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RESUMEN

H. pylori es una bacteria que infecta a mas de la mitad de la poblacién mundial, sin
embargo a pesar de las altas tasas de infeccion, pocos desarrollan las enfermedades
relacionadas: Ulceras gastricas, linfoma tipo MALT y cancer gastrico. Evidencias
epidemiolégicas han demostrado que existe una asociacion entre la infeccion con H.
pyloriy el desarrollo de cancer gastrico, pero aun se desconoce el modo en que pudiera
estar causando carcinogénesis, por lo que se han estudiado diversos factores
bacterianos, entre ellos el gen asociado a ia citotoxina (cagA); con respecto a este se
sabe que su presencia incrementa el riesgo para desarrollar cancer gastrico y que
altera ciertas vias de sefalizacion celular.

Objetivo: Conocer la distribucion topografica de H. pylori y cagA en el estdtmago de
sujetos con cancer gastrico y dispepsia.

Metodologia: Biopsias de fondo, cuerpo, incisura angular y antro fueron tomadas a
sujetos con cancer gastrico y dispepsia; a los sujetos con cancer también se les
tomaron biopsias de las regiones de centro, periferia, +2 y +5 cm de la lesion; tales
biopsias gastricas se sometieron a cultivo microbiolégico para H. pylori y en aquellos
casos negativos, se realizé la amplificacion del gen 16S RNAr de H. pylori por PCR; en
las biopsias positivas a H. pylori asi como en los aislamientos se detect6 la presencia
del gen cagA por PCR-Hibridacién.

Resultados: H. pylori fue detectado en un porcentaje mayor de sujetos con cancer
gastrico, comparado con sujetos dispépticos; encontrandose preferencialmente en las
regiones fondo y antro de sujetos con cancer gastrico. Las prevalencias de H. pylori en
sujetos con estadios tempranos y avanzados de cancer gastrico no presentaron
diferencias significativas. El gen cagA estuvo presente en aproximadamente un 70 % de
las biopsias H. pylori positivas, siendo practicamente igual dicho porcentaje en los
grupos de estudio (cancer gastrico y dispepsia), las diferentes regiones estudiadas y los
sujetos con diferentes estadios de cancer gastrico.

Conclusiones: Se encontré una mayor frecuencia de H. pylori en sujetos con cancer
gastrico que en sujetos con dispepsia, se encontré asociacion en las regiones
anatoémicas del grupo de cancer gastrico, no asi en las regiones del tumor, ni con el
estadio clinico. No se encontré asociacidén entre la presencia del gen cagA y el cuadro
clinico. Esto indica que el desarrollo de céncer gastrico es altamente complejo e
involucra multiples factores bacterianos, del huésped y ambientales.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es un microorganismo cuya presencia fue observada en
biopsias gastricas humanas desde hace mas de 100 afios por W. Jaworski'; sin
embargo, a dichos hallazgos se les dic poca importancia hasta 1979, afio en que
fueron correborados por Robin Warren cuando visualizé una bacteria curva sobre
mucosa gastrica mediante examenes histolégicos. En 1982 R. Warren y B. J.
Marshall lograron el cultivo de H. pyloriy en 1984 encontraron una fuerte asociacion
entre la infeccion con H. pylori y la presencia de inflamacion en mucosa géslricaz;
derivado de estos hallazgos y con el conocimiento de que la gastritis superficial
crénica esta asociada con el desarrollo de Glceras (gastricas y duodenales), cancer
gastrico y linfoma tipo MALT es ahora reconacido que la infeccion con H. pylori esta

relacionada con las entidades clinicas antes mencionadas®.
1.1.- Caracteristicas Microbiolégicas de H. pylori.
H. pylori es un bacilo gramnegativo en forma espiral o de S (1-3 curvaturas), de

aproximadamente 0.5 pm de ancho x 5 ym de largo, posee flagelos lofétricos (2-6

flagelos) y es microaerofilico (5% O, 10% CO, y 85% N)*S.

Facultad de Quimica, UNAM 1
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La morfologia microscopica predominante del microorganismo es la forma espiral, sin
embargo, se han observado formas cocoides en biopsias géstricas y en cultivos

viejos’.

H. pylori requiere de medios de cultivo complejos con algun tipo de suplementacion
(sangre de carnero o caballo, suero de caballo, suero fetal bovino, emulsién de yema
de huevo, etc). El agar Brucella y el agar Columbia son de los medios mas
empleados como base, mientras que la sangre de caballo a una concentracién de 7-
10% mejora las condiciones de crecimiento’. La temperatura éptima para el
crecimiento de H. pylori es de 35 a 37° C y el tiempo requerido para la deteccion de
cultivos positivos es de 3-5 dias, siendo incluso en algunas ocasiones hasta de 7

dias? 8.

H. pyloni en medios de cultivo solidos se observa como colonias pequefas (apenas
perceptibles) y no hemoliticas; en agar sangre de caballo lisada al 7% [as colonias
presentan una coloracién que va de translicida a amarillenta con un diametro de 0.5
a 2 mm a diferencia de las colonias visualizadas en agar sangre, las cuales se
observan desde translicidas a gris palido y su diametro es de 0.5 a 1 mm*. Las
colonias de H. pylori son oxidasa, catalasa y ureasa positivas, pruebas bioquimicas

que son Utiles para la identificacién del microorganismo? 8.

Facultad de Quimica, UNAM 2
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1.2.- Caracteristicas Genomicas.

La secuenciacién del genoma de H. pylori fue realizada por primera vez en 1997, con
la utilizacion de la cepa Hp 26695; posteriormente, en 1999 se llevé a cabo la
secuenciacién de la cepa J99, asi como la comparacion del genoma de ambas cepas
ya secuenciadas, encontrandose que la similitud que existe entre los genomas de

dichas cepas de H. pylories muy grande® '°.

Las cepas Hp 26695 y J98 constan de un cromosoma circular de 1,667,867 y
1,643,831 pb, respectivamente. El contenido promedio de G+C es de 39%, estando
presentes regiones con diferente contenido de G+C (5 regiones en la cepa Hp 26695
y 9 regiones en la cepa J99). En ambas cepas, las regiones 1 y 3 (33% G+C)
contienen copias del elemento de insercion IS605, genes ribosomales (58 RNAr) y
una repeticién de 521 pb (denominada repeticién 7); ademas de lo anterior, la region
1 contiene 2 ortdlogos del gen virB4/ptl, el cual codifica en Agrobacterium
tumefaciens para una proteina involucrada en la transferencia de DNA-T y en
Bordetella pertussis para una proteina que participa en la secreciéon de la toxina, En
la regién 2 de la cepa Hp 26695 se encuentra presente la isla de patogenicidad cag
(PAI cag). la cual esta flanqueada por repeticiones directas de 31 pb, PAl cag
codifica para 31 genes, dentro de los cuales se encuentran genes asociados con la
induccién de interleucina 8 (IL-8) y el gen que codifica a la proteina asociada a la

citotoxina (cagA)'".

Facultad de Quimica, UNAM 3
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En la cepa H. pylori 26695 estan presentes 1,590 marcos de lectura abiertos (ORFs),
lo que representa el 91.0% del cromosoma mientras que solo 1,495 ORFs se
encuentran presentes en la cepa J99, representando el 90.8% de su cromosoma. De
acuerdo a Tomb y cols., 1,091 de los 1,590 ORFs presentes en la cepa 26695 tienen
homologfa con genes de otros organismos (lo que permitid asignar papeles
biolégices putativos a algunos de ellos); los 499 ORFs restantes son H. pylori
especificos. Segun Alm y cols. la cepa H. pylori 26695 posee 1,552 ORFs, de los
cuales 1,185 tienen ortdlogos en otras especies, 367 son H. pylori especificos y 69

son 26695 especificos’'.

1.3.- Epidemiologia.

La infeccibn con H. pylon es altamente prevalente ya que mas del 50% de la
poblacion mundial (aproximadamente mas de 3 billones de personas) se encuentra
infectada®; sin embargo, la prevalencia de la infeccién varia dependiendo de diversos

factores, tales como: area geografica, edad, raza y estatus socioeconomico'?,

La prevalencia de la infeccidén con H. pylori es mas alta en paises en vias de
desarrollo que en paises desarrollados, mientras en los primeros la prevalencia es de
aproximadamente 80%, en los segundos es de entre 20 y 50%, en ambos casos a

una edad aproximada de 60 afios' 4.
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Es probable que la adquisicién de la infeccién con H. pylori ocurra principalmente en
la ninez, se estima que en paises con economias emergentes la incidencia de la
infeccién en la poblacién pediatnca es de entre 3 y 10% por afio mientras que en
paises industrializados la tasa aproximada es de 1% por afio’. La prevalencia de la
infeccién con H. pylori en nifios menores de 10 afios que residen en paises en vias
de desarrollo es de 13-60% a diferencia de la presentada en nifios que habitan en
paises desarrollados, la cual es de 0-5%; se ha observado que por arriba de los 10
afios se da un incremento en prevalencia del orden de 0.5-2% por afio'®. Lo anterior
confirma que la infeccién por H. pylori se presenta en edades mas tempranas y con
frecuencias mayores en los paises en vias de desarrollo comparados con los paises

desarrollados'®.

En paises industrializados como en Norteamérica, Europa Occidental y Asia se ha
observado que la prevalencia de la infeccién ha disminuido significativamente, no asi
en paises en desarrollo®. Parece ser que las frecuencias mayores de infeccion con
H. pylori en paises en vias de desarrollo asi como la disminucién de tasa de infeccién
en paises desarrollados sean atribuibles a diferencias en nivel socioeconémico,

reflejado en condiciones sanitarias y hacinamiento™ 2 5.

Se postula que el género no influye en las tasas de infeccion; sin embargo, existen
reportes de que el sexo masculino presenta tasas de infeccién ligeramente mayores

que las del sexo femenino? '¢2,
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Existen ciertas poblaciones humanas, tales como las afroamericanas e hispanas, que
presentan adquisicion de {a infeccidon a edades menores de la vida y tasas de
infeccion mayores comparadas con la poblacion caucasica; lo cual sugiere la

probable influencia que puede tener la raza sobre la infeccién con H. pylori'™ ',

1.3.1.- Transmisién de la infeccioén con H. pylori.

La fuente y el modo de transmisién de la infeccién con H. pylori son inciertos: entre
las probables fuentes de infeccién se encuentran el agua, los gatos y las moscas’” '®,;
acerca de la aceptacién del agua como fuente de infeccidn existen reportes
controversiales, ya que mientras eh estudios realizados en México, Peru, Bolivia y
Colombia se observé una asociacién entre la fuente de agua y el riesgo de infeccién,
en China, Bangladesh y Corea no se encontré tal asociacién; sumado a los hallazgos
anteriores, se ha visto que el consumo de vegetales crudos esta relacionado con una
mayor probabitidad de infeccién por H. pylori, tal vez debido a que el agua de riego

para estos vegetales se encuentre contaminada con la bacteria' *®.

El modo de transmisién mas aceptado para la infeccion por H. pylori es el de persona
a persona, estando sustentado por el hallazgo de alta prevalencia de infeccion en
personas que mantienen un contacto estrecho, como sujetos que habitan en
instituciones (de personas con retraso mental, orfanatos, etc.) e individuos

integrantes de una misma familia® ' 1516,
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Las rutas de transmision postuladas son 3: fecal-oral, oral-oral y gastro-oral' %°; la
primera tiene como base la deteccibn de H. pylori en heces pero es aun
contradictoria por el hecho de que tal deteccion es en porcentaje bajo, sumado a ello,
cuando la deteccion es por PCR se desconoce si la bacteria se encuentra en forma

viable's: 102,

La ruta oral-oral se sustenta en que la bacteria se detecté por cultivo y PCR a partir
de saliva y placa dental, ademas de que existen estudios epidemiolégicos que
apoyan esta ruta de transmision, los cuales han mostrado que habitos culturales
como premasticacién de alimentos (de madres a hijos), cubrir con saliva los pezones
antes de amamantar y emplear paﬁllos estan asociados con un incremento en la
prevalencia de la infeccion con H. pylori;, entre los argumentos en contra de esta ruta
se tiene el hecho de que dentistas no presentan un riesgo incrementado de
infeccion's: 1620,

La ruta gastro-oral fue propuesta debido a que H. pylon estad presente en jugo
gastrico y en vémito, ademas es considerada una ruta importante de transmisiéon en

nifios debido a que estos presentan comunmente vémito y regurgitacion' 162,
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1.3.2.- Asociacion de la infeccion por H. pylori con el desarollo de algunas

enfermedades.

La colonizacién persistente de la mucosa gastrica por H. pylon (durante afos,
décadas o incluso toda la vida) desencadena gastritis cronica activa en
practicamente todos los sujetos infectados, de los cuales la mayoria no presentan
sintomatologia; dicha gastritis puede evolucionar en el 10 al 20% de los individuos a
patologfas mas severas como Ulceras gastricas y duodenales, adenocarcinoma
gastrico y linfoma tipo MALT™ 2" 22 sin embargo. a pesar de lo anterior existen
hallazgos de que la presencia de H. pylori también puede tener una funcién de
proteccién ante ciertas enfermedades, tales como reflujo gastroesofagico severo y
sus secuelas (eséfago de Barrett y adenocarcinoma de esofago). Probablemente la
diferencia en consecuencia de la colonizacién por H. pylori sea por la participacidn de

los factores bacterianos, ambientales y del hospedero® 2.

1.4.- Factores de virulencia.

Debido a la asociaciéon de la infeccion de H. pylori con ciertas enfermedades y a lo
relevante de estudiar y comprender el mecanismo por el cual la bacteria coloniza y
persiste en el estdbmago, algunas investigaciones realizadas con respecto al
microorganismo se Han enfocado a la basqueda y entendimiento de diversos factores

de virulencia (Figura 1), entre los que destacan los siguientes:
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Figura 1. Principales factores de virulencia de H. pylori™.

Tlagelos: son estructuras proteicas que mediante sus movimientos en forma de hélice
capacitan a H. pylori para penetrar la capa de moco que cubre el epitelio gastrico, con la
finalidad de alcanzar el pH neutro localizado en la superficie del epitelio gastrointestinal. H.
pylori posee de 2 a 6 flagelos lof6tricos de aproximadamente 3 um de largo, estos se
encuentran cubiertos por una vaina, que es una extensién de la membrana extema con
composicion similar en lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas y cuya funcion se postula

sea la de proteger a los flagelos ante el 4cido estomacal™?®.
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Los flagelos constan de 3 elementos estructurales: cuerpo basal, gancho y filamento
flagelar. El filamento es un copolimero de 2 subunidades de flagelina (FlaA y FlaB),
las cuales presentan una gran homologia en aminoacidos (58% de identidad) y son
codificadas por 2 diferentes genes (flaA y flaB). Estudios con mutacién inducida de
flaA o flaB revelaron que ambos genes son requeridos para una completa movilidad
de la bacteria, asi como para el establecimiento de una infeccion persistente en
cerdos gnotobioticos, razédn por la cual la movilidad es un factor esencial para que H.

pylori colonice mucosa gastrica® 2.

La rotacién de los flagelos bacterianos se lleva a cabo gracias a la conversion de
energia eleétroquimica a energia mécénica, la fuente de dicha energia es la fuerza
motriz protonica suministrada por la hidrélisis de urea intracelular y es por ello que
existe una quimiotaxis de la bacteria hacia dicho sustrato (urea); H. pyfori ademas de
presentar quimiotaxis hacia urea lo hace hacia otros compuestos (mucina,
bicarbonato, cloruro de sodio y ciertos aminoacidos) con la finalidad de moverse
hacia las células epiteliales evitando ser removida hacia el duodeno por el flujo de

moco o eliminada por el acido presente en el estémago'" 2 26,

Mucinasa y fosfolipasa: H. pylori posee actividades de mucinasa pero las proteinas

permanecen aun sin identificarse; con respecto a esfo lo que se ha descubierto es
que la bacteria tiene la capacidad de desulfatar mucina y actuar proteoliticamente
sobre componentes de la misma®’, ademas de que posee un gen que es casi

idéntico al que codifica para la mucinasa de Vibrio cholerae®.
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Se sabe que H. pylori tiene actividades de fosfolipasa, razén por la cual dafa las
membranas de células epiteliales mediante la disrupcion de la capa de lipidos?®.
Dorell y cols. construyeron una mutante de H. pylori en pldA (Unico gen descrito
. hasta ahora que codifica para fosfolipasa) y encontraron que la cepa mutante no
presentaba actividad fosfolipasa, no colonizaba ratones a las 2 y 8 semanas después
de la infeccion y que a pesar de que generd anticuerpos, los titulos fueron menores
que los provocados por la cepa silvestre; esto Ultimo sugiere que la bacteria mutante
es capaz de persistir en el ratén pero solo por un periodo de tiempo corto; en otro
estudio se observé que los niveles de fosfolipasa Az (PLA2) y lisolecitina (producto de
hidrélisis de fosfolipidos) eran mas altos en pacientes infectados con H. pylori que en
controles (no infectados); lo que indica que PLA2 puede contribuir a dafio celular in

vivo y por lo tanto jugar un papel importante en patogénesis®.

La fosfolipasa de H. pylori ademas de dafiar membranas celulares también puede
causar inhibicién de secreciéon de moco y degradacion de polimeros de glicoproteina
del mismo, trayendo como consecuencia la pérdida de viscosidad de la capa de
moco?®. De manera que H. pylori al haber logrado |la degradacion de la capa de moco
mediante estos y otros mecanismas supera una de las defensas del hospedero,
ademas de facilitarse la migracion y por lo tanto la adherencia a la superficie de las

células epiteliales gastricas®.
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Adhesinas: A pesar de que H. pylori se encuentra en un 90 % en la capa de moco,

un numero limitado es capaz de atravesarla y colonizar las células epiteliales
gastricas, para ello la bacteria debe adherirse a dichas células a traves de adhesinas,

las cuales median la interaccion entre la bacteria y los receptores en la superficie de

las células epiteliales (Tabla 1),

Tabla 1. Principales adhesinas de H. pylori y sus receptores.

Adhesina | Receptor Celular en Hospedero |

Lipoproteinas asociadas a | Desconocido
la adherencia (AlpA, AlpB)

|

|

Adhesina de unién a grupo ‘ Lewis b
sanguineo Lewis (BabA) |

Adhesina de unién a acido i Lewis X-sialil dimérico
sialico (SabA) |

‘{ Proteina de Membrana | Desconocido
i Externa de H. pylori |

| (HopZ)
i

Adhesina de H. pylori |
(Hpa), Proteina Activadora \ Acido sialico
de Neutrofilos (NAP), 20, |
l 56, 62 y 64kDa |
{ Lipopolisacarido (LPS) | Receptor de mucina (97 kDa)
i Laminina, Lewis x

| Proteina Activadora de | Mucina gastrica
i Neutrofilos (NAP)
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Ureasa: Dentro de los mecanismos de proteccion del hospedero para evitar la

colonizacién microbiana del estdmago se encuentra el &cido gastrico, H. pylon para
lograr sobrevivir dentro de este ambiente acido y poder llegar a la capa de moco
emplea su enzima ureasa, la cual ayuda a la bacteria a crear un microambiente

neutro alrededor de si, mediante la conversion de urea a amoniaco® .

La ureasa es una metaloenzima citoplasmica y en ocasiones asociada a membrana
externa, representa como maximo el 10% del contenido proteinico total y su peso

11.26.30. 31 | 3 enzima es un dodecamero constituido por 6

molecular es de 550 kDa
subunidades de UreA y seis subunidades de UreB, organizadas en un doble anillo de
13 nm de diametro. El sitio activo de la enzima se encuentra en la subunidad UreB y

parece ser que por cada sitio activo se requieren 2 iones Ni?* 223031,

Los genes que codifican la ureasa de H. pylpn' (ureABIEFGH) estan localizados
dentro de un Unico grupo genético (6.13 kb) en el cromosoma de la bacteria; dentro
de ellos ureA y ureB son genes estructurales y los restantes (ureEFGHI) son genes
accesorios; mientras la expresion de los primeros es suficiente para el ensamblaje de
la enzima, las proteinas expresadas por los genes accesorios (excepto urel)
interaccionan con la apoenzima y llevan a cabo la insercién de iones Ni** dando
como resultado una ureasa cataliticamente activa; con respecto a urel/ se propone
que este codifica para una proteina de membrana interna formadora de poros urea-
especificos con el fin de controlar el acceso al sustrato (urea) mediante la apertura

de canales a pH bajos y cierre a pH altos?" %'
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La funcion de la enzima como factor de virulencia es sustentada por diversos
estudios que demuestran que mutantes de H. pylon deficientes en ureasa son
incapaces de colonizar mucosa gastrica de cerdos gnotobidticos, ratones desnudos o
gerbos. Eaton y cols. observaron que mutantes ureasa negativo presentaron solo
0.4% de la actividad ureasa de la cepa silvestre y que no colonizaron ni provocaron
patologia alguna en cerdos gnotobiéticos retados; ademas de lo anterior observaron
que la cepa silvestre colonizé y causo gastritis a todos los cerdos infectados. Por otro
lado, se tienen reportes de que la ureasa es necesaria para la colonizacion pero no
es requerida para viabilidad in vifro ya que en mutantes ureA’, ureB” o ureG

aparentemente no hay alteracion en la tasa de crecimiento®" *2.

La ureasa ademas de permitifle a la bacteria sobrevivir en su nicho ecologico, le
puede ocasionar dafo al hospedero ya que el amoniaco producido: a) es un
compuesto téxico por si mismo, b) provoca infiltracion y activacién de
polimorfonucleares y monocitos, lo que desencadena una respuesta inflamatoria
localizada que puede conducir a dafno en epitelio gastrico, c¢) induce una mayor
activacion de la citotoxina vacuolizante y d) puede reaccionar con intermediarios
liberados por la mieloperoxidasa conllevando a la formacion de agentes
carcinogénicos que posiblemente participen en el desarrollo de adenocarcinoma

gastrico asociado a H. pylori*® 3",

Debido a la gran actividad de la ureasa, esta enzima es empleada para la
identificacién del microorganismo asi como para el diagnéstico y seguimiento del

tratamiento en pacientes infectados®'.
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Proteina Activadora de Neutrifilos (HP-NAP): Es una proteina oligomérica de 150

kDa formada por 10 subunidades idénticas, se encuentra presente en el citosol
bacteriano y en ocasiones puede hallarse unida a superficie de membrana externa
(de manera similar a la ureasa), esto ultimo ocurre presumiblemente como resultado
de su liberacién al medio después de que la bacteria sufre autolisis®. Una vez que
dicha proteina se encuentra adherida a la superficie celular, se propone que pueda
actuar como una adhesina, mediando la interaccién con mucina o con esfingomielina

de polimorfonucleares®.

HP-NAP una vez que es liberada de la bacteria atraviesa la capa epitelial del
estébmago y alcanza el tejido subyacente donde se encuentran células cebadas,
sobre las cuales actiia al llevar a cabo su activacion lo que trae como consecuencia
la liberacién del contenido de sus granulos y de la citocina proinflamatoria IL-6, de la
cual se sabe recluta monocitos y neutrdfilos; ademas de lo mencionado
anteriormente, se sabe que HP-NAP puede actuar directamente sobre monocitos y
neutréfilos ya que tiene efecto quimiotactico para ellos y promueve su infiltracién en

mucosa gastrica asi como su activacion®.

HP-NAP es un factor importante en la estimulacion de la produccion de radicales
reactivos de oxigeno y actua a través de una cascada de eventos intracelulares,
como el incremento de la concentracién de calcio citosolico y de fosforilacién de
proteinas, lo que conduce finalmente al ensamble de NADPH oxidasa sobre

membrana plasmatica de neutrofilos®® .
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En un estudio realizado por Satin y cols. se vio que la vacunacion de raiones con HP-
NAP confirié proteccion a ratones infectados con H. pylori, ademas de demostrar que
el 60% de pacientes infectados con H. pylori presentaban anticuerpos contra esta
proteina, comprobando con estos hallazgos que HP-NAP tiene una funcién

importante en la infeccién con la bacteria®.

Lipopolisacdrido (LPS): Es un componente primordial de la membrana externa de H.

pylori y se considera un importante factor de virulencia; presenta una baja actividad
bioldgica ya que confiere baja endotoxicidad e induce poca respuesta inmunolégica
cuando se compara con el LPS de enterobacterias; lo anterior se propone sea debido
a modificaciones quimicas en su lipido A, ya que no cuenta con algunos &cidos
grasos ni con fosforilacién, ademas de que presenta una longitud mayor en sus
cadenas de acidos grasos. Por el hecho de que el LPS de H. pylori induce una baja
respuesta inmunoldgica se postula que permite persistir a la bacteria en mucosa

gastrica® %,

Por otra parte, se sabe que el antigeno O (componente del LPS) contiene estructuras
idénticas a los antigenos Lewis de grupo sanguineo (Lewis x, Lewis y, Lewis a y
Lewis b), las cuales también estan presentes en mucosa gastrica, razén por la cual
probablemente el LPS tenga gran relevancia en el mimetismo y realice dos eventos
diferentes: a) favorecer la tolerancia inmunolégica por la identidad a los antigenos

propios del hospedero o b) inducir la produccién de autoanticuerpos que reconozcan

a las células epiteliales gastricas. La presencia de autoanticuerpos antigastricos en
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pacientes infectados con H. pylori fue documentada y correlacionada con el grado de

infiltracion gastrica y la atrofia glandular presente en estos pacientes'” 2% 337,

Entre los estudios realizados con respecto al LPS se encontré lo siguiente: 1) la cepa
mutada que produjo un LPS truncado colonizé ratones menos eficientemente que la
cepa silvestre, 2) cepas con pérdida en su cadena O y por Ic tanto pérdida de
expresion de antigenos Lewis perdieron la capacidad de infectar ratones, 3) cepas
con mutacién en el gen 1, 4 galactosiltransferasa, implicado en la sintesis del
antigeno O, colonizaron menos eficientemente la mucosa estomacal en modelo
murino, 4) ratones inmunizados con cepas H. pyloni que expresaban Lewis x y Lewis
y presentaron altos titulos de autoanticuerpos gastricos, comparados con aquellos
ratones que fueron inmunizados con aislamientos carentes de expresiéon de

antigenos Lewis®; tado esto apoya la importancia del LPS en la patogénesis de H.

pylori.

Citotoxina Vacuolizante (VacA): Algunos factores de virulencia que estan

presentes solo en determinadas cepas de H. pylori han sido asociados con ciertas
enfermedades, tal es el caso de la citotoxina vacuolizante, que fue denominada asi
por ser una proteina que induce vacuolizacién en células epiteliales gastricas'" 2",

VacA confiere una ventaja competitiva de colonizacion del estémago a las cepas que

la poseen con respecto a mutantes H. pylori VacA negativo™.
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La proteina VacA es producida solo en aproximadamente el 50% de las cepas a
pesar de que el gen que la codifica, vacA, estd presente en todas las cepas. Esta
diferencia entre la presencia del gen y la expresién de la proteina esta determinada
por la variacion que presenta vacA'®, a este respecto se definié a vacA como un gen
cromosomal polimérfico présente en una Unica copia dentro del genoma de H. pylori,
razén por la que presenta diferentes genotipos, dependiendo de la combinacién de
los alelos de la regi6n secuencia sefial (s1a, s1b o s2) con los alelos de la regién
media (m1 o m2). Actualmente ya se tienen reportadas todas las combinaciones de
los alelos de la secuencia sefnal con los alelos de la regién media (s1a/m1, sta/mz2,

s1b/m1, s1b/m2, s2/m1 y s2/m2)?% 24,

La regidn secuencia seiial codifica para él péptido senal y la regién N-terminal de la
toxina procesada, mientras que la regién media codifica parte del dominio de fa
citotoxina que se une a las células epiteliales gastricas. La citotoxina codificada por
vacA s1 es completamente activa a diferencia de la citotoxina codificada por vacA s2,
la cual presenta poca actividad citotoxica. VacA s2 al tener una extensiéon N-terminal
corta, bloquea la formacién de vacuolas y atenua formacién de poros en membranas

eucaridticas?,

Se ha observado que vacA s1a esta asociada con un incremento en infiltracién de
neutréfilos y linfocitos en céfulas epiteliales gastricas y que cepas H. pylori vacA m1
estan asociadas con dafo en epitelio gastrico, lo que sugiere que las cepas s1a/m1
son el genotipo mas virulento™: lo anterior fue confirmado en el estudio realizado por

Atherton y cols., que reportd a s1a/m1 como el genotipo con mayor actividad
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citotoxica; ademas, el grupo de Atherton reportdé que las cepas con genotipo s2/m2
no presentaron actividad citotdxica, asi como que cepas s1a/m1 fueron aisladas con
mayor frecuencia a partir de pacientes ulcero pépticos, cepas con genotipo s1b/m1
provenian principalmente de pacientes con gastritis y cepas vacA s2/m2 se
encontraron en un gran numero de pacientes asintomaticos?. Sumado a las
observaciones anteriores, existen reportes de que cepas H. pylori s1/m1 comparadas
con cepas H. pylori s1/m2, inducen mayor vacuolizacién y dafio a epitelio gastrico asi
como formas mas severas de gastritis, atrofia y metaplasia intestinal'®; sin embargo,
la asociacion entre genotipos de vacA y el resuitado clinico en poblacién occidental,
no fue demostrada en poblacién asiatica y japonesa, en esta dltima se encontré la

presencia de genotipo s1a/m1 también en pacientes con gastritis crénicq”.

La protefna VacA es sintetizada como una protoxina de aproximadaménte 140 kDa,
la cual sufre 2 cortes proteoliticos: uno en la regién amino terminal (péptido sefal) y
el otro en la reqién carboxilo terminal, resultando un monémero de 88-95 kDa que
puede ser liberado al medio extracelular o permanecer en la superficie de la bacteria,
tal monémero extracelularmente experimenta rupturas proteoliticas tanto en la regién
amino terminal como en la region carboxilo terminal, siendo p37 y p58,
respectivamente los fragmentos resultantes de estos cortes, se sabe que tales
fragmentos permanecen asociados no covalentemente?**. Aproximadamente 6 a 7
monémeros de p37 y de p58 se asocian para formar una estructura oligomérica en

forma de flor de alrededor de 30 nm de diametro™.
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La forma oligomérica de VacA tiene poca acitividad vacuolizante pero al disociarse
en monoémeros, por exposicién a pH bajo, se observo el incremento de la actividad
citotéxica de la proteina. VacA, sorpresivamente no es desnaturalizada a pH 1.5 y

tiene una resistencia inusual a pepsinégeno® *.

VacA presenta mdltiples efectos especificos que pueden contribuir a la persistencia
de H. pylori en su nicho gastrico, entre los reportados hasta ahora se encuentran: a)
formacién de poros en las membranas de las células epiteliales, permitiendo de esta
manera la salida de aniones y urea, b) induccién de la pérdida de uniones estrechas,
favoreciendo el paso de nutrientes a través de la mucosa hacia lumen gastrico
(donde se encuentra la bacteria), ¢) inmunosupresién del hospedero mediante el
bloqueo de la maduracién del fagosoma en macréfagos e d) inhibicion selectiva de la
presentacién de antigeno en células T y disminucién de efectos Thi. Ademas de lo
anterior, se observé en estudios in vitro que VacA puede inducir cambios en el
citoesqueleto, apoptosis y supresién de proliferaciéon celular epitelial, asi como

también induce migracion y vacuolizacion celutar®.

®Proteina Asociada a la Citotoxina (CagA): Muchas cepas de H. pylori producen

una importante determinante de virulencia denominada proteina asociada a la
citotoxina, la cual es codificada por el gen cagA®. y es frecuentemente coexpresada
con VacA,; sin embargo, el gen cagA se localiza a 300 kb de vacA y la expresion de

VacA es independiente de este, ya que en cepas mutantes nulas en cagA no se
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afecto la expresién ni la actividad de VacA; ademas se describid que en mutantes de

vacA no se anula el fenotipo cagA positivo'" #% 24,

CagA es un antigeno inmunodominante, altamente hidrofilico, localizado sobre la
superficie de la bacteria y esta presente en aproximadamente 60% de las cepas de
H. pylori. El tamafio de la proteina CagA oscila entre 120 y 145 kDa, dependiendo de
la presencia de duplicaciones de la secuencia de 34 aminoacidos, la cual esta
determinada por un fragmento de 102 pb del gen cagA y se localiza en la regién

carboxilo terminal de la proteina® %

El gen cagA esta localizado dentro de la isla de patogenicidad cag, por lo cual es un
marcador de la ya mencionada isla'" 2*; PAl cag es un locus de 40 kb conformado
por 31 genes, se encuentra integrado dentro del extremo 3' del gen de la glutamato
racemasa (gir) y esta flanqueado por repeticiones directas de 31 pb; la presencia de
tales repeticiones es probablemente debida a ia duplicacién del gen y sugiere que la
isla fue adquirida a través de eventos de recombinacion®®. Los analisis de PAl cag
revelaron que esta posee un contenido de G+C de 35%, comparativamente menor
que el presentado por el resto del genoma (39%), ademas de lo anterior, se describio
que en isla de patogenicidad se puede localizar la presencia de elementos de
insercién 1S605 (secuencias moviles que codifican 2 transposasas)'’ 2 ¥, E|
contenido menor de G+C sumado a la presencia de IS605, son caracteristicas que
sugieren la adquisicién de PAI cag por transferencia horizontal® . Por otro lado, se

reportd que el orden de los genes dentro de la isla de patogenicidad cag es

conservado®.
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En una investigacién realizada por Censini y cols. sobre la isla de patogenicidad cag,
se observo que existia diversidad estructural entre estas regiones de DNA presentes
en las diferentes cepas de H. pylori estudiadas; en algunas cepas PAl cag se
encontr6 como una unidad integra, en otras estaba divida en dos regiones
denominadas cag | y cag I, debido a la insercién de una copia de 1S605 o de un
fragmento de DNA cromosomal flanqueado por dos IS605, mientres que algunas
cepas de H. pylori presentan una eliminacién fotal o parcial de cag |, cag Il o de

ambas; lo anterior explica |a existencia de cepas PAI cag positivas o negativas®® *°,

Dentro de los genes presentes en PAIl cag existen 6 genes homdélogos (cagE, cagT,
HP524, HP525, HP527 y HP528)» a genes que codifican para componentes del
sistema de secrecién tipo IV (SSTIV) en Agrobacterium tumefaciens, Bordetella
pertussis, Escherichia coli, Legionella pneumophila, Rickettsia prowazekii y Brucella
sp'" 2240 o SSTIV esta involucrado en la traslocacion de la proteina CagA, desde la
superficie bacteriana hacia el citosol de las células epiteliales del hospedero; sin
embargo, hasta ahora se desconoce si existe otro complejo multimolecular que

también pueda ser exportado por este sistema de secrecién (Figura 2a)'™ 4" 42,

Mutantes de H. pylori en diversos genes localizados dentro de la PAI cag, tales
como: cagE, cagG, cagH, cagl, cagl y cagM, demostraron que tales cepas
provocaban una reduccién en la capacidad de las células epiteliales para inducir
secrecion de interleucina 8 (IL-8), sin embargo, mutaciones en cagN y en cagA no
afectaron dicha induccién®®, deduciendo que esta isla de patogenicidad confirié

actividad inductora de inflamaciéon mediante otras moléculas efectoras diferentes a
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CagA, quizas exportadas a células del hospedero o presentadas en la superficie
bacteriana®'; existen reportes de que la secrecién de IL-8 es inducida por la

activacién del complejo del factor nuclear kappa beta (NF-«g)'" 22,

cagA fue identificado en 1993, es un gen que no presenta homdlogos en otras
especies del género Helicobacter, por lo que es considerado un gen especie-
especifico’™ 2 *3; esta presente en el 50 a 70% de las cepas de H. pylon™ razén por

la cual las cepas fueron clasificadas en H. pylori cagA-positivo y H. pylori cagA-

negativo*®.

Multiples grupos de investigacion estudiaron la heterogeneidad en la secuencia de
cagA; entre ellos se encuentra el grupo de Covacci y cols., el cual encontré que la

3 94 ademas, observaron que

regién 5' del gen es mas conservada que la region
en la region 3' de cagA existe una o mas repeticiones de un fragmento de DNA de
102 pb; la regidn genética que contiene estos fragmentos intragénicos fue

denominada la regién variable de cagA®.

Por su parte Evans y cols. reportaron que la diversidad en la region variable del gen
cagA no depende Unicamente de las repeticiones del fragmento de 102 pb; ellos
propusieron la divisién en 2 regiones variables adyacentes, que denominaron: regiéon
variable proximal y region variable distal, la primera se encuentra comprendida entre
un motivo de 4 a 6 asparaginas y una secuencia de 7 aminoacidos (KIDQ/RLNQ) y la
segunda va de KIDQ/RLNQ a KIDNLN/SQ. La region variable proximal comparada

con la distal, presenté mayor diversidad en nucleétidos y gran variacién en ia
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secuencia de aminoacidos localizada inmediatamente después del motivo de
asparaginas. La region distal mediante las repeticiones de 102 pb es la que
proporciona la variacién del tamario de la proteina CagA®®, ya que cada repeticion

corresponde a un incremento de aproximadamente 4 kDa*’.

Las repeticiones de 102 pb no produjeron diversidad antigénica; sin embargo, esto se
traduce en un incremento de prolina en la proteina CagA, razén por la cual existe una

alta probabilidad de que sea expuesta en superficie y altamente inmunogénica®’,

La existencia de 4 diferentes secuencias genéticas en el extremo 3’ del gen cagA,
reflejado en 4 diferentes secuenciaé primarias de la proteina CagA fue mostrada por
Yamaoka y cols., las diversas variantes en la regién 3’ del gen fueron denominadas
A, B, C y D, dichas variantes estan formadas por regiones R1 (EPIYA), R2
(QVNKKKTGQATSPE) y R3; sin embargo, la regiéon R2 puede estar ausente en
algunas cepas y dependiendo del nimero de veces que se présenten estas regiones
(R1, R2 y R3) sera el tipo de variante a la que pertenecen. En la secuencia de
aminoacidos codificada por la regidon R3 se observaron diferencias entre las cepas
Orientales y Occidentales (identidades\de aproximadamente 45%), mientras las
primeras se presentd la secuencia KIASAGKGVGGFSGA, en las segundas la
secuencia encontrada fue FPLKRHDKVDDLSKV (Figura 2b). Adicionalmente este
grupo de investigacién reiteré que existe variacidén en el peso molecular de la
proteina y que este cambio es dependiente de tipo de vanante en la regién 3’ de
cagA; la proteina codificada por cagA tipo C presentd un tamano de 141-142 kDa y

CagA presente en cepas tipo A tiene un tamano de 129-138 kDa*®. Ademas de lo
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anterior, se reporté que cepas con un mayor nimero de repeticiones estan asaciadas
con titulos de anticuerpos altos, mayor grado de atrofia y supervivencia reducida de
cepas de H. pylori a pH 3; por otro lado, se ha reportado que cepas con mas de 4
regiones R1 en la regién 3' pueden conferir un mayor riesgo para desarrollar gastritis

atréfica y cancer gastrico* 4% 0.
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Figura 2. isla de patogenicidad cag (PAI cag). a) Estructura de la PA! cag. b)

Localizacién del gen cagA y variantes en estructura primaria de CagA.
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Una vez que la proteina CagA es inyectada a las células del hospedero por el SSTIV,
esta se localiza en [a membrana plasmatica, para su probable fosforilacion de tirosina
por miembros de la familia de cinasas SRC (Src, Fyn, Lyn y Yes) en motivos EPIYA
(Glu-Pro-lie-Tyr-Alu) presentes en la regién carboxilo terminal de la proteina®®. Los
motivos EPIYA son parte de 4 distintos sitios EPIYA (secuencia de 34 aminoacidos):
EPIYA A, B, C o D. Los sitios EPIYA A y B se encuentran presentes en todas las
proteinas CagA; sin embargo, los sitios EPIYA C y D solo son localizados en
proteinas CagA provenientes de cepas Occidentales y Orientales, respectivamente.
Los sitios EPIYA C pueden estar presentes de 1 a 3 veces pero mayoritariamente se
presentan como un Unico sitio, mientras que los sitios EPIYA D solo se presentan
como una copia. El sitio mas comuh de fosforilacion de CagA en cepas Occidentales
es el C y en cepas Orientales es el D, lo que implica la diferencia en grado de

fosforilacion entre cepas de H. pylori orientales y occidentales® *®.

La proteina CagA puede interactuar con diversas vias de senalizacion intracelular
mediante dos rutas: una dependiente y otra independiente de su fosforilacién (Figura
3)45. Por lo que respecta a la ruta dependiente de fosforilacién de la proteina, se sabe
que CagA fosforilada (CagA-P) se une a la tirosina-fosfatasa SHP2, y la activa,
implicando consecuencias biolégicas‘s; SHP2 favorece la activacion de la cascada
de proteina cinasas activadoras de mitdgeno (MAPK), lo que trae como resultado: a)
proliferacién celular anormal, b) movimiento de células epiteliales gastricas y c)
apoptosis. El movimiento celular es representado fenotipicamente por diseminacién y
elongacion, lo que comunmente se denomina fenotipo disperso y fenotipo colibri

respectivamente®® 512,
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Figura 3. Efectos de Sefializaci6n Intracelular Mediados por la Proteina CagA*®.

La activacion de la cascada de MAPK por SHP2 puede ser dependiente o independiente de
Ras, a este respecto se observé que SHP2 fue requerida para la activacion de ERK (cinasa
reguladora de seflales extracelulares), asi como para la permanencia de la activacion, de
forma independiente de Ras y de Grb2*; por otro lado, se postula que SHP2 tiene una
funcién positiva en seilalizacién mitogénica mediante la estimulacién de Ras logrando un
nexo entre esta ultima y receptores tirosina-cinasas, como c-Met, EGF, PDGF, etc. Por
ejemplo, después de la estimulacién de HGF, su receptor (c-Met) sufre autofosforilacién, lo
que produce sitios de unién para Gab directamente o para Grb2, estas uitimas a su vez
pueden unirse a SHPZ2, independientemente de la fosforilacion de CagA, y es através de la

formacion de este complejo proteinico que se estimula Ras, el cual activa la cascada de

MAPK. %,
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La cascada de MAPK se propone que induzca la proliferacion celular del epitelio
gastrico mediante la activacién de los proto-oncogenes ¢-fos y c-jun’?; |a excesiva
replicacién puede incrementar el riesgo de acumulacién de mutaciones y por lo tanto
predisponer a las células a transformacién neopldsica; ademas quizas promueva
apoptosis en células epiteliales géastricas como consecuencia del desequilibrio de
senales mitogénicas generadas por la interaccién CagA-P/SHP2, lo cual puede
favorecer el desarrollo de gastritis atrofica, que es un factor predisponente para

céncer gastrico*.

También se observd que el complejo CagA-P/SHP2 puede actuar a nivel de
proteinas Rho, regulando complejos de proteinas formados por el factor de
nucleacién de actina (Arp2/3) y la proteina del sindrome neural Wiskott-Aldrich (N-
WASP), que pueden estimular la polimerizacién de actina resultando en el rearreglo

del citoesqueleto y por lo tanto en la formacién de pedestal® 38,

Por otro lado, CagA-P es capaz de unirse a CSK (una cinasa que inhibe la actividad
de familia SRC), lo que resulta en defosforilacién de CagA y cortactina, esta ultima
cuando se encuentra defosforilada induce cambios morfolégicos en células

epiteliales gastricas®®.

Por su parte CagA no fosforilada es capaz de reclutar proteinas ZO-1 y JAM en los
sitios donde se encuentra H. pylori, provocando la formacién de compiejos
aberrantes en las uniones apicales de las c¢élulas, manifestados por el ensamblaje

ectopico de las uniones estrechas, afecciones en |la barrera epitelial y por la pérdida
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de polaridad celular. Lo anterior contribuye a las alteraciones en morfologia celular

inducidas por H. pylor*% 4% >

1.5.- Cancer Gastrico.

El cancer gastrico es un imporiante problema de salud a nivel mundial, aun cuando
su disminucién en incidencia durante los Ultimos afos es una realidad® ' 28 Un
reporte publicado por la Agencia internacional para la Investigacién en Cancer [IARC,
organismo perteneciente a la Organizaciéon Mundial de las Naciones Unidas (OMS)]
muestra que el cancer gastrico es la tercera causa de cancer mas frecuente en
hombres y la quinta en mujeres, también menciona que anualmente se diagnostican
933,937 casos nuevos de cancer gastrico, lo que corresponde al 8.6% del total de los
casos de cancer a nivel mundial; ademas de lo anterior, la IARC reportdé que el
cancer de estdmago fue la segunda causa de muerte debida a neoplasias malignas,
con una mortalidad del 10.4% con respecto al total de la muertes por cancer

(6,723,887)%°.

Asia Orienta! es la region geografica con el mayor porcentaje de casos nuevos de
cancer gastrico (57.9%) ya que dentro de ella se encuentran Corea y Japén, paises
que presentan las mas altas tasas de incidencia de este tipo de cancer (69.7/100,000
habitantes y 62.0/100,000, respectivamente), contrariamente a las regiones del norte
y sur de Africa, las cuales presentan el menor nimero de casos nuevos de cancer

gastrico a nivel mundial (0.5 y 0.2% de casos nuevos, respectivamente). En México,
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el cancer gastrico es la tercera causa de cancer mas frecuente; asi como, la tercera

causa de mortalidad debida a neoplasias, tanto en hombres como en mujeres™>.

1.5.1.- Patologia

Los carcinomas gastricos representan aproximadamente el 90% de los tumores
malignos que surgen en el estémago; dentro de ellos existen dos variantes
histolégicas: la intestinal y la difusa®, fa primera esta caracterizada por la presencia
de células mucosas que sufrieron metastasis intestinal y mantienen cohesion, por lo
tanto, permiten la formacién de estructuras glandulares, esta variante progresa de la
siguiente manera:1) mucosa normal, 2) gastritis atréfica, 3) atrofia, 4) metaplasia
intestinal, 5) displasia y 6) adenocarcinoma), se presenta preferentemente en
personas mayores de 50 afios y con una frecuencia mayor en hombres que en
mujeres (2:1); por su parte, la variante difusa se origina de novo a partir de las
células mucosas gastricas, con la presencia de celulas neoplasicas individuales que
infiltran mucosa sin formacion de estructuras glandulares debido a un patrén no
polarizado de las mismas; contrario al tipo intestinal, no tiene asociacion con atrofia o
metaplasia, se presenta a edades tempranas y no presenta predominancia en algun

génerOSG. 57,58

El carcinoma tipo intestinal predomina en regiones geograficas de alto riesgo tales

como Japén, China, Colombia y Chile, mientras que el tipo difuso se presenta

similarmente en la mayoria de las poblaciones® >’
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El carcinoma gastrico se clasifica con base en la profundidad de invasién en: 1)
inicial o temprano y 2) avanzado o tardio; definiéendose como tempranc cuando la
lesion se encuentra confinada a mucosa y submucosa y como avanzado cuando la

neoplasia se localiza por debajo de la submucosa dentro de la pared muscular®®.

1.5.2.- H. pylori y Cancer Gastrico

La carcinogénesis gastrica es un proceso progresivo y multifactorial, dentro de los
factores de riesgo que pueden estar implicados en su desarrollo se encuentran:
factores genéticos, ambientales, premalignos e infecciosos” '* %8.%9 En relacion a los
factores de riesgo de tipo infeccioso, en los tltimos afios ha tenido gran importancia
la asociacion que probablemente existe entre la infeccion con H. pylori y el desarrollo
de cancer gastrico. En 1994 la IARC basada en evidencias epidemiolégicas de 3
estudios independientemente realizados en Hawai, California y Gran Bretana,
clasific6 a H. pylori como carcinégeno tipo |; en tales estudios se encontré que
sujetos con cancer gastrico presentaban un mayor porcentaje de anticuerpos a H.
pylori comparados con sujetos control, los estudios adicionalmente reportaron que la
infeccion con H. pylori tiene una fuerte asociacién con el incremento de riesgo para

adenocarcinoma gastrico, encontrando razones de momios desde 2.8 hasta 6.0%%%.

Diversos estudios se enfocaron a la busqueda de una asociacion entre la infeccion
con H. pylori y el desarrollo de cancer gastrico, en algunos de ellos se reportdé que

efectivamente dicha asociacion esta presente, pero es notorio que el riesgo relativo

que reporta cada estudio es diferente, razén por la que un meta-analisis realizado en

Facultad de Quimica, UNAM 31




3. pylon-Cancer Gdstrico

el 2001, sugiere que 5.9 es el riesgo relativo de cancer no cardias asociado a H.

pylor®.

El porcentaje estimado de casos de cancer gastrico que son atribuidos a H. pylori
varia dependiendo de la prevalencia de la infeccién y del riesgo relativo que hayan
sido considerados, ya que por ejemplo Parkin y col. reportan una estimacion de 47%
en paises en vias de desarrollo y 35% en paises desarrollados®® mientras que por
otro lado, el grupo Europeo colaborativo de Helicobacter y Cancer determinan una
estimacion de 65% en paises desarrollados y 80% en paises en vias de desarrollo®;
a pesar de este alto porcentaje de casos de cancer gastrico debidos a la infeccion
con H. pylori, se sabe que el microorganismo ha sido principalmente asociado al

adenocarcinoma gastrico distal en sus ambos tipos histolégicos: intestinal y difuso™

58, 64, 66

Del total de sujetos infectados con H. pylori solamente el 1% desarrolla cancer
gastrico, lo que cuestiona la funcion real de H. pylori en el desarrollo de este tipo de
céncer, ademas de lo anterior, otro punto que se contrapone a la relacién entre lz
infeccion con H. pylori y el cancer de estémago es la existencia de poblaciones con
altas tasas de prevalencia del microorganismo y bajas tasas de incidencia de cancer
gastrico, por ejemplo regiones de Asia y Africa; sin embargo, a pesar de que se
describié que H. pylori es un riesgo para el desarrollo de cancer gastrico, se
desconoce la manera precisa en que |a bacteria esta involucrada en el desarrollo de

la neoplasia™ '8 58 60.67,
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El porcentaje relativamente pequefo de personas infectadas con H. pylori que
desarrollan cancer gastrico se ha atribuido a factores ambientales, del huésped y
bacterianos; entre estos ultimos se ha encontrado la presencia de determinados

genotipos de vacA, babA, cagA, entre otros>® 687",

Por lo que respecta al gen cagA, se determino que cepas H. pylori cagA positivo son
mas virulentas que las cepas H. pylori cagA negativo, ademas se observo que las
primeras estan asociadas con grados de inflamacibn mas severos en mucosa
gastrica y con el desarrollo de gastritis atréfica, Glcera péptica y adenocarcinoma
gastrico® °8, sin embargo, a pesar de que en algunos paises Occidentales el gen
cagA fue asociado con la evolucion a diferentes resultados clinicos (como cancer
gastrico), en paises Asiaticos las evidencias cientificas son contradictorias, ya que la
mayoria de los individuos infectados con H. pylori presentan cepas cagA positivas
independientemente de que presenten o no alguna de las entidades clinicas a las

cuales esta asociado H. pylori’* 7>
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Estudios epidemiclégicos demostraron que la infeccion con H. pylori es un factor de
riesgo para desarrollar cancer gastrico; dicho riesgo se incrementa cuando las
personas son colonizadas por cepas que poseen el gen asociado a la citotoxina
(cagA); por 10 que existe una seroprevalencia mayor de infeccién con H. pylori en
sujetos con estadios tempranos que con estadios avanzados de cancer gastrico; sin
embargo, aun se desconoce la topografia de H. pylori y de cagA en el estbmago de

sujetos infectados.
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CAPIiTULO 3

OBJETIVOS

3.1.- Objetivo General.
= Conocer la topografia de H. pylori y del gen cagA en el estbmago de sujetos con

cancer gastrico y dispepsia.

3.2.- Objetivos Particulares.
= Determinar la frecuencia y topografia de H. pylori y del gen cagA en biopsias de :
a) regiones anatémicas del estobmago de sujetos con dispepsia y cancer gastrico.

b) regiones de la lesién cancerigena de sujetos con cancer gastrico.

=  Comparar la topografia de H. pylori y de H. pylori cagA-positivo entre los grupos

de estudio (cancer gastrico y dispepsia).

= Determinar la frecuencia de H. pylori y del gen cagA-positivo en sujetos con

estadios tempranos y avanzados de cancer gastrico

= Determinar si existe asociacion entre la topografia de H. pylori y de H. pylori

cagA-positivo en los diferentes estadios de cancer gastrico.

Facultad de Quimica, UNAM 35
=_=-- .-



FH. pylori-Cdncer Gdstrico

CAPITULO 4

METODOLOGIA

El presente trabajo se realizd en el laboratorio del Programa de Inmunologia
Molecular Microbiana de la Facultad de Medicina, UNAM en colaboracion con ¢l

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCSNSZ).

4.1.- Poblacion en estudio.

Sujetos con una lesién compatible con cancer gastrico o sujetos con indicaciones de
endoscopia y presencia de sindromes dispépticos no ulcerosos (grupo control) que
ingresaron al servicio de endoscopia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubiran” entre agosto del 2001 a mayo del 2004, fueron incluidos

en un estudio prospectivo, longitudinal, transversal y doble ciego.

4.2.- Criterios de Exclusion.

= Sujetos que no autorizaran su participacion en el estudio (la solicitud de dicha
autorizacién fue hecha por escrito antes de la endoscopia).

= Sujetos sintomaticos o con diagnostico de cancer gastrico y que no se les
realizara toma de biopsia gastrica endoscopica.

= Sujetos a los cuales por cualquier razon no se les tomaran biopsias.
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= Sujetos que tuvieran prescripcion de tratamiento contra H. pyfori o que no fueran
virgenes a tratamientos oncolégicos.

= Sujetos que presentaran datos clinicos sugestivos de trastomo hemorragiparo y/o
gastritis congestiva (por hipertensién portal o ingesta de acido acetilsalicilico en las

ultimas 72 horas).

4.3.- Muestreo endoscépico.

A todos los sujetos estudiados se les tomé de manera sistematica 3 biopsias de cuatro
regiones anatémicas del estdmago: fondo, cuerpo, incisura angulary antro, de acuerdo con
la clasificacion de Sydney modificada™. A aquellos pacientes que presentaban
macroscdpicamente una lesion compatible con cancer gastrico (segun la clasificacion de
Padova™), ademds de las biopsias mencionadas anteriormente se les tomaron las biopsias

correspondientes a las regiones de centro, periferia, tumor +2 cmy tumor +5 cm (Figura 4).

Figura 4. Esquema del muestreo sistemético en los sujetos estudiado.

Facubtad de Quimica, UNAM 37




H. pylori-Cdncer Gdstrico

4.4 - Esquema general de trabajo.
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[ Detecciéon del gen cagA

4.5.- Aislamiento de H. pylori.

Las biopsias gastricas fueron transportadas en solucidn balanceada de Hank's
suplementada con 12% de suero fetal bovino (SFB) en un periodo de tiempo menor a
2 horas. Cada biopsia fue homogeneizada y diluida en 500 pL de solucion salina
isotonica estéril. 100 pL del homogeneizado fueron empleados para el cultivo
microbiologico de H. pylori en el laboratorio del Programa de Inmunologia Molecular

Microbiana.
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4.6.- Extraccion de DNA a partir de cepas de H. pylori.

La extraccion de DNA cromosomal de los aislamientos clinicos (conservados en caldo
Brucella suplementado con 10% de SFB y 15% de glicerol y almacenados a -70° C),
fue realizada utilizando el kit comercial Geneclean (Geneclean lll, Bio101, Inc., La
Jolla, CA) y se realiz6 de la manera explicada a continuacion: las suspensiones
bacterianas se centrifugaron a 14,000 rpm/2 min. para obtener el paquete celular, a
cada muestra se le adicionaron 200 uL de una solucién de tiocianato de guanidina
5M, EDTA 0.1M y Sarcosinato 0.5% (GES) y se agité suavemente hasta disolucion
del paquete, posteriormente se afiadieron 20 uL de Glassmilk y se agitdé durante 30
min. seguido de una centrifugaciéon a 14,000 rpm/1 min. Se realizaron 3 lavados con
500 puL de New Wash y centrifugaciones a 14,000 rpm/30 segundos. 15 uL de
solucién de elusion fueron adicionados al botdn y los tubos fueron incubados a 56° C
durante 4 min., centrifugandose posteriormente a 14,000 rpm/1 min. para recuperar

el sobrenadante en un tubo nuevo, el proceso de elusion se realizé por duplicado.
4.7.- Extraccion de DNA a partir de biopsias gastricas.

El método empleado para la extraccion de DNA cromosomal fue el de tiocianato de
guanidina’®: a 100 uL de homogenizado de biopsia se le adicionaron 500 uL de
solucién de GES (tiocinato de guanidina 5M, EDTA 0.1 M y N-lauril sarcosinato 1%),
se mezcld e incubo 10 min. a temperatura ambiente; posteriormente, se agregaron

250 pL de acetato de amonio 7.5 M, se mezclo y se incubd 10 min. a 4° C; 550 pL de
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cloroformo-alcohol isoamilico (1:24) fueron adicionados y se agité vigorosamente por
5 min. Los tubos fueron centrifugados a 14,000 rpm por 15 min. y a partir de ellos se
recupero la fase acuosa, la cual se transfirid a tubos nuevos y a estos ultimos se les
agregd un volumen de isopropanol igual al recuperado de fase acuosa, se mezclo y
se incubd a -70° C durante 2 horas. Posteriormente, se centrifugé a 14,000 rpm/5
min., el paquete de DNA se lavd (por duplicado) con 300 plL de etanol al 70%.
Finalmente se dejaron secar los tubos por aproximadamente 10 min., las muestras

se almacenaron a -70° C hasta su empleo.
4.8.- Deteccidn de H. pylori en las biopsias gastricas por PCR.

A las biopsias gastricas que fueron cultivo negativo para H. pylor, se les realizé la
detecciéon del microorganismo por la amplificacion del gen 16S RNA ribosomal’
mediante la técnica de PCR semi-anidado, empleando el par de iniciadores Hp1/Hp3
en la primera amplificacién y Hp1/Hp2 en la segunda amplificacion (Tabla 2); para la
primera amplificacion, 5 ulL. de DNA fueron adicionados a 20 yL de la mezcla de
reaccion para PCR [Tris-HCI 10 mM (pH 8.3), KCI 50 mM, MgCl, 1.0 mM, ZQO MM de
cada uno de los deoxinucleétidos (Roche, Boehringer, Mannheim, Alemania), 10
pmol de cada uno de los iniciadores y 1U de Tag DNA polimerasa (Roche,
Boehringer, Mannheim, Alemania)]. Con respecto a la segunda amplificacion, 1 pL
del producto de PCR de la primera amplificacion fue adicionado a 24 ulL de una
nueva mezcla de reaccidn (descrita previamente). Dichas amplificaciones se

realizaron en un termociclador GeneAmp 9700 (PE, Applied Biosystems) bajo las
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siguientes condiciones: 94° C/3 min., 60° C/45 seg. y 72° C/7 min., durante 30 ciclos.
Para cada ensayo de amplificacion se incluyeron controles positivos [DNA de H.
pylori ATCC 43504, 84-183 (ATCC 53726) y 86-313)] y controles negativos (DNA de
linfocitos humano y agua). Los productos amplificados fueron visualizados por
electroforesis en geles de agarosa al 2%/TBE 0.5X, tedidos con bromuro de etidio y

examinados en un transiluminador con luz ultravioleta (UV).

4.9.- Deteccién del gen cagA de H. pylori en aislamientos.

La deteccion de cagA se realizd por PCR™®. Tres pL del templado de DNA fueron
adicionados a 27 plL de una mezcla de reaccion para PCR (similar a la anteriormente
descrita para 76S RNAr). Los iniciadores que fueron utilizados son mencionados en
la tabla 2. Las condiciones de amplificacion fueron: 94° C/3min., 58° C/1 min. y 72°
C/5 min. por 35 ciclos. En los ensayos de amplificacion se emplearon las cepas de H.
pylori 88-23, 84-183 (ATCC 53726) y ATCC 43504 como controles positivos y las
cepas de H. pylori 88-22 y 86-313 como controles negativos ademas se incluyé agua
como control negativo de contaminacion. La visualizacion de los productos

amplificados fue hecha como se describe previamente.

4.10.- Deteccién del gen cagA de H. pylori en biopsias gastricas.

La deteccion de cagA se realizé por PCR-Hibridacion, el ensayo de PCR fue

realizado de manera similar al de los aislamientos de H. pylori: Cinco uL del templado
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de DNA fueron adicionados a 25 uL de una mezcla de reaccion para PCR. Los
productos obtenidos por la amplificaciéon se sometieron a un ensayo de hibridacion
con la sonda CAG4 (10 ng/mL, obtenida segun el método descrito por Mazari y
cols’®): 10 uL de los productos de PCR fueron colocados en una membrana de nylon
(Hybond N+, Amersham) y fijados con luz UV en Crosslinker CL-100 (UVP, Udland,
CA). La hibridacion de la membrana se llevé a cabo a 55° C, posteriormente se lavo
con una solucién salina de citratos (SSC) 2X y 0.1% de dodecil sulfato de sodio (SDS)
y después se realizd un lavado con SSC 0.1X - 0.1% SDS. Los lavados fueron
hechos a 65° C por 1 hora. El revelado de la membrana se realizd de acuerdo a las
indicaciones del fabricante (DIG DNA Labeling and Detection, Boehringer,

Mannheim, Germany).
4.11.- Andlisis estadistico.

Los resultados fueron analizados estadisticamente empleando frecuencias de la
positividad de H. pylori y del gen cagA en las diferentes regiones del estbmago
[anatémicas (fondo, cuerpo, incisura angular y antro) y de la lesién (centro, periferia,
tumor + 2 cm y tumor + 5 cm)], mediante la prueba estadistica.)(2 de McNemar
empleando el programa Stata statistical software (Intercooled Stata 7.0 for Windows
98/95/NT Package. 2001). Un valor de p < 0.05 fue considerado significativo
estadisticamente. Los sujetos que integraban al grupo de cancer gastrico fueron
considerados “casos” mientras que los que se encontraban en el grupo de dispepsia

se consideraron “controles”.
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Tabla 2. Iniciadores utilizados en la amplificacidén de los genes 76S RNAr y cagA.

Gen | Iniciador Secuencia | Posicion | Temperatura | Tamafio
5 5 —>3 . (pb) | de | (pb)
| | alineamiento |

% I - ] [

:t_ Hp1 CTGGAGAGACTAAGCCCTCC 834-853 l [

=z Hp2 I ATTACTGACGCTGATTGTGC 744-763 60° C 109

% Hp3 AGGATGAAGGTTTAAGGATT | 407-426 '

O

= | I

:( \I cagA1 | AATACACCAACGCCTCCAAG ‘ 2054-2073 58° C 400

| (C‘P | cagA2 TTGTTGCCGCTTTTGCTCTC | 2450-2431

(&3
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1.- Poblacién en Estudio.

En el estudio fueron incluidos 32 sujetos en total y en base a hallazgos endoscdpicos
se clasificaron 18 sujetos en el grupo de cancer gastrico y 14 en el grupo de
dispepsia; posterior a ello y basado en evidencias histopatolégicas, 2 de los sujetos
del grupo de cancer gastrico fueron excluidos por presentar linfoma tipo MALT, por lo
que finalmente quedd constituido por 16 personas, de las cuales 5 presentaron
cancer en estadios tempranos (3 con estadio | y 2 con estadio Il) y 11 cancer en

estadios avanzados (7 con estadio Il y 4 con estadio 1V).

Las caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada se muestran en la tabla
3. La edad promedio de los sujetos con cancer gastrico (57 + 12 afios) fue mayor que
la de los sujetos con dispepsia (47 £ 13), ademas, el grupo de cancer gastrico
presentd un mayor porcentaje de individuos del sexo masculino (56%) comparado

con el del grupo de dispepsia (17%).
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Tabla 3. Caracteristicas Demograficas de los Grupos Estudiados.

Edad * DE 57+12 47+ 13
Sexo (M/F) 9/7 2/12
Estadios 5111
{Tempranos/Avanzados)

5.2.- Frecuencia de positividad y topografia de H. pylori.

5.2.1.- Frecuencia de positividad y topografia de H. pylori por cultivo.

La frecuencia global de H. pylori por cultivo en los grupos de estudio, se encontré de
28% en el grupo de dispepsia y 40% en el grupo de cancer gastrico, considerando
unicamente las regiones anatomicas del estémago (fondo, cuerpo, incisura angular y
antro), esta diferencia entre ambos grupos fue de significancia estadistica (p= 0.022),
no asi para el grupo de cancer gastrico cuando se comparé la frecuencia de
positividad de H. pylori en las regiones anatémicas del estomago (40%) con la

frecuencia en las regiones de la lesion (34%), p= 0.454. Tabla 4 y Grafica 1.
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Tabla 4: Frecuencia de positividad a H. pylon por cultivo en biopsias de sujetos con
cancer gastrico y dispepsia

Frecuencia (%)

Hp negativo Hp positivo

Dispepsia A':ﬁ'“i“ Sy 1211168 (72) | 47/168 (28) ] ek,

P Anatomicadel | 1021171 (60) | 691171 (40)

Géstrico g ] o0.454
Lesién** 42/54 (66) 22/64 (34)

*Se consideré fondo, cuerpo, incisura angular y antro.
**Se considerd centro, perifenia, tumor + 2 cm y tumor + 5 cm.

Grafica 1: Positividad de H. pylori por cultivo en
biopsias de sujetos con cancer gastrico y dispepsia.
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En cuanto a la frecuencia de H. pylori por cultivo en las diferentes regiones
anatomicas del estdbmago, se observé que en el grupo de dispepsia el
microorganismo estuvo presente en 29% de lasbiopsiasde fondo, incisuraangulary
antro y en 26% de las biopsias de cuerpo, sin significancia estadistica entre las
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frecuencias en las diferentes regiones estudiadas (p= 1.0); por su parte, en los
sujetos con cancergastrico se encontraron diferencias significativas en frecuencias
de positividad por cultivo entre lasdiversasregiones anatémicas (p=0.003): enfondo
lapositividad fuede 57%, encuerpode 50%, en incisuraangularde 33%yenantrode

21%. Gréfica2.

Grafica 2: Positividad de H. pylori por cultivo
en biopsias de las diferentes regiones
anatomicas del estémago.
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Enrelacién a las positividades de H. pyloripor cultivo en las distintas regiones de la
lesidn cancerigenase encontréque fueronde 31% encentroy+5cmdelalesiényde
38% en periferiay +2 cmde lalesion, sindiferencias significativas estadisticamente

(p=1.0). Grafica3.
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Grafica 3: Positividad de H. pylori por cultivo
en biopsias de las diferentes regiones de
la lesion de sujetos con cancer gastrico.
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Por lo que respecta a la presencia de H. pylor detectada por cultivo en los diferentes

estadios de cancer gastrico, se encontré que esta fue de 25% en los casos de estadios

tempranos y de 35% en los casos de estadios avanzados, sin haber significancia estadistica

entre dichos resultados (p=0.397).Tabla 5.

Tabla 5: Frecuencia de positividad a H. pyfori por cullivo en biopsias de sujetos con
diferentes estadios de cancergastrico.

Tempranos® 15/20 (75) 5/20 (25) ] i
Avanzados* 31/48 (65) 17148 (35) )
*Estadios | y lI

~Estadios Il y IV

Solo se tomaron en cuenta las regiones de la lesién (centro, periferia, + 2 cmy + 5 cm).
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La frecuencia de H. pyiori por cultivo en las diferentes regiones de la zona tumoral de los
sujetos con diferentes estadios de cancer gastrice, se presento de la siguiente manera; en el
grupo de sujetos con estadios tempranos fue de 20% en centro, tumor + 2 cmy tumor+5cm
y de 40% en periferia; mientras que en el grupo de sujetos con estadios avanzados las
frecuencias de positividad fueron de 33% en centro, periferia y tumor + 5 cm y de 42% en
tumor + 2 cm; sin diferencias estadisticamente significativas entre las positividades en las
diversas regiones de la lesion en los 2 grupos de sujetos con diferentes estadios (p=1.0).

Gréfica 4.

Grafica 4: Positividad deH. pylori por cultivo
en biopsias de las diferentes regiones de
la lesion en sujetos con diferentes estadios

de cancer gastrico

= Estadios Tempranos
= Estadios Avanzados
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33 33
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5.2.2 - Frecuenciade positividad y topografia de H. pyfori por PCR-16S RNAr.

La frecuencia global de H. pyloni por la amplificacion del gen 16S RNAr por PCR para
unicamente las regiones anatémicas del estomago fue de 18% en el grupo de dispepsia yde
28% en el grupo de cancer gastrico, con una p no significativa cuando se compararon estos
porcentajes (p=0.393); por otro lado, |a frecuencia de H. pylori por PCR en las regiones de la
lesién cancerigena fue de 39%, sin diferencia significativa estadisticamente entre este
altimo porcentaje y el del mismo grupo de estudio en las regiones anatomicas del estdémago

(p=0.344).Gréfica 5.

4 )

. J

En el grupo de sujetos con dispepsia la positividad de H. pylori por PCR fue de 10% en

fondo e incisura angular, de 30% en cuerpo y de 20% en antro, con una p no

significativa (p=0.805); el grupo de sujetos con cancer gastrico presenté un
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porcentaje de positividad en fondo de 17%, en cuerpo de 50%, en incisura angular de 30% y
en antro de 20%, sin diferencias estadisticas entre las positividades en las diferentes

regiones anatémicas de este grupo (p=0.635). Gréfica 6.

En las regiones de la lesion cancerigena se obtuvo un porcentaje de positividad a H. pylori
por PCR de 42% en centro, 55% en periferia, 27% en tumor + 2 cmy 33% en tumor + 5 cm,
con una p sin significancia (p= 0.600) cuando se compararon dichas positividades en las

diferentes regiones, Grafica 7.
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En sujetos con estadios tempranos de cancer gastrico la frecuencia de H. pylori por PCR fue

de 40%, mientras que en sujetos con estadios avanzados fue de 39%, sin encontrar

diferencia significativa entre las frecuencias de H. pylori en sujetos con diferentes estadios

(p=1.0). Tabia 6.

Tabla 6: Frecuencia de positividad a H. pyiori por PCR 16S RNAr en biopsias de sujetos con
diferentes estadios de cancergastrico.

Thigh i

el T

e AR T

v

Tempranos*

9/15 (60)

6/15 (;0)

1.0
Avanzados** 19/31 (61) 12/31 (39) ]
*Estadios | y Il

**Estadios il y IV
Solo se tomaron en cuenta las regiones de la lesion (centro, periferia, + 2cmy + 5cm
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5.3.- Frecuencia de positividad y topografia del gen cagA de H. pyion.

Con respecto a la frecuencia del gen cagA en biopsias de las regiones anatémicas del
estémago que fueron positivas a H. pylori por cultivo o PCR, en sujetos con dispepsia y en
sujetos con cancer gastrico fue de 73% y 72%, respectivamente; ademéas en los sujetos con
cancer géstrico la frecuencia de cagA en las regiones de la lesion fue de 83%; sin diferencias
significativas estadisticamente entre la frecuencias del gen cagA en las regiones
anatémicas del estomago de ambos grupos estudiados (p= 1.0), asi mismo se determind sin
significancia la diferencia entre la frecuencia de cagA en las regiones anatomicas del
estomago y la frecuencia en las regiones de la lesién en sujetos con cancer gastrico

(p=0.249). Grafica 8.

Grafica 8! Positividad de cagA en aislamientos y
biopsias de sujetos H. pylori positivos.
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Al determinar ia frecuencia de cagA en tondo, cuerpo, incisura anguiar y antro en sujetoc
dispépticos fue de 92%, 88%, 62% y 50%, respectivamente; encontrando que existe
significancia estadistica entre estas diferencias (p=0.036). En sujetos con cancer gastrico
se obtuvieron frecuencias de positividad de 68% en fondo, 65% en cuerpo, 78% en incisura

angulary 85% en antro, sin diferencias significativas entre éstas (p=0.606), Grafica 9.

Grafica 9: Positividad decagAen aislamientos y
biopsias de las diferentes regiones anatémicas
del estomago de sujetos H. pylori positivos.
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La frecuencia del gen cagA en la zona tumoral fue en centro de 88%, en periferia de 82%, en
tumor + 2 cm de 83% y en tumor + 5 cm de 100%, presentando una p sin significancia

(p=0.349), Grafica 10.
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Grafica 10: Positividad de cagA en aislamientos y
biopsias de las diferentes regiones de la lesion de
sujetos con cancer gastrico H. pylori positivos.
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La frecuencia de cagA en aislamientos y biopsias de sujetos con estadios tempranos y
estadios avanzados fue de 73% y 87%, respectivamente; sin diferencias estadisticamente
significativas entre ellas (p=0.351), Tabla 7.

Tabla 7: Frecuencia de positividad a cagA en aislamientos y biopsias de sujetos con
diferentes estadios de cancergastrico.

3 Frecuencia (%)
Estadios p
Hp negativo Hp positivo
Tempranos* 311 (27) 8/11 (73)

Avanzados** 3/24 (13) 21/24 (87)

*Estadios 1 y Il
**Estadios Hl y IV
Solo se consideraron las regiones de la lesion (centro, periferia, + 2cmy + 5 cm).
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CAPITULO 6

DISCUSION

El cancer gastrico es una neoplasia altamente frecuente a nivel mundial, sin
embargo, no existe una clara etiologia de la misma, diversos factores se han
mencionado que pudieran causarla, entre los cuales el papel de H. pylori se ha
destacado, razon por la que a este respecto diversas investigaciones se han
realizado, entre ellas destacan los estudios seroepidemiolégicos realizados en la
década de los 90, en los que se encontré6 que individuos con cancer gastrico
presentaban una frecuencia mayor de anticuerpos anti-H. pylori que individuos que
no desarrollaban tal malignidad®'®® derivado de lo anterior se establecié que
efectivamente la infeccién con H. pylori es un factor de riesgo para desarrollar cancer
gastrico, pero una vez que fue establecida dicha asociacién surgieron grandes
interrogantes a este respecto y por lo tanto las investigaciones para responderlas;
entre estas investigaciones, se han realizado unas concernientes a la existencia en
diferencias entre la frecuencia de H. pylori en personas con estadios tempranos
comparadas con personas en estadios avanzados, a este respecto, en un estudio se
reportd que existe una mayor frecuencia del microorganismo en pacientes con
cancer de estadios tempranos®, mientras que otros demuestran una similar
frecuencia en los diferentes estadios®', razén por la cual en este estudio se investigd
si existian diferencias en la frecuencia de H. pylori en poblacibn mexicana con
diferentes estadios de cancer gastrico, pero mediante técnicas de detecciéon directa

del microorganismo ya que en muchos de los estudios realizados anteriormente se
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emplearon métodos seroepidemiolégicos, los cuales, si bien es cierto pueden dar
una idea de la presencia de H. pylori, esta puede ser por infeccién reciente o por

exposicion previa.

En el presente estudio la positividad de H. pylori por cultivo en los sujetos dispépticos
(28%) fue menor que en el grupo con cancer géstrico (40%), Grafica 1, esto
concuerda con los estudios realizados por los grupos de Tabata® y de Ho%®, en el
primero se encontré6 que la positividad de H. pylori por cultivo fue de 54% en
controles y de 88% en pacientes con cancer gastrico; mientras que en el segundo
estudio, H. pylori estuvo presente en una frecuencia de 29% de los sujetos
dispépticos no ulcerosos. La positividad de H. pylori en sujetos con cancer gastrico
es controversial, ya que existen estudios que reportan altas frecuencias de infeccion
por H. pylon en personas con cancer gastrico; ademas, en algunos de ellos, tales
frecuencias son significativamente diferentes a las frecuencias encontradas en
sujetos control, tal es el caso de los estudios realizados por Deguchi y cols.%* y por
Enomoto y cols.%® quienes reportaron una positividad de 85.9% y de 98%
respectivamente, por su parte, Parsonnet y cols.®, reportaron una seroprevalencia
de 87.4% en pacientes con cancer gastrico contra un 64% en controles, ios

82 sugieren una fuerte

resultados anteriores sumados a los de Tabata y col.
asociacion de H. pylori con el desarrollo de cancer gastrico, sin embargo, por otro
lado, estudios como el de Shin y cols.?”, quienes reportaron una seropositividad del
83.7% en pacientes con cancer gastrico y de 80.6% en controles empieando

poblacion de Corea del Sur, sugieren que no hay asociacion entre la infeccion de H.

pyloni y el riesgo de adenocarcinoma gastrico, razén por la cual, se ha visto que la
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asociacion de H. pylori al desarrolio de cancer gastrico es controvertida de acuerdo a
la poblacion que se estudie; en el presente trabajo se encontrd que en la poblacion
mexicana estudiada existe una significancia estadistica entre la presencia de H.

pyloriy el cancer gastrico.

Por otro lado, se observd que las frecuencias de infeccion determinadas por cultivo,
en las diferentes regiones anatomicas del estdmago fueron practicamente iguales en
el grupo de dispepsia, no asi en el grupo de cancer gastrico, ya que en este ultimo,
fondo (67%) y cuerpo (50%) fueron las regiones con mayor positividad (Grafica 2);
estos resultados son similares a los descritos por Ho y cols.®, ya que ellos también
determinaron la topografia de H. pylori para conocer si esta influia en el resultado
clinico, sin embargo, al igual que en nuestro estudio, dicha topografia en sujetos
dispépticos fue uniforme y no hay un sitio para que H. pylori colonice el estdmago
preferencialmente®; en cuanto a la alta frecuencia de infeccién con H. pylori en
cuerpo gastrico de sujetos con cancer, los grupos de Tabata®® y de Zhang® reportan
dicha regién como la de mayor infeccién con respecto a las que estudiaron (antro y
cuerpo en ambos casos), resultados concordantes con lo que obtuvimos. El alto
porcentaje de positividad en el fondo del estémago de los sujetos con cancer gastrico
probablemente se deba a que dicha regién es una zona proxima a cuerpo, la cual es
una zona colonizada en la gastritis inducida por H. pylori ' ®; sin embargo, los

hallazgos en el fondo gastrico aun no son del todo claros.

Con respecto a la positividad por PCR de H. pylori, al hacer la comparacion entre la

frecuencia obtenida en las regiones anatomicas del estdmago en el grupo de
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dispepsia (18%) vs el grupo de cancer gastrico en las mismas regiones (28%), no se
tuvo diferencia estadistica (Grafica 5), observandose que dichas frecuencias fueron

menores comparadas con las que se obtuvieron por cultivo (Grafica 1).

En cuanto a la positividad de H. pylori por PCR en las regiones de fondo, cuerpo,
incisura angular y antro en los sujetos con dispepsia y con cancer gastrico se
encontré que aparentemente en ambos grupos la region con mayor frecuencia del
microorganismo fue cuerpo (Grafica 6), sin significancia estadistica; parecido a lo

hallado por cultivo.

Por su parte, la positividad H. pylori en la zona tumoral de los sujetos con cancer
gastrico, fue de 34% por cultivo y de 39% por PCR (ampilificacion del gen 16S RNAr),
Grafica 1 y 5; tales frecuencias coinciden con las obtenida por Lin y col.*® (39.5%) y
por Tang y cols.®' (39.03% por PCR), dichos estudios emplearon muestras gastricas
de la lesion cancerigena, el primero de ellos, trabajo con biopsias tomadas al menos
a 2 cm de la zona cancerosa, mientras que el segundo utilizé el centro de la lesion;
en otro estudio, realizado por van Grieken y cols.*?, la positividad de H. pylori fue de
52.2% por PCR, este grupo también empleé el area tumoral. La relativamente alta
positividad de H. pylori en las zonas del tumor en nuestro estudio, es controversial;
ya que se ha considerado que H. pylori no podria desarrollarse en un epitelio gastrico
que ha sufrido cambios morfolégicos, ya que estos desfavorecerian el crecimiento
del microorganismo®; ademas la infeccion por H. pylori se ha descrito que conduce a
un incremento en la excrecion d‘e acido gastrico y a una disminucion del acido

ascorbico en las glandulas gastricas, lo que causa proliferacion celular y un dario
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crénico a la mucosa gastrica e induce a largo plazo una respuesta inflamatoria
tolerante que permitiria a H. pylori sobrevivir en el epitelio gastrico, adn en presencia
de lesiones cancerigenas®', debido a que este tejido es poco diferenciado y
probablemente permisible para la adherencia, colonizacidon y permanencia del
microorganismo, esto garantiza su presencia. Se ha especulado que algunos
factores de virulencia (tales como la citotoxina vacuolizante o la proteina asociada a
la citotoxina, entre otros) puedan participar importantemente en la persistencia del

microorganismo en la mucosa gastrica 2* %3

En relacion a la positividad de H. pylori en las distintas regiones de la lesion tumoral,
por cultivo se encontré que la topografia del microorganismo fue homogénea en
todas las regiones (Grafica 3); sin embargo, por PCR sugeriria una mayor positividad
en el centro y periferia de la lesion tumoral (grafica 7), no obstante en ello no se
encontr6 diferencia significativa; tal resultado es opuesto a lo observado por Tang y
cols. por tincidon de Warthin-Starry, esto es, ellos hallaron un mayor porcentaje de
positividad a H. pylori en el tejido normal adyacente comparado con el tejido de la
lesion cancerigena®. Entre las posibles explicaciones de los hallazgos anteriores se
encuentra el hecho de que en tejido no tumoral (normal) el microorganismo se retne
en forma de banco de peces y en tejido tumoral este se distribuye en todas
direcciones, lo cual puede deberse a que en la mucosa gastrica normal el ambiente
es adecuado para el desarrollo del H. pylori, mientras que la formacion del cancer de
estdbmago cambia la constitucion de la estructura de las células epiteliales y por lo

tanto el microambiente de la mucosa, lo cual no permite la sobrevivencia de H. pylori

y ocasiona la pérdida de este®. Sin embargo, en contraste con las observaciones
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reportadas, estudios recientes muestran a H. pylori adherido a tejido metaplasico
intestinal incompleto, esto sugiere que la metaplasia intestinal incompleta representa
un epitelio hibrido, el cual comparte caracteristicas de células mucosas de la
superficie gastrica y de células de metaplasia intestinal, en el cual todavia se
expresan moléculas de supertficie a las cuales H. pylori puede adherirse; lo que
apoya nuestros hallazgos y resultados, ya que en este estudio se observé que H.

pylori colonizé de manera similar las zonas predeterminadas y las zonas del tumor®

96

Por lo que respecta a la positividad de H. pylori en los diferentes estadios de cancer
gastrico, se encontré que por cultivo existia una mayor positividad en los estadios
avanzados (tabla 5), mientras que por PCR practicamente no hubo diferencias en
ambos estadios (tabla 6); en ambos casos no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Estos resultados son contradictorios con los
reportados en la literatura, Kato y cols.®” describieron una mayor prevalencia de H.
pylori en sujetos con cancer gastrico en estadios tempranos que en sujetos con
estadios avanzados (86.5% vs. 75.7%), Deguchi y cols.*® encontraron una
prevalencia de 88.6% y 80% en estadios tempranos y avanzados, respectivamente, y
Tang y cols.®" encontraron una positividad de 62.5% en estadios tempranos y de
34.4% en avanzados; esta mayor positividad en estadios tempranos que en
avanzados sugiere que H. pylori podria en parte estar involucrado en la apariciéon y
desarrollo del cancer gastrico temprano. Cahill y cols.*® han sugerido que la infeccion

por H. pylori tiene una funcién importante en la carcinogénesis gastrica temprana, y

no influye en los estadios avanzados como en los tempranos.
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En la metodologia seguida en nuestro estudio se empled la amplificacién de
fragmentos de DNA por PCR para el analisis de las biopsias gastricas que fueron
cultivo negativo a H. pylori, asi como para la deteccién del gen ascciado a la
citotoxina, ya que es reconocido que esta técnica es altamente sensible y especifica,

como lo muestran diversos estudios™ %°.

La presencia del gen asociado a la citotoxina (cagA) tanto en las cepas de H. pylori
aisladas como en las biopsias positivas a H. pylori por PCR se detectd con la
finalidad de identificar si este factor de virulencia tiene una posible contribucion en el
desarrollo del cancer gastrico en poblacién mexicana, ademas de conocer su
distribucién topografica. Se ha descrito que la presencia del gen asociado a la
citotoxina y de la isla de patogenicidad cag (PAI-cag) en cepas de H. pylori, se asocia
al desarrollo de ulcera péptica, gastritis atréfica y cancer gastrico; por su parte, a las
cepas que carecen de estos factores de virulencia no se les ha descrito dicha
asociacion'® "', por lo cual, la presencia del gen cagA ha sido convencionalmente
usado como un marcador de cepas patogénicas. En nuestro estudio, no se
encontraron diferencias significativas entre la positividad de cagA del grupo de
sujetos con dispepsia no ulcerosa comparada con la del grupo de cancer gastrico en
las regiones anatémicas del estbmago, ademas de lo anterior, tampoco se obtuvo
significancia en la diferencia de positividad de cagA del grupo de cancer gastrico en
las regiones anatomicas vs las regiones de la lesion (grafica 8); estos resultados

102, 103, 104; sin

estan en concordancia con lo previamente observado en otros estudios
embargo, estos hallazgos son controversiales debido a que algunos reportes

muestran una alta positividad de H. pylori cagA positivo en sujetos con cancer
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gastrico comparados con controles’™ 8 1% | 3 alta positividad de cagA en nuestro
estudio, independiente de la entidad clinica, sugieren un uso limitado como marcador
de virulencia en nuestra poblacion; sumado a ello, no se encontrd asociacion entre la
presencia del gen cagA y el desarrollo de cancer gastrico en nuestra poblacion, como
fue descrito en otras poblaciones® % 197 Se ha descrito que la presencia de cepas
virulentas (H. pylori cagA positivas) no necesariamente resulta en mayor inflamacion

gastrica y con un alto grado de colonizacién bacteriana'®.

Es importante destacar que estudios recientes muestran que la presencia del gen
cagA per se no es un indicador de la presencia de la PAl-cag, ya que fue observado
que existen cepas de H. pylori que presentan y expresan el gen cagA, pero han
perdido o no son funcionales otros genes dentro de la PAl-cag; lo que hace que
estas cepas puedan ser clasificadas funcionalmente como cagA negativas'® y por lo
tanto no sean asociadas al desarrollo de patologias'® %" '® Maeda y cols.""® en un
estudio realizado en Japon, encontraron que todas las cepas con la presencia parcial
de la PAl-cag provenian de pacientes con dispepsia no ulcerosa, y que el 70% de las
cepas con la PAl-cag integra fueron de pacientes con ulcera péptica y cancer

' en donde

gastrico. Mas aun, en el estudio reciente realizado por Kauser y cols."
analizaron cepas de H. pylori aisladas de 8 diferentes zonas geograficas en el
mundo, encontraron que la mayoria de las cepas presentaban una PAl-cag parcial,
sin embargo, el 57% de las cepas de Japdn, el 18.6% de Peru y el 12% de la India
presentaban una isla completa, razén por la cual en nuestro estudio se requiere

analizar la integridad de la PAl-ca‘g de los aislamientos clinicos. Segln los estudios

realizados hasta ahora, se cree que posiblemente algo fundamental en la implicacion

Facultad de Quimica, UNAM 63




3. pylon-Cdncer Gdstrico

2, mostraron que en estos

formacion del pedestal. Recientemente, Higashi y cols.'’
sitios de fosforilacion es donde se lleva a cabo la union de la proteina SHP-2 y que
dependiendo del numero y secuencias de fosforilacién de tirosina, el efecto citopatico
que presentan las células es mayor, tales como: rearreglos del citoesqueleto,
proliferacion celular, disgregacion celular y movilidad, lo cual puede ser un importante
factor en patogénesis''*. Adicional a estos hallazgos, Higashi y cols.'"? describieron a
la proteina SHP-2 y observaron que tiene una mayor afinidad a la secuencia ESS
que la de WSS. Estas diferencias estructurales en la proteina CagA podrian estar
involucradas en el incremento del riesgo para el desarrollo de cancer gastrico en-

personas que estén infectadas con cepas de H. pylori que expresan la proteina CagA

con alta afinidad a SHP-238 115117,

La frecuencia de positividad de cagA en las regiones anatomicas de sujetos
dispépticos fue mayor en el cuerpo y fondo gastrico (grafica 9), siendo significativas
estas diferencias; en contraste, en los sujetos con cancer gastrico fue inversa la
positividad, es decir, las zonas anatomicas con mayor positividad a cagA, fueron
incisura angular y antro, no encontrandose diferencias significativas. Resultados
similares en cuanto a la tendencia de positividad en cagA fueron observados por el
grupo de Ho y cols.®: sin embargo, esto fue visto en pacientes con dispepsia no
ulcerosa, mientras que en nuestro estudio fue en sujetos con cancer gastrico. Estos
resultados son muy contrastantes y de dificil interpretacion. Con respecto a la alta
positividad en cagA encontrada en el fondo y cuerpo gdstrico en los sujetos con

8

dispepsia no ulcerosa; esta es controversial, Atherton y cols.'”® no encontraron

diferencias significativas en la distribucion de H. pylori cagA positivo en biopsias de
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antro y cuerpo. Sin embargo, en un estudio realizado con pacientes mexicanos se
encontré a H. pylori cagA positivo predominantemente en cuerpom, esto es poco
entendido ya que se ha sugerido que la cepas de H. pylori cagA negativas son mas
tolerantes al acido que las cepas de H. pylori cagA positivas; recientemente, se
observé que cepas de H. pylori que poseen un mayor numero de repeticiones en el
extremo 3° de cagA, son mas susceptibles a pH 3 y se asocian con mayor dafo
histologico''®. Por lo que se requiere de caracterizar la regién 3" de cagA de las

cepas aisladas en este estudio.

Cuando se comparé la frecuencia de positividad en cagA, en la zona tumoral (centro,
periferia, + 2 y +5 cm de la lesién), en los aislamientos y biopsias de sujetos con
cancer gastrico, no se encontré6 una diferencia estadisticamente significativa; sin
embargo, se observo una alta positividad en las regiones de la lesion, excepto a + 2
cm de la lesién (gréfica 10), asi como en el estadio avanzado (tabla 7). Estos

0

resultados estan acorde a lo reportado por Semino-Mora y cols.'®, quienes

encontraron la presencia de H. pylori cagA+ en células precancerosas y cancerosas,

' en un estudio

por otro lado, al igual que en nuestro estudio, Kokkola y cols."?
realizado en Finlandia, encontraron una alta seroprevalencia de CagA tanto en
pacientes con estadios tempranos como en pacientes con estadios avanzados. la
transformacion neoplasica se ha sugerido que puede estar inducida y sostenida, en
parte, por la expresion intracelular de cagA in vivo, este efecto podria tener una
funcion biolégica importante no solo durante los estadios tempranos de la

carcinogénesis gastrica, sino que tal vez en el estado tardio durante este proceso‘zo.

Estos hallazgos son poco entendidos, debido a que también se ha sugerido que la
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presencia de cagA solo tiene una funciéon importante en el estado inicial del cancer

gastrico'? ' Se ha especulado que factores de virulencia como CagA pueden estar

implicados en la persistencia del microorganismo en mucosa gastrica®* %, sin
embargo, se desconoce cual es su participacion en tejido no diferenciado, ya que

este desfavoreceria el crecimiento de H. pyfori®.

El desarrollo de cancer gastrico es altamente complejo e involucra multiples factores
bacterianos, del huésped y ambientales. Sujetos que son infectados con cepas
virulentas de H. pylori (cagA, vacA s1, vacA m1 y babA2 positivos) se observa que
tienen un mayor riesgo para desarrollar cancer gastrico, por otro lado, dietas ricas en
sales, alimentos ahumados y dietas pobres en frutas y verduras frescas favorecen la

carcinogénesis gastrica'?.
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CAPITULO 7
CONCLUSIONES

e La frecuencia de H. pylori por cultivo fue mayor en sujetos con cancer gastrico

que en sujetos con dispepsia.

e Fondo y cuerpo gastrico son los sitios anatomicos con mayor prevalencia de

H. pylori en los sujetos con cancer gastrico.

o La frecuencia de H. pylori en las regiones anatomicas y de la lesion en los

sujetos con cancer no fue significativamente diferente.

e La presencia de H. pylori en estadios tempranos y avanzados de sujetos con

cancer no fue significativamente diferente.

e La frecuencia de H. pylori cagA positivo en la poblacion de estudio fue mayor

al 70%

e Una asociacién entre H. pylori cagA positivo y las regiones anatémicas fondo y

cuerpo se observo en sujetos con dispepsia.

¢ La frecuencia de H. pylori cagA positivo en sujetos con diferentes estadios de

cancer gastrico fue similar. -
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CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

Diversos estudios han mostrado que las cepas de H. pylori cagA positivas son mas
virulentas que las cepas cagA negativas. Sin embargo, la alta prevalencia de cepas
de H. pylori cagA positivas en nuestra poblacion hace que la presencia del gen cagA
per se no sea un predictor importante de enfermedad en la infeccion por H. pylor, por
lo que se debera determinarse si el polimorfismo de la regién vanable 3 del gen
puede diferenciar las cepas de H. pylori que puedan asociarse al desarrollo de
cancer gastrico. Ya que se ha observado que la proteina CagA es inyectada por el
microorganismo a las células epiteliales gastricas, en dénde es fosforilada,
posteriormente, esta se une a la fosfatasa SHP-2, activandose la actividad de
fosfatasa y por lo tanto induce cambios morfolégicos en las células, tales como
rearreglos del citoesqueleto, proliferacion celular, disgregacion celular y movilidad.
Por otro lado, la diversidad en la secuencia de aminoacidos en los sitios de
fosforilacion de tirosina de CagA, pueden proveer una de tas mas importantes
variables en el resultado de la infeccion por H. pylori, por lo que debera determinarse
si las cepas de H. pylori aisladas de pacientes con cancer gastrico presentan un
mayor grado de fosforilacion de tirosina en los motivos EPIYA de la proteina CagA,

comparadas con cepas aisladas de gastritis crénica y Ulcera péptica.
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