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HeCico6acter pyCori 

1. INTRODUCCIÓN 

A través de estudios epidemiológicos y recientemente en modelos 

animales, se ha establecido que Helicobacter pylori juega un papel importante en 

la infección y origen de carcinogénesis gástrica, sin embargo, aún se desconoce él 

o los mecanismos mediante los cuales, el microorganismo induce tal evento. En 

1994 la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer de la Organización 

Mundial de la Salud clasifica a He/icobacter pylori como carcinógeno de clase l. 

Se conoce que en países en desarrollo, el 60o/o de su población infantil 

(menores de 1 O años) está infectada con H. pylori, mientras en los países 

desarrollados menos del 20º/o, el mecanismo de transmisión no se ha establecido 

del todo, encontrando gran similitud con las enterobacterias, esto es; oral-oral y 

oral-fecal, en ambas poblaciones el hacinamiento y la pobreza son factores muy 

relacionados con la infección. En México, se han observado regiones de mayor 

riesgo, como las zonas altas del estado de Chiapas donde existen grupos 

indígenas que presentan una elevada incidencia de cáncer gástrico asociado al 

microorganismo. 

H. pylori presenta una maquinaria compleja, la cual le permite adherirse, 

colonizar y permanecer en el epitelio gástrico, induciendo a gastritis asociada a 

infección, esto da lugar a una respuesta inflamatoria que es mediada por 

polimorfonucleares y macrófagos principalmente, ocasionando destrucción celular 

por las especies reactivas de oxígeno liberadas, lo que desencadena en el 

paciente desde gastritis péptica ulcerosa hasta carcinoma gástrico, esto ha sido 

identificado mediante pruebas histopatológicas en biopsias humanas. 

La infección con Helicobacter pylori induce una respuesta inflamatoria que 

genera una serie de radicales libres, o sustancias reactivas de oxígeno, las cuales 

oxidan lípidos (ácidos grasos poliinsaturados), reaccionando con la capa lipidica 

'T'ESIS r:n~.T 
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:Jfefico6acter pyfuri 

de las membranas celulares, generando intermediarios como el malondialdehido 

(MOA), proceso que causa una alteración de gradientes de iones 

transmembranales, desequilibrio de funciones secretoras e inhibición de procesos 

metabólicos, todo esto conlleva a una muerte celular, también el MOA reacciona 

con el AON formando aductos, que están involucrados en la mutagénesis y/o 

carcinogénesis, en el proceso de la infección. Estudios recientes han determinado 

la presencia de aductos en biopsias de pacientes con gastritis y úlcera péptica 

infectados con Helicobacter pylori, sin que hasta el momento se conozca la 

relación que existe entre el proceso inflamatorio inducido por la infección y la 

lipoperoxidación. La evaluación de la peroxidación lipldica durante el proceso de la 

infección, como uno de los mecanismos asociados a la mutagénesis y/o 

carcinogénesis permitirá implementar alternativas para reducir el peligro de 

padecer la enfermedad relacionada con la infección. 

Es necesario emplear un modelo animal que sea semejante a lo que ocurre 

en humanos por lo que se han estudiado diferentes modelos, sin embargo, se ha 

observado que el jerbo desarrolla una respuesta inmune, procesos inflamatorios 

graves y cáncer gástrico, como ocurre en el humano, lo que lo hace un modelo 

ideal, para el estudio de dicha infección. 

El objetivo de este trabajo es evaluar la lipoperoxidación, generada durante 

la infección primaria con Helicobacter py/ori en jerbos de 4 a 6 semanas de 

nacidos, se cuantificará la concentración del malondialdehido por el método de 

lipoperoxidación, en los animales infectados por vía intragástrica con una cepa de 

H. pylori ATCC (Cepas de la American Type Culture Collectión) 43504, 

identificando la infección por serología, cultivo, prueba de la urea, y estudio 

histopatológico, sacrificando a los animales por dislocación cervical al tiempo O, 1, 

2, 4, y 6 meses después de inducida la infección. 

TESIS r,n~!J 

FALLA DB 0i.-UGEN 
·----------------------=::::::::::::::'.:::::::=:::'.::'.:::::::-::-:-:::::::-' 

2 



:JíeEico6acter pyCori 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1 ANTECEDENTES 

En 1979 el patólogo Robín Warren observó por primera vez en una biopsia 

gástrica aislada de un paciente con gastritis crónica activa, a un bacilo, el cual 

seria llamado mas tarde; He/icobacter py/ori, este fue aislado hasta 1982, y en 

1983 se asocia con gastritis crónica sugiriendo por primera vez que la úlcera 

péptica pudiera ser de etiologia infecciosa.<1 > Dadas sus caracteristicas en los 

primeros estudios realizados con esta bacteria, se pensó que podía ser una nueva 

especie dentro del género Campy/obacter por su aspecto en la tinción de Gram y 

su requerimiento microaerofilico, aunque presentaba ciertas características 

atípicas como la presencia de sus múltiples flagelos unipolares y su gran actividad 

enzimatica de la urea <2 > por lo que se le dio el nombre de Campylobacter pyloridis, 

y en 1987 por razones gramaticales se cambia su nombre a Campylobacter pylori, 

sin embargo, los estudios genómicos modernos, especialmente el análisis de 

secuencias del ácido ribonucléico ribosomal 168 {ARNr), permitieron demostrar 

que no se trataba de una nueva especie, sino de un nuevo género al cual se le 

llamo Helicobacter <3 > estableciendo que Campy/obacter y Helicobacter eran dos 

géneros diferentes. <2 • 4 • 51 

Los primeros años de la historia de Helicobacter pylori existieron 

controversias, algunos investigadores le atribuían un papel patogénico en la 

gastritis duodenal, mientras otros asumían que sólo se trataba de un saprófito. La 

asociación estadística entre la presencia de H. pylori y patología como gastritis o 

úlceras pépticas arrojaban resultados altamente significativos y cuya información 

se repetia en distintos paises. Otro factor importante fueron los resultados de 

infecciones experimentales en animales que confirmaron clinica e 

histopatológicarnente la presencia de la bacteria en las zonas afectadas. Todo 

esto contribuyo para que en 1994 la Conferencia Consenso del Instituto Nacional 

3 



:JíeCico6acter pyCori 

de Salud declará a H. pylori la principal causa de úlcera péptica, y en este mismo 

año la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer de la Organización 

Mundial de la Salud lo clasificó corno un agente cancerlgeno en humanos. <5
• 

111 

El reservorio de Helicobacter pylori es el ser humano, desconociendo hasta 

el momento otros, su modo de transmisión es controversia!, siendo las más 

aceptadas el contagio directo por contacto de persona a persona por vía oral-oral, 

oral-gástrica, y fecal-oral. <3
• 

7
• 

11> Se sabe que es un microorganismo órgano

especifico que coloniza el epitelio gástrico, y su colonización no esta asociada con 

otros tejidos del cuerpo humano. <11> 

2.2 CARACTERISTICAS MORFOFISIOLÓGICAS 

2.2.1 Morfología 

He/icobacter pylori es un bacilo gram-negativo, de forma espiral que mide 

aproximadamente 0.5 por 2.5 micrómetros (in vivo), posee de 4 a 6 flagelos en 

uno de sus polos, con una longitud de 3 a 5 micrómetros cada uno lo que lo hace 

altamente móvil. <10> figura 1 

Figura 1. Morfologla mlcroacóplca de Hellcobact81'py#orl 

4 
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Cuando se prolonga el tiempo de cultivo ya sea en medio líquido o sólido se 

crean formas cocoides del microorganismo. <2
• 

10> 

Cuando esta bacteria crece en los medios de cultivo se observan como 

colonias pequeñas, brillantes y transparentes como gotas de rocío. 

2.2.2 Requerimientos nutricionales 

Helicobacter pylori es una bacteria exigente y necesita una atmósfera 

adecuada para crecer; condiciones microaerofílicas con una baja concentración de 

oxigeno y alta concentración de anhídrido carbónico (5-10%), requiere de un 

medio de cultivo rico en nutrientes que contenga sangre de carnero, caballo, 

humana o productos derivados de la sangre, suplementados con antibióticos para 

evitar contaminación con otros microorganismos; como ácido Nalidixico, 

Trimetroprim, Vancomicina y Anfotericina B que impiden el crecimiento de un alto 

porcentaje de cocos, enterobacterias y hongos entre otros. 1' 1 

Los medios mas empleados son; Agar base Casman, Agar base 

Campylobacter. que contiene GC-Agar Base, Agar Saeto más sangre de caballo y 

antibióticos para evitar el crecimiento de otros microorganismos, ya que el medio 

al ser altamente rico en nutrientes es muy fácil que se contamine, por lo que de 

esta forma se protege <11>. 
Con respecto a los medios de transporte existen articulas que reportan un 

aislamiento en medios como el Stuart <11 >, y otros que reportan que no es apto para 

el aislamiento, que el caldo de brucella o caldo BHI con sangre de caballo o 

solución amortiguadora de fosfatos enriquecido, son los que mejor conservan la 

viabilidad de la bacteria <12>. 
Para su primoaislamiento se requiere de un periodo de incubación 

extraordinariamente prolongado (de 5 a 7 días a 35º C) comparado con el resto de 

las bacterias Gram negativas. H. pylori puede conservarse una vez crecido, en un 

congelador a -80º C o en nitrógeno liquido <'· 1 2 >. 

r .. , . -.i;j'.;:;·T;i -'º'.r'V 
5 

! Fl\LL1.:.~ D~. u1úGEN" 
-------------·-----------
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2.3 FACTORES DE VIRULENCIA Y PATOGENICIDAD 

2.3.1 Factores de adherencia 

Helicobacter pylori se adhiere a receptores, en el epitelio gástrico por medio 

de adhesinas especificas, su estudio e identificación es complicada, dada su 

variabilidad, estas pueden ser clasificadas directamente o por caracterización de 

los receptores celulares. Esto conlleva a una versatilidad en la unión de diferentes 

cepas del microorganismo al epitelio gástrico. Una de estas adhesinas es la 

hemoaglutinina, que se a estudiado por su habilidad de aglutinar eritrocitos, pero 

este factor no es suficiente para que este pueda colonizar otros tejidos o causar 

una bacteremia <101. 

Aunque la mayoría de los microorganismos se encuentran libres en la 

mucosa gástrica, una porción aparece adherida a las células epiteliales del tejido 

gástrico gracias a las adhesinas, las cuales reconocen de forma especifica a 

receptores de la mucosa gástrica uniéndose a ellos y comenzando la colonización 

bacteriana <13
•
1
''· La heparina y proteoglicanos participan en la adhesión molecular, 

recientemente se a observado que H. pylori tiene una afinidad elevada a 

glicosaminoglicanos semejantes a la heparina. Los proteoglicanos son importantes 

en el funcionamiento celular, coagulación sanguínea, adhesión celular y acción de 

las citosinas. La adhesión se lleva a cabo por mecanismos, como interacciones 

electrostáticas, seguidas de una adherencia <151_ figura 2 

Figura 2. Presencia de adh-ión al epitelio gliatrlco de He//cobacfer 

----- -·-------
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:JCeCico6acter pyCori 

En las células epiteliales del estómago se forman pedestales por la activación de 

tirosinas que juegan un papel muy importante en la señalización de transducción 

en las células eucariotas, este mecanismo es raro en bacterias. En el caso de 

He/icobacter pylori contiene una proteína CagA que es mostrada a las tirosinas y 

ocasiona una polimerización de actina y de la membrana celular, lo cual promueve 

la penetración de la bacteria a través de la membrana celular, CagA es 

considerada como un antígeno inmunodominante que interviene en la señalización 

de las células eucariotas 11 s1_ 

2.3.2 Factores de colonización y permanencia dentro del hospedero 

Helicobacter pylori contiene una maquinaria enzimática que le ayuda a 

crear las condiciones adecuadas en el estómago, para poder colonizarlo y 

permanecer. El estómago tiene un pH ácido, por lo cual este microorganismo 

posee una enzima llamada ureasa que hidroliza la urea produciendo amoniaco y 

dióxido de carbono, con lo que neutraliza el ambiente y le permite colonizar el 

epitelio l&I_ figura 3 

H2 N 
)=o UREASA 

C02 + + 2HOH 
H2 N 

UREA AMONIACO 

Figura 3. Reacción de hldróll•I• de la urea por acción de la ureaaa 

La ureasa es una molécula de un peso molecular de 550 KDa y esta 

formada por 2 subunidades Ure A y Ure B. es una de las proteínas más 

abundantes en la bacteria, constituye un 5°/o del total de las protelnas que la 

7 
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conforman, la ureasa requiere de 2 iones de níquel (Ni2
•) que se fijen en un sitio 

activo para que lleve a cabo su función de neutralizar el pH gástrico.<11• 101 

El amoniaco generado durante la hidrólisis de urea contribuye 

significativamente al dano histológico asociado con la infección, el amoniaco no es 

tóxico, sino que el daño es el resultado del ión hidróxido generado por el equilibrio 

del amoniaco con el agua, éste desdobla el moco gástrico, haciéndolo más fluido, 

con lo cual la bacteria puede desplazarse mas fácilmente para ganar espacios 

intercelulares.'ª· 1°> 

Otra enzima que produce H. pylori es la catalasa, que descompone el 

peróxido de hidrógeno, en agua y oxigeno impidiendo que las células blancas del 

sistema inmune las destruyan a través de la liberación del H 2 0 2 '
13

• 14> 

H. pylori posee otras características que le permiten colonizar la mucosa 

gástrica del estómago, inducir daños en los tejidos o evadir los mecanismos de 

defensa del huésped. Entre las características de virulencia se encuentran: la 

estructura espiral y motilidad de la bacteria, que le permiten introducirse a 

través de la capa de moco gástrico, atravesando la primera barrera de defensa del 

huésped, actuando de forma similar a un sacacorchos, lo que favorece al 

acercamiento a las células epiteliales gástricas. 113• 
141 

El lipopolisacarido (LPS) que H. pylori posee contiene un antígeno muy 

similar a los carbohidratos de Lewís "x" (Lex) o Lewis "y" (LeY) o ambos, que están 

presentes en el grupo sanguíneo tipo "O" y en la superficie de las células 

epiteliales gástricas, esto le permite colonizar el epitelio gástrico no siendo 

reconocido como extraño en un inicio, este factor de virulencia puede producir un 

mimetismo molecular el cual ayuda al microorganismo a evadir la respuesta 

inmune. Sin embargo, puede provocar una respuesta autoinmune contra los 

8 
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antígenos de Lewis que expresan H. pylori, que son compartidos por las células 

epiteliales sanas de la mucosa gástrica <2
•

61
• 

La toxina vacuolizante es otro factor importante que produce la formación 

de grandes vacuolas en las células eucarióticas. Este efecto lo producen más de 

la mitad de los aislamientos clínicos de H. pylori y aquellos que poseen la toxina 

se han asociado con los cuadros más graves de enfermedad. Se han reportado 

tres mecanismos de acción de la citotóxina, el primero; la formación de grandes 

vacuolas en el citoplasma de las células epiteliales, que se originan a nivel 

perinuclear hasta llenar completamente el citosol de la célula y causar su muerte, 

dado que estas se acidifican por la actividad de una bomba de protones debido a 

una ATP-asa de tipo vacuolar unida a la membrana de estas vesículas, la 

citotóxina VacA es capaz de alterar el tráfico transmembranal, de proteinas y 

ligandos causando un deterioro en la degradación proteolítica dentro de los 

lisosomas, ocasionando una disfunción letal para la célula. 

El segundo mecanismo de acción, es el aumento en la permeabilidad de las 

membranas celulares, al paso de moléculas de bajo peso molecular, aumentando 

así el flujo de nutrientes del interior de la célula hacia la submucosa favoreciendo 

la sobrevida de Helicobacter pylori. 

El tercer mecanismo de acción es la formación de canales a través de la 

capa de lípidos de la membrana celular, el aumento en la conductividad de iones 

en las membranas ocasiona cambios osmóticos que aumentan la entrada de agua 

y por consiguiente, un hinchamiento del compartimiento endosomal y finalmente la 

muerte célular.<ts> 

Un factor de virulencia importante es una proteína de membrana externa 

denominada Proteína Asociada a la Citotoxina (CagA) la cual es codificada por 

el gen CagA, es altamente inmunogénica y su función no se conoce del todo 181, 

aunque podría estar implicada en el proceso de activación de la toxina 

vacuolizante. La presencia de esta proteina podría influir en la respuesta 

¡--TEsT(",; rr1rr---i 
LEALLA -l~YR j)~GF.rJ 
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inflamatoria y aumentar la secreción de interlucina 8. Algunos autores han 

observado una clara diferencia en cuanto al proceso de enfermedad que se 

produce cuando se trata de una cepa CagA+ o CagA-, sin embargo, para otros 

autores la diferencia no es tan importante <13
• 1•>. 

2.3.3 Daños ocasionados en el proceso patogénico 

a) Inflamación gástrica 

b) Disturbios en la barrera de la mucosa 

c) Alteraciones histológicas 

La inflamación gástrica inducida por el microorganismo está mediada por la 

secreción de interlucina 8 (IL-8) la cual recluta y activa neutrófilos CD11 y CD18 a 

las células endoteliales y un factor activador de plaquetas, altamente ulcerogénico 
(9) 

Los disturbios ocasionados por Helicobacter pylori, en la barrera de la 

mucosa gástrica esta mediada por la producción de diversas enzimas; la 

fosfolipasa que rompe la membrana apical de las células, la mucinasa que 

contribuye al deterioro de la mucosa y la superóxido dismutasa que produce 

radicales reactivos de oxigeno (ROS), capaces de inducir daños a 

macromoléculas como proteínas, fosfolipidos y ácidos nucléicos <10>. 

Altera la fisiología de las células gástricas, al incrementar la liberación por 

parte de los macrófagos, de productos como el óxido nítrico dado por la óxido 

nítrico sintasa (iNOS), cuyo resultado es el incremento de oxido nitrico, e inhibición 

de las enzimas reparadoras durante la proliferación celular. 

10 
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2.4 ETIOLOGÍA 

Los estudios epidemiológicos han demostrado que la infección por H. pylori 

ocurre en la población mundial. Se estima que en los países en desarrollo la 

mayoría de las personas (80°/o aproximadamente) se infectan con H. py/ori a una 

edad promedio de 1 O años, además de la edad, otros factores de riesgo 

importantes son las carencias socioeconómicas, que engloban; el hacinamiento, la 

vivienda insalubre, el agua contaminada, promiscuidad y la consanguinidad 17• 1°>. 

Sin embargo, la incidencia de la infección entre países desarrollados y en 

vías de desarrollo es significativamente diferente. Por ejemplo, en Estados Unidos 

la incidencia anual de infección se presenta en el 50o/o de los adultos, con un 

promedio de edad de 60 años. Por otro lado, en el grupo de afro-americanos, 

hispanos e indios nativos de ese país, la infección por el microorganismo se 

observa desde edades tempranas y la transmisión intrafamiliar es alta, lo cual nos 

demuestra que las carencias socioeconómicas influyen en la transmisión del 

microorganismo. 

El cáncer gástrico (CG) ocupa el 2º lugar por mortalidad a nivel mundial y la 

prevalecía de la infección por H. pylori y la incidencia de CG están relacionados 

con los aspectos socioeconómicos de la población, encontrando a través de 

distintos estudios serológicos una estrecha relación entre la alta prevalecía de 

anticuerpos contra H. pylori y la elevada incidencia de CG. <17> La mortalidad por 

cáncer de estómago tiene una tendencia decreciente en la mayoría de los países 

desarrollados del mundo, en comparación con paises subdesarrollados en los que 

los servicios como drenaje, y agua potables no son accesibles para todos, 

causando un mayor índice de gente infectada por H. pylori y/o muerte por CG <17
• 

18) 

En México se han observado regiones de mayor riesgo, como las zonas 

altas del estado de Chiapas donde existen grupos indígenas que presentan una 

elevada incidencia de cáncer gástrico asociado al microorganismo <51• 

TESIS 00-r-.r 
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Algunos posibles progresos de esta situación son; un mejor diagnóstico y registro 

de nuevos casos, la presencia de factores de riesgo potenciales, principalmente 

de tipo dietético, que en la población mexicana no han sido modificados, así como 

el desconocimiento de la magnitud de la infección por H. pylori. 

Para detener o revertir la tendencia de la mortalidad observada se requerirá 

eventualmente de la implementación de programas de promoción de la salud que 

permitan reducir la exposición a los factores de riesgo nacionales, y de 

investigación que proporcione mayor información sobre la etiología del cáncer de 

estómago, su diagnóstico y tratamiento '17
• 

181
· 

2.5 PATOGÉNESIS 

H. pylori se ha asociado a diferentes enfermedades del tracto digestivo, 

como úlceras gastroduodenales y cáncer gástrico, siendo la principal causa de 

úlceras pépticas, estas lesiones se observan como nodularidades en la mucosa 

del antro con apariencia de parches 120>, aunque también existen pacientes 

colonizados por la bacteria en los que, no se observan manifestaciones clinicas, 

permaneciendo asintomáticos ' 1
• 1

2 >. 

Una úlcera péptica es una llaga o herida en la mucosa del estómago 

(úlceras gástricas) o en la parte superior del intestino delgado (úlceras 

duodenales). Las úlceras se desarrollan cuando los jugos digestivos dañan la capa 

que reviste el estómago o el duodeno. Los jugos digestivos, especialmente el 

ácido clorhidrico y la enzima pepsina, se producen en el estómago, el intestino y 

las glándulas digestivas; estos descomponen y digieren los almidones, las grasas 

y las proteínas de los alimentos. 

La infección por H. pylori produce anomalias importantes, en la secreción 

de hormonas gastrointestinales, como el incremento de los niveles de gastrina, asi 

como el aumento del pico de secreción ácida observada en los individuos 

12 
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portadores, que juega un rol de importancia en pacientes que padecen de úlcera 

duodenal. Este fenómeno podria ser debido a una hipergastrinemia 

persistentemente elevada la cual produciría un incremento en la masa de células 

parietales; lo que es característicos en los pacientes con úlcera duodenal. El 

fenómeno de hipergastrinemia se explica a través del hipotético mecanismo de 

gastrin-link que consiste en que el sector de la mucosa gástrica colonizada tiene 

una mayor alcalinidad, debido a la producción de amonio lo que genera a nivel 

local un falso mensaje que el organismo interpreta como una falta de secreción, 

estimulando a las células productoras de gastrina a una mayor liberación de la 

hormona <19>. El estómago y el duodeno están formados especialmente por 

proteinas que pueden ser dañados por estos ácidos y enzimas. 

Para protegerse contra estas potentes sustancias, el cuerpo cuenta con 

algunos sistemas defensivos como la capa mucosa, que recubre el estómago y el 

duodeno, forma la primera linea de defensa. 

El cuerpo secreta bicarbonato a la capa mucosa, que neutraliza el ácido, y 

unas sustancias parecidas a hormonas llamadas prostaglandinas que ayudan a 

mantener los vasos sanguíneos del estómago dilatados, asegurando un buen flujo 

sanguíneo y protegiendo contra las lesiones, si se altera alguno de estos 

mecanismos de defensa, el ácido y la pepsina pueden atacar la mucosa del 

estómago, y producir úlceras. 

Como se observa en la figura 4, la forma de tornillo de H. pylori le permite 

penetrar en la membrana mucosa del estómago o el duodeno para poder 

adherirse. La bacteria sobrevive a este entorno tan ácido produciendo ureasa, una 

enzima que neutraliza el ácido generando amonio, también produce una serie de 

toxinas que causan inflamación, daños en la mucosa y cambios en el sistema 

inmune, que permite que persista durante la vida de una persona.<10> 

TESTS (;01\T G
----~. 
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El proceso del daño que causa H. pylori se lleva a cabo principalmente 

cuando el sistema inmune es activado por los factores citotóxicos del 

microorganismo como el amonio producido por la ureasa, los LPS ubicados en el 

antígeno "O", la citotóxina vacuolizantes (VacA) que es responsable de la 

formación de vacuolas en células del epitelio gástrico entre otros 151• Estos factores 

generan una inflamación en el epitelio y tienen un importante efecto quimiotáctico 

sobre eosinófilos y neutrófilos, esto se puede observar en la figura 4. 

La bacteria también se considera una causa importante de gastritis 

(inflamación del estómago) crónica aguda y duodenitis crónica activa (inflamación 

del duodeno), y está fuertemente vinculada al cáncer de estómago. 

r 'l'íi~f0 !'OU j 
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2.5.1 Daño Oxidativo 

Estudios recientes han demostrado que H. pylori induce la producción de 

radicales de oxigeno en epitelio gástrico generando dai'ios en la membrana de las 

células <21 >, lo que activa la respuesta inmune y da inicio a la migración de los PMN 

que son activados por IL-8 procedente de las propias células epiteliales después 

de la adhesión bacteriana, estos liberan proteasas y rnetabolitos reactivos de 

oxígeno (02) provocando un estallido oxidativo (estrés oxidativo) en las células del 

epitelio gástrico, lo que origina la oxidación de biomoléculas. La mayoría de las 

biomoléculas pueden ser atacadas por radicales libres, siendo más susceptibles 

los lípidos encontrados en la membrana celular del epitelio gástrico, (la fuente más 

rica de ácidos grasos poliinsaturados), a la destrucción oxidativa de estos se le 

llama lipoperoxidación, <22> y da origen a la formación de compuestos como el 

malondialdehido (MOA), que al reaccionar con el ADN forman aductos, <231 

induciendo finalmente mutagénesis todo ello en el proceso de la infección. <10• 
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2.5.2 Lipoperoxidación 

La membrana celular es una fuente ..-ica de ácidos grasos poliinsaturados 

(PUFAs), los cuales son atacados por oxidación de radicales libres de oxigeno, la 

destrucción oxidativa de PUFAs esta dada por la Lipoperoxidación, lo que da 

origen a radicales peróxidos de ácido grasos (OH· LO · LOO ·), que ha su vez 

oxidan nuevas moléculas de PUFAs e inician nuevas cadenas, produciendo más 

peróxidos de ácidos grasos, todo este proceso genera aldehídos como el MOA 

principalmente 122>. figura 5 

Este proceso provoca una alteración de gradientes de iones 

transmembranales, desequilibrio de funciones secretoras e inhibición de procesos 

metabólicos celulares de integración, todo esto conlleva a una muerte celular, 

además el MOA reacciona con el ADN de las células epiteliales, formando aductos 

induciendo mutagénesis y/o carcinogénesis <24>. 

RADICALES DE OXJGENO 

LH (PUFAs} 
LOOH 

DA~O 

} 
OH• } 
LO• 
LOO· 

ALDEHUMJS 

LH- ACIDOS GRASOS POLlNSATURADOS (PUFAs) 
LOOH - PEROXUXlS DE ACIOOS GRASOS 

OH· f 
LO• ~ICALES PER0X1DOS DE ACIDOS GRASOS 
LOO· 

Fi2ura 5. Efecto de los radicales libres de oxfll;eno sobre ácidos jl;rasos poliinsaturados (PUFAs).1251 
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2.5.3 Determinación de malondialdahido (MOA) 

Existen diversos ensayos que cuantifican la lipoperoxidación, uno de ellos 

es la modificada por Weinberg y col., que es una técnica calorimétrica en la que se 

hace reaccionar ácido tiobarbitúrico (TBA) con MDA en un medio ácido, dando 

como producto una sustancia colorida que es medible a 532 nm.<25•26> figura 6 

NSYYN 1 OH N:::,... 
H 

+ + 20H2 

TBA MOA Azocompueato 

Figura &. Reacción de la determinación de MOA con TBA. 1ª 1 

2.6 MODELO ANIMAL (Jerbos de Mongolia) 

Se han realizado estudios experimentales en diferentes modelos animales 

como; hámsteres, perros, ratas, ratones, gatos, en los cuales se ha observado el 

daño inflamatorio que causa el microorganismo<27
•
28>, sin embargo, ninguno de 

estos cumple con las caracteristicas del jerbo que fueron demostradas en 1996 

cuando se realizaron los primeros estudios en Japón por Hirayama, F.,S. Takagi, 

Matsumoto y colaboradores, en los que se manifiesta la similitud de la infección de 

H. py/ori entre Jerbos y humanos <28>. 
Se ha observado que el Jerbo de Mongolia (Mariones unguiculatus) 

presenta cambios histopatológicos en la mucosa gástrica muy semejantes a los 
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que se presentan en el humano cuando son infectados con H. pylori, así también 

una gran similitud en la respuesta inmunológica <
29>_ figura 7 

Figura 7 • .Jerbo de Mongolia (Meriones unguículatus) 

TESIS COJ\T 
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2. 7 DIAGNÓSTICO 

Existen diferentes métodos para diagnosticar la infección producida por H. 

py/ori. Los métodos pueden diferenciarse según el tipo de muestra que se utiliza, 

clasificandose en invasores o no invasores, y a la forma de detectar el 

microorganismo; directamente a la bacteria, o de forma indirecta a sus 

metabolitos. 

Los principales métodos de diagnóstico utilizados en la infección por H. 

pylori son los siguientes: 

Directos 

Invasores (biopsia gástrica) ~~:~~~gfa 
~écnicas moleculares 

No invasores 

{

Técnicas moleculares: 
saliva o heces 

Antfgeno en heces 

{

nvasores (biopsia gástrica) { Ureasa rápida 
Indirectos { 

Prueba del aliento con urea 
No Invasores Serologla 

Anticuerpos en saliva 

El cultivo es una de las pruebas mas empleadas para la identificación de la 

infección causada por H. pylori, el éxito para cultivar la bacteria depende en gran 

parte de la manera en la cual se prepara la biopsia previo a su inoculación. Un 

porcentaje importante de casos puede resultar negativo si no se emplean medios 

selectivos como agar base Casman con antibióticos, también se utilizan para 

determinar la sensibilidad a los antimicrobianos utilizados para su erradicación, y 

para caracterizar o tipar a H. pylori <30>_ 

La histologia ofrece información sobre la densidad de la colonización de H. 

pylori el cual se presenta como un bacilo curvo o espiral en forma de alas de 
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gaviota, adyacente al epitelio gástrico y a la capa de moco, se puede emplear la 

tinción de hematoxilina-eosina si el patólogo cuenta con la experiencia para 

identificarla, pero se debe utilizar tinciones especiales, como la de plata de 

Warthin-Starry, Giemsa o la de naranja de acridina, las cuales tienen una 

sensibilidad de 90°/o, para esta prueba generalmente se emplean 2 biopsias del 

antro gástrico para un buen diagnóstico, otra ventaja es que nos permite 

evidenciar la gravedad de la gastritis, y la presencia de leucocitos 

polimorfonucleares, metaplasias y de atrofias 130•31 >. 

Las técnicas moleculares permiten detectar el ADN de H. pylori de 

diferentes tipos de muestras, identificando principalmente sus genes CagA, VacA 

y Ure, asi también de posibles factores de patogenicidad, la presencia de 

mutaciones en los genes que codifican la resistencia a los antimicrobianos y las 

posibles infecciones mixtas por diferentes cepas de H. py/ori en el mismo paciente 
(32) 

La ureasa rápida permite detectar la presencia de la ureasa de H. pylori, 

directamente de la biopsia en poco tiempo. La detección del antígeno en heces 

es un método en investigación que parece presentar una muy buena sensibilidad y 

especificidad y sería un método no agresivo para detectar la infección por H. 

pylori. 

Prueba del aliento con urea se basa en la capacidad que tiene H. pylori de 

hidrolizar la urea gracias a su enzima ureasa, después de ingerir urea marcada, 

con carbono 14 o con carbono 13, se puede medir la cantidad de C02 marcado 

liberado, que se producirá cuando el paciente está infectado con H. pylori, 14 • 5 • 10> 

El método de ELISA, es especialmente útil para detectar la infección por 

esta bacteria en los pacientes, aunque pueden presentarse resultados falsos 

negativos sobre todo en niños, ancianos y sujetos inmunocomprometidos que no 
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han desarrollado una respuesta inmunológica adecuada a la infección. Todas las 

pruebas serológicas (sobre todo si son comerciales) deberán de evaluarse en 

forma independiente en la población a estudiar, mediante pruebas contra un panel 

de sueros de pacientes H. pylori negativos (control) de la misma población para 

establecer el valor de corte. La prueba con saliva no es tan sensible ni tan 

especifica como las basadas en suero, y la prueba con jugo gástrico esta en 

espera de validación adicional <5 1_ 

2.8 TRATAMIENTO 

Durante muchos años se han utilizado, para el tratamiento de ulceras, 

diferentes medicamentos que neutralizan o inhiben la secreción ácida del 

estómago; los antisecretores y los inhibidores del ácido. 

Los primeros (cimetidina, ranitidina y famotidina) conseguian, a las dosis 

adecuadas, cicatrizar las úlceras en cerca del 90°/o de los casos tras un 

tratamiento de 4 a 8 semanas, según la localización y tamaño de la úlcera. Con la 

aparición de los potentes inhibidores del ácido (omeprazol, lansoprazol y 

pantoprazol) se consigue la cicatrización de la úlcera de estómago y duodeno casi 

en el 100°/o de los casos. 

El problema con cualquiera de estos tratamientos era que la úlcera, una vez 

cicatrizada, salia reproducirse (se reactivaban más del 80°/o de las úlceras de 

duodeno al año). Estas recaídas, por otra parte, se asocian a una mayor 

incidencia de complicaciones ulcerosas, como la hemorragia o la peñoración, por 

lo que se podría hablar de cicatrización pero no de curación de la enfermedad 

ulcerosa. 

Se deben utilizar tratamientos combinados ya que la monoterapia no ha 

demostrado utilidad clínica. Se pueden emplear pautas dobles, triples o incluso 
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cuádruples. Las pautas dobles alcanzan porcentajes de erradicación más bajos y 

generalmente se recomienda pauta triple: Las pautas dobles incluyen un 

antibiótico y un agente antiulceroso, las triples asocian dos antibióticos y un 

agente antiulceroso y en las cuádruples se administran dos antibióticos y dos 

agentes antiulcerosos. 

Entre las pautas más utilizadas para el tratamiento de la infección producida por H. 

pylori se pueden citar: 

lnhibidor de la bomba de protones + macrólido (Azitromicina, Claritromicina, 

Roxitromicina) 

Ranitidina + citrato de bismuto + macrólido 

lnhibidor de la bomba de protones + Amoxicilina + Macrólido 

Sales de bismuto + Metronidazol + Tetraciclina + Antagonista de los receptores H2 

Sales de bismuto + Amoxicilina + Metronidazol 

Estas pautas se recomiendan a las dosis habituales y durante un período de 7 a 

1 O dlas de tratamiento <4 • 10>. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se han realizado estudios epidemiológicos en los que se asocia la infección 

de He/i'cobacter pylori con cáncer gástrico en humanos, dicho microorganismo 

presenta una maquinaria compleja, la que le permite adherirse, colonizar y 

permanecer en el epitelio gástrico, se conoce que H.pylori es capaz de inducir al 

paciente desde una gastritis péptica ulcerosa hasta adenocarcinomas, esto ha 

sido identificado mediante pruebas histopatológicas en muestras de biopsia en 

humanos. Helicobacter pylori induce una respuesta inflamatoria que genera una 

serie de radicales libres o sustancias reactivas de oxigeno, las cuales oxidan 

lipidos (ácidos grasos poliinsaturados). proceso llamado lipoperoxidación, que se 

lleva a cabo en mayor porcentaje en la membrana celular, generando 

intermediarios como el malondialdehido (MDA), este daño a la membrana 

ocasiona un cambio en el flujo de gradientes lo que ocasiona la muerte de la 

célula, el MDA al reaccionar con el ADN forrna aductos induciendo finalmente a 

mutagénesis y/o carcinogénesis durante el proceso de la infección, Sin embargo, 

hay controversia acerca de si existe o no un incremento en los valores de MDA. 

Diferentes estudios han determinado la presencia de MDA en la infección, pero no 

se conoce si el proceso inflamatorio, induce de forma constante la liberación de las 

sustancias reactivas dando lugar a la lipoperoxidación, o van en incremento 

dependiendo del proceso de infección. 

Al establecer el proceso de infección primaria, en animales libres de 

patógenos específicos, durante el proceso de adherencia, colonización y 

permanencia del microorganismo, nos permitirá establecer una cinética de daño 

oxidativo, si fuese el caso. Esto nos permitirá en estudios posteriores evaluar y 

establecer medidas preventivas para reducir el factor de riesgo para el cáncer 

gástrico. Empleando al jerbo como modelo para desarrollar la infección por la 

similitud que presenta respecto al humano. 
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4. OB.JETIVOS 

4.1 OB.JETIVO GENERAL: 

;;... Cuantificar el malondialdehido por el método de 
lipoperoxidación con la técnica de Weinberg, durante el 
estrés oxidativo, inducido por la infección primaria con 
Helicobacter pylori en jerbos. 

4.2 OB.JETIVOS PARTICULARES: 

;;... Inducción de la infección en el jerbo. 

;;... Identificación de la infección por varios métodos diagnósticos: 
;.. Ureasa 
;.. Cultivo 
;.. ELISA 

;¡;... Histopatológica; realizada en el Laboratorio. de Patología 

:.... Cuantificación de proteínas totales 

;¡;... Evaluación de la lipoperoxidación mediante la cuantificación del 
malondialdehído. 
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5. HIPÓTESIS 

Si Helicobacter pylori provoca una respuesta 

inflamatoria local intensa estimulando a PMN y 

macrófagos a liberar una serie de radicales libres o 

sustancias reactivas de oxígeno, entonces dará 

origen a estrés oxidativo en donde se oxidaran 

lípidos generando intermediarios como el 

malondialdehído. 
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6. MATERIALES Y EQUIPO 

6.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

;.. Cepa de H.pylori ATCC (Cepas de la American Type Culture 

Collectión) 43504 

;.. POBLACIÓN 

Jerbos De Mongolia (Meriones unguículatus) de 6 a8 semanas de 

edad con un peso aproximado de 50 a 60 gramos pertenecientes a una 

cepa isogénica, se emplearon 4 camadas de 4 a 5 jerbos cada una, para 

los diferentes tiempos de sacrificio (tiempo O, 1, 2, 4 y 6 mes de inducida 

la infección) 

• CRITERIOS DE INCLUSIÓN. Jerbos de 6 a 8 semanas 

de nacidos, libres de patógenos especificas. 

• CRITERIOS DE EXCLUSIÓN. Jerbos mayores de 8 y 

menores de 6 semanas de nacidos, que estén 

infectados con algún microorganismo patógeno. 

6.2 MATERIAL DE LABORATORIO 

;.. Cajas Petri de plástico, nuevas y estériles 

;.. Cubre bocas 

;.. Gradillas metálicas para tubos de 1 O mm X 75 mm 

;.. Gradillas para tubos Eppendorf 

;.. Guantes de hule látex 

;.. Jeringas de insulina nuevas y estériles 

;.. Jeringas de 1 O mL nuevas y estériles 

;.. Cánula 

;.. Tubos Eppendorf de 1.5 µL nuevos y estériles 

;,.. Tubos de vidrio y rosca limpios y estériles (20 X 140) 
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,,. Tubos de vidrio limpios y estériles (10 X 75) 

;.. Pinzas de disección 

;.. Tijeras de disección 

;.. Puntas para micropipetas: 250 µL y 1000 µL 

;.. Placas de ELISA de 96 pozos 

,,. Asas bacteriológicas 

,,. Matraces de vidrio pyrex de 2 L, 1 L, 250 mL 

;.. Piseta de plástico 

,,. Mechero Fisher 

;.. Portaobjetos 

;.. Espátula 

;.. Gasas 

;.. Papel filtro 

,,. Filtros 

;.. Sensidiscos de ácido Nalidíxico y Cefalotina 

6.3 REACTIVOS 

;.. Ácido tiobarbitúrico ("BAKER ANAL YSED" REACTIVO) 

;.. Ácido tricloroacético ("BAKER ANALYSED" REACTIVO) 

;.. Agua desionizada ("BAKER ANAL YSED" REACTIVO) 

;.. Bicarbonato de sodio ("BAKER ANAL YSED" REACTIVO) 

;.. Caldo Brucella (BBLJ 

;.. Caldo BHI (BBL) 

;.. Carbonato de sodio ("BAKER ANAL YSED" REACTIVO) 

;.. Cloruro de potasio (PROD. OUIMICO MONTERREY) 

;.. Cloruro de sodio ("BAKER ANAL YSED" REACTIVO) 

;.. Fosfato de sodio dibásico ("BAKER ANALYSED" REACTIVO) 

;.. OPD (o- phenylenediamine dihydrochloride) (ICN BIOMEDICALS INC.) 

,,. Anticuerpo lg-G anti-ratón con peroxidasa (SIGMA) 

--------- ---------
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;. Alcohol al 70% 

;. Glicerina 

;. Éter 

;. Suero de caballo 

;. Hidróxido de sodio 

;. Acido sulfúrico 

;. PBSRojo de fenal 

;. KIT DE PROTEINAS (SIGMA) 

;. Peróxido de hidrógeno 

;. Colorantes para la tinción de Gram 

;. Metanol 

;. Medio de cultivo Casman (DIBICO) con sangre de caballo 5º/o, con 

antibióticos: 

o Ac. Nalidixico 1 O mg/L 

o Trimetroprim 5 mg/L 

o Vancomicina 3 mg/L 

o Anfotericina B 2 mg/L 

;. Tween 20 ("BAKER ANAL YSED" REACTIVO) 

;. Urea ("BAKER ANALYSED" REACTIVO) 

6.4 EQUIPO 

;. Balanza granataria (OHAUS) 

;. Balanza analítica (SAUTER) 

;. Estufa con cámara de C02 (SL SHELLAB SHELDON MANUFACTURING) 

;. Centrífuga (IEC CENTRA-8 CENTRIFUGE) 

;. Microcentrifuga (EPPENDORF) 

;. Campana de flujo laminar LABCONCO (PURIFIER CLASS 11 BIOSAFETY 

CABINET) 
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;.. Micropipetas SEALPETTE y GILSON (5-50 µL, 200-1000 µL, 200 µL) 

;.. Vortex (SUPER- MIXER) 

,,. Homogenizador manual 

;.. Reciprocating/Orbital (SHERKING INCUBATOR ROSI 1000) 

;.. Autoclave (AMERICAN CYCLOMATI CONTROL) 

,,. Refrigerador (OJEDA) 

;.. Spectrometer UVNIS (PERKIN ELMER LAMBDA 40) 

,,. Lector de microplacas (GENIOUS TECAN) 
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7. MÉTODOS 

7 .1 Infección de jerbos por administración intragástrica 

a) Se deja en ayuno a los animales por doce horas antes de la inoculación. 

b) Se prepara un inóculo denso de Helicobacter py/ori con una concentración 

aproximada de 1.8 x 109 UFC/mL en PBS, a partir de un cultivo masivo 

realizado en una caja petri con medio de cultivo Casman 

c) A la cepa ATCC (Cepas de la American Type Culture Collectión) 43504 

previamente caracterizada, se les realizan las siguientes pruebas, antes de 

ser empleada: 

• Ureasa 

• Oxidasa 

• Sensibilidad a Cefalotina 

Resistencia a ácido Nalidíxico 

Cata lasa 

d) Con ayuda de una cánula se les administra por vía oral 0.8 mL de NaHC03 

a las 4 camadas (de 4 a 5 jerbos cada una). 

e) Pasada % hora se les administra de la misma forma el inoculo, a cada uno 

de los jerbos, dejando 5 para controles negativos 

f) Se prolonga el ayuno por dos horas más y se alimenta con comprimidos de 

Purina y agua ad libitum 

7 .2 Cuantificación del inóculo 

a) Se toma una alícuota de 100 µL del inóculo y se realizan 3 diluciones 

seriadas en 9.9 mL de caldo brucella. 

b) 100 µL de la última dilución es disuelta en 0.9 mL y se realizan 4 

diluciones seriadas 

c) 100 µL de cada una de las diluciones son sembradas en forma masiva 

en cajas con agar Casman con sangre de caballo al 5°/o suplementado con 

antibióticos; Ácido nalidíxico, Trimetroprim, Vancomicina y Anfotericina B. 

d) Se incuban a 37º C en condiciones microaerofilicas (6% de C02) 
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e) Se realiza el conteo de las .colonias en las cajas que contengan de 30 a 

300 colonias 

f) Se realizan los cálculos para obtener él número de UFC/mL el cual debe 

de ser aproximado a 1.8 x 109 UFC/mL 

7.3 Sacrificio y disección del estómago de los jerbos 

a) Los jerbos son anestesiados con éter, y sacrificados por dislocación 

cervical. 

b) Se limpia con alcohol la superficie del abdomen 

c) Se extrae sangre por punción cardiaca: 

Aproximadamente 1 mL 

Se centrifuga y se obtiene el suero 

Se guarda a -70º C 

d) Se coloca boca arriba y se desprende la piel realizando una incisión en la 

parte media del abdomen. 

e) Se realiza un corte en el peritoneo dejando al descubierto las vísceras. 

f) Se extrae el estómago el cual se encuentra en la porción superior izquierda 

y media de la cavidad abdominal. 

g) Se divide en 3 secciones incluyendo cada una; fondo, cuerpo y antro. 

1. - Una sección se emplea para realizar la prueba de la ureasa. 

2. - La segunda sección se fija en formol al 1 Oo/o y se lleva al Depto. De 

Patología del Hospital Infantil de México, para su estudio histopatológico. 

3. - La tercera sección se homogeniza en PBS para realizar lo siguiente: 

a. Cultivo 

b. Lipoperoxidación 

c. Cuantificación de Proteinas 
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7.4 Cultivo 

a) Hacer una dilución tomando 1 O µL del homogenizado mas 990 µL de caldo BHI 

con antibiótico. 

b) Adicionar 100 µL en placas de agar Casman con sangre y antibiótico 

c) Incubar a 37º C de 5 a 7 días en condiciones microaerofilicas (C02 al 6o/o} 

7 .5 Lipoperoxidación por la técnica de Weinberg 

a) El tejido se corta y se lava en KCI 0.9 % (0.15M) amortiguada a un pH 7.4 

b) Quitar o remover la grasa y el tejido conectivo, se homogeniza en 10 % p/v 

en el mismo amortiguador. 

c) El homogenizado se incuba durante 1 hora a 37º C en bano Maria 

d) A 500 µL de la mezcla de incubación se le agregan 250 µL de TCA 40 °/o y 

250 µL de TBA 0.2% 

e) Los tubos son homogenizados por agitación, y hervidos durante 15 minutos 

enfriándolos en hielo durante 15 minutos 

f) 500 µL de TCA 70% se agregan a todos los tubos y sé homogenizan por 

agitación 

g) Se incuban a temperatura ambiente por 20 minutos, y se centrifugan a 

3,500 rpm 

h) La absorbancia se lee a 532 nm. 

7.5.1 CURVA PATRÓN 

a) Se preparan diluciones de Tetraetoxipropano con 

concentraciones: 0.2 nM/mL, 0.4 nM/mL, 0.8 nM/mL, 

nM/mL, 6.4 nM/mL, 12.9 nM/mL. 

las siguientes 

1.6 nM/mL, 3.2 

b) Se toman 10 µL de cada una de las diluciones y se completan a 500 µL. 

c) Se sigue el mismo procedimiento que para lipoperoxidación a partir del 

punto d 
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7.6 Cuantificación de proteínas totales 

Técnica realizada con un Kit comercial marca Sigma 

a) Llevar a 1 mL total las muestras con H20 

b) Adicionar 0.1 mL de la solución de DOC (solución acuosa de desoxicolato 

de sodio [1.5 mg/mL]) a las muestras estándar y blanco. 

c) Mezclar e incubar 1 O minutos a temperatura ambiente 

d) Adicionar 0.1 mL de TCA 

e) Mezclar y centrifugar de 5 a 1 O minutos a 2000 rpm 

f) Desechar el sobrenadante y disolver el botón con 1 mL de solución de 

Lowry. 

g) Adicionar 1 mL de H20 y mezclar 

h) Incubar 20 minutos a temperatura ambiente 

i) Mezclando adicionar 0.5 mL de solución de trabajo 

j) Incubar 30 minutos 

k) Medir Abs a 750 nm, e interpolar el valor, en un gráfico realizado a partir de 

una curva patrón con albúmina sérica bovina 

PROTEINAS AGUA CONCENTRACION 

mL mL [µg/mL] 

0.125 0.875 50 

0.250 0.750 100 

0.500 0.500 200 

0.750 0.250 300 

1.000 o 400 

o 1.000 blanco 

PROTEINAS; Albúmina sérica bovina, con una concentración de 400 µUmL. 
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7.7 ELISA 

Obtención del antígeno 

1. A partir de una suspensión de Helicobacter pylori en PBS sonicar 3 veces 

por 30 segundos a 60 decibeles, con periodos de reposo de 30 segundos 

2. Centrifugar a 40,000 rpm por 60 minutos a 4º C 

3. Separar el sobrenadante 

4. Cuantificar proteínas totales de membrana y citoplasmáticas, 

principalmente a la proteína CagA que es reportada como el mayor 

inmunogeno durante la infección. 

Técnica de ELISA para titular anticuerpos séricos obtenidos por punción cardiáca 

a) Diluir el antigeno a una concentración de 1 O µg/mL en amortiguador de 

bicarbonatos pH 9.6 y agregar 100 µL a cada pozo de la placa 

b) Incubar toda la noche a 4º C 

c) Lavar 3 veces con PBS-Tween 20 (0.05º/o) 

d) Bloquear con 200 µL de albúmina sérica bovina 1°/o en PBS-Tween 0.05°/o 

por 2 horas a temperatura ambiente 

e) Lavar 3 veces con PBS-Tween 20 (0.05%) 

f) Adicionar 100 µL del anticuerpo diluido 1 :50 

g) Incubar 2 horas a temperatura ambiente 

h) Lavar 3 veces con PBS-Tween 20 0.05º/o 

i) Adicionar 100 µL de anticuerpo lg-G anti-ratón con peroxidasa, diluido 

1 :700 en solución de PBS-albumina 1 % 

j) Lavar 3 veces en PBS-Tween 20 (0.05o/o) 

k) Adicionar 100 µL de OPD; 

5.4 mg OPD en 1 O mL de buffer de citratos mas 4 µL de agua oxigenada. 

1) Incubar en oscuridad por 15 minutos 

m) Adicionar 20 µL de H2S04 2 N 

n) Leer la placa a 450 nm 
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7 .8 Prueba adicional confirmatoria 

• Estudio histopatológico realizado en el Departamento de Patologia del 

Hospital Infantil de México "Federico Gómez". 

TESIS COl\T 
'[;1¡\r ,. D "' . ,- .,EN r rwL:\ t C: i ~.L li 

36 



:Jíeíico6acter pyCori 

9. RESUL TACOS 

En la tabla 1 se muestran los porcentajes de infección en los diferentes 

lotes de jerbos infectados, sacrificados al tiempo O, 1, 2, 4, y 6 meses, así como 

los valores de los controles negativos que no recibieron ninguna dosis de 

Helicobacter py/ori, a los que se les realizaron cuatro pruebas para identificar la 

presencia de H. pylori en estómago. 

TABLA 1 Porcentaje de Infección de diferentes pruebas de jerbos mongolianos inoculados con 1.8 x 10• UFC/mL 
con una cepa ATCC 43504 de Helicobactar pylori en una infección primaria 

MPOEN MESES C(-) o 
PRUEBA ~ 

1 2 4 6 

Ureasa 0°/o 73°/o 27°/o 67°/o 100°/o 50°/o 
Cultivo 0°/o 10°/o 20°/o 15º/o 28°/o 27°/o 
Serológjca 0°/o Oºlo 18°/o 16°/o 70°/o 80°/o 
flistopatolóeica 0°/o Oºlo 30°/o 66°/o 70°/o 62.5°/o 

C(-) Control negativo 

TESIS r.nl\r 
1 FALLA 1Jli: UülGEN 
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En el gráfico 1 se esquematiza el comportamiento de la prueba de ureasa, 

en donde el tiempo O presenta un porcentaje de infección del 73%, y 

esquematizado con líneas punteadas un 0%, obtenido de los controles negativos, 

se obtuvo el máximo valor al cuarto mes con un valor del 1 00%, y disminuyendo a 

un 50o/o en el sexto mes. 

PRUEBA DE UREASA EN TEJIDO 

100 

80 z 
<> 
ü 60 
frl 50 

u.. 40 3E 
-¡¡/!. 

20 

o 
o 1 2 3 4 5 6 7 

TIEMPO EN MESES 

_ _ _ _ % de infección al tiempo cero de los controles negativos 

GRAFICO 1. Prueba de ureasa realizada en tejido de jerbos mongolianos inoculados con 1.8 X 10• UFC/ml, con una 
cepa ATCC 43504 de Helicobacter py/ori en una infección primaria 

TESIS t'ON 
FALLA DE V.L\.l\.1EN 
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En la prueba de cultivo el porcentaje de infección registrado es muy 

irregular, encontrando en el tiempo O un 1 0% de infección, y en el primer mes se 

eleva al doble con un 20°/o, sin embargo, en el segundo mes baja nuevamente a 

un 15%, en el mes cuarto y sexto se eleva nuevamente, registrando valores 

semejantes, de 28% y 27% respectivamente, esto es claramente mostrado en el 

gráfico 2. 

PRUEBA DE CULTIVO 

100 

80 

60 

40 

20 

o -;-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
o 1 2 3 4 5 6 7 

TIEMPO EN MESES 

GRAFICO 2. Cultivo de tejido amacerado de jerbos mongolianos inoculados con 1.8 X 10• UFC/ml con una 
cepa ATCC 43504 de Helicobacter py/ori en una infección primaria. 

TESrn rrw 
VALLA D~ v.ú1GEN 

39 



:Jfefico6acter pyfori 

La prueba serológica presenta valores que se van incrementando conforme 

el tiempo de infección, encontrando que al tiempo O, el porcentaje es de O, 

aumentando al primer y segundo mes en un 18%, y 16°/o respectivamente, al 

cuarto mes el porcentaje de infección se eleva considerablemente alcanzando un 

valor del 80%, el valor mas elevado se registra en el sexto mes con un 80°/o, 

mostrado en el gráfico 3 

PRUEBA SEROLóGICA 

100 

80 80 

70 
z -o 60 u 
u w .... 
~ 40 
~ 

20 ·, 18 16 

o 
o 1 2 3 4 5 6 7 

TIEMPO EN MESES 

GRAFICO 3. Prueba Serológica, para la identificación de lgG contra He/icobacter py/ori en suero de jerbos 
mongolianos inoculados con 1.8 X 109 UFC/mL con una cepa ATCC 43504 en una infección primaria 

TESI8 r:n~r 
FALLA jj~ v.n1G-EN 
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El comportamiento de la prueba histopatológica y el de la prueba de ureasa, 

es semejante a partir del primer mes de inducida la infección, ya que, en el tiempo 

O se registra el menor porcentaje de infección con un 0% de detección y el mayor 

porcentaje en el cuarto mes con un 70%, observando una baja al 62% en el sexto 

mes, mostrado en el gráfico 4. 

100 

80 

z 
-Q 60 
8 w ..... 40 z ¡;e 

20 

o 
o 1 

PRUEBA HISTOPATOLóGICA 

70 

~------~------~ 

2 3 4 5 6 

TIEMPO EN MESES 

7 

GRAFICO 4. Prueba histopatológica de tejido en jerbos mongolianos inoculados con 1.8 X 10• UFC/mL con una cepa ATCC 
de Helicobacter pylori en una infección primaria. 

TE SIS r: nl\T 
FALLL\ v~· vfülfEN 
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En la siguiente ilustración se muestra una biopsia del estómago de un jerbo 

infectado por H. pylori, en una infección primaria, en el que se observan bacilos en 

la zona alveolar del epitelio. 

' -.~/·, . 
......... ; . 

.,"":'· 

·-·~; -· ... 

Biopsia de jerbo de Mongolia, inoculado con Helicobacter pylori en una 
infección primaria 

TESTS C::OT\T 
FAl,LA. DE C;.\1GEN 
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En la tabla 2 y en. el gráfico 5 se aprecia claramente como los niveles de 

malondialdehído se incrementan conforme el tiempo y porcentaje de la infección, 

encontrando que los valores arrojados al cuarto y sexto mes son estadísticamente 

significativos con respecto al tiempo O e sus controles negativos, datos que fueron 

analizados con una prueba de análisis de Varianza (ANOVA) con p<0.05 

TABLA 2 Niveles de MDA nmol/mg protelna ±DE realizada en tejido de jerbos mongolianos inoculados con 1.8 x 
10• UFC/ml con una cepa ATCC 43504 de Helicobacter py/ori en una infección primaria 

MPOEN MESES o 
POBLACIÓN -Control n..aativo 0.45±0.1346 
Infectados con 0.67±.2542 
H.nv/ori 

.. 2 4 6 

0.51±0.1569 0.54±0.2948 0.64±0.35 0.55±0.2529 
0.57±0.2355 0.74±.0905 *1.35±0.28 *1.04±.2457 

. Estadistlcamente significativos ANOVA p < 0.05 

TESIS rn1'T 
FALLA DE v~uuEN 
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5 6 7 

GRAFICO 5. Niveles de lipoperoxidación (MOA nmoVmg proteína) realizados en tejido de jerbos mongolianos inoculados 
con 1.8 X 10• UFC/mL con una cepa ATCC 43504 de Helicobacterpy/ori en una infección primaria. 
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En la tabla 3 se encuentran reportados los valores de porcentaje de 

infección por tiempo, de los jerbos inoculados con Helicobacter py/ori, y los no 

inoculados (control negativo), determinadas por 3 técnicas diagnósticas como 

positivas en un mismo jerbo. 

TABLA 3. Porcentaje de infección, tomando como referencia 3 pruebas de infección como positivas para el mismo 
iArhn 

TIEMPO EN MESES e - o 1 2 4 6 
% INFECCI N 0% 0% 10% 16% 70% 62% 

C(-) Control negativo 

TESIS r:mv 
. FALLA D~; v1uLf EN 
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En el gráfico 6 se observa como el comportamiento del porcentaje de 

infección es igual al de los niveles de MDA, conforme el tiempo de infección, 

disminuyendo ambos en el sexto mes. 

NIVELES DE MOA Y % DE INFECCIÓN 
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1.4 70 
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~ 
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::;;: 
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%INFECCIÓN 
MOA nmollmg proteína 

GRAFICO 6. Comparación de niveles de lipoperoxidación (MOA) con porcentaje de infección, en jefbos mongolianos 
inoculados con 1.8 x 10• UFC/ml con una cepa ATCC 43504 de Helieobacter pyloli en una infección pñmaria. 
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En el gráfico 7 se esquematiza la correlación lineal que existe entre el 

porcentaje de infección y los niveles de MOA, en la cual se obtuvo un coeficiente 

de correlación lineal del 0.98, este valor fue calculado a partir del tiempo O al 

cuarto mes de infección. 

CORRELACIÓN LINEAL ENTRE MOA Y % DE INFECCIÓN 

1.6 

ca 1.4 
e: 1.34 

~ 1.2 

Q. 1 
C> 

..E 0.8 
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OJE'._ 

E --ao:57 
e: 
<( 
e 0.4 

:E 0.2 

o 
o 20 40 60 80 

% INFECCIÓN 

GRAFICO 7. Correlación lineal entre el porcentaje de infección y niveles de MOA, en jerbos mongolianos inoculados 
con 1.8 x 1 o• UFC/mL con una cepa ATCC de Helicobacter pylori en una infección primaria. 
Coeficiente de correlación lineal = 0.98 

TESIS C!OT\T 
FALLA f!l!: _vi:üGEN 
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10. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

Para cuantificar los niveles de malondialdehído (MDA) en una infección 

primaria por Helicobacter pylori, se requiere de infectar a jerbos de Mongolia, que 

son susceptibles a la infección por este microorganismo 127
• 

29> para la 

identificación de está, fue necesario el empleo de diferentes pruebas, como la 

ureasa, cultivo, serológia e histopatológia. 

La reacción casi inmediata de la ureasa es una característica importante de 

He/icobacter pylori, por lo que se le considera una prueba rápida para su 

identificación presuntiva en humanos is. 13
• 1 "'· 

37>. En el tiempo O, la prueba de la 

ureasa (Christensein modificada), demostró la presencia del microorganismo 

recién inoculado en un 73% de los jerbos tratados, esto se debe a que H. pylori 

posee una alta viabilidad al tratarse de un inoculo fresco, y debido a que las 

defensas del huésped aun no reconocen al invasor, por lo que no obtenemos el 

valor teóricamente esperado de un 0°/o, que es observando en los controles 

negativos. En los meses 1 y 2 postinoculación, se observo una tendencia de 

incremento, lográndose el valor mas elevado de la infección al cuarto mes. En el 

sexto mes baja drásticamente el porcentaje, esto probablemente se deba, a que 

H. pylori al causar daño a las células del epitelio gástrico, las lleva a regeneración, 

apoptosis o metaplasias, por lo que el nicho biológico de H. pylori se ve afectado 

139> y por lo tanto la población disminuye drásticamente. 

Se debe tomar en cuenta, que en esta prueba de ureasa realizada en tejido, 

pueden existir falsos positivos, dada la elevada concentración de flora normal, y en 

menor grado falsos negativos, debido a la poca concentración presente de H. 

pylori 1371 adherida en la porción del tejido gástrico tomado para esta prueba. 
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La detección de H. py/ori, también fue corroborada por cultivo, esta prueba 

requiere experiencia por parte del microbiólogo para poder identificar las colonias 

características <37
• 39>, además de que, a diferencia de nuestro modelo animal, el 

cultivo realizado en el ser humano es a partir de biopsias de una medida 

aproximada de 2 cm2
, y tomadas directamente de la zona lesionada, caracterizada 

por nodularidades en la mucosa del antro con apariencia de parches <20>, lo que 

hace que su identificación sea más fácil y directa. Sin embargo, en el jerbo se 

empleo una tercera parte del estómago, la cual contiene gran cantidad de flora 

bacteriana normal, que en algunos casos inhibió o enmascaro el crecimiento de H. 

py/ori, a pesar de que se tomaron las medias necesarias para recuperarlo, como el 

uso de un medio selectivo con antibióticos cuya concentración fue empleada para 

la finalidad de inhibir la mayor cantidad de flora bacteriana normal, sin afectar la 

viabilidad de H. py/ori, lo que permitió en un menor grado el crecimiento de flora 

normal, para minimizar este factor se ocupo también una dilución 1 :100 del 

homogenizado 137
• 

39>. 

La técnica serológica (ELISA) se emplea para estudios de tipo 

epidemiológicos, en donde se cuantifican lgG séricas, que son anticuerpos de 

memoria, los cuales pueden estar aun activos sin que la infección este presente, 

por lo que no se le considera una prueba diagnostica confiable en humanos <5 • 8 • 17>, 
sin embargo, en el jerbo es aceptable tomar en cuenta estos valores de serológia, 

ya que se trabajo con animales libres de patógenos específicos, a los cuales se 

les realizó la prueba serológica previa a la inoculación, para verificar que no 

presentara niveles elevados de lgG. La infección fue inducida, por lo que no cabe 

duda de que los niveles de lgG detectados, pertenecen a una infección primaria y 

no a una reinfección. 

Esto explica el hecho de que el porcentaje de infección al sexto mes, sea 

mas elevado que en las otras pruebas, este factor es corregido al tomar tres 
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pruebas diagnosticas como positivas y no solo una, para obtener el porcentaje de 

infección en el proceso del estudio. 

En el estudio histopatológico se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina 

para identificar principalmente daños en el epitelio, y la tinciones de giemsa y de 

plata para identificar los bacilos en forma de ala de gaviota propios de 

Helicobacter pylori <37
• 

39>, se observo un comportamiento semejante a la prueba de 

ureasa, a excepción, claro esta del tiempo O ya que no existía una implantación 

del microorganismo, por lo que al realizar lavados, y la técnica de fijación se 

elimino a H. pylori, en el sexto mes se observa una disminución del porcentaje de 

infección, demostrando nuevamente que el nicho de H. pylori se encuentra dañado 

<381 y por lo tanto existe una probabilidad de que su población disminuya. 

Los niveles de malondialdehido se elevan cuando existe gastritis por causa 

de Helicobacter pylori <23
• 

33
• :M, 

351 en el jerbo los valores se elevaron al 4 y 6 mes 

de la infección, siendo estadísticamente significativos correlacionando con el 

porcentaje de infección. Esto se debe a que Helicobacter py/ori produce 

inflamación induciendo a la migración de polimorfonucleares (PMN),<1
• 2 • 8 • 

10.> los 

cuales atacan a membranas celulares que son agredidas por radicales libres, 

producidos por PMN atacando principalmente a ácidos grasos poliinsaturados, 

generando radicales de ácido graso que reaccionan con oxígeno formando 

radicales peróxidos de ácidos grasos, estos a su vez pueden oxidar mas 

moléculas de ácidos grasos e iniciar nuevas cadenas produciendo lípidos 

hidróxidos, los cuales originan malondialdehido (MDA).<23• 33• :w. 351 Todo este 

proceso causa una alteración de gradientes de iones transmembranales. 

desequilibrio de funciones secretoras e inhibición de procesos metabólicos 

celulares de integración, todo esto conlleva a una muerte celular,<21
• 22• 231 además 

que el MDA reacciona con el ADN de las células epiteliales, formando aductos e 

induciendo a mutagénesis<22>, esta serie de procesos son los que muy 
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probablemente conllevan a la disminución en el porcentaje de infección al sexto 

mes, así como en los niveles de MOA. 

Hasta el momento no se cuenta con información sobre los niveles de MOA 

en el proceso de la infección, y ahora sabemos que conforme el microorganismo 

se va implantando en el epitelio, los niveles de MDA van en aumento, encontrando 

una correlación lineal del 0.98 hasta el cuarto mes de infección. 

Se debe tomar en cuenta que se esta trabajando con un modelo vivo por lo 

que existen variables, como el sistema inmune del animal que no es controlable, y 

de este depende la infección y la lipoperoxidación. 
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11. CONCLUSIONES 

a Se logro inducir la infección en jerbos mongolianos libres de patógenos 

específicos, identificado la misma a base de 3 pruebas: ureasa, serológia e 

histopatológia. La prueba de cultivo se descarta dada que se obtuvo un 

porcentaje muy bajo de rescate a lo largo de la infección. 

a He/icobacter pylori provoca una respuesta inflamatoria local intensa en 

estómago, estimulando a PMN y macrófagos a la liberación de radicales 

libres, que oxidan lípidos (ácidos grasos poliinsaturados), generando 

intermediarios como el malondialdehído (MOA), el cual fue medido en 

relación con las proteínas totales en tejido. 

a Los niveles de malondialdehído se incrementaron conforme el tiempo de 

infección, encontrando que en el cuarto mes, se localiza el pico máximo, 

disminuyendo los valores conforme la infección, indicando que H. pylori 

dañó el epitelio de tal forma, que su microambiente se ve afectado, por lo 

que su población disminuye ya que no tiene las condiciones necesarias 

para proliferar, quedando muy probablemente latente hasta la regeneración 

del epitelio. 
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12. PERSPECTIVAS 

La implementación del modelo animal permitirá el estudio del los daños 

ocasionados en el proceso de la infección y dilucidar de esta forma el origen del 

cáncer que es asociado con la infección por Helicobacter pylori. 

Evaluar si al elevarse los niveles de MOA en el proceso de la infección, 

estos pueden dar lugar a la formación de aductos que alteran oncogenes como el 

p53, dando lugar a cáncer gástrico. 

Otro posible mecanismo a estudiar es el daño a la membrana celular y 

alteraciones de transporte transmembranal llevando a la muerte a la célula y 

generando la proliferación de las mismas, llevando de esta forma a mutagénesis 

todo ello en el proceso de la infección. 

53 

---------~ ···------ ....... 



:JCeCico6acter pyfori 

12. ANEXOS 

MEDIOS DE CULTIVO 

Los medios de cultivo son preparados pesando primeramente el polvo y 

adicionándolo poco a poco en 1 L de H20 bidestilada, una vez disuelto se hierve 

por 1 minuto agitando constantemente, finalmente se esteriliza por 15 minutos de 

115 a 120 libras de presión. 

Medio de Agar Casman; 47 g 

Medio de Agar Campylobacter; 40 g 

Una vez que los medios ya están estériles se les deja enfriar hasta alcanzar 

una temperatura de 45º C aproximadamente y se le adiciona 75 mL de sangre 

de carnero desfibrinada, obteniendo un 7.5°/o, finalmente se adiciona 10 mL del 

Stock de antibióticos y se sirve en cajas Petri limpias y estériles. 

CALDOS DE CULTIVO 

Los caldos son preparados pesando primeramente el polvo y disolviéndolo 

lentamente en 1 L de H20 bidestilada, una vez disuelto se hierve por 1 minuto 

agitando constantemente, finalmente se esteriliza por 15 minutos de 115 a 120 

libras de presión a 120º C. 

Caldo de brucella; 37 g 

Caldo BHI; 37 g 

UREA DE CHRISTENSEIN MODIFICADA 

Urea 10% 

100 mL PBS 

4 gotas de rojo de fenal 1 % 

Agar baceriológico 0.6% 

------- ------ ----
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Disolver el Agar bacteriológico en PBS y con el rojo de fenal, esterilizar por 

15 minutos de 115 a 120 libras de presión a 120º C, cuando la temperatura del 

medio sea de 40º C aproximadamente tomar 1 O mL y disolver la urea, 

adicionándola posteriormente esterilizando la solución por filtración, y dispensar en 

tubos de 13 X 100. 

STOCK DE ANTIBIÓTICOS 

Cada uno de los antibióticos son pesados y disueltos en diferentes disolventes: 

Ácido nalidixico [10mg/L] NaOH 1N 

Trimetroprim [5 rng/L] Metano! 

Vancomicina [3 rng/L] H20 

Anfotericina B [2 mg/L] H20 

Una vez disueltos se juntan completando a un volumen de 100 mL, los cuales son 

esterilizados por filtración y alicuotados en volúmenes de 1 O mL. 

Se guardan a -20º C. 

SOLUCIONES 

PBS pH 7.4 

NaCI [137mM] 69 

KCI [2.7mM] 0.29 

Na2HP04 [4.3mM] 1.449 

KH2P04 [1.4mM] 0.249 

Disolver en 800 mL de agua desionizada ajustando el pH y aforar a 1 L. 

Amortiguador de bicarbonatos pH 9.6 

Sol A 21.2 g Na2C03 en 1 L 

Sol B 16.8 g NaHC03 en 1 L 

80 mL (A) + 170 mL (B) + 250 mL H20 desionizada 
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