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“‘Busqueda de un marcador epitelial temprano para el desarrollo de cancer gastrico en pacientes
infectados por Helicobacter pylorr .

RESUMEN

Antecedentes: En 1983 Warren y Marshall descubrieron un microorganismo espiralado y gramnegativo
llamado Helicobacter pylori que actualmente afecta a mas del 50% de la poblacién mundial con mayor
prevalencia en los paises en vias de desarrollo. Tras multiples estudios e investigaciones se le ha
clasificado como un carcinégeno clase |. La infeccion por Helicobacter pylori se asocia con un 70% de los
casos de gastritis cronica activa, con el 95% de las ulceras duodenales y con el 60% de los pacientes con
cancer. La hipotesis que relaciona la presencia de esta bacteria con el desarrollo de cancer gastrico se
basa en el dafo progresivo que ésta produce con la aparicion de gastritis superficial, gastritis crénica y
gastritis atrofica, existiendo en esta ultima etapa una lesidon severa que induce cambios histolégicos como
metaplasia intestinal, displasia y eventualmente cancer. Por otro lado a nivel molecular se han
identificado a unas proteinas integrales de membrana llamadas claudinas que exhiben distintos patrones
de expresion en los tejidos y tipos celulares especificos. Contribuyen a la actividad de adhesion celular y
son el principal determinante de la funcion de barrera de las uniones estrechas celulares. Se ha visto que
su expresion esta frecuentemente alterada en varios canceres aunque el papel exacto de esto no esta
todavia claro, sin embargo se ha propuesto que éstas pueden promover la invasion celular, la movilidad
y/o supervivencia, sugiriendo funciones potenciales en la tumorogénesis y metastasis. Investigaciones
preliminares sugieren que factores de virulencia de Helicobacter pylori modulan las funciones de barrera
de los epitelios, aumentando la permeabilidad celular y alterando de la misma forma la funcién y
expresion de las claudinas. Estos eventos parecen ser importantes para promover la transformacion
celular.

Objetivo: Determinar la existencia de un marcador epitelial temprano para el desarrollo de cancer
gastrico en pacientes infectados por Helicobacter pylori.

Material y métodos: Se realizd un estudio observacional, transversal, prospectivo, exploratorio y abierto
en el que se incluyeron 27 pacientes infectados por Helicobacter pylori de la consulta externa del servicio
de Gastroenterologia del Hospital Regional “Licenciado Adolfo Lépez Mateos”. Cada uno fue entrevistado
y tras el llenado de un cuestionario sencillo les fue practicado el estudio endoscépico respectivo para la
obtencién de las biopsias gastricas que fueron recolectadas y llevadas al laboratorio de la facultad de
Medicina de la UNAM para su procesamiento y analisis mediante estudios inmunohistoquimicos y de
Western blot.

Resultados: El analisis molecular revelé que de 15 claudinas probadas, se detecté la expresion de
claudinas 1, 2, 3, 4, 7 y 10. La expresion de estas proteinas se localizé predominantemente en la
fracciéon de membrana. Las claudinas 1, 3 y 4 se observaron también en las fracciones de citoesqueleto y
las claudinas 2, 7 y 9 en la fraccion de citosol.

Conclusiones: Se encontré que en los pacientes infectados por Helicobacter pylori de nuestra
investigacion los hallazgos a nivel molecular concuerdan con diversos reportes en los que se muestra la
deslocalizacién de claudinas en el citosol.



“Study of an early epithelial marker for gastric cancer development in Helicobacter pylori patients”
ABSTRACT

BACKGROWND: In 1983 Warren and Marshall discovered a spiral gramnegative microorganism actually
called Helicobacter pylori which infects more than 50% of the world population, showing highest
prevalence in developing countries. After numerous studies and long research, Helicobacter pylori has
been classified as a Class | carcinogen. Helicobacter pylori infection is associated with 70% of active
chronic gastritis, 95% of duodenal ulcers and 60% of gastric cancer cases. The hypothesis that relates the
presence of H. pylori with gastric cancer development is based on the progressive damage that the
bacteria produces, with appearance of superficial, chronic and atrophic gastritis. This last phase shows
the presence of a severe lesion inducing histological changes such as intestinal metaplasia, dysplasia,
and eventually cancer. Along with the mentioned changes, in a molecular level structural proteins called
“claudins” have been described. These show multiple patterns of expression at the tissular and cellular
levels. Claudins contribute with cellular adhesion activity and barrier function in the intercellular junction.
Their expression is frequently altered in different malignant tumors, but the physiological role of these
changes is still unknown. A promoting activity related with cellular invasion has been associated with
these molecules, sugesting an important role of claudins in tumoral genesis and metastasis. Preliminar
studies suggest that Helicobacter pylorivirulence factors can modulate the barrier function of the epithelial
linings, increasing cellular permeability and altering the expression and function of claudins. These events
seem to be important in promoting cellular transformation.

OBJECTIVE: Determine the presence of an early epithelial marker for the gastric cancer development in
Helicobacter pyloriinfected patients.

MATERIALS AND METHODS: An observational, transversal, prospective, exploratory and open study
was performed in 27 Helicobacter pylori infected patients, derived from the Gastroenterology service of
the “Hospital Regional Licenciado Adolfo Lépez Mateos”. Each patient was individually examined, and
after filling a simple questionnaire, an endoscopic study was performed to obtain gastric mucosa biopsies.
These biopsies were collected and then transported to the Medicine Faculty of the UNAM to be processed
and analyzed using inmunohistochemical studies and Western-blot assays.

RESULTS: Molecular analysis of 15 claudins revealed expression of claudins 1, 2, 3, 4, 7 and 10. The
expression of these proteins was predominantly detected in the membrane fraction. Claudins 1, 3 and 4
were also observed in the cytosqueletal fraction and claudins 2, 7 and 9 in the cytosolic fraction.

CONCLUSION: In our study, molecular findings detected in patients with Helicobacter pylori infection
were concordant with multiple previous literature reports that already demonstrated a dislocation of
claudin molecules in the cell cytoplasm.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es la bacteria descrita mas recientemente que ha causado mayor revuelo a
nivel mundial en medicina (descubierta en 1983) pues se considera que afecta a mas del 50% de la
poblacion del mundo con una prevalencia mayor en los paises en vias de desarrollo que en los
desarrollados

Su importancia ha sido tal que a menos de dos décadas de su descubrimiento ya se conoce la
secuencia de su genoma, se ha descrito un sin fin de factores de virulencia y se acepta su participacion
en la causalidad de las gastritis, Ulceras pépticas e incluso se asocia con algunos tipos de cancer
gastrico. La OMS encontré en 1994 que habia suficiente evidencia epidemiolégica e histologica para
clasificar a Helicobacter pylori como carcindgeno clase |.

Por otro lado, el cancer gastrico ocupa el 2° lugar entre las neoplasias gastricas de diagnostico
mas frecuente a nivel mundial y desafortunadamente en paises en vias de desarrolio el diagndstico se
realiza generalmente en estadios avanzados, lo que se asocia con una alta tasa de mortalidad. El
adenocarcinoma gastrico se clasifica en dos tipos histolégicos distintos: el intestinal y el difuso. El
intestinal predomina en poblaciones de alto riesgo y es mas comun en personas de edad avanzada, es
precedido por continuos cambios histol6gicos tales como gastritis activa, atrofia intestinal, metaplasia y
displasia.

La evolucién histologica del adenocarcinoma gastrico de este tipo lleva implicitos los cambios
histolégicos descritos en las infecciones por Helicobacter pylori por lo que este agente se ha incriminado
en la etiologia del cancer gastrico.

La infeccidén por Helicobacter pylori se asocia con un 70% de los casos de gastritis cronica
activa, con el 90 — 95% de las ulceras duodenales y con un 60% de los pacientes con cancer. La
hipotesis corriente que relaciona a Helicobacter pylori con el desarrollo de céncer gastrico de tipo
intestinal se basa en un dafio progresivo inducido por la presencia prolongada de la bacteria que lleva a
lesiones que evolucionan de una gastritis superficial. gastritis cronica, gastritis atrofica y en esta Gltima
etapa existe una infiltracion inflamateria importante con agregados foliculares finfoides que destruyen la
mucosa a tal grado que ocurre pérdida de la funcion y se induce una metaplasia intestinal, displasia y

eventualmente el desarrollo de cancer.



Mediante nuestro trabajo, queremos sumergirnos en este amplio contexto para incrementar el
conocimiento sobre la relacion existente entre esta bacteria llamada Helicobacter pylori y el cancer

gastrico.



ANTECEDENTES

Desde el descubrimiento de Helicobacter pylori en 1983 por Warren y Marshall, el diagnéstico y
tratamiento de la enfermedad gastrointestinal superior ha cambiado enormemente. Se ha reportado un
alto riesgo para el desarrollo de cancer gastrico en sujetos con examenes seroldgicos positivos para
Helicobacter pylori (1). La Asociacion Mundial de la Salud y la Agencia Internacional para la Investigacién
en Cancer determinaron en 1994 que hay suficiente evidencia epidemioldgica e histolégica para clasificar
a Helicobacter pylori como un carcinégeno definitivo. Muchos estudios han encontrado asociacion de
Helicobacter pylori con cancer gastrico. Uemura y colaboradores reportaron que cada afio en Japon, el
cancer gastrico se desarrolla en 300,000 (0.5%) de las 60 millones de personas quienes son Helicobacter
pyloripositivas, lo que significa que esta entidad estara presente en el 5% de las personas infectadas con

dicha bacteria en una década (1).

CARACTERISTICAS:

Helicobacter pylori es un microorganismo espiralado gramnegativo, de crecimiento lento,
microaerofilo y muy moévil, cuya caracteristica bioquimica mas sorprendente es la producciéon abundante
de ureasa. Esta enzima es uno de varios factores importantes para la colonizaciéon y constituye un
marcador indirecto importante de la presencia del microorganismo porque en ella se basan las pruebas
de ureasa rapida en las biopsias y la prueba del aliento de la urea y funciona como antigeno para la
deteccion serolégica. H. pylories atraido por el epitelio gastrico (estbmago y areas de metaplasia gastrica
fuera del estdmago). La infeccion por Helicobacter pylori desencadena respuestas inflamatorias e

inmunes importantes que duran toda la vida, salvo que se cure la infeccion (2).

EPIDEMIOLOGIA:

La prevalencia de Helicobacter pylori en individuos sanos varia de acuerdo con la edad, la clase
socioeconomica y el pais de origen. La infeccion se suele adquirir en la infancia. En los paises en vias de
desarrollo los nifios por lo general se infectan a los 10 afios de edad, mientras que en los paises

desarrollados se observa un incremento de la frecuencia de la infeccion relacionado con la edad (2).



En los Estados Unidos la infeccion por Helicobacter pylori disminuy6 alrededor del 10% en los
individuos blancos de clase media y alta de 50 afios 0 menos, pero aun es frecuente en la poblacién con
desventajas sociales y en la gran cantidad de inmigrantes (2). En paises desarrollados la prevalencia
puede variar entre los diferentes grupos étnicos con estado socioecondmico similar. La explicacion de
esta observacion tiene componentes ambientales y genéticos del huésped. Se ha encontrado entre los
adultos de mediana edad una prevalencia cercana al 80% en muchos paises en desarrollo, comparado
con 20 a 50% en paises industrializados (3).

La infeccién es adquirida por ingestion oral de la bacteria y es transmitida principalmente entre familias
durante la nifiez. Se ha visto que como en los paises industrializados, la transmision directa de persona a
persona por vomito, saliva o heces predomina; las rutas de transmision adicional, como el agua quizas

sean importantes en paises en desarrollo.

VIRULENCIA:

Los factores de virulencia de Helicobacter pylorise pueden dividir en:
a) Factores de colonizacion: flagelos (para la motilidad), ureasa y factores de adherencia.
b) Factores responsables de lesion tisular: lipopolisacaridos, reclutamiento de leucocitos y factores
activadores, citotoxina vacuolante (VacA), antigeno asociado con la citotoxina (CagA), proteina
inflamatoria de la membrana externa (OipA) y proteinas de choque térmico (HspA, HspB).
La toxina vacuolante (VacA) y el antigeno asociado a | citotoxina (CagA) posiblemente sean
peptidoglicanos y son producidas mediante un sistema de secrecion tipo IV. La primera opera dentro de
las células causando su vacuolizacién, oligomeriza y forma canales anio-selectivos en la membrana
plasmatica y en la membrana endosomal que conduce a disrupcién del trafico normal de la membrana.
Ademas promueve el proceso inflamatorio al favorecer la liberacion de citocinas proinflamatorias (4). Las
vacuolas son endociticamente activas (5).
Otros efectos son el de intoxicar a un extenso tipo de células incluyendo las del epitelio gastrico y células
inmunitarias predisponiendo a multiples y diferentes alteraciones celulares (altera la maduraciéon de
fagosomas, interfiere con la presentacion de antigenos por los linfocitos B, inhibe la produccion de

interleucina 2 necesaria para la viabilidad y proliferacion de los linfocitos T, entre otras) (5).



Por otro lado CagA, promueve la dispersion de la célula interactuando directamente con el
receptor c-Met. Este fenotipo de dispersion celular simula el producido por el factor de crecimiento del
hepatocito, también conocido como factor de dispersidbn que participa en varios aspectos de la

carcinogénesis incluyendo las metastasis (4).

HISTOLOGIA Y PATOGENIA:

Las manifestaciones histolégicas de la infeccion muestran una lesion focal de las células
epiteliales ademas de un infiltrado inflamatorio en la lamina propia que estd compuesto por leucocitos
polimorfonucleares, eosinéfilos y células mononucleares. Entre éstas ultimas se incluyen linfocitos B y T,
y nomalmente implican el desarrollo de foliculos linfoides, monocitos y células plasmaticas. El
componente linfocitario de la respuesta inflamatoria se denomina tejido linfoide asociado con la mucosa.
Las biopsias del cuerpo gastrico también suelen revelar inflamacion, pero menos grave que en el antro.
En pacientes con Ulcera duodenal la gastritis habitualmente es grave en el antro y moderada, leve o
incluso ausente en el cuerpo (2). En algunos individuos la gastritis cronica superficial por Helicobacter
pylori progresa con el tiempo hasta una gastritis atrofica con incremento anual de la prevalencia del 1 al
3% en individuos sanos.

Este tipo de gastritis atréfica genera tres patrones distintos: gastritis atrofica corporal predominante (de
tipo difusa), gastritis atrofica antral predominante y gastritis atroéfica multifocal (corporal y antral). A
medida que avanza el grado de atrofia, la presencia de infeccién activa por Helicobacter pylori parece
disminuir, quizas en funcion de la transformacion de la cubierta gastrica de células epiteliales
superficiales normales en una metaplasia intestinal en la que rara vez aparece la bacteria. La
hipoclorhidria también puede crear un ambiente hostil para el Helicobacter pylori por que en ausencia de
acido otros microorganismos pueden sobrevivir en el estémago y compiten con él. El mecanismo por el
cual la lesion de la mucosa gastrica progresa desde la gastritis superficial a la atrofia no esta claro y
puede ser multifactorial. El factor principal puede ser ambiental, ya que la proporcién de la poblacion
infectada varia en forma notable en las diferentes areas geograficas. La velocidad con la que progresa la
gastritis cronica superficial hacia la gastritis atréfica del cuerpo y el fundus varia ante las diferentes

situaciones clinicas.



Suerbaum y colaboradores comentan que el curso clinico de la infeccion es muy variable e
influenciado por factores microbianos y del huésped. El patron y distribucion de la gastritis se correlaciona
enormemente con el riesgo de secuelas clinicas como son Ulceras duodenal o gastrica, atrofia de la
mucosa, carcinoma gastrico o linfoma gastrico. Los pacientes con gastritis de predominio antral (la forma
mas comun de gastritis por Helicobacter pylor)) estan predispuestos a formar ulceras duodenales,
mientras que los pacientes con gastritis de predominio en el cuerpo y con atrofia multifocal tienen
principalmente Ulceras gastricas, atrofia gastrica, metaplasia intestinal y finalmente carcinoma gastrico
(3).

La infeccion por Helicobacter pylori incrementa significativamente el riesgo de presentar linfoma MALT
(mucosa associated lymphoid tissue). Del 72 al 98% de los pacientes que lo padecen estan infectados
con Helicobacter pylori (3).

Hansson y colaboradores reportaron en Suiza que el Helicobacter pylori quizas afecta los
estadios tempranos de la carcinogénesis gastrica induciendo gastritis cronica, en la cual hay formacion de
radicales libres por las células inflamatorias, producciéon de éxido nitrico, nitratos y nitrosaminas por los
macrofagos, e intensa renovacion celular (6). Ademas que la infeccion por Helicobacter pylori
relacionada con atrofia gastrica es mas pronunciada en pacientes que presentan Ulcera gastrica. Esta
atrofia en la cual hay pérdida de la acidez gastrica contribuye a que la flora gastrica bacteriana promueva
la formacion endégena de compuestos nitrogenados. Ademas la infiltracién de leucocitos en la mucosa
gastrica, combinado con un Ph alcalino en el jugo gastrico genera niveles bajos de acido ascérbico y una
disminucion en el bloqueo de la nitrosaminacion.

Estos resultados sugieren, que las Ulceras gastricas y el cancer gastrico tienen factores etioldgicos en

comun (6).

CANCER GASTRICO:
EPIDEMIOLOGIA:
El adenocarcinoma gastrico ha sido una de las principales causas de mortalidad por cancer en el

mundo, en 1996 todavia era la segunda causa de muerte por cancer con 628.000 defunciones por afio

@).



Existe una definida variabilidad geografica para el cancer gastrico y las mayores tasas se
encuentran en Oriente. Japon ocupa el primer lugar en incidencia en el mundo y el cuarto lugar en
mortalidad seguido por Corea del Sur, Costa Rica y la ex Unién Soviética. Areas con baja incidencia son
América del Norte, Australia, Europa occidental y Africa (7).

En 1930, era la principal causa de muerte por cancer en el hombre y la tercera en la mujer en los Estados
Unidos y para 1997 era la octava causa de muerte por cancer con una cantidad estimada de 22.800
nuevos casos diagnosticados con un resultado de 14.000 muertes y un costo aproximado de 61.8
millones de dodlares en cuidados sanitarios (7).

En los Estados Unidos la mayor parte de los afectados tienen de 65 a 74 afios y una edad media al
momento del diagnéstico de 70 afios para el hombre y 74 afios para la mujer (7). Cuando el cancer
gastrico afecta a pacientes mas jovenes la relacion hombre-mujer se acerca a 1, existe alta
preponderancia de sangre tipo A, se asocia a antecedentes familiares de cancer y hay mayor proporciéon
de la forma difusa por sobre la forma intestinal. Desde la década de 1960 la poblacién negra americana
ha tenido una tasa de mortalidad por cancer gastrico de casi el doble que la poblacion blanca. Los
aborigenes americanos y los hispanoamericanos también poseen un riesgo en dos veces mayor de
desarrollar esta neoplasia que la poblacion blanca. En términos de sexo, tanto los hombres de raza negra
como los de raza blanca poseen una tasa de cancer gastrico que duplica la de las mujeres y asi se
registra en todo el mundo. La distribucién por area del estémago afectado es de 39% para el tercio
proximal, 17% en el tercio medio, 32% en el tercio distal y 12% que compromete la totalidad del

estomago.

ETIOPATOGENIA:

Dentro de los factores de riesgo se encuentran los antecedentes familiares, causas ambientales
como la infeccion por Helicobacter pylori, dieta, tabaquismo, alcohol y bajo nivel socioecondmico.
Algunos estudios prospectivos en los Estados Unidos e Inglaterra han mostrado un aumento de 3 a 8
veces en las tasas de cancer gastrico en los pacientes con infeccion por Helicobacter pylori en

comparacion con controles de la misma edad sin esta infeccion (7).



Se han propuesto numerosos mecanismos para la induccion del cancer gastrico por Helicobacter
pylori. Uno de ellos parece ser la inflamacion crénica, causada por la infeccidon que acarrea numerosas
consecuencias. Conlleva al aumento del estrés oxidativo con la formacién de radicales libres de oxigeno
capaces de dafar al DNA e incrementar la produccién de citocinas dando como resultado el aumento de
la renovacion celular vy la reparacion inadecuada del DNA (7). En general se ha visto que la induccion de
respuesta a la citosina TH1 esta fuertemente ligada con el aumento de las tasas de cancer gastrico. La
combinacién de la infeccion por esta bacteria y la respuesta inflamatoria resultante lleva al incremento de
la proliferacion celular y de los indices de apoptosis in vivo. Mientras que el aumento de la apoptosis
puede deberse a la inflamacion y quizas a la interaccion bacteriana directa, el aumento de la proliferaciéon
celular podria ser secundario a la hipergastrinemia inducida por Helicobacter pylori y a la induccién de la
via de la proteina cinasa activadora de la mitosis (MAPK). El incremento en la proliferacion gastrica se ha
asociado con indices elevados de metastasis ganglionares y peor prondstico. Otro efecto posible de la
infeccion por Helicobacter pylori que mediaria el desarrollo de cancer gastrico es la menor regulacién de
la catenina alfa y de la cadherina E. Esta ultima sirve como un mediador de la adhesion intercelular
dentro de las uniones adherentes en la zonula. Se ha descrito la pérdida de su regulacion en las biopsias
de antro de pacientes infectados con Helicobacter pylori. Los dominios citoplasmicos de la E-cadherina
interactuan con las cateninas alfa y beta, por lo que las alteraciones en este sistema desempefian un
importante rol en la iniciacion tumoral y progresién (8).

La pérdida de la expresion de la E-cadherina en las células epiteliales se asocia con la adquisicion del
fenotipo mesenquimal. La transicion al epitelio mesenquimal ocurre durante las fases cruciales del
desarrollo y progresion tumoral. El factor envuelto en esta transicion esta representado por el factor de
crecimiento del hepatocito o factor dispersante que activa al receptor c- Met y promueve el crecimiento de
las células epiteliales y su supervivencia ademas de la dispersion celular que estimula la disociacion y
dispersa las colonias de células epiteliales adquiriendo una morfologia fibroblastica (8).

Un estudio reciente realizado en pacientes infectados de Escocia y Polonia sugiere que ciertos genotipos
especificos de IL-1 aumentan el riesgo de desarrollar tanto gastritis atréfica como cancer gastrico. Se
cree que estos genotipos incrementan la produccién de interleucina-1-beta, la cual es una citosina

proinflamatoria importante e inhibidora de la secrecién acida (7).



La supresion a largo plazo de la secrecion acida por inhibidores de la bomba de protones en
individuos infectados por Helicobacter pylori también incrementa el riesgo de infeccion del cuerpo
gastrico y de atrofia de la mucosa.

Los trastornos premalignos incluyen la gastritis crénica atrofica, la metaplasia intestinal, la displasia
gastrica y los polipos gastricos. La gastritis cronica atréfica es definida como la pérdida de tejido glandular
especializado de su region gastrica correspondiente y ha sido asociada con un aumento de casi 6 veces
del riesgo relativo de desarrollo de la forma intestinal del cancer gastrico. El aumento de la severidad de
la gastritis se correlaciona con mayor incidencia de cancer gastrico. Hay dos formas de gastritis atréfica,
la mas comun es la multifocal, usualmente secundaria a la infeccion por Helicobacter pylori y asociada
con metaplasia. La atrofia gastrica provoca disminuciéon en la produccion de acido (aclorhidria), la cual
predispone al sobrecrecimiento bacteriano de microorganismos diferentes al Helicobacter, al aumento en
la formacién de nitrosaminas y al aumento de la secrecién de ascorbato hacia la luz gastrica. A su vez,
los bajos niveles de acido observados dan como resultado niveles aumentados de gastrina, factor de

crecimiento conocido y posible riesgo para el cancer gastrico.

HISTOLOGIA:

El adenocarcinoma gastrico es generalmente subdividido en dos tipos histolégicos basados en la
clasificacion de Lauren (1965). Reconoce dos categorias: el tipo intestinal (bien diferenciado) y el tipo
difuso. El tipo intestinal es mas comun, ocurre en pacientes ancianos y esta mas ligado a factores
ambientales y dietéticos. Histoldgicamente se caracteriza por estructuras tubulares parecidas a glandulas
intestinales. En contraste, el tipo difuso es menos comun, afecta a pacientes jovenes y tiene peor
pronodstico. Casos ocasionales de este tipo histologico tienen origen genético primario, asociados con
mutaciones en el gen cadherina-E. El tipo difuso es mas pobremente diferenciado, carece de estructuras
glandulares y es mas agresivo.

Houghton y colaboradores en estudios recientes mostraron que ambos tipos de cancer gastrico

intestinal y difuso estan fuertemente asociados con la infeccion por Helicobacter pylori (9).



Uemura y colaboradores en Japdén sugieren en sus investigaciones que los pacientes con
infeccion por Helicobacter pylori y gastritis atrofica severa, gastritis de predominio en cuerpo, o ambas,
junto con metaplasia intestinal tienen un alto riesgo para cancer gastrico de tipo intestinal (1).

Hay datos que confirman la hipotesis de Correa el cual propone que la gastritis atréfica severa
acompafiada de metaplasia intestinal causada por infeccién persistente por Helicobacter pylori esta
estrechamente relacionada con el desarrollo de cancer gastrico de tipo intestinal (9).

Estudios epidemioldgicos e histopatoldégicos han mostrado que el desarrollo de cancer gastrico tipo difuso
también esta asociado con la infeccion por Helicobacter pylori. El estudio de Uemura y colaboradores
también apoya la hipdtesis de Sipponen y Solcia, donde el cancer gastrico tipo difuso se desarrolla
durante la progresion de gastritis atrofica en pacientes con infeccién por esta bacteria y esta
particularmente asociada con gastritis activa (1). En conclusidon encontraron que la infeccién por
Helicobacter pylori esta asociada con el desarrollo de ambos tipos intestinal y difuso de cancer gastrico y
que entre los pacientes infectados, aquellos con atrofia severa acompafiada de metaplasia intestinal,

gastritis de predominio en el cuerpo o ambas estan particularmente en alto riesgo.

CLAUDINAS:

En el trabajo de investigacién de Chiba et al del afo 2007, se realiza una descripcién detallada de
las proteinas transmembranales de las uniones estrechas (UE). En dicho trabajo se comenta que las
uniones estrechas constituyen uno de los principales complejos intercelulares que contribuyen por un
lado a la funcidon de barrera paracelular semipermeable para el transporte de iones, solutos y agua y por
otro a la funcién de cerca, dividiendo los dominios apical y basolateral y evitando el flujo de fosfolipidos y
proteinas de membrana de la region apical a la region basal y viceversa. La funcion de estas uniones
también es muy importante en la transduccién de sefales ya que actia a través de un complejo proteico
multifuncional tanto en células epiteliales como en células endoteliales de vertebrados. Numerosos
estudios han revelado que las UE estan constituidas por varios componentes moleculares incluyendo
proteinas integrales de membrana como ocludina, claudinas, moléculas de adhesién celular y tricelulina,
asi como un numero cada vez mas extenso de proteinas de andamiaje celular (10). La identificacion y

caracterizacion de estas proteinas ha conducido a revelaciones de la naturaleza molecular de estas



uniones. También se observan en las células del endotelio vascular y mesoteliales asi como en varios
otros tipos de células. Por microscopia electronica, las uniones estrechas aparecen como series de
uniones de membrana muy cerradas entre células adyacentes. Ademas como otras uniones célula-célula
y célula-matriz extracelular, las uniones estrechas funcionan como un complejo multifuncional
coordinando una variedad de moléculas de sefialamiento y trafico vesicular para regular procesos como
la diferenciacion celular, proliferaciéon y polaridad celular. Estas funciones son criticas para las células ya
que gracias a éstas se establecen distintos compartimientos tisulares dentro del cuerpo y se mantiene la
homeostasis. Se sabe también que las alteraciones en las funciones de las uniones estrechas son muy
probablemente la causa y/o contribuyen a una variedad de condiciones patolégicas como la enfermedad

inflamatoria intestinal, infecciones y canceres asi como edema vasogénico y metastasis via hematdgena.

Estructura vy distribucion de las claudinas:

Se describe que las claudinas son proteinas de 18 a 27 kDa con un amino terminal (N-terminal)
citoplasmico corto, dos asas extracelulares y un carboxilo terminal (C-terminal) citoplasmico. La familia de
claudinas consiste de 24 miembros reportados en ratdn y seres humanos y exhiben distintos patrones de
expresion en los tejidos y tipos celulares especificos. El grupo carboxilo terminal es capaz de unirse, por
medio de dominios PDZ a proteinas membranales como la ZO-1, ZO-2, ZO-3 PATJ y MUPP1, las cuales
modulan el ensamble y el correcto funcionamiento de las UE.

Generalmente, més de dos tipos de claudinas son expresadas en diversos tipos de epitelios. Claudina-2,
claudina-3, claudina-4, claudina-7, claudina-8, claudina-12 y claudina-15 se expresan abundantemente en
el duodeno, yeyuno, ileon y/o colon con marcadas variaciones en los niveles de expresion en todos los
segmentos del tracto gastrointestinal mostrando distintas localizaciones subcelulares en el epitelio
intestinal. Claudina-2, claudina-4 y claudina-15 son expresadas a lo largo de las criptas de las
vellosidades intestinales. Claudina-7 se expresa en las membranas celulares de las glandulas de Brunner
del duodeno pero en menor cantidad que en el epitelio de las criptas. La expresion de las diferentes
claudinas también se ha reportado en otros epitelios tisulares incluyendo Iébulo hepatico, neurona y oido

interno.



Otro punto que se debe mencionar es la localizacion de las claudinas en el epitelio basolateral,
por ejemplo claudina-7 que se expresa mas intensamente en la superficie basolateral del epitelio

intestinal aunque su significado fisioldgico todavia no esta determinado (10).

Funciones fisioldgicas de las claudinas:

Se ha encontrado que las claudinas contribuyen a la actividad de adhesion celular independiente
de calcio y son el principal determinante de la funcién de barrera de las uniones estrechas incluyendo la
discriminacion en el paso de moléculas con diferente carga y su selectividad por tamafio. En su estructura
las claudinas poseen dos asas extracelulares. La primera asa tiene una amplia variacion en la posicion y
numero de aminoacidos cargados dependiendo de cada claudina, por ejemplo: claudina-15 que tiene dos
residuos cargados negativamente (posicion 53 y 64), la sustitucion de estos por otros positivos la
convierte de ser selectiva para cationes a selectiva para aniones. Se asume que la combinacion y
proporcion de las diferentes especies de claudinas contribuye a las propiedades de barrera de las
uniones estrechas en un tipo celular (tejido) dado. Varias lineas de evidencia han sugerido que claudina-
16 juega un papel clave en la reabsorcion de magnesio y calcio. Por otro lado, claudina-2 se sabe que
actiia como un canal paracelular para el sodio en las células del epitelio renal sin alterar la conduccion del
cloro. Se ha descubierto recientemente que claudina-2 y claudina-12 facilitan la absorcién paracelular de
calcio en las células de epitelio intestinal (10).

Por otro lado, se ha reportado que la regién carboxilo terminal de las claudinas puede ser
fosforilada en residuos de serina y/o treonina, regulando su interaccion con otras proteinas, su
localizacion y su vida media. Los cambios en la fosforilacion de las claudinas se han asociado con
cambios en la permeabilidad paracelular y resistencia transepitelial de las células (medidas empleadas

para evaluar la funcién de las uniones estrechas) (11).

Claudinas y enfermedades humanas:

Chiba y colaboradores reportan que mutaciones en los genes de 4 claudinas son causa de
enfermedades hereditarias humanas. Primero, varias mutaciones en el gen de la claudina-16 fueron

identificadas en pacientes con hipomagnasemia familiar con hipercalciuria y nefrocalcinosis. Segundo,



mutaciones en el gen de la claudina-14, la cual es altamente expresada en las células de las vellosidades
externas de la coclea, causan sordera autonémica recesiva. Tercero, mutaciones en el gen de la
claudina-1 que se han reportado en colangitis esclerosante neonatal con ictiosis. Cuarto, mutaciones en
el gen de la claudina-19 cuya expresion es altamente detectada en los tubulos renales y en la retina, han
sido identificadas recientemente en familiares afectados con hipomagnasemia severa debido a pérdida
renal, nefrocalcinosis, falla renal progresiva y anommalidades oculares severas (10).

A diferencia con otras moléculas de union, la expresion de claudinas esta frecuentemente incrementada
en varios canceres, por ejemplo claudina-3, claudina-4 y claudina-7 estan frecuentemente
sobreexpresadas en una variedad de canceres como los originados de ovario, trompas de Falopio,
mama, utero, prostata, tiroides, pancreas, estdmago, colon y vejiga. El papel exacto de la sobreexpresion
de las claudinas en el cancer no esta todavia claro, sin embargo se ha propuesto que la expresion de
algunas claudinas en las células epiteliales promueve la invasion celular, la movilidad y/o supervivencia
sugiriendo funciones potenciales de las claudinas en tumorogénesis y metastasis.

La expresion y/o distribucion de las claudinas también estan alteradas en otras condiciones patolégicas y
esos cambios se ha propuesto que juegan un papel importante en la fisiopatologia de tales
enfermedades.

Recientemente claudina-1 se ha identificado como un co-receptor para el virus de hepatitis C y se mostré
que es requerida para que dicho virus entre a las células del huésped. También se ha reportado que la
expresion ectopica de claudina-1 en células no hepaticas les confiere susceptibilidad para la infecciéon por
este virus. Ademas, la region c-terminal desde la primer asa extracelular es critica para la susceptibilidad

al virus de la hepatitis C (10).

Proteinas de las uniones estrechas y cancer:

En el trabajo realizado por Cereijido y colaboradores se investiga sobre las nuevas enfermedades
derivadas o asociadas con las uniones estrechas y se comenta que en diversos tipos de cancer hay
suficiente informacion que muestra que aun cuando hay una expresion alterada de proteinas especificas

de las uniones estrechas, su papel especifico es aun complejo y controversial. Por ejemplo mientras



claudina-7 se ha encontrado disminuida en carcinomas invasivos ductales de mama, en otros tejidos
como en ovario, colon, cerviz y cancer gastrico esta sobreexpresada.

Por otro lado, las claudinas-3, -4 y -7, estan elevadas en varios canceres incluyendo mama, ovario,
colon, estdmago y prostata.

La expresion de claudina-3 y claudina-4 en la superficie epitelial de las células del ovario humano
incrementa la supervivencia celular, la actividad de metaloproteinasa-2 de la matriz extracelular, la
invasion celular y la movilidad. Hay una alta especificidad de expresién de claudina-3 en cancer,
sugiriendo que quizas constituya un marcador molecular altamente utilizable. El rompimiento de las
uniones estrechas quizas sea la etapa inicial en el crecimiento tumoral local, invasion y metastasis a sitios
distantes. La pérdida de la integridad de las uniones estrechas es particularmente importante ya que
pudiera permitir la difusién de nutrientes y otros factores necesarios para la supervivencia y crecimiento

de las células tumorales (12).

Claudinas y Helicobacter pylorr.

En la investigacion de Fedwick y colaboradores se relaciona al Helicobacter pylori con el
incremento en la permeabilidad epitelial haciendo un estudio de dicha bacteria y sus métodos de lesion.
Se sabe que Helicobacter pylori coloniza el estbmago en mas de la mitad de la poblacion humana.
Mientras que en la mayoria de los casos la infeccién cronica causa solo gastritis, sus interacciones con el
huésped pueden llevar a la aparicién de Ulceras gastroduodenales, adenocarcinoma gastrico y linfomas
de la mucosa. A pesar de un estudio intensivo, las interacciones huésped-microbio que determinan el
resultado clinico de la infeccidon permanecen desconocidas. Se ha hipotetizado que Helicobacter pylori
posee factores de virulencia capaces de romper la funcién de la barrera epitelial, un proceso que quizas
incremente la probabilidad de desarrollar una enfermedad seria.

El epitelio gastrointestinal entre otras funciones actia como una barrera selectiva y previene contra
agentes luminales potencialmente daninos como productos microbianos, antigenos del alimento o
toxinas, mientras que permite el intercambio de iones y pequefias moléculas. Las uniones estrechas entre
células epiteliales juegan un papel clave en esta funcion de barrera y consisten en una interaccion

compleja entre varias familias de proteinas. Se ha establecido que la permeabilidad paracelular ofrecida



por las uniones estrechas puede alterarse en respuesta a estimulos fisiolégicos y patolégicos y por una
variedad de microbios entéricos, lo que se sospecha contribuye a los sintomas de la enfermedad.
Helicobacter pylori produce la citotoxina vacuolante (vacA) que tiene la habilidad de modular la integridad
del epitelio incrementando la permeabilidad de las uniones estrechas para pequefias moléculas y iones.
Helicobacter pylori se adhiere preferentemente al lado de las uniones estrechas de las células de la
mucosa gastrica. Las cepas que poseen la isla de patogenicidad Cag transfieren la proteina CagA a la
célula huésped via sistema de secrecion tipo IV. Resultados de estudios recientes utilizando células de
rindn canino o células de adenocarcinoma gastrico indican que la proteina CagA transferida incrementa la
permeabilidad paracelular por reclutamiento de la ZO-1 y la molécula de adhesion tisular a los sitios de
acoplamiento bacteriano. Hallazgos recientes muestran que Helicobacter pylori tiene la habilidad de
incrementar el pasaje de antigenos alimenticios a través de biopsias gastricas humanas. Sin embargo los
mecanismos epiteliales que llevan a la induccion de defectos en la permeabilidad causados por
Helicobacter pylori permanecen obscuros y la significancia clinica de estas anormalidades justifican
mayor investigacion.

En este estudio realizado por Fedwick, Helicobacter pylori rompe la claudina-4 y la claudina-5 a nivel de
la union estrecha y reduce los niveles de estas proteinas en el epitelio intestinal y en células de
adenocarcinoma gastrico, cambios que correlacionan con el incremento en la permeabilidad epitelial.
Helicobacter pylori es considerado como un carcindégeno tipo 1, un riesgo asociado con la habilidad de
ciertas cepas de inyectar CagA en la célula, causando una respuesta parecida al factor de crecimiento.
Nuevas investigaciones son necesarias para evaluar si la pérdida de las proteinas de las uniones
estrechas claudina-4 y claudina-5 contribuye a este cambio fenotipico e incrementa el potencial
metastatico de las células cancerigenas gastricas. En efecto, un reporte reciente sugiere que la expresion
reducida de claudina-4 se correlaciona con la pobre diferenciaciéon en el adenocarcinoma gastrico.
Nuestras observaciones indican que los mecanismos fisiopatolégicos de Helicobacter pylori para inducir
cambios en la permeabilidad requieren interacciones directas entre el microbio y el huésped. El presente
estudio también identifica un efecto directo especifico de la bacteria en la funcién de barrera del epitelio.
Investigaciones preliminares sugieren que Helicobacter pylori quizas expresa una proteina de membrana

externa que una vez en contacto con una superficie celular apical no identificada activa reacciones de



fosforilacion rompiendo ocludina, claudina-4 y claudina-5 y finalmente incrementa la permeabilidad
paracelular. Estos hallazgos describen un novedoso mecanismo segun el cual patdgenos gastricos
corrompen senderos de sefales del huésped para romper las proteinas epiteliales (claudinas), un cambio
con identificacién reciente de potencial carcinogénico (13).

En nuestra investigacion trataremos de relacionar la infeccion por Helicobacter pylori con los

cambios tempranos en la expresién de claudinas que nos advierta sobre el posible desarrollo de cancer

gastrico.



JUSTIFICACION
Al descubrir la existencia de un marcador epitelial temprano para el desarrollo de cancer gastrico
en los pacientes infectados con Helicobacter pylori del servicio de Gastroenterologia de nuestra unidad
hospitalaria se favoreceria el diagnéstico precoz asi como la prevencion de esta neoplasia ademas de
que se podrian desarrollar medidas terapéuticas oportunas para mejorar la evolucion, la calidad de vida y
el pronostico de nuestros pacientes evitando complicaciones graves que elevan con mucho la

morbimortalidad de nuestra poblacion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El cuestionamiento especifico que dio origen a nuestro trabajo es:
¢ Existe un marcador epitelial temprano para el desarrollo de cancer gastrico en los pacientes infectados

por Helicobacter pylori del servicio de Gastroenterologia del Hospital Adolfo Lopez Mateos?



HIPOTESIS
Las hipotesis que formulamos para el desarrollo del presente trabajo incluyen:
* De Investigacion:
Si en los pacientes infectados por Helicobacter pylori del servicio de Gastroenterologia del Hospital Adolfo
Lépez Mateos hay predisposicion al desarrollo de céncer gastrico entonces debe existir un marcador

epitelial temprano gue pueda ser demostrado.

« Nula:
No existe un marcador epitelial temprano para el desarrollo de cancer gastrico en los pacientes infectados

por Helicobacter pylori del servicio de Gastroenterologia del Hospital Adolfo Lopez Mateos.



OBJETIVOS
Los objetivos de nuestro trabajo de investigacion son los siguientes:
1.-Determinar el predominio por edad de la infeccion por Helicobacter pylorien los pacientes del servicio

de Gastroenterologia del Hospital Regional Licenciado Adolfo Lépez Mateos.

2.-Determinar el predominio por sexo de la infeccién por Helicobacter pylori en los pacientes del servicio

de Gastroenterologia del Hospital Regional Licenciado Adolfo Lépez Mateos.

3.-Definir la sintomatologia clinica principal en los pacientes infectados por Helicobacter pylori del servicio

de Gastroenterologia del Hospital Regional Licenciado Adolfo Loépez Mateos.

4 -Definir las manifestaciones endoscopicas mas comunes en los pacientes infectados por Helicobacter

pyloridel servicio de Gastroenterologia del Hospital Regional Licenciado Adolfo Lopez Mateos.

5.-Definir las principales manifestaciones histoldgicas en los pacientes infectados por Helicobacter pylori

del servicio de Gastroenterologia del Hospital Regional Licenciado Adolfo Lopez Mateos.

6.-Determinar si existen alteraciones en la expresion de las proteinas llamadas claudinas en los pacientes

infectados por Helicobacter pylorimediante los estudios inmunohistoquimicos correspondientes.

7 -Definir si existe un marcador epitelial temprano para el desarrollo de cancer gastrico resultante de

nuestra investigacion.



METODOLOGIA

Se disend un protocolo de investigacion observacional, transversal, prospectivo, exploratorio,
abierto, aplicado, tecnoldgico y clinico en el que se incluyeron 30 pacientes infectados por Helicobacter
pylori de la consulta externa del servicio de Gastroenterologia del Hospital Regional “Licenciado Adolfo
Lopez Mateos”, que aceptaron participar en el proyecto y dieron su consentimiento por escrito (anexo Il).

De los 30 pacientes ya comentados, 3 tuvieron posteriormente que ser dados de baja (1 por
defuncién debido a patologia respiratoria y 2 por causas personales) ya que esto impidio la realizacion de
las endoscopias correspondientes y por lo tanto la obtencion de resultados.
Se excluyeron aquellos pacientes que no dieron su consentimiento para participar en el proyecto, que
refirieran tabaquismo, ingesta frecuente (mayor de 3 veces por semana) de alimentos ahumados o
enlatados, pacientes con familiares de primer grado con cancer gastrico, pacientes no derechohabientes
del hospital y pacientes pediatricos.

Cada paciente fue sometido a una entrevista y llenado de un cuestionario de contenido sencillo y
de facil comprensién (anexo I).
La captura de los pacientes se llevd a cabo durante los meses de Septiembre a Diciembre del 2007. Una
vez realizada la entrevista y habiendo firmado el consentimiento informado los pacientes fueron
programados para el estudio endoscoépico con toma de biopsia en el servicio de endoscopia de nuestra
unidad, estando presentes ademas del personal médico de dicho servicio el personal de la Facultad de
Medicina de la UNAM para la toma y transporte de las muestras en los medios necesarios para su
posterior procesamiento con obtencidn de fracciones subcelulares, el cual implicé lo siguiente:

1. Cada una de las biopsias se coloc6d inmediatamente después de su toma en criotubos que
contenian amortiguador A (20 mM Tns pH 7.5, 0.25 M sacarosa, 10 mMEGTA, 2 mMEDTA),
inhibidores de proteasas y fosfatasas. Dichos tubos se mantuvieron en hielo.

2. Posteriormente, los tubos con las muestras se congelaron a -70°C hasta su procesamiento.

3. Para obtener las fracciones subcelulares, se descongelaron los tubos y se lisaron los tejidos por
sonicacién durante 1-2 minutos en hielo. Los tubos siempre se mantuvieron en hielo.

4. Cada uno de los tubos se centrifugaron a 39,000 rpm durante 45 minutos a 4°C. De cada

centrifugacion se obtendran un sobrenadante y un precipitado. El sobrenadante resultado de esta



centrifugacion fue la “fraccion citosolica”, la cual fue separada a otros tubos previamente
etiquetados.

El precipitado se resuspendié en 150 pl de amortiguador A mas 1% de Triton X-100 mas
inhibidores de proteasas y de fosfatasas y se incubé 1 hora a 4°C con agitacién suave.

Posterior a la incubacion, las muestras se centrifugaron nuevamente a 39,000 rpm durante 45
minutos a 4°C. La fraccion citosélica, llamada “fraccion membranal” se colocé en tubos nuevos
etiquetados y mantenidos en frio.

El precipitado se resuspendié en amortiguador de lisis mas 1% de NP-40 mas 0.1% de SDS mas
0.1% de desoxicolato de sodio mas inhibidores de proteasas y de fosfatasas y se incub6 durante
1 hora a 4°C con agitacion suave.

Las muestras se centrifugaron a 39,000 rpm durante 45 minutos a 4°C. La fraccién resultante fue
etiquetada como “fraccién de citoesqueleto”.

Para la determinacion de la concentracion de proteina se tomo una alicuota de cada fraccion y se

realizo el ensayo con el kit comercial de BioRad.

Analisis de la expresion de proteinas por ensayos de Western Blot.

1.

Para la realizacion de esta metodologia se prepararon geles de poliacrilamida al 12% en
condiciones desnaturalizantes.
El analisis de la expresion de claudinas se realizé colocando 25 ug de proteina a los geles y se
aplicé una corriente de 150 Ma durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Una vez terminada la corrida, los geles se transfiieron a membranas de nitrocelulosa y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con 5 % de leche libre de grasas para bloquear
los sitios inespecificos que puedan reaccionar con los anticuerpos correspondientes.
Posterior al bloqueo, cada membrana se incubd toda la noche a 4°C y agitacion suave con los
anticuerpos correspondientes.
Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes:

Rabbit-anti-claudina-1 (ZYMED), 2 ug/ml

Rabbit-anti-claudina-2 (ZYMED), 2 ug/ml



Rabbit-anti-claudina-3 (ZYMED), 2 ug/ml
Mouse-anti-claudina-4 (ZYMED), 2 ug/ml
Mouse-anti-claudina-7 (ZYMED), 2 pg/ml
Rabbit-anti-claudina-9 (GEN WAY), 2 ug/ml
Rabbit-anti-claudina-10 (ZYMED), 2 ug/ml
Mouse-actina- 1:1000
6. Al dia siguiente, se lavaron las membranas tres veces con amortiguador de fosfatos y 0.3 % de
Tween 20 a temperatura ambiente y agitacién suave para eliminar el exceso de anticuerpos.
7. Posteriormente las membranas se incubaron 2 horas con los anticuerpos secundarios
correspondientes acoplados a peroxidasa.
8. La senal correspondiente a cada proteina fue evidenciada en placas Kodak utilizando el método
de quemiluminiscencia (GE-Amersham).
El procedimiento antes descrito se esta llevando a cabo con cada una de las muestras obtenidas de los
pacientes incluidos en el estudio.

Se reportaran los resultados obtenidos.



CONSIDERACIONES ETICAS
El presente trabajo de investigacién se realiz6 en base a las normas internacionales de
investigacion clinica y para la elaboracién de estudios en humanos segun la convencion de Helsinki.
Se solicitd a cada paciente o sus familiares su autorizacién por escrito para participar en nuestro
estudio ademas de ser autorizado también por el comité de ética e investigacion clinica de nuestra
unidad.

Se anexa la hoja de consentimiento informado (anexo ).



RESULTADOS

Se incluyeron 27 pacientes infectados por Helicobacter pylori de la consulta externa del servicio
de Gastroenterologia del Hospital Regional Licenciado Adolfo Lopez Mateos, 6 hombres y 21 mujeres
(Tabla 1) entre 17 y 77 afios de edad, con una media de 51.1 afios. La mayoria (88%) se encontraba
entre los 31 a 70 afos de edad (Tabla 2).

El nivel de escolaridad de nuestros pacientes correspondid a nivel primaria (14.81%), nivel
secundaria (14.81%), nivel preparatoria (7.40%), nivel licenciatura (37.03%), nivel maestria (3.70%) y
carrera técnica (22.22%) (Tabla 3).

El nimero de pacientes con un primer evento de infeccién por Helicobacter pylori fue de 15
(55.55%) y con mas de uno de 12 (44.44%) (Tabla 4).

Habian recibido tratamiento 12 de ellos (44.44%) coincidiendo con los que tenian ya dos eventos
infecciosos por dicha bacteria y por otro lado no tenian tratamiento 15 (55.55%) que cursaban con su
primera infeccién (Tabla 5).

Los principales sintomas manifestados por los pacientes infectados fueron pirosis (18.51%), dolor
en epigastrio (25.92%), nausea (11.11%), distensidon abdominal (18.51%) y regurgitacion (7.40%) (Tabla
6).

Existieron otros sintomas menos comunes como plenitud posprandial inmediata, sensacién de
vacio en epigastrio, eructos, flatulencia o incluso con un curso asintomatico.

Los principales resultados endoscdépicos obtenidos en los pacientes son presencia de hernia
hiatal (569.25%), gastritis aguda (44.44%), hiato flojo (22.22%), gastritis erosiva (40.74%), gastritis folicular
(25.92%), esofagitis cronica (22.22%) (Tabla 7). Otros datos manifestados en los reportes endoscépicos
menos comunes fueron varices esofagicas, gastropatia portal leve, gastritis astral, una lesion tumoral a
nivel de bulbo duodenal, bulboduodenitis aguda, gastropatia cronica inespecifica, Ulceras gastricas
Forrest Ill, entre otros.

A nivel histologico los reportes mas comunes de las biopsias arrojaron ademas de la positividad
para Helicobacter pylori los siguientes datos: gastritis cronica intensa activa folicular (22.22%), gastritis
cronica moderada activa folicular (70.3%), metaplasia intestinal incompleta (11.11%), metaplasia

intestinal completa (7.40%) y sangrado (7.40%) (Tabla 8). Otros datos reportados fueron gastritis cronica



leve activa, un tumor carcinoide bien diferenciado en bulbo duodenal, eosindcfilia, congestion de capilares

superficiales y atrofia leve con hiperplasia foveolar.

Expresidn de claudinas en biopsias de pacientes positivos a Helicobacter pylori.

Diversos grupos de investigacion han reportado la alteracion en la expresidon de las claudinas en
diferentes tipos de cancer. Esta alteracion se ve traducida en un aumento o disminucion de estas
proteinas y en muchos casos a una localizacion subcelular alterada. En previas investigaciones,
analizando biopsias de tejido gastrico (antro) sin alteracién y de tumor, hemos encontrado la expresién de
claudinas 1, 3 y 4 en ambos tejidos y la expresion de claudina 2 Unicamente en los tejidos alterados. Por
otro lado, las claudinas 6, 7 y 9 no se observan en los tejidos control pero si, y en gran proporcion en
biopsias provenientes de adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal. Considerando la presencia de la
infeccion por Helicobacter pylori un factor de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico, el estudio se
realizd con la idea de encontrar un marcador molecular temprano, traducido como una alteraciéon en la
expresion de estas proteinas, en muestras de epitelio gastrico obtenido de pacientes infectados por esta
bacteria. Los posibles cambios en los niveles de expresion nos hablaran de los cambios tempranos
durante los procesos de inflamacion.

Para analizar los patrones de expresion de las diferentes claudinas en las biopsias de epitelio gastrico
obtenido por endoscopia, se realizaron ensayos de Western blot analizando fracciones subcelulares
(citosol, membrana y citoesqueleto) a partir de las biopsias en cuestién. En estos se utilizaron anticuerpos
especificos dirigidos contra claudina 1, 2, 3,4, 6, 7, 9 y 10. Los resultados obtenidos (Fig. X) mostraron la
localizacion, en mayor o menor cantidad, en el citosol de todas las claudinas analizadas. Es de hacer
notar que tanto la claudina 7 como la 9 se encuentran en mayor proporcién en esta fraccion. Estos
resultados ya se han reportado anteriormente por diferentes grupos de investigacion en muestras de
pacientes con padecimientos diversos. Si las claudinas que se encuentran en el citosol estan inactivas o
modificadas de alguna forma para evitar su localizacion en la membrana no se sabe, sin embargo sera
importante investigarlo ya que de su correcta localizacion dependera su funcién.

La fracciébn membranal dio positividad para todas las claudinas probadas excepto para la claudina 7 y la

10. Se ha reportado que la claudina 7 se encuentra en el citosol de biopsias con displasia y esta sefial es



mas fuerte en adenocarcinomas de tipo intestinal, sin embargo en estos trabajos no refieren si los
pacientes son positivos a Helicobacter pylori. Interesantemente también encontramos la presencia de
claudina 1, 3 y 4 en la fraccién de citoesqueleto.

A la fecha, no se sabe cual es el papel fisiolégico de las claudinas 6, 9 y 10. Se ha reportado que las
claudinas 6 y 9 participan en la entrada del virus de la hepatitis C a las células huésped, sin embargo no
se conoce por que estan aumentadas en este tipo de tejido.

Este estudio esta abierto a continuar el analisis de un numero mayor de muestras a partir de pacientes
infectados con Helicobacter pylori para poder demostrar que los cambios en la expresion de las claudinas
6,7y 9, de las que ya se tiene evidencia de su aumento en adenocarcinoma gastrico, son provocados
como una respuesta a la infeccion por esta bacteria y puedan ser considerados como un marcador

molecular del avance a cancer.



DISCUSION

Esta bien descrito en la literatura que Helicobacter pylori afecta a mas del 50% de la poblacion

del mundo con una prevalencia mayor en los paises en vias de desarrollo, siendo ademas bien conocida
su importancia como factor etiolégico para el cancer gastrico.
Se ha referido, que la presencia de esta bacteria en individuos sanos varia con la edad, la clase
socioeconémica y el pais de origen (2); en el caso de un pais como el nuestro, en claras vias de
desarrollo encontramos en nuestra investigacién un predominio de la infeccion en el sexo femenino
(77.77%), con la mayor edad de afeccioén entre los 41 a 50 afios (33.33%), lo que concuerda con los
reportes de aparicion del proceso infeccioso en adultos de mediana edad de paises en desarrollo aunque
no se describe un predominio de sexo en particular (3). Por otro lado, el nivel de escolaridad
predominante en los pacientes de nuestra investigacion fue la licenciatura (37.03%), siendo seguido de la
carrera técnica (22.22%), nivel primaria (14.81%) y nivel secundaria (14.81%), llamando la atencion este
reporte, pues como sabemos dicha infeccién esta relacionada a estratos socioeconémicos bajos vy
carentes de recursos, podrian existir entonces factores ambientales y genéticos involucrados que
conlleven a estos resultados y a la afeccién de este grupo. Se hizo evidente también que ademas de
existir pacientes con un primer evento infeccioso (55.55%), existe otro grupo con un segundo evento de
infeccion a pesar de haber recibido tratamiento (44.44%), lo que apoya lo referido en la literatura de que
la infeccion es adquirida por ingestién oral de la bacteria, transmision directa de persona a persona y
transmisién por agua contaminada, situaciones facilitadas por las condiciones ambientales y cotidianas
en las que vivimos actualmente y que son persistentes.

La sintomatologia mas comun referida por nuestros pacientes infectados fue dolor en epigastrio
(25.92%), pirosis (18.51%), distension abdominal (18.51%), nausea (11.11%) y regurgitacion (7.40%),
datos claros de dispepsia o enfermedad acido péptica que llevan a la busqueda de atencion médica y
tratamiento, lo que favorece la erradicacion del Helicobacter pylori y disminucion de sus futuras
complicaciones.

Los principales hallazgos endoscépicos de nuestros pacientes investigados fueron la presencia
de hernia hiatal (59.25%), gastritis aguda (44.44%), gastritis erosiva (40.74%), gastritis folicular (25.92%),

hiato flojo (22.22%) y esofagitis cronica (22.22%) entre otros, que podrian representar otro motivo de



investigacion para tratar de correlacionar la endoscopia y la presencia de infeccion por Helicobacter
pylori. Nosotros solo reportamos los hallazgos encontrados, ya que no fue motivo de nuestra
investigacion el profundizar en este rubro.

Las manifestaciones histoldgicas mas comunes encontradas en nuestros pacientes infectados
fueron gastritis cronica moderada activa folicular (70.3%), gastritis cronica intensa activa folicular
(22.22%), metaplasia intestinal incompleta (11.11%), metaplasia intestinal completa (7.40%) y sangrado
(7.40%); lo que concuerda con lo reportado por Suerbaum y colaboradores (3) y Hansson y
colaboradores (6) acerca del desarrollo de gastritis cronica y su posible papel como estadio temprano de
la carcinogénesis gastrica que conlleva la formacion de radicales libres por las células inflamatorias,

produccion de oxido nitrico, nitratos y nitrosaminas por los macrofagos, e intensa renovacion celular.

Papel de las claudinas en el cancer gastrico.

A la fecha, diversos trabajos han reportado que la estructura y funcion de las Uniones Estrechas
se encuentran alteradas en los carcinomas humanos donde la pérdida en la integridad de estas uniones
contribuye junto con otros mecanismos bien descritos a los procesos de transformacion celular. Se ha
propuesto que la alteracion en la expresion de las claudinas asi como su deslocalizacién contribuyen al
desarrollo del tumor favoreciendo el desensamble de estas uniones vy la pérdida de la adhesion célula-
célula, proceso que puede jugar un papel muy importante en la pérdida de la diferenciacion, de la
cohesion celular, la proliferaciéon incontrolada y en la invasividad (14, 15).

Existen diversos reportes que muestran una expresion alterada en diversos tipos de cancer, por
ejemplo las claudinas 1, 2, 3 y 4 que se han detectado sobreexpresadas en cancer de colon y de
estomago (16). Las claudinas 3 y 4 estan también aumentadas en cancer de prostata, pancreas, ovario y
mama; la claudina 1 se ha detectado disminuida en cancer de mama y de eso6fago y las claudinas 1y 7
estan aumentadas en cancer de cérvix.

Asi como se ha reportado anteriormente por Resnick (16), en la presente investigacion se detectd
la expresion de las claudinas 1, 2, 3 y 4 en las biopsias. Sin embargo a este respecto hay que enfatizar
que los trabajos publicados refieren esta expresion en muestras con adenocarcinoma gastrico tipo

intestinal incluidas en parafina. En nuestra investigacion las biopsias estudiadas fueron obtenidas a partir



del antro gastrico por via endoscépica y fueron analizadas por Western Blot. Un punto importante que hay
que enfatizar es que las biopsias no mostraron cambios significativos en la integridad del epitelio por lo
que el encontrar cambios en la expresion de estas proteinas podria traducirse en cambios tempranos de
la integridad celular que posteriormente favorecerian a la transformacion del epitelio.

En lo que se refiere a la claudina 6, se ha reportado su expresion en cancer de mama (17) y que
su expresion es de vital importancia para el mantenimiento de la permeabilidad del epitelio (18) y muy
importantemente junto con la claudina 9 como coreceptor indispensable para la entrada del virus de la
Hepatitis C a la célula blanco (19). Nuestro trabajo mostré la expresion de estas claudinas en las biopsias
analizadas. El papel fisiolégico que estas pudieran tener en este epitelio todavia es desconocido, sin
embargo se sabe que tanto la claudina 6 como la 9 son muy parecidas a las claudinas 3 y 4. Se conoce
que las asas extracelulares de estas ultimas funcionan como receptores para la toxina de Clostridium
perfringens (15) por lo que pudiera pensarse que las claudinas 6 y 9 pudieran estar reguladas de alguna

manera por alguna de las toxinas de Helicobacter pylori.



CONCLUSIONES
1.-El predominio por edad de la infeccién por Helicobacter pylori de los pacientes de nuestra investigacion

fue de 41 a 50 anos.

2.-El sexo femenino fue el mas afectado por este proceso infeccioso.

3.-Los sintomas clinicos principales que padecen nuestros pacientes fueron pirosis, dolor en epigastrio,
nausea, distension abdominal y regurgitacion lo que es coincidente con el cuadro clinico de dispepsia

referido en la literatura.

4 -Los principales hallazgos endoscopicos en nuestros pacientes fueron la presencia de hernia hiatal,

gastritis aguda, hiato flojo, gastritis erosiva, gastritis folicular y esofagitis cronica.

5.-Los hallazgos histolégicos mas frecuentes en las biopsias de estos pacientes fueron gastritis cronica
intensa activa folicular, gastritis cronica moderada activa folicular, metaplasia intestinal incompleta,
metaplasia intestinal completa y sangrado, concordando todo esto con lo referido en la literatura sobre los

cambios histoldgicos provocados por este agente y su alta capacidad inflamatoria.

6.-En lo que se refiere al analisis molecular, de las claudinas probadas se detectd la expresion de
claudinas 1, 2, 3, 4, 7 y 10. La expresion de estas proteinas se localizé predominantemente en la

fraccion de membrana.

7.-Las claudinas 1, 3 y 4 se observaron también en las fracciones de citoesqueleto y las claudinas 2, 7y 9
en la fraccion de citosol. Estos ultimos hallazgos concuerdan con diversos reportes en los que se muestra

la deslocalizacion de claudinas en citosol.
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Principales resultados endoscopicos en los
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Principales resultados anatomopatologicos
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Figura X: Resultados representativos del analisis por Western blot de la
expresion de claudinas en fracciones subcelulares (citosol (C),
membrana (M) y citoesqueleto (E)) obtenidas a partir de biopsias de
tejido gastrico de pacientes positivos a infeccion por Helicobacter pylori.



Anexo |.- CUESTIONARIO DE RECOLECCION DE DATOS.

Fecha: . No. de cuestionario:
Numero de paciente en el protocolo:
Identificacion: Nombre:
Numero de expediente:
Teléfono particular:

Origen del paciente: Consulta externa Hospitalizado

OBJETIVO:

Determinar si la infeccion en sus vias digestivas (debida a una bacteria llamada Helicobacter pylori
relacionada con la gastritis), ha provocado cambios tempranos en los tejidos, que puedan predisponerlo
(a) a padecer en un futuro cancer del estémago.

PREGUNTAS:
A) ¢ Cual es su sexo?
Femenino Masculino

B) ¢, Cual es su edad?

18 — 30 afios 31 - 40 afios
41 - 50 afios 51 - 60 afios
+ 61 afios

C) ¢,Cual es su grado de escolaridad?

Nula I:I Primaria |:rado
Secundaria I:Igrado

Preparatoria grado
Licenciatura grado
Maestria Oftra i, Cual?

D) ¢ Recibio usted tratamiento para esta infeccion del estdmago cuando se le encontro?
Si No

E) ¢Continia con las molestias después de haber terminado el tratamiento que se le dio para esta
infeccion?
Si No

F) ¢ Cuales fueron las molestias que le produjo la enfermedad?




Anexo Il.- CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

El servicio de Gastroenterologia del hospital Regional “Licenciado Adolfo Lopez Mateos”
del ISSSTE, solicita su autorizacion para participar en el estudio de investigacion:
“‘Busqueda de un marcador epitelial temprano para el desarrollo de cancer gastrico en
pacientes infectados por Helicobacter pylori”, el cual tiene como objetivos el determinar
la presencia de un marcador temprano en los tejidos del estbmago de los pacientes con
infeccion por una bacteria llamada Helicobacter pylori que nos indique la
predisposicion al desarrollo de cancer en el estdmago en el futuro.

El estudio consiste en el llenado de un cuestionario por parte del paciente, con
preguntas muy sencillas. Se le realizard una endoscopia con toma de biopsia para
revisar mediante técnicas especiales de laboratorio las muestras del tejido del
estdmago infectado con la bacteria y asi determinar si existen o no cambios que
indiquen la posibilidad de aparicion de cancer gastrico a futuro.

Este estudio ha sido elaborado en base a las normas internacionales de investigacion
clinica ademas de ser autorizado por el comité de investigacion y ética de nuestro
hospital.

Si no desea participar en el estudio, no existira ningun inconveniente.

Yo , paciente o familiar del paciente
hospitalizado o de la consulta externa del servicio de Gastroenterologia de este
hospital, manifiesto que se me ha explicado de manera clara, amable y oportuna las
condiciones en que se llevara a cabo el presente estudio de investigacion, su finalidad y
requerimientos.

Acepto ser incluido en dicho protocolo por mi voluntad y sin presiones de ningun tipo,
ademas de que se han resuelto todas las dudas que tenia al respecto.
Fecha de firma de consentimiento:

México, D.F. a de del 200__.
Nombre del paciente o familiar

Direccion:

Teléfono:

Firma:
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