheridas en razon de la cohesion molecular. Por ejemplo, la coloracién de las
grasas o lipidos es una tincion puramente fisica, pues el Sudan Ill o el Sudan IV
son absorbidos por la facilidad que tienen para disolverse en estas sustancias. °*®

TEORIA QUIMICA. El colorante se une a la sustancia colorable
intimamente debido a la presencia de agrupaciones moleculares acidas o basicas
en los componentes celulares o tisulares, que se unen a los cromdgenos basicos y
acidos de los colorantes, respectivamente. Asi se forman sales insolubles; de
acuerdo a esta teoria los colorantes de se unen (ligan) a los tejidos por enlaces
i6nicos, covalentes o de hidrégeno. ¥

El enlace ionico o electroestatico ocurre cuando el colorante y la sustancia
qgue se va a tenir desarrollan diferentes cargas eléctricas y entonces se atraen la
una a la otra; por ejemplo el citoplasma se colorea porque las proteinas
citoplasmaticas poseen carga eléctrica (+) y las particulas del colorante carga
eléctrica (-). ©®*

Existen varios criterios para clasificar a los colorantes. Por su origen pueden
ser naturales vy artificiales (sintéticos). Los colorantes naturales se extraen de: (83)

e Animales, como el carmin, que se extrae de la cochinilla. ¥
e Vegetales, como la hematoxilina, obtenida de la corteza de un arbol, el
“Palo de Campeche” %¥
Los colorantes artificiales o sintéticos son productos derivados de la destilacion
de la hulla o carbon. Genéricamente se conocen como colorantes derivados de la
anilina. ¥

Los colorantes artificiales y sintéticos se clasifican en:

a) Acidos: sales cuya parte basica es incolora y el componente basico
posee color. Los colorantes acidos poseen carga eléctrica negativa, por
lo tanto la designacion correcta seria denominarlos colorantes anidnicos.
Las sustancias que atraen eléctricamente a los colorantes acidos se
denominan “acidoéfilas” y quimicamente estan compuestas por
componentes basicos o alcalinos. Ejemplos: eosina, amarillo de
metileno, fuscina acida, acido picrico, verde rapido, naranja G, sacarina,
azul de anilina, etc. °¥
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b)

Basicos: son sales que poseen la base coloreada y la porcion acida
incolora. Poseen una carga eléctrica positiva y por lo tanto son
colorantes catiénicos. Se les denomina también colorantes nucleares,
pues tienen afinidad por los acidos nucleicos. Las sustancias tenidas por
los colorantes basicos se denominan “basoéfilas” y estan constituidas por
componentes acidos. Ejemplos: hematoxilina, rojo nuclear, azul de
metileno, tionina, azul de toluidina, fuscina basica. ****

Neutros: son sales en las que tanto la parte basica como la parte acida
proporcionan color; por ejemplo, el eosinato de azul de metileno.

Estos colorantes tienen la propiedad de tefir de manera simultanea los
componentes nucleares y citoplasmaticos, inclusive pueden
proporcionar colores distintos a determinados componentes
citoplasmaticos como las granulaciones especificas de los granulocitos
(cierto tipo de globulos blancos o leucocitos).Forman parte de las
formulas colorantes para frotis de sangre como los colorantes de Wright,
May Grunwald, Giemsa, Leischman, etc. ®*>**

Indiferentes: no forman sales. Son compuestos no iénicos incapaces de
la disociacion electrolitica. Son insolubles en agua pero solubles en
solventes organicos como el alcohol y también las grasas o lipidos vy,
aunque ellos poseen color, en realidad estrictamente hablando, no son
colorantes. Basandose en que son solubles en las grasas, estas
sustancias se utilizan para demostrar la presencia de ellas en células y
tejidos, pues tifien respectivamente los lipidos .Ejemplo: Sudan negro,
Sudan IlI, Sudan 1V, rojo oleoso. 3%

Existe una serie de procedimiento por los que las células y los tejidos son
coloreados por las sustancias colorantes. De acuerdo con ellos, las coloraciones

se clasifican en:

(53,54)

Coloracion directa o sustantiva: es la tincidon que se ejerce sobre células
y tejidos cuando estos se ponen en contacto con la solucion colorante;
el resultado indica una verdadera afinidad entre tejido y colorante.
Ejemplo, tincién de los ntcleos por azul de metileno. ®*%%

Coloracion indirecta o adjetiva. Para que se lleve a efecto la coloracién
es indispensable recurrir al empleo de sustancias intermediarias que
faciliten la adhesion del colorante en las estructuras tisulares. La
sustancia intermediaria que se utiliza se denomina “laca”.La mayoria de
las soluciones colorantes de hematoxilina requiere un mordiente para
que este colorante coloree. 3%

40



e Coloracion progresiva. Se refiere a la marcha misma de la coloracion y
consiste en que los tejidos se ponen en contacto con la solucién
colorante para que, conforme transcurre el tiempo de coloracion, el
tejido, de manera progresiva, alcance la intensidad de tincion deseada.
En ese momento se detiene la coloracion mediante lavado y la
eliminacion del colorante sobrado. 3%

e Coloracion regresiva. En este caso los tejidos se sobre colorean con la
solucién de coloracion para someterlos después a la accion de una
sustancia denominada diferenciador, con la finalidad de extraer parte
del colorante. Mediante la observacion al microscopio, el proceso de
diferenciacién se detiene cuando los componentes celulares so tisulares
a colorear alcanzan la tensién deseada. 3%

e Coloracion simple. Se denomina asi al procedimiento de coloracién en el
que se utiliza un solo colorante para tefir algun componente celular o
tisular. Por ejemplo tefiir los ntcleos con tionina. ¢°%

e Coloracién compuesta. Consiste en la aplicacion de varios colorantes a
una muestra de tejido u érgano con la finalidad de destacar mediante
colores diferentes estructuras especificas que forman parte de ella. De

acuerdo con esta clasificacion las coloraciones pueden ser a su vez:
(53,54)

a. Simultanea: cuando en una misma solucién de coloracién se
mezclan varios colorantes. Ejemplo: las soluciones colorantes
de algunos tricromicos como el de Van Gieson (fuscina acida
y acido picrico), el de Mallory (azul de anilina y naranja G) o el
de Shor (verde brillante, fascina acida y naranja G). *®

b. Sucesiva: consiste en aplicar a los tejidos soluciones
sucesivas de varios colorantes con la finalidad e que ciertos

g%rgfaonente se tinan con algunos de ellos. Ejemplo Hy E.

o Coloracion ortocromatica. Se conoce asi a al accion de coloracion
que ejerce un colorante al tefiir una determinada estructura con su propio

(colo;. La gran mayoria de los colorantes producen coloracion ortocromatica.
54,55

o Coloracion metacromatica. Es una reaccién de coloracién que
consiste en que un colorante, ademas de ceder su propio color a una
estructura celular o tisular también tifie de otro color distinto otras
estructuras. ®+%%
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o Coloracion pancromatica. Es producida por la actividad tintorial de los
colorantes neutros. En este caso tanto porcion acida como basica como
acida ejercen su accion de tincidn, pero ademas ciertos componentes
celulares se tifien de colores diferentes a los originales, adquiriendo
tonalidades que resultan de la mezcla de ellos. Ejemplo: tinciéon de un frotis
de sangre con Wright, May Grunwald, Giemsa o Leischman hace que las
plaquetas o leucocitos muestren granulaciones especificas e inespecificas

facilmente diferenciables por esta capacidad pancromatica del colorante.
(53,54)

6. TINCION GIEMSA.

Por mas de 90 anos, la tincion Romanowsky-Giemsa (RG) ha ganado una
reputacién sin par en citologia hematica. La real contribucién de la tincion de RG a
la histoquimica, sin embargo, apenas ha comenzado. (59)

A pesar de sus meritos indiscutibles, la tincién RG sigue sin recibir la
aceptacion que esta merece entre los histoquimicos. Razones para este
escepticismo son la notoria caprichosidad de la tincién vy la insuficiente
penetracion en relacion tincion-substrato, convirtiéndose gradualmente en la
conviccion de que las condiciones estequiométricas para la tinciéon RG no pueden
ser alcanzadas Yy asi los analisis automatizados de imagenes de esta tincion
carecerian de una base tedrica apropiada. La segunda condicion es de poca
significancia puesto que hay pocas tinciones en citologia automatizada cuyos
fundamentos tedricas son propiamente entendidos (Zimmermann, 1983). (%)

La tincidon de Giemsa es nombrada asi por Gustav Giemsa, quien era la
cabeza del departamento de quimica en el instituto de enfermedades maritimas y
tropicales en Hamburgo, Alemania. ©¢®

En 1981, Romanowsky mezclo eosina Y, y azul de metileno para
diferenciar células sanguineas tenidas y parasitos de la malaria. Varias técnicas
fueron tratadas a través de los diez anos siguientes para mejorar la tincion, reducir
su inestabilidad, y eliminar precipitaciones, incluyendo tratar diferentes métodos de
oxidacion del azul de metileno; usando soluciones de metanol en lugar de
acuosas.

Varios Investigadores contribuyeron en mejoras de la tincién, sin embargo
fue Giemsa (1867-1948), farmacéutico, quimico y bacteriélogo quien identifico la
tincion como azure basico B, quien encontré una mejor manera de controlar la
oxidacion de la tincién, y la combino con eosina en una mezcla de glicerina-
metanol que creo una solucion mas estable con resultados reproducibles. Su
articulo fue publicado en 1904 y su formulacion sigue siendo usada a la fecha. ©®
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La tincion Giemsa miembro de grupo de tinciones Romanowsky , que es
conocida como el precipitado negro ®7) se basa en la interaccién molecular entre
eosina y un complejo azur B, glicerina y alcohol metilico.®® Las variantes del
grupo Romanowsky difieren en el grado de oxidacion (policromacion) del azul de
metileno antes de la precipitacion. °©

La tincion fue originalmente disefiada para incorporar tinciones
citoplasmaticas (rosa) con tincion nuclear (purpura) y fijacién como un solo paso
para frotis y peliculas muy delgadas de tejido. Modificaciones menores de trabajo
en concentracion de tincion y tiempo de tincion han sido hechas a través de los
afnos para secciones fijadas de tejidos. Las tinciones Romanowsky son
extremadamente tediosas de preparar, y es mejor comprar las tinciones
comercialmente disponibles. La tincién debe ser diluida para su uso con un buffer
de p H 6.8, 7.2, dependiendo del procedimiento especifico a realizar .También
debe ser probado para una propia reaccion de tincion antes de su uso®® E|
resultado de tincion puede ser influido por diferentes factores como el valor de pH
de la solucion tampon, las substancias tampon (amortiguadores), el tiempo de
tincion y la fijacion. (Azur-eosina-azul de metileno segun Giemsa para
microscopia) .Es estable por anos mientras se manten7g);a en un ambiente seco y la
dilucién de trabajo acuosa es buena solo por un dia. ®

6.1. USOS.

Permite la tincion de zonas de alto contenido de ADN y concretamente de
uniones A-T, esto permite distinguir perfectamente al microscopio 6ptico el nucleo
celular, los cromosomas durante la mitosis y en algunos casos el ADN
mitocondrial. ®®*Como tincion diferencial. Puede ser usada para estudiar la
adherencia de bacterias patogénicas a células humanas. Tifie diferencialmente
células humanas y bacterianas purpuras y rosas respectivamente. Es clasica en
tincion de frotis sanguineo periférico y de medula 6sea. En bandeo cromosomal -
Giemsa, para tefir cromosomas y usualmente para crear un cariotipo, pueden

identificarse aberraciones cromosomales como traslocaciones e intercambios. ¢7-%%)

6.2. MATERIAL.

A. REACTIVOS. ®")
1. Giemsa.
2. Giemsa buffer.

B. EQUIPO.®?
1. Microscopio, binocular mecanico; objetivos bajo (10x), alto seco (40x)
e inmersioén en aceite (100x).
2. Tiempo, 1 hrs. 0 mas en 1-min. incrementos.
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6.3. COMPOSICION. "

Nombre quimico Porcentaje (%)
Tincion giemsa 1

Metanol 49.5

Glicerina 49.5

6.4. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS. ©9

Estado Fisico: Liquido

Color: Purpura obscuro

Solubilidad en agua.
Gravedad/densidad especifica: 1.05

6.5. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

Estabilidad quimica: estable bajo temperaturas y presiones normales.

Después de abrir el frasco por primera vez, el contenido almacenado entre + 5° C
y +30 ° C, la solucion de tincion entre +15 y +25° C. La solucién y colorante
pueden usarse hasta la fecha de caducidad indicada. %

Condiciones a evitar: temperaturas altas, fuentes flamables. ©?

Incompatibilidad con otros materiales: agentes oxidantes, agentes reductores,
acidos, metales alcalinos, potasio, sodio, polvos de metales, acido anhidrido,
acido clorhidrico, polvo de aluminio, polvos de magnesio, permanganato de
potasio, causticos (Ej., amonio, calcio, etc.), isocianatos, aminas alifaticas. ©%€%

6.6. PRODUCTOS DE DESCOMPOSICION PELIGROSOS.
Mondxido de carbono, gases y humos irritantes y toxicos, didxido de carbono,
formaldehido. 9

6.7. PRECAUCIONES.

Se deben seguir las precauciones normales ejercidas en el manejo de reactivos de
laboratorio. Lavar las manos copiosamente después del manejo. Usar Lentes de
proteccion, guantes y ropa para prevenir exposicion de la piel; Remover ropa
contaminada y lavar después del uso. Evitar contacto con los ojos, piel y ropa.
Mantener los contenedores de residuos bien cerrados. No ingerir o inhalar. Puede
causar dafio al higado y rinones. No presurizar, cortar, taladrar o exponer a calor
o flama los contenedores vacios de rutina. Usar solo con adecuada ventilacion.
Evitar su uso en lugares cerrados.
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6.8. CARCINOGENICIDAD.

Carcinogenicidad no listada en ningun reactivo. El metanol es considerado
un peligro potencial del desarrollo en datos obtenidos en animales. En animales de
experimentacion, el metanol ha causado fototoxicidad o efectos teratdégenos sin
toxicidad maternal. No hay informacién disponible en humanos. ©9

6.9. ALMACENAMIENTO.

En lugares no flamables, alejado de oxidantes y otros materiales
incompatibles, no almacenar en contenedores no marcados, mantenerlos bien
cerrados, a temperatura ambiente (18 a 26°C), Indicar fecha de caducidad de
reactivo en la etiqueta. % 07
6.10. INDICACION PARA LA ELIMINACION DE RESIDUOS.

Las soluciones usadas y las soluciones caducas deben eliminarse como

desechos especiales, debiéndose cumplir las directivas locales de eliminacion de
residuos. ¢
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La ulcera traumatica granulomatosa con eosinofilia estromal (TUGSE por
sus siglas en ingles) es una entidad benigna autolimitante de baja incidencia, la
cual mimetiza con lesiones neoplasicas malignas y por tal motivo su tratamiento es
quirurgico, actualmente su etiologia es controversial, pero existe la teoria no
investigada en profundidad de su relacién con agentes bacterianos infecciosos
como lo es Helicobacter pylori, siendo este microorganismo polémico con respecto
a su relacion con la cavidad bucal y en este caso con TUGSE; por tal motivo es
necesario realizar métodos de diagnéstico adecuados para la identificacion de
esta bacteria en dicha entidad. En su primera etapa se utilizaran tinciones
histoquimicas y asi poder establecer una primera asociacién como factor causal
de esta entidad y su tratamiento adecuado; por lo tanto la pregunta de
investigacion es la siguiente, ¢ Es posible identificar Helicobacter pylori como factor
causal de TUGSE identificandolo con tinciones histoquimicas?

JUSTIFICACION.

Debido a que la etiologia del TUGSE permanece no esclarecida por
completo ya que la mayor parte de los autores lo asocian a trauma cronico y la
hipotesis de la posible asociacién con el Helicobacter pylori como factor causal, se
llevara a cabo una primera fase de investigacion en la cual se realizara las
tinciones Giemsa en especimenes diagndsticados en el Laboratorio de Patologia
Bucal de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la UNAM, en el
periodo comprendido del aino 1963 al afio 2007 y asi poder comprobar su relacion.
OBJETIVO GENERAL.

Identificar por medio de la tincion histoquimica Giemsa la presencia de
Helicobacter pylori en todos los especimenes diagndsticados como TUGSE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Determinar la incidencia de TUGSE.

¢ |dentificar la frecuencia de acuerdo al género y edad de especimenes
diagnosticados como TUGSE.

TIPO DE ESTUDIOS.

Restrospectivo.
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UNIVERSO DE ESTUDIO.

Casos diagndésticados como ulcera traumatica granulomatosa con
eosinofilia estromal del Laboratorio de Patologia Clinica y Experimental de la
Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia
de la UNAM del afio 1963 a 2007

CRITERIOS DE INCLUSION.

Todos los casos diagndsticados como TUGSE durante el periodo
comprendido de 1963 a 2007 que cuenten con los bloques de parafina y tejido
remanente.

CRITERIOS DE EXCLUSION.
Muestra insuficiente, deterioradas o en mal estado de conservacién para

realizar cortes y la consecuente tincién de Giemsa.

CRITERIO DE ELIMINACION.

Aquellos casos que no fueron diagndsticados como TUGSE.

MATERIAL Y METODO

MATERIAL
Reactivos y solucién.

Solucion de Eosin- Azure |

Solucién de tinciéon May-Grunwald.

Hemacolor 3.

0.25% Acido acético: acido acético 25.0 ml, agua destilada 1000.0 ml
Solucién de trabajo Giemsa (estable por un ano).

Xilol.

Xilol/alcohol 96%.

Alcoholes 70%,96% y al 100%.
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Equipo.

Potenciometro

Micrétomo

Agitador Magnético

Laminillas

Cubreobjetos

Horno

Tren de tincidn

Microscopio, binocular mecanico; objetivos bajo(10x), alto seco(40x) e
inmersion en aceite (100x);

METODOLOGIA

Se acudié al archivo del Laboratorio de Patologia Clinica y Experimental
donde se identificaron los casos de casos diagnésticados como TUGSE a partir de
1963 a 2007 de los mismos se obtuvieron los bloques de parafina, y se realizaron
cortes Histologicos a 6 ym de espesor, posteriormente se realizaron dos cortes
uno para tincion de rutina con hematoxilina y eosina; el segundo corte sera
utilizado para la tincion de Giemsa.

Cada uno de los cortes sera evaluado por el tesista asi como el tutor, los
hallazgos se registraran en una tabla que contendra numero consecutivo, nimero
de registro, diagnostico, hallazgo por tincidn (positivo o negativo) tabla 1, asi
mismo se fotografiaran todos los casos.

TECNICA DE TINCION HISTOQUIMICA.
TINCION DE GIEMSA.

Las laminillas utilizada se desparafinaron en horno a 50 °C de 45 min. 1 hr.
Posteriormente se desparafinan los portaobjetos en 3 cambios de xilol 3a 5
minutos cada uno) seguido por tres cambios de alcohol 100 % (3 a 5 minutos
cada uno)

Xilol durante 2 minutos

Xilol durante 2 minutos

Xilol /alcohol 96% durante 5 minutos
Alcohol 100% durante 3 minutos
Alcohol 96% durante 3 minutos
Alcohol 70% durante 3 minutos

48



HIDRATACION.

e Agua destilada 3 minutos.

e Coloque las laminillas en una reja para tinciéon y sumérjalas en Eosina
durante 2 minutos.

e Escurrir el exceso de tincién.

e Hemacolor 3, (filtrarlo) por 3 minutos.

e Enjuague rapidamente en agua destilada, 2 inmersiones, de un segundo
cada una.

e Enjuague en acido acético al 0.25 %, 2 inmersiones rapidas, de un segundo
cada una.

e Enjuagar rapidamente en agua destilada, 2 inmersiones, de un segundo
cada una.

RESULTADO:

Helicobacter - azul oscuro.
Elementos tisulares gamas de azul y rosa.

TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA.

Desparafinar y llevar hasta agua o fijar e hidratar los cortes congelados.

Tedir con hematoxilina.

Aclarar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Diferenciar si se utiliza hematoxilina regresiva. Aclarar con agua corriente

del grifo.

Azular en concentrado de Scott sustituto del agua corriente.

Aclarar con agua corriente del grifo.

Aclarar los portaobjetos en etanol al 95 % o en alcohol reactivo durante 30

segundos.

8. Contratefiir con solucion de eosina Y alcohdlica (de 30 segundos a 3
minutos).

9. Deshidratar, aclarar y montar.

S

No o

Resultado: El citoplasma debe ser de color rosa a rojo. Los nucleos deben ser de
color azul a azul-negro, segun la hematoxilina utilizada.

DESHIDRATACION Y MONTAJE
Sumergir los portaobjetos en:
e Alcohol 96% durante 3 minutos
e Alcohol 96% durante 3 minutos

e Alcohol 70% durante 3 minutos
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e Xilol durante 2 minutos
e Xilol durante 2 minutos
e Xilol /alcohol 96% durante 5 minutos

¢ Monte los portaobjetos con medio de montaje permanente no acuoso
utilizando cubreobjetos de vidrio.

(Sumerja los portaobjetos en etanol al 96% durante 1 minuto o 25 inmersiones,
sumerja...en alcohol absoluto con 4 cambios durante 1 minuto o 25 inmersiones,
aclare en xilol con 3 cambios, durante un minuto cada uno o realice 25
inmersiones,)

RESULTADOS.

En el periodo comprendido de 1963 al 2007 se obtuvieron 17155
especimenes diagnosticados en el Laboratorio de Patologia Experimental y Clinica
de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia, de donde se identificaron en la base de datos un total de 322
especimenes sin diagndéstico. Durante este periodo se obtuvieron 10 casos
diagnosticados como TUGSE, de los cuales sélo 9 tuvieron bloque de parafina
para poder llevar a cabo los cortes en blanco correspondientes para realizar las 4
tinciones respectivas. Cabe mencionar que del total de especimenes
diagndsticados en el archivo del Laboratorio de Patologia se identificaron un total
de 50 diagndsticos de ulceras, de las cuales 35 correspondieron a ulceras
traumaticas, 12 diagnosticadas como ulceras inespecificas y 3 diagnosticadas
como ulceras aftosas.

Se obtuvieron 9 especimenes diagnosticados como TUGSE donde 3 de
ellos fueron del género masculino y 6 del género femenino, con edad promedio de
43 anos, edad minima de 10 afos y maxima de 76 afos, la localizacion mas
frecuente fue borde lateral de lengua en 7 casos 1 en mucosa yugal y 1 en encia.
(Tabla1).

Cada uno de los cortes obtenidos de los bloques de parafina fueron
examinados en microscopio de luz con objetivo de inmersién, destacando que en
los cortes tefiidos con hematoxilina y eosina de los nueve casos no se identificaron
ningun tipo de estructura que hiciera sospechar en formas bactrianas; sin embargo
de a cuerdo a los hallazgos obtenidos con la tincion de Giemsa en todos los
especimenes diagndésticados como TUGSE, se concluye que solo tres de los
especimenes fueron positivos (no. 4, no. 5, no. 8) encontrando estructuras
compatibles con formas bacterianas de aspecto granular; en tanto que seis
especimenes fueron negativos para dicha tincidén. En la tabla 1, se identifican los
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nueve casos diagnosticados como TUGSE, donde se sefiala como (+) a los casos
positivos y con el simbolo (—) a los casos negativos. (Tabla 2).

No, ESPECIMEN EDAD (afios) GENERO LOCALIZACION
FO-170-01 65 M Mucosa yugal.
FO-201-02 62 M Encia anterior

superior.
FO-072-04 76 F Borde de lengua.
FO-99-04 30 F Borde lateral de
lengua.
FO-59-05 34 F Tercio posterior
lingual.
FO-72-05 57 F Borde lateral de
lengua.
FO-467-07 49 F Fondo de saco de
premakxila.
FO-002-07 12 M Borde anterior
ventral de la
lengua.
FO-032-07 10 F Lengua.

TABLA 1. Especimenes diagnosticados como TUGSE, donde se identifica genero,
edad y localizacion de la biopsia tomada.
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ANEXO 1

TABLA 2. Especimenes diagnosticados como TUGSE, donde se identifica la presencia
0 ausencia de Helicobacter pylori por medio de signos: + (positivo) o — (negativo).
Fuente directa.

52



_ S
FO-002-07

Figura 32. Especimenes diagnosticados como positivos a Helicobacter pylori
con Giemsa.
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Figura 33. Especimenes diagndsticados como negativos a Helicobacter
pylori con Giemsa.
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CONCLUSIONES.

Se puede concluir que de acuerdo a los hallazgos que la presencia de
formas bacterianas en los especimenes sefalados como positivos corresponden a
conglomerados de colonias de microorganismos con morfologia cocoide que no
pueden ser concluyentes para la identificacion de formas bacterianas compatibles
con Helicobacter pylori. Es importante mencionar que la identificacién de este
microorganismo se puede llevar a cabo de diferentes métodos, entre los cuales
destacan las tinciones argénticas, inmunohistoquimica asi como la identificacion
por medio de sondas de ADN.

El presente estudio corresponde a una primera fase de estudio para poder
identificar por diversos medios la presencia de Helicobacter pylori en especimenes
diagnosticados como TUGSE, esto debido a que este microorganismo es
considerado agente causal de diversas alteraciones digestivas entre ella ulcera
péptica y duodenal, asi mismo recientes estudios como los de sugieren que
Helicobacter pylori se puede presentar como un miembro mas de la flora
bacteriana bucal; es por ello que se pretende determinar la presencia de este
microorganismo a la ulcera traumatica granulomatosa con eosinofilia estromal
(TUGSE por sus siglas en ingles) por medio de otras técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas para la identificacién del microorganismo.
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