Jesus Alberto Hernandez-Castillo'2, Lazaro Ariel Ramirez-Balderrama'™, Mario Murguia-Pérez'c

Resumen

Introduccion: el esofago de Barrett (EB) es el recambio
de la mucosa habitual esofagica por un epitelio cilindrico
simple con presencia de células caliciformes (CC) de tipo
intestinal. Se ha relacionado con factores de riesgo como la
enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE), consumo
inapropiado de alimentos irritantes, tabaquismo o sobre-
peso. Hay células imitadoras de las CC, las células azules
(CA), que dificultan el diagnostico del EB y es debido a falta
de una definicion precisa sobre la naturaleza y ubicacion de
la union gastroesofagica y las variaciones microscoépicas en
esta zona.

Objetivo: identificar morfolégicamente y con las técnicas de
histoquimica azul alciano (AA) y acido peryddico de Schiff
(PAS) las CC y las CA.

Material y métodos: estudio transversal retrolectivo analiti-
co; se incluyeron 45 muestras de pacientes diagnosticados
con EB.

Resultados: las caracteristicas morfolégicas son similares
en ambas variedades celulares. La tincion de PAS fue del
100%, a diferencia de la tincién de AA, con solo 16 casos
con tincién, correspondiente al 35.55%.

Conclusiones: la tincién de PAS tiene una alta sensibilidad
y especificidad para la identificacion de CC, lo cual es fun-
damental para el correcto diagnoéstico de la EB. La presen-
cia de CA detectadas mediante AA no excluye el diagnos-
tico de EB, ya que ambos tipos celulares pueden coexistir.

Abstract

Background: Barrett's esophagus (BE) is the replacement
of the usual esophageal mucosa by a simple columnar
epithelium with the presence of goblet cells (GC) of intes-
tinal type. It has been related to different risk factors such
as gastroesophageal reflux disease (GERD), inappropriate
consumption of irritating foods, smoking and overweight.
There are CC mimic cells, known as blue cells (BC), which
make the diagnosis of BE difficult, due to the lack of a preci-
se definition of the nature and location of the gastroesopha-
geal junction and the microscopic variations in this area.
Objective: To identify morphologically and with histoche-
mical techniques Alcian blue (AA) and periodic acid-Schiff
(PAS) between GC and BC.

Material and methods: Retrolective cross-sectional analyti-
cal study where 45 samples of patients diagnosed with BE
were included.

Results: The morphological characteristics are similar in both
cell varieties. PAS staining was 100%, unlike AA staining, with
only 16 cases with staining, corresponding to 35.55%.
Conclusions: PAS staining has a high sensitivity and spe-
cificity for the identification of GC, this being a fundamental
pillar for the correct diagnosis of BE. The presence of BC
detected by AA does not exclude the diagnosis of BE, since
both cell types can coexist.
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Introduccion

El eséfago de Barrett (EB) es una entidad premaligna
que se desarrolla en una minoria de pacientes con enferme-
dad por reflujo gastroesofagico (ERGE); se caracteriza por
evidenciar un cambio metaplasico del epitelio plano estra-
tificado o escamoso en la unién esofagogastrica por uno
cilindrico con presencia de células caliciformes (CC); esto
es conocido como metaplasia intestinal (MI).! La incidencia
nacional ha evidenciado un incremento en los casos nue-
vos, que predomina en varones adultos en un porcentaje
de 0.26 a 9.2%; su riesgo de progresion a adenocarcinoma
es de 21% en 5 a 10 afios.2 Entre los mdltiples factores de
riesgo, los mayormente asociados a EB ocurren en perso-
nas con sobrepeso u obesidad, los cuales presentan en su
mayoria ERGE secundario a gastritis crénica y hernia hia-
tal; la condicionante del sobrepeso no es obligatoria para la
presencia del ERGE.? El efecto del reflujo gastrico genera
dafios a nivel del ADN del epitelio esofagico, lo cual provoca
la estimulacién y la proliferacion celular, ademas de supri-
mir la apoptosis y provocar la proliferacién descontrolada de
PT53, lo que conlleva a una acumulacién de estas mutacio-
nes y progresa hacia la carcinogénesis en el EB.*

De acuerdo con la definicion de la Academia Americana
de Gastroenterologia (AGA),® histolégicamente se consi-
dera el EB como una MI, que es una combinacion de dife-
rentes tipos celulares, desde glandulas cardiales y fundicas
hasta glandulas mixtas o hibridas mas cambios asociados a
la especializacion coldonica observados mediante microsco-
pio electrénico, como la superficie de absorcion, las células
de Paneth y las foveolas gastricas. Desafortunadamente, la
definicion de EB varia en todo el mundo. Histéricamente el
EB se ha dividido en segmento largo (3 cm), segmento corto
(1-3 cm) y segmento ultracorto (1 cm). Sin embargo, estos
ya no son reconocidos como entidades distintas. Por ejem-
plo, la AGA se refiere a la distincion de EB por segmentos
como arbitrario y clinicamente no valido.

En la union esofagogastrica con regularidad se observan
células imitadoras de la MI, conocidas como células azules
(CA); se pueden encontrar en esta localizaciéon debido a la
migracion de la mucosa cardial del epitelio y puede simular
la displasia, ya que presenta formacién columnar y vacuolas
intracitoplasmaticas.®

Diversos autores han utilizado tinciones especiales de
histoquimica, como azul alciano (AA) y acido perydédico de
Schiff (PAS), asi como inmunohistoquimica contra CDX2 y
MUC 2 para aislar las CC; sin embargo, mediante el uso
de estas técnicas no se ha podido excluir la presencia de
otras variedades celulares. Las tinciones de histoquimica
mas comunes usadas por Zhang son AA, hierro coloidal
y PAS.” Es imprescindible el seguimiento estrecho de las
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lesiones precursoras mediante la endoscopia, con lo que
se demuestra que el mapeo sistémico cada 2 cm es mas
eficaz que el mapeo aleatorio de las zonas sospechosas.?
Debido a que las CA pueden imitar la morfologia de las CC
y sobrediagnosticar el EB, es importante encontrar métodos
de facil acceso para diferenciar entre estos tipos celulares
y evitar el diagnéstico erréneo de EB, lo que condenaria
a un seguimiento estrecho innecesario a los pacientes por
presentar un cambio metaplasico premaligno, motivo del
presente trabajo.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio transversal retrolectivo analitico, en
el que se recabaron muestras histopatoldgicas del archivo
de laminillas del Departamento de Anatomia Patolégica de
la Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE) Hospital de
Especialidades No. 1 del Centro Médico Nacional del Bajio
con diagnéstico de EB durante el periodo comprendido
entre enero de 2018 y diciembre de 2021. Se hizo una revi-
sion en pares por 2 médicos patologos del departamento
para la corroboracion histopatolégica y la identificacion de
las caracteristicas morfologicas correspondientes a Ml;
también se determiné la presencia o ausencia de inflama-
cion croénica (presencia de células mononucleares, como
linfocitos y células plasmaticas) y aguda (neutréfilos o eosi-
nofilos). Posteriormente, se recabaron los correspondientes
bloques de parafina y se hicieron recortes histoldgicos para
realizar técnicas histoquimicas de AA y PAS. Se incluye-
ron todas las muestras con diagnostico definitivo de EB y
que se informara del sitio anatémico de la biopsia; se des-
cartaron las biopsias sin referencia de sitio anatémico de
obtencion, otros métodos de obtencién como cepillado eso-
fagico, identificacion deficiente o incompleta y material no
adecuado o maltratado. Se considero tincion positiva con
AA con coloracién azul en las CA y ausente en CA; tincién
de PAS de coloracién magenta en CA y azul en CA.

Para determinar el tamafio de muestra utilizamos el cal-
culo para estimar proporciones y el total de la poblacién en
nuestra unidad fue de 60 para obtener un nivel de confianza
de (1 - alfa) del 95% con una precision (d) del 3% y teniendo
en cuenta que el valor aproximado del parametro que se va
a medir debe tener una proporcion del 5%, nuestro tamafio
muestra fue de 35 biopsias, ajustado a 20% de posibles pér-
didas, la muestra total fue de 45 biopsias.

Los analisis que destacamos son la estadistica descrip-
tiva y utilizamos media, mediana, moda y desviacion estan-
dar y para la estadistica inferencial utilizamos el método de
correlacion de Pearson.
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Resultados

En el periodo de enero de 2018 a diciembre de 2021, reca-
bamos 55 biopsias con diagnostico de EB. De estas, 10 se
descartaron de acuerdo con los criterios ya mencionados en
el apartado previo, por lo que quedaron 45 biopsias elegibles
para estudiar. Los resultados demostraron una prevalencia
mayor en hombres en un 67% (cuadro ); las caracteristicas
morfoldgicas fueron similares en ambas variedades celula-
res; la positividad a la tincion de PAS fue del 100% y para AA
fueron 16 (figuras 1 y 2). Otros hallazgos relevantes fueron

Cuadro | Caracteristicas y hallazgos microscépicos en pacientes
diagnosticados con eso6fago de Barrett

I Y
Edad (afios) 60.36 (16.6)
n (%)

Género

Masculino 30 (67)

Femenino 15 (33)
Infiltrado inflamatorio

Leve 33 (73)

Moderado 12 (27)
Displasia

Presente 2 (4)

Ausente 43 (96)
Azul alciano

Positivo 27 (60)

Ausente 18 (40)
PAS

Positivo 45 (100)

Ausente 0 (0)
HE (eso6fago de Barrett)

Positivo 45 (100)

Negativo 0 (0)

DE: desviacion estandar

la ausencia de displasia en 96%, infiltrado inflamatorio perile-
sional de intensidad leve en 27% y de intensidad moderada
en el 73% de las muestras (figuras 3 y 4).

Figura 2 Positividad a estudios de histoquimica
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r
Azul Alciano Acido peryodico de Schiff
I Positivo pm  Negativo

Figura 3 Histologia del eséfago de Barrett

A: se observan células caliciformes con presencia de mucina
intracitoplasmatica y escaso infiltrado inflamatorio, interca-
ladas entre el epitelio de cardias. B: infiltrado inflamatorio y
células azules (imitadoras

Figura 1 Hallazgos microscépicos en pacientes diagnosticados con eséfago de Barrett
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EB: esofago de Barrett; PAS: acido peryddico de Schiff; AA: azul alciano
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Figura 4 Tinciones especiales presentes en el eséfago de Barrett

A: tincion de PAS en biopsia con eso6fago de Barrett. B: tincion de
azul alciano en células imitadoras de metaplasia intestinal

Discusion

Los trastornos motores se consideran un factor de riesgo.
El contenido estomacal es regurgitado hacia el tercio distal
del eséfago debido a la incompetencia el esfinter esofagico
inferior (EEI).° Otras causantes del ERGE son la dismotili-
dad, anormalidades congénitas, mala posicion anatomica,
ausencia del ligamento diafragmatico y movimientos para-
ddjicos del diafragma.’® También se ha descrito el consumo
de tabaco, que presentd una prevalencia de 15.2% en un
estudio realizado entre los trabajadores y derechohabientes
del IMSS con una relaciéon hombres/mujeres de 2.6.'" De
1988 a 2012 el sobrepeso en mujeres y hombres de 20 a
49 afios se incrementé de 25 a 35.3% y la obesidad paso
de 9.5 a 35.2% y al menos un 10% de ellos desarrollaran
sindrome metabdlico.’? En el estudio realizado por Signo-
rini et al.'® los autores relacionan el género con los habitos
higiénico-dietéticos y su relacion con el EB, y demuestran
una prevalencia del 75% entre la poblacion masculina, lo
que concuerda con los datos obtenidos en nuestro estudio.

Existe una variabilidad interobservador importante entre
patélogos para determinar el grado de displasia en bajo,
alto o indeterminado.'* Esto es debido a la falta de homoge-
neizacioén en los criterios de invasion a la lamina propia y a
la presencia de alteraciones arquitecturales que se pueden
ver afectadas por el grado de infiltrado inflamatorio. Noso-
tros no encontramos relacién entre el grado de infiltrado
inflamatorio en lamina propia y el grado de severidad de la
displasia y el dafio epitelial; por lo tanto, estos procesos no
estan relacionados.

Las CC se pueden clasificar en pseudocélulas calicifor-
mes y en verdaderas células caliciformes. Las primeras se
caracterizan por ser células superficiales con una vacuola
intracitoplasmatica que se tifie de gris-azulado y se dis-
ponen en forma de racimos, mientras que las verdaderas
células tipo caliciforme se disponen en todo el espesor
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de la mucosa, son mas dispersas y tifien un ligero rosa-
magenta.'®

Debido a que la presencia de células columnares en
la porcién distal del eséfago es un hallazgo comun hasta
en un 85%, no son suficientes para diagnosticar EB; sin
embargo, su presencia podria ser considerada como un
marcador temprano de esta enfermedad. Montgomery et al.
han demostrado que las células foveolares gastricas pue-
den producir mucina y estar distendidas, pero no pueden
considerarse CC, ya que no demuestran reaccion a PAS y
AA.'® | a reactividad de AA ha sido estudiada y reportada
por Tan et al., quienes encontraron que el uso de la tincion
de AA tuvo un efecto significativo en la tasa de deteccion
de CC, cuando estas no eran visibles en la tincion H&E.!”
En otros estudios, como el de Odze,'® en el que analizd
498 casos, no hallé6 CC en 3 casos (0.6%) positivos para
AA, lo que sugiere que esta técnica es mas efectiva para la
identificacion de CA 'y, por lo tanto, tiene una mayor concor-
dancia con los hallazgos histolégicos en H&E. Otras tincio-
nes, como CK7 o CK-20, han sido evaluadas con resultados
no concluyentes. En el caso de MUC5 y MUCSG, junto con
CDX2, han sido positivas en los casos que carecen de CC,
por lo que se sugiere eliminar este criterio histoldgico.'® Sin
embargo, en la asistencia diaria es mas practico buscar
simplemente CC como en nuestro grupo de estudio, ya que
su presencia es diagnodstica de EB, el cual se confirmé con
la reactividad a PAS, por lo que esta demuestra que es una
tincion eficaz, rapida y econémica. Con los hallazgos ante-
riores concluimos que las CC y las CA pueden estar presen-
tes en los pacientes con eso6fago de Barrett; sin embargo,
no entorpecen el diagnéstico histopatolégico.

Lopes et al. trabajaron con una muestra similar a la nues-
tra (utilizaron MUC2, PAS y AA) y obtuvieron positividad en
todos sus casos.?’ La expresion de mucina fue positiva en
CC y en células columnares. Al ser similares nuestros resul-
tados demuestran que la combinacion de PAS con AA es
una buena herramienta diagnédstica, dado que se obtiene
una distribucion heterogénea, pues también el epitelio cilin-
drico y las glandulas submucosas muestran reactividad.

En todos sus casos, Torrado et al.2' demostraron la
presencia de MI incompleta mediante el uso de MUC2,
MUCS5AC y MUCB6, que son mucinas generalmente reac-
tivas en las glandulas profundas gastricas, y como se rela-
cionan con el grado de displasia al llegar a perderse esta
expresion. Nosotros no usamos este marcador por no ser
especifico, ya que puede llegar a marcar glandulas gastri-
cas habituales. Otros marcadores pueden ser de utilidad
en casos con dificultad diagnéstica, como han demostrado
Won-Tak et al.,?2 quienes al buscar intencionadamente los
marcadores PT53 mediante un muestreo transepitelial en
area amplia lograron identificar la transformacion maligna
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temprana. Ademas, Kong et al.2% encontraron la expresion
ectépica de CDX2, principalmente en el epitelio escamoso
relacionado con una hipoproliferacion epitelial, ademas de
encontrarlo en tejido gastrico ectdpico. La expresion con-
junto de CK7/CK20 podria explicarse por la configuracion
intestinal que presenta esta displasia y la expresion de
CDX2 tiene una marcacién muy similar a las expresadas
por las citoqueratinas y, por lo tanto, puede predecir signi-
ficativamente el riesgo de desarrollo de M| en un periodo
de 40 a 45 meses después de la biopsia inicial.?* Por ser
marcadores no especificos y poco sensibles para los pro-
positos de nuestra investigacion, decidimos no utilizarlos,
ademas de que representaria un costo elevado. Es necesa-
rio el correcto seguimiento de estos pacientes relacionados
con el grado de displasia,?5 ya que aquellos con EB y displa-
sia representan un riesgo de progresion a malignidad. Los
intervalos de vigilancia endoscépica deben someterse a no
mas de cada 3 a 5 afos. Por lo tanto, es necesario imple-
mentar en nuestra institucion un seguimiento mas estrecho
con un mapeo esofagico dirigido. La eficacia diagnéstica se
eleva cuando se obtienen 4 biopsias de los 4 cuadrantes
que se inicien a la altura del borde proximal de los pliegues
gastricos y a cada 2 cm hasta la unién escamocolumnar.28

Conclusiones

Con el presente estudio corroboramos que la tincion de
PAS tiene una alta sensibilidad y especificidad para la iden-
tificacion de CC y estas son una de las principales carac-
teristicas para el diagnéstico de EB; por ende, esta tincion

es necesaria para la deteccidon oportuna de estas lesiones
premalignas y un inicio terapéutico temprano. La positividad
a la tincion de AA no descarta el diagnéstico de EB, ya que
demostramos una coexistencia de ambos tipos celulares
en un 35.55% en la misma muestra. El grado de infiltrado
inflamatorio no tiene relaciéon con la presencia de cambios
displasicos.

Encontramos que existe una adecuada concordancia
entre los hallazgos morfolégicos y los resultados obtenidos
mediante ambas técnicas de histoquimica, por lo que pode-
mos sugerir el uso complementario para su diagndstico.

La tincion de PAS es mas sensible para el diagnéstico
del EB comparada con la del AA. Con este estudio demos-
tramos la coexistencia de las CA con verdaderas células de
MI, ya que su presencia no excluye el diagnéstico de EB.
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