e
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTON
DE MEXICO -

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTTTLAN

«ACTIVIDAD CITOTOXICA VACUOLIZANTE QUE
PRESENTAN LOS SOBRENADANTES DE CEPAS DE
Helicobacter pylori OBTENIDAS DE ADULTOS CON

GASTRITIS CRONICA Y ULCERA DUODENAL-

T B S 1 S

PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A :
CAROLINA MARIA ANTONIETA ROMO GONZALEZ

A S E S O R E S
M. EN C. GERARDO GOIKZALEZ VALENCIA
DR. VICTOR ZENDEJAS  BUITRON



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCGLAR -
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

‘vasmm NACIONAL ASUNTO: VOTSS APROBATORIOS

Noay
AvFNMA OE Fag - M,
eog . TAD pr
MERIZO Pl EETutugy

icu“nn,w

l DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: Q. Ma. det Carmen Garciz Mijares
Jefe del Departamento de Exémenes
Profesionales de la FES Cuautitlan

’

Con base en et art. 28 de] Replamento General de Eximenes, nos permitimos comunicar a usted
que revisamos la TESIS:
Actividad ¢itotbxica vacuplizante que presentan [os sobrenadantes de cepas

_dundenal

que presenta __]a  pasante._ Carolina Maria Antonieta Romo Gonz§lez
con nimero de cuenta:_ 90149256 pera obtener & TITULO de.

fuiwira Farmachutica Bifloga

Considerando que dicha tesis reine los requisitos necesarios para ser discutida en ¢! EXAMEN
PROFESIONAL correspondiente, atorgamos nuestro VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE,
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU*
Cunutitlan Izcalli, Edo. de Méx.,a _14 _ de  Diciembre de 199 9.
PRESIDENTE Q.F.I. Andrea Becerril Osnaya
VOCAL Dr. Marco Antonio VYega Lbpez

L7
SECRETARIO Dr. Victor Manuel Zendejas Buitran

-

PRIMER SUPLENTE M.V.IZ. Angel G. Martinez Sosa

SEGUNDO SUPLENTE Q.F.B. Marcela Hernindez Vargas




DEDICATORIAS

A mis padres: Manuel y Maria Elena

Por brindarme incondicionalmente siempre su apoyo y su invaluable amor
de padres, de ustedes he aprendido el verdadero valor de la vido; todas las
palabras serian insuficientes para agradecer fodo su esfuerzo y dedicacion

en mi formadén, json lo mas preciado que poseo!.

A mis Hermanas: Gloria y Anabell
por su compaiiia y comprensién, durante toda nuestra vida juntas porque
ustedes son las mejores amigas que tengo.

A Roberto:

Millones de palabras me serian insuficientes para compensar toda la
ayuda que me brindaste en la realizacion de mi tesis. Las metas y triunfos
en la vida se comparten con la persona que uno ama, por ello quiero
compariir contigo esta importante meta por que fuiste parte importante de
ello, y decirfe que: La razén de amar... la encontramos viviendo; el senfido
de vivir... lo encontramos amando y lo he encontrado contigo GRACIAS por
contar con tu apoyol.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Auténoma de México por permifirme for-
jarme un futuro dentro de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitién.

A la Dra. Gilda Flores Rosales de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan por su enorme ensefianza y por brindarme su confianza.

Al Dr. Javier Torves Lipez Jefe de la Unidad de Investigacién en enfer-
medades infecciosas y parasitarias del Hospital de pediatria del Centro
Meédico Nacional Siglo XX, por brindarme la oportunidad de realizar mi fesis
de licenciatura en dicha unidad.

Al M. en C. Gerardo Gonzdlez Valencia mi asesor de tesis, las mds
infinitas gracias por el apoyo y paciencia que siempre me brindo al permitir-
me desempenarme como profesionista.

Al Dr. Victor Zendejas Buitrén asesor inferno de lo Facultad de Estu-
dios Superiores Cuautitian por su apoyo y paciencia, siempre en la mejor
disposicion de ayudarme, gracios.

A mis sinodales: Dr. Marco Amfonio Vega Lopez por su disposicion y
atencidn en mi trabajo, M.V.Z. Angel G. Marfinez Sosa por su disposicion en la
revisién de mi trabajo, a la Q.£L Andrea Becern! Osnaya por su valiosa partici-
pacién en la revision de mi frabojo y ala @ £8. Marcela Herndndez Vargas por
su disposicion incondicional en la revisién de mi trabaijo, a todos ellos jGracias!.

A mis comparieros y amigos de la facultad: Eduardo Lépez Orduna y
Minerva Ortega por haber compartido conmige muchos momentos gratos
dentro de las aulas.

Adriano Reyes compariera de la FES Cuautitlén por su apoyo y compa-
fia, asi como Araceli Torres, Yelda Leal y Othén Rojas por su apoyo, todos
ellos del laboratorio de bacteriologia de la Unidad de Investigacién en Enfer-
medades Infecciosas y Parasitarias CMN Siglo XXI.




INDICE

ADPBVIGRURGS ...t i
INdice de fIguRBS..............ccooooormiieemin s il
TEIE@ A0 FOBIAS. .. ... oot v
RBSUIMIBIY. ......ooooiitiiiiiieittiaeeseeebescna s et i b e r e e eae s teaRn e s e ndeb s b sy s s s sa s s 1
Yo HESPOIA. ... 2
2. Coracterfsticas microbiolbgicas

2.1 MOHOIOGIG.......oeeicieiiceret et 5
2.2 Genoma Y PlASIIAOS. ........ovmriiirimr e 5
2.3 Respiracidn y metabolismo... e et n e en s D
2.4 Membrana celular y Inpopohsccﬁndo ................................................. 5
2.5 Requerimientos nutricionales... TR PVEU TR PEOTOUROPRRVOOR -
3. Epidemiologia

3T TEORNSMUSION ..ot r et ee e s e s e 8
3.2 Asociacién con enfermedades parficulares.............cccoins 8
4. Patogénesis de la infeccién

4.1 Manifestaciones cliniCas..........ccccovvveeciniin i 8
42 Mecanismos de dafio al tefido........ccooieiici e 10
4.3 Adhesings y Feceplores.............cccoiiriimnininiannn e 21
4.4  Evasion inmunoldgica...........ccooiiiiniiiiinie s 21
5. Diagnéstico de la infecdén

51 Maéatodos que requieren endosScopiO...........ccocveiieinncniie 22
5.2 Métodos que no requieren endOSCOPIO.....c....covminirrimeniecsiannens 24
5.3 Diagndstico postratamiento.........comim e 26
B, TRORAMIBNIO. ..o e e 27



7. Disefio experimentol...................ooco s 32
T NI ... oo eeeee v s e e e e e as s earans s smeeessssneessannenssanenasnnns 33
DIiagrama de trabjo.........c.ccrveeieemirererce e et naens 36
7.2 Metodologia

7.2.1 Obtencion de Helicobacter pylori

7.211. IAUBSITOS oo eeeeeeer e s estesessrareaaas s sersee e essanastsassmte s sensrrnean 37
7212 Procesamiento de MUESITAS............cocioiirreeeeee e etsassnees 37
7.213 Obtencion de sobrenadantes............ccocvevveeeeeeceireeresniecenns 37

7.2.2 Ensayo citotdxico con sobrenadantes concentrados

7.221. Cultivo de celulos Hela.........ccocoiiinnneenieee 37
7.22.2. Tripsinisacion de celulas.........oorninnisinienninnees 38
7.2.23.  Conteode CEIUIAS. ... 38
7.2.24.  Preparacion de microplaca..........oeeerneernirsnsccennesenes 38
7.2.2.5. Tincion de la microplaca con Giemsa..............ccocccmrniiennne 39
7.2.3 Ensayo de neutralizacién del efecto citotdxico........ccrvrrinnnennnces 39
7.2 4 Electroféresis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).................... 41
7.2.5 Inmunoelectrofransferendia.............c.ccceeeemnrvenenrerveicsiinneinns 43
RESUMOAOS ...ttt e et en s 45
DESCUSION. ......o..eeceeee e ee et cbssassbrs e na e 58
CONCIUSIONGS ...ttt e e 63
ADYBXRO.........oooteiieeeeierieeeteree e ere st e ass e s et es e s eneb e st b seertsr e en b en et sre e rren 64



ABREVIATURAS
AGS COS-7 = lineas celulares de cancer gastrico
€ag A = gen asociado a la citotoxina
DT= Toxina difterica
GC= gastritis cronica
GTP= Trifosfato de guanosina
HP-NAP-= poteina de adherencia neutrofilos- H. pylori
IET = inmunoelectrofransferencia
iINOS= oxido nitrico sinfetasa
kDa = kilodaltons
LPS = lipopolisacarido
MALT = tejido linfoide asociado a la mucosa
MEM-SFB = medio minimo esencial- suero fetal bovino
{BP’s = inhibidores de la bomba de protones
PAF = factor activador de plaquetas
PCR = reaccidn en cadena de la polimerasa
PMN = polimorfonucleares
RT-PCR =reaccidn en cadena de la polimerasa- transcriptasa reversa
ROS = especies reactivas de oxigeno

SDS-PAGE = eleciroforeseis en geles de poliacriamida- dodecil sulfato de sodio



Tox* = cepa foxigénica

Tox = cepa no foxigénica

UD = ulcera duodenal

vac A = gen de la cifofoxina vacuolizante

UBT = prueba de ureda en aliento



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Helicobacter pylon causante de diversas enfermedades acido-

42T o1 oo OO PO P IR RSNV PSR D RTHAAL S 4
Figura 2. Barry Marshall médico del Hospital australiano de Royal Perth creo-
dor de la fundacion HelicobOCIer ... 4
Figura 3. Tincién de Gram de un aislado de Helicobacterpylofi ..............c........ 7
Figura 4 Prueba de 10 ureasa en aliento ..........cooorinivneinenee: 26

Figura 5. Células Hela en MEM-SFB 10% en presencia de sobrenadantes
después de 12 hrs de IncubaCIBN ... 48

Fguro 6, Células Hela fefildas con Giemsa en ausencia de sobrenadante.... 48

Figura 7. Efecto citotéxico vacuolizante sobre células Hela tenidas con
Giemsa después de 24 hr de INCUbACION ..., 49

Figura 8. Efecto citotoxico vacuolizante sobre céluias Hela tefidas con
Giemsa después de 24 hr de InCUbaCIoN ... 49

Figura 9. Grado de actividad citotoxica vacuolizante que presentan
sobrenadantes positivos sobre células Helo tefidas con Giemsa
CHOIOXICIAO AMO.....coiiiie et niiinns 50

Flgura 10. Grado de actividad citotoxica vacuolizante que presentan
sobrenadantes positivos sobre células Hela tefiidos con Giemsa
citotoxicidad MEdIO..........c e s 51

Figura 11. Grado de actividad citotoxica vacuolizante que presentan
sobrenadantes positivos sobre células Hela tefidas con Giemsa
CitotoxiCidad Daj.......cov e 51

Figura 12. Grado de acfividad citotoxica vacuolizante de los sobrenadantes
que presentaron efeco citotoxico sobre células Hela ..o 54




Fgura 13. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE ) 10% corres-
pondiente a sobrenadantes de adultos con gastritis cronica ................ 55

Fgura 14, Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE ) 10% corres-
pondiente a sobrena dantes de adultos con uicera duodenal .............. 55

Figura 15. \nmunoelecirotransferencia de los sobrenadantes de H. pylori de
adultos con GOlcera duodenal ..o 56

Figura 16. Inmunoelectrofransferencia de los sobrenadantes de H. pylori de
adultos con Olcera duodenal ...........cooveeeeceiicc 56

Agura 17. inmunocelectrotransferencia de los sobrenadantes de H. pylor de
adultos con gastritis Cronica ... 57

Figura 18. Inmunoelectrotransferencie de los sobrenadantes de H. pylori de
adultos con gastritis CroNIC.......coeieverve e 57



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de las gastitis ... n
Tablo 2. Factores que facilitan lo permanencia de H. pyfori en el estbmago....23
Tablo 3. Algunos genes de H. pylori que codifican ciertas profeinas ....... 23
Tabla 4. Pruebas de diagndstico para la defeccion de H. pylori ............... 27

Tabla 5. Regimenes de tratamiento actual para pacientes con enfermedad
acido-peptica apoyados por Ia FDA ..., 29

Fabla 6. Distribucion de sobrenadantes para el ensayo de citotoxicidad so-
bre celulas Hela...........coovieriee e 40

Tabla 7. Distribucién de sobrenadantes para el ensayo de neutralizacién del
efecto citotoxico sobre clulas Hela ... 41

Tabla 8. Resultados del aislomiento de 4. pyloria partir de biopsias gastricas
de adultos con gastrifis CroniCa ..o 45

Tabla 9. Resultados del aisiamiento de H. pyioria partir de biopsias gastricas
de adultos con Olcera duodenal ..., 46

fablo 10. Resultados del efecto citotoxico vacuolizante presentado por los
sobrenadantes de adultos con gastritis crénica y Olcera duodenal .....47

Tabda 11. Resultados de los sobrenadantes obtenidos de cepas de H.pylori
suspendidas en solucién salina que presentaron efecto citotdxico sobre
COIUIAS ML ... e e 52

Tobiy 12. Resultados de neutralizacion del efecto citotdxico vacuolizante de
algunos sobrenadantes sobre células Hela ... 54



RESUMEN

Entre la mitad y un tercio de la poblacién mundial lleva en su estoma-
go una bacteria «lentar, lamada A pylor; que infecta la mucosa gastrica y
causa Ulceras y cancer. En paises desarrollados la infeccidn en nifios es
rara, y la infeccion en adultos suele presentarse frecuentemente en perso-
nas mayores de 60 anos. En cambio, en paises en vias de desarrollo la
infeccidn en nifios es alta y mas de lo mitad de los adultos mayores de 20
anos se encuentran infectados. H. pylori es una baderia Gram () de forma
espiral, mévil, ureasa, catalasa y oxidasa positiva,

Para su cultivo H. pylori requiere de condiciones microaerofilicas y
medios enriquecidos, su crecimiento es lento, aproximadamente 5-7 dias.
Entre sus factores de patogenicidod se incluyen, produccion de ureasaq,
catalasa, proteina de choque térmico, movilidad, capacidad para adherirse
a la mucosa gastrica, presencia de una citotoxina VacA), una proteina de-
nominada CagAy su lipopolisacdrido entre otros. La produccion de la citotoxina
denominada VacA se encuenira asociada a padecimientos de lcera y gas-
ritis, la cual es producida por aproximadamente el 50% de las cepas de H.
pylori: VacA produce vacuolizacién citoplasmatica en células evcariofas.

El desarrollo del presente trabajo consistié en aislar 4 pPyioride biopsias
gdstricas provenientes de adultos con gastrifis cronica y Ulcera duodenal, para
obtener sobrenadantes a partir de cepas de H, Pylori suspendidas en solucion
salina y observar si dichos sobrenadantes presentan efecto citotéxico
vacuolizante sobre células Hela provocado por ka toxina de A pyior; que puede
estar presente en los sobrenadantes y de esta manera saber si la cepa es
productora o no de toxing (cepa citotéxica). Mediante un ensayo de neutraliza-
cion del efecto citotéxico, asi como inmunoeledtratransferencia en sobrenadantes
que presentaron efecto citotdxico vacuolizante sobre el cultivo celular, se confir-
mé que dicho efecto es debido a la presencia de la foxina en los sobrenadanies.

Los datos obtenidos se relacionaron con el diagnéstico clinico de
cada adulto, se encontrd que mas de la mitad de las cepas estudiadas fue-
ron citoldxicas, los adultos con Ulcera duodenal presentaron mayor numero
de cepas citotdxicas comparado con las cepas de adultos con gastritis cro-
nica. Se observd neutralizacion del efecto citotéxico vacuolizante sobre cé-
lulas Hela, y mediante IET hubo reconocimiento del anficuerpo anti VacA
hacia dos bandas de aproximadamente 89 kDa y 55 kDa que se encontra-
ban en los sobrenadantes.



1. HISTORIA

El primer aislamiento de Heficobacter pylori se logrd en 1982, (Marshall
y Warren, 1984}, o partir de ese momento se creo la era de la microbiologia
gdstrica tver Figuras 1y 2). Este microorganismo vive en el estomago y duo-
deno sin embargo, se ha observado que en la capa de la mucosa gastrica
puede permanecer por décadas. En 1979 Robin Warren, patélogo del Hospi-
tal Australiano de Roya! Perth observé que en las biopsias gdstricas de algu-
nos pacientes exisfian bacterias curvadas que se encontraban bajo la capa
de la muycosa. Al investigar, encontré que cierfos anatomopatdlogos habian
descubierto la presencia de microorganismos semejantes fiempo atrds, pero
nunca pudieron cultivarlos /in vifro [Blaser,1996b).

En 1981 un joven especidlista en medicina interna, Barry Marshall, co-
laborador de Warren, estuvo interesado en estas observaciones e intento ais-
lar al microorganismo de las biopsias pero, no tuvo éxito ese afo. Sin embar-
go. observando que los bacterias poseian apariencia curvada semejante o
especies de Campylobacter, utilizd el medio de dislamiento de este género, el
cudl involucra la inoculacion de lo biopsia en un medio selectivo incubando
bajo condiciones microaerofilicas. No fue sino hasta un afo mas tarde, cuan-
do al dejar incubando algunas placas por mas tiempo del normal, aproxima-
damente cinco dias, por fin se observaron colonias, que por su semejanza
con las bacterias del género Campylobacter, llamaron al nuevo microorganis-
mo Campylobacter pyloridis actualmente lamado Heficobacter pylor

Marshall y Warren publicaron los primeros resultados y ensequida de
esta publicacion, investigadores de todo el mundo rapidamente confirmaron
la presencia de este microorganismo en la mucosa gastrica. Viendo que este
nuevo microorganismo no encajaba denfro del género Compylobacter deci-
dieron ponerle Helicobacter, posteriormente se confirmé el hallazgo inicial de
Warren: la infeccién por Helicobacter pylori iba frecuentemente asociada a
una inflamacion persistente en el estémago denominada gastritis superficial
cronica. En uno de los estudios que realizaron algunos voluntarios, Marshall,
incluido entre ellos llegaron a ingerir 4. pylori esperando demostrar que esta
bacteria podria provocar Glcera de estdmago Blaser, 1996b).

Para 1984 se tenia clare que la infeccién por H. pylori estaba asocia-
da fuertemente con la presencia de inflamacién en la mucosa géstrica. En
1991 los primeros cuatro reportes mostraron asociacién entre la infeccién
con H. pyloriy el desarrollo de cdncer gastrico (Telley, ef a/1991; Wotherspoon,
ef o/ 1991). En 1994 el Instituto Nacional de Salud de E.U. concluyd, que H



Pylori es el causante principal de Olcera péptica y recomendd que los indivi-
duos fueran tratades para erradicar al microorganismo. También en ese
ano la agencia internacional para la investigacion del cancer en unién con la
Organizacion Mundial de fa Salud revisaron y declararon a A pyloricomo un
carcinbgeno de humanos. La infeccidn también esta asociada con el desa-
rrolle de desérdenes linfoproliferativos; como ocurre en el tejido linfoide aso-
ciado a la mucosa gdstrica {MALT) llamado linfoma (MALTomal, frecuente-
mente el fratamiento con antibiéticos a pacientes con MALToma conduce a
la regresién del fumor Walt, 1996).

H. pylori es una bacteria que actualmente se ha asociado con mu-
chas de las mas importantes enfermedades involucradas en el tejido
gasfroduodenal. Actualmente es un hecho que casi todas las personas in-
fectadas con A pylori adquieren gastritis superficial cronica, fa cual si no es
tratada se pueden prolongar por decenios e incluso de por vida. Esta infec-
cion puede evolucionar en Ulcera de estémago o duodeno, pudiendo provo-
car cancer de estdrmago.

Hace cuarenta afos los médicos sabian que la mayoria de la gente
que padecia Ulcera gastrica también padecia gastritis superficial crénica.
Durante generaciones se pensé que el esfrés provocaba que el estomago
produjera mas acido, y que esto a su vez generaba dlcera, ya que se tfenia
por cierta la creencia de esta frase: «no hay acido, no hay Glceran. Aunque la
acidez gdstrica es necesario para que se forme una Olcera, no basta pora
explicar su aparicién.

La relacién de estrés-acidez tuvo importancia en los afios sesentq,
razén por la cual se empezaron a administrar anfidcidos. También fueron
uilizados bloqueadores del receptor H-2 de la Histamino ya que se pensa-
bo que curaban la Ulcera, pero no era asi. Adualmente se sabe que estos
padecimientos gastroduodenales son debidos a una infeccién y era dificil
imaginar afos atrds, que lo gastritis crénica y la Glcera de estomago se
fratarian con antibioficos.



Figuro 1. Helicobacter pylon, causante de diversas enfermedades dcido-pépticas, en el estémago de un
humano visto g una ampliacién de 8000 aumentos. Foto tomada de Bloser, 1996b).

Figuro 2. Barry Marshall, Médico del hospital qustraliano de Royal Perth quien crea la «Fundacién
Haficobacten en 1994 la cua! provee a ta gente con informacian sobre Helicobacter pylory sus
efectos. (Folo fomada de la pagina de intemnet wysiwyg://pylorl.7/hiip://vianet.net.au/bjmrshil/).




2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

2.1. Morfologia: M. pyloni es una bacteria microaerofilica Gram ne-
gativa, de forma espiral que se encuentra en biopsias gastricas, es ureasaq,
catalosa y oxidasa positivas. Después de prolongados cultivos en medio s6-
lido adquiere una forma cocoide (Bode, ef o/ 1993} que se sabe es
metabélicamente activa aunque no puede ser cultivada /in vifro. H. pylori
mide 2.5 a 5.0 pm de largo y 0.5 o 1.0 um de ancho. Para su motilidad
cuenta con 4 a 6 flagelos unipolares los cuales miden aproximadamente 30
um de largo y 2.5 um de ancho. La morfologia colonial de H. pylori es repre-
sentada por colonias pequefias (1-2 mm), lisas y con una ligera hermdlisis
(Mones, ef 0/1994; Goodwin y Armsirong, 1990).

2.2. Genoma y plasmidos: £l tamafio del genoma se encuentra en
un rango de 1.6 a 1.73 Mb, con un promedio de 1.67 Mb. Lo localizacion
variable de miltiples genes en el mapa genomico explica el extenso rearreglo
que ocurre en el genoma de H. pylori. Este genoma exhibe diversidad de
secuencias significativas en multiples genes incluyendo: el que codifica para
la ureasa estructural (Foxall, ef a/1992) y proteinas, tales como la flageling, la
citotoxina vacuolizante (Cover, ef a/1994; Garner y Cover, 1995} y CagA (Weel,
ef 0/1996). Se ha estudiado la variacion alelica de seis genes y se ha confir-
mado la diversidad de cepas de H. pylori La publicacién del mapa gendmico
de H pylories importante para conocer mas sobre la variacidén y metabolis-
mo de esta bacteria (Tomb, ef a/1997).

2.3. Respiracién y Metabolismo: Se ha logrado identificar bien la
actividad enzimdtica de la via pentosa fosfato. Posee actividad del ciclo de la
ureq, el cual puede servir como un buen mecanismo para eliminar el exceso
de nifrgeno en la bacteria. La via Entner-Doudoroff se fiene demostrada en
H. pylori La fumarato reductasa es un componente esencial para su meto-
bolismo pudiendo constituir un blanco para la intervencién terapéutica. H.
pylori metaboliza aminodcidos por via fermentativa, y se sabe que existen
citocromos involucrados en la cadena respiratoria. El nivel elevado de CO,
requerido para su crecimiento /7 vifro puede ser debido en parte a la adivi-
dad de la enzima acetil coenzima A carboxilosa.También contiene granulos
de polifosfalo ios cuales pueden funcionar como una fuente de reserva ener-
gética en bacterias asociadas con degeneracion del epitelio, mientras lo
fuente de energia exdgena puede estar gusente (Stuart, ef a/ 1997).

2.4, Membrana celular y lipopolisacérido: Se tienen identificadas
una variedod de proteinas de membrana externa (OMPs) cuya masa



molecular se encuentran en un rango de 31 a 80 kDa. Entre ellas se encuen-
tran la ureasa y Hsp B, un homélogo de la proteina GroEl de £ colilas
cuales son abundantes en preparaciones de OMP. La ureasa y HspB estéan
localizadas normalmente en el citoplasma en cultivos de H. pyloricuando su
crecimiento se encuentra en fase logaritmica (Phadinis, e a/1996). Sin em-
bargo, después de la fase logaritmica ureasa y HspB se encuentran en la
superficie de la bacteriq.

El andlisis de H. pyforien biopsias gastricas de humanos, demostra-
ron que la adsorcion a la superficie tanto de ureasa y HspB también ocurre
in vivo. Las proteinas de membrana infegral de A pyforievaden la defeccién
inmunolégica contribuyendo a la persistencia de la bacteria, aln en presen-
cia de una respuesta inmunolégica humoral y celular. Una familia de cuatro
moléculas Hlamadas porinas designadas como HopA, HopB, HopC y HopD
de aproximadamente 48 o 67 kDa de peso, se tienen purificadas y caracte-
rizadas. Cada proteina forma poros con pequefios canales conductores entre
la capa lipidica de la membrana.

Una porina adicional, la HopE tiene homologia a la porina p2 de
Haemophilus influenzae, siendo antigénica en individuos infectados. Algu-
nos de las OMPs de A. pyfori son inhibidas con hierro; fales proteinas pue-
den estar involucradas en la toma de! grupe hemo del hospedero. EI LPS de
H. pyloritiene baja actividad bioldgica, esta propiedad puede confribuir a la
infeccién. La cadena especifica O del LPS de 4. pylori presenta mimetismo
molecular con la estructura de antigenos del grupo sanguineo Lewis
appelmelk, ef a/ 1996, Aspinall y Monteiro, 1996). El mimetismo molecular
entre el LPS de A, pyloriy el huésped pueden contribuir a la patogenesis.

2.5. Requerimientos nutricionales: H. pylor; requiere para su creci-
miento /n vifro un medio complejo basal (s6lido o liquido) es decir un medio
enriquecido como agar-sangre o con anfibidficos agar-skirrow, con algunas
formas de suplementacién tales como, sangre completa, suero, glicerol,
almiddn de maiz o emulsion de yema de huevo, mientras algunos de estos
suplementos sirven como susfratos nutricionales y funcionan detoxificando
el medio y protegiendo ol microorganismo. Los aislados crecen mejor baijo
condiciones microaerofilicas {CO,10%; O,10%; N, 80%). El crecimiento en medio
liquido debe llevarse a cabo por agitacion e incubacién en atmésfera de
CO,. El crecimiento de 4. pylori ocurre de 30° a 37°C pero no a 25°C y puede
ocurrir un crecimiento variable a 42°C (Coudron y Stration, 1995).




Fgura 3. Tincién de Gram de un aislado de Helicobocter pylori el cual se observa como un bacilo
curvado. (Folografia obtenida de! laboratoric de bacteriologia de la UMEIP de CMN siglo XXI, IMSS).

3. EPIDEMIOLOGIA

En paises en vias de desarrollo enfre el 70-90% de la poblacién esta
infectada con H. pylori la mayoria adquiere la infeccion después de los 10
afos de edad (Taylor y Darsonnet, 1994). En paises desarrollados la preva-
lencia de infeccion es menor, el rango es de 25-50%. Los dafos en pdises
desarrollados también sugieren que la mayoria de las infecciones son ad-
quiridas en la infancia. Se tiene evidencia que la incidencia de la infeccion
por H. pylori esta relacionada con los cambios en el desarrollo industrial
(Logan y Hirschl, 1996; Pounder, 1995; Parsonnet, 1995; Parsonnet, 1992).

Varios estudios sugieren que tanto hombres como mujeres se infec-
tan aproximadamente en la misma proporcion. Sin embargo, en un estudio
con un nomero menor de personas estudiadas, el sexo mascuiino es un
factor significafivamente mas alto de riesgo para fa infeccion Reploge, ef o/
1995). En México, en un estudio seroepidemioldgico a nivel nacional se en-
conird que el 20% de nifios menores de un ano de edad se encuentran
infectados; a los 10 afos el porcentaje aumenta a un 50% y a los 25 aiios el
80% de la poblacion esta infectada, al igual que ofros estudios, se demostrd
que la edad avanzada, alto grado de hacinamiento y nivel socioecondmico
bajo son factores de riesgo para la infeccién con H. pylori (Torres, et a/ 1996).



3.1. Transmisién. Se han propuesto fres rutas o formas de fransmi-
sion: la primera y menos comin es la jatrogénica, en la cual tubos
endoscdpicos o artefactos en contacto con la mucosa gastrica de una perso-
na son infroducidos a ofra persona. La previa desinfeccion de estos ha repor-
tado reduccion en la incidencia de fransmision. Segunda, fransmision fecal-
orales quizd la mas importante, yo que H. pylorise ha aistado de heces en un
nifo infectado con este microorganismo, aungue el aislamiento fecal no es
comon. La contaminacion fecal del agua puede ser otra fuente de infeccidn
{Klein ef o/ 1991}, aunque el microorganismo no se ha aislodo del agua, lo
fransmision o través de la comida no ha sido bien sustentada; finaimente la
transmision orol-oral se ha identificado en el caso de mujeres africanas quie-
nes premastican la comida que dan a sus hijos (Thomas, ef a/1992).

3.2. Asociacién con enfermedades parficulares, Todas las personas
infectadas con H. pylori desarrollan inflamacion gastrica que normalmente es
asinfomndtica. Sin embargo, la Ulcera péptica se considera idiopafica o debida
a agentes tales como aspirina o drogos antiinflamatorias no esteroideas. La
forma idiopdtica de la Olcera péptica representa enfre el 60-90% de todos los
casos (dependiendo del grado en el uso de drogas antiinflamatorias no
esteroideas en la poblacion). Ahora se conoce que M. pylori es normalmente
el causante de todos estos casos en adultos, asi como la fuerte asociacion de
riesgo o desarrollar gastritis atrofica, en los pacientes infectados la cual es
precursora de la lesidn para cancer gastrico. Esta asociacion es extremada-
mente importante, ya que el cancer gastrico es la segunda causa principal de
muerte por cancer en el mundo (Correa,1992).

4. PATOGENESIS DE LA INFECCION

4. Manifestaciones dinicas de la infeccién. La colonizacion del estd-
mago con H. pylerinduce inflamacién gastrica Blaser, 1992; Morany Wadstrom,
1998; Blaser, 1990). la histopatologia de la infeccion por H. pyforiha sido dificil
de clasificar. La inflamacion de la mucosa gastrica o gastritis es una entidad
de diagnéstico histolégico, siendo la patologia mas frecuente en
gastroenterologia. A pesar de ello, es ain una de las mas desconocidas, por
alguna de estas razones: 1) Esta presente sobre todo a partir de los 50 afos
en un nimero considerable de individuos asintomdticos, 2). Aunque se relo-
ciona con cuadros clinicos de dispepsia, es evidente que hay una importante
falla de correlacion clinico-patoldgica. 3} Los estudios clinico-patologicos son
dificiles por la impresindible practica de endoscopia y biopsias. 4) Confusién
terminolégica como consecuencia de las diferentes dasificaciones.
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Hace veinte afios las gastritis se clasificaban segin el grado de afec-
cién de la mucosa: gastritis superficial o atréfica; ofro autor mas tarde impli-
cario aspectos etioldgicos, clasificGndolas en: gastritis A de origen
autoinmune, predominante en el cuerpo y en ocasiones asocioda a anemia
perniciosa y gasfritis B no inmunolégica, predominante en el antro y de etio-
logia no conocida.

Posteriormente se propone otra clasificacion que consiste en: gas-
tritis especificas, que son infrecuentes como la eosinofilio, enfermedad de
Meneftrier, gastritis por reflujo y las gastritis no especificas que se subdivi-
den en: o) aguda, a menudo atribuida al dafo de la mucosa producido por
infecciones, farmacos o sustancias irritantes, b) gastritis superficial con afec-
tacién poco profunda de la mucosa que podria representar estadios inicia-
les de ofras formas de gastritis cronica o una forma de inflamacién de la
mucosa parecida a la gastritis aguda, aunque de menor infensidad y mas
prolongada con el tiempo y ¢} gastritis crénica que es una inflamacién per-
sistente de la mucosa, probablemente evolutiva provocando lentamente afro-
fia glandular de intensidad variable (Dixon, ef a/1997).

En 1990 se elabord una nueva clasificacion con la que se pretende
unificar criterios y se denomina clasificacién de Sidney, la cual es completa,
simple en su concepcidn, aungue extensa en su descripcion debido a que
refleja y relne aspectos etiologicos, endoscopicos y morfologicos (Price, 1991).

No esta claro ain como la infeccién por A pyloriencuentra su habitat
ideal en el moco gastrico, el cual estd en contacto con el epitelio de superfi-
cie, que constituye la primera linea de defensa contra los agentes agresi-
vos, principalmente pH acido y pepsina. H. pylori encuentra en esta barrera
sus nutrientes y se defiende de los iones H* hidrolizando la ureq, logrando
asi un microenforno alcalino.

Ademads esta bacteria posee enzimas (proteasas y lipasas) capaces
de degradar el moco gdstrico, reduciendo su viscosidad y, por tanto, su
capacidad defensiva. También existen evidencias de que produce una
citotoxina que lesiona las microvellosidades de las célulos de la mucosa
qgastrica, inferrumpiendo las uniones intercelulares, debilitando de esta ma-
nera la segunda barrera defensiva, facilitando la aparicion de erosiones su-
perficiales y Glceras, yo que la mayoria de personas con Ulcera péptica
estan infectadas con A pylori.



Después de una infeccion con H. pylori esta puede progresar provo-
cando una Olcera, aungue no es condicion para desarrollaria. Se le denomi-
na Olcera a la excavacion local de un tejido u érgano que generalmente se
ocompaia de necrosis e inflamacion.

Ulcera pépfica es un término colectivo utilizado para designar a las
ulceras gastricas y duodenales. La pepsina no es el Onico factor etioldgico
de la ulceracion péptica,ounque el término ain se utiliza. Dentro de la clasi-
ficacidn de las ulceras se fiene: Glcera gastrica agudo, que es la perdida del
grosor de la mucosa con o sin penetracién hacia las capas mas profundas,
no existr inflamacién alrededor; la Glcera gastrica crénica puede aparecer
en cualquier lugar del estdmago, aunque generalmente se localiza en la
curvatura menor o en el antro;la Ulcera duodenal aparece cuando existe
una ruptura de la superficie de la mucosa duodenal, que generalmente se
exfiende hasta abarcar la muscularis mucosa, cubriendose el lecho ulceraso
de tejido inflamatorio de granulacion.

4.2. Mecanismos de dafio al tejido. . pylori es capaz de colonizary
persistir en el Gnico “nicho” biolbgico: el lumen gastrico. Los determinantes
patogénicos de esta bacteria pueden ser divididos en dos grandes grupos: 1/
foctores de virulencia y 2} factores de mantenimiento o conservacion, jos cuo-
les permiten la colonizacion de la bacteria y la permanencia dentro del hospe-
dero. A los factores de virulencia se les puede afribuir el dafio que puede
causar H. pylor que es la inflamacion gdstrica, disrupcion en lo barrera de la
mucosa gastrica y alteracion de la fisiologia gastrica (Mauch ef 0/1993). Sin
embargo, algunos factores que se clasifican dentro de los de mantenimien-
to o persistencia también son considerados como de virulencia /n vivo.
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(Tabla modificada de la referencia Dixon, ef af 1997)

Tabla1. QLASIACAOON DE LAS GASTRITIS

Tipo de gashrifis Fador didogico Snénimos de gastritis
AGUDA
Herorragica * NSAIDs-salicilatos Froava
Alcahal
Estadas Shock
Relacionarh con Helicobacter plori Naurofilica
Helobacter Agxh infectiva
CRONICA
Ao atrofica Helicobacter plori Superfical
Qxros facores 7 gastritis dhfirsa antral
Hepersecretaria
Amifica T B
Artormmne Autoinrmmidad Tipo A
[afisa corparal
Asociado 8 anamia paTiciosa
Mutifocal Helicobacter pylori Tipo B, TipoAB
Dieta Medicaninerte
Factores amhientales ? Metaplastica
FORMAS
ESPECIALES
Sustancirs quimsozs bilis Readtiva
* NSAIDs Refiujo
Owos irritantes ? Tip C
Limfoci —
Felcobacter pplor
Guien? Crénica aosiva
Cramdorretos (o Enfamedad de Crohn's
ifectnu) Savadoss
Vasaulitis
Eosirofiliea Sensibilidad 2 alimentos Alergica
Crras alerpas

* fmmaces antiinflamatarics no esteroidecs

n



Induccién de inflamacién géstrica. Estd caracterizada por infiltra-
cién de leucocitos polimorfonucleares y/o mononucleares dentro de la mu-
cosa gastrica los cuales se encuentran presentes en pacientes infectados
con H pyloriya que algunos suponen que la inflamacién es importante para
la sobrevivencia de ia bacteria /in vivo

i) Inferfeucina 8- Es un pequefio pépfido secretado por una gran
variedad de células, el cual es un potente mediador inflamatorio y activador
de neurrdfilos, algunos estudios han demostrado que cepas de H. pylorison
capaces de inducir la secrecidn de IL-8 en células de carcinoma gastrico in
vitro (Crabtree, ef a/1995; Huang, e7a/1995), las cepas que son VacA+ CaghA+
producen significativamente mas IL-8 que las que son VacA- CagA.

i) Adherencia a neutrofilos.- Se tiene caracterizada una proteina de
150 kDa, que incrementa la adherencio de neutréfilos a los células
endoteliales, la proteina es designada como HP-NAP la cual es un polimero
de 10 subunidades identificadas (Evans, efol 1992).

fiii} Factor activador de plaguetas.- E| PAF es un mediador fosfolipidico
el cual es conocido como un potente agente ulcerogénico. En cambio Lyso-
PaF es producido por células de la mucosa gastrica bajo condiciones basales
y en respuesta a gastrina en personas sanas. El PAF estimula secrecién de
acido géstrico via especifica de receptores de células parietales. H. pylori
puede metabolizar el precursor Lyso-PAF el cual no es ulcerogénico. Sin em-
bargo, a través de la sintesis de PAF inducida por H. pylori puede inducir
dofo a la mucosa directa o indirectamente aumentando la secrecién acida
(Sobhani, ef ol 1996).

fiv) Lipopolisacdrido.- E| LPS de H. pylorirompe v obstruye la mucosa
gastrica interfiriendo entre la interaccién de mucina con su receptor en la
mucosa gastrica. Sin embargo, la principal caracteristica de este LPS es su
baja actividad proinflamatoria (Moran, 1996).

\v} Ureasa- H. pylori posee ureasa, la cual es un potente activador
del sistema fagocitico mononuclear e inductor de citocinas inflamatorias. in
vitro la actividad de ureasa también es toxica para las células epiteliales
gdstricas humanas. La ureasa parece funcionar como factor de manteni-
miento y virulencia (Harris, ef af 1996; Smoat, 1990).
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Dafio a lo mucosa gdstrico:

() Fosfolipasa- H. pylori dafa la capa protectora fosfolipidica de la
membrana apical en células de la mucosa. Sin embargo, in vifro algunas
fosfolipasas A2 y C expresadas por H. pylori pueden actuar sobre las capas
de fosfolipidos, estos efectos pueden ser inhibidos por sales de bismuto.

i} Mucinasa.- H. pylori posee un gen, que es fambién idéntico al gen
mucinasa de Vibrio choferae , la actividad de esta enzima es expresada in
vivoy puede contribuir a la disrupcion de lo barrera mucosal gastrica.

i) Citotoxina vacuolizante.- En 1986 un grupo de investfigadores ob-
servaron lo presencia de una toxina producida por A, pylori la cual producia
efectos citopaticos en atgunas lineas celulares (ohnson y Lior, 1986), dos
anos mas tarde ofros investigadores encontraron que aproximadamente la
mitad de las cepas de 4. pylori producen una citotoxina vacuslizante /n vifro
la cual se caracteriza por formar vacuolas acidas en el citoplasma de célu-
las eucariotas (Figura, ef o/ 1989). Estudios posteriores demostraron que
sobrenadontes de H. pylori obtenidos de cultivos en caldo sobre células
Hela inducen un efecto citotéxico vacuolizante (Cover, 1992q).

Es asi como a partir de esto surgen una infinidad de estudios sobre
el modelo de la citofoxina vacuolizante de 4. pylori. Esta citotoxina se ha
asociado a la patogenicidad, porque se ha encontrado que la infeccién con
cepas productoras de toxina cepas citotoxicas) prevalecen mas en perso-
nas con Ulcera duodenal, que en personas con gastritis {Cover,ef o/1993q;
Tee, e7 a/1993; Goossens, ef a/1992; Phadnis, ef of 1994). Las caracteristicas
del gen vacA que codifica para esta toxina han sido estudiadas por varios
investigadores, los cuales han clonado el gen (Telford, ef a/1994; Cover, ef of
1994; Atherton, ef a/1995). El gen vacA lo poseen todas las cepas de H.
pylor; sin embargo no todas las cepas expresan la toxing.

Esta toxina permanece en la membrana externa de la bacleria y es
liberada como un mondmero de aproximadamente 90 kDa de peso molecular.
En medio de cultivo y probablemente también in vivo algunos mondmeros se
unen al mismo fiempo para formar un oligémero de alto peso molecular,

El fragmento C-terminal de aproximadamente 58 kDa de la toxing de
H. pylori exhibe homologia con un fragmento C-ferminal de Ig proteasa IgA
de Neisseria gonorrhoece y Haemophilus influenzae, este fragmento se co-
noce, esta involucrado en lo traslocacién de la proteasa a fravés de la mem-



brana exterior {Schmitt, 1994). £s posible que la adhesién a células blanco
aumente la potencia de la toxing, esto se ha observado en pruebas i vitro
de aislados clinicos los cuales mostraron que sélo las células vocuolizadas
fueron las que tenian la bacteria adherida.

La diversidad de vacA ha side estudiada, encontrandose importantes
correlaciones dinicas, enfre los alelos de este gen, los cuales estan divididos en
dos familias: los de la region media, llamados m1y m2 y ka familia de alelos de la
secuencia senal slg, sib y s2. La familia de alelos sla y slb estan muy relaciona-
dos pero son distintos. El gen vacd puede tener una de las seis posibles combi-
naciones de genofipos, de las regiones s y m. Se ha reportado que las cepas
s2/m2 no son productoras de la toxina, cepas s1/m) son gltas productoras de
toxing, y s1/m2 pueden presentar o no la produccion. Sea estudiado la relacién
entre el nivel clinico de personas con enfermedad gastroduodenal y la
genofipificacién, y se ha observado que mas de la mitad de las personas con
Ulcera fienen cepas con genotipo st (Atherton, ef a/1995).

La presencia de cogd (gene A asociado a la citotoxina) esta muy rela-
cionado con el gen vacAtipo sl pues la mayoria de las cepas productoras de
la toxina son también cepas CagA.* Sin embargo, este gen {cagd no esta
presente en todas las cepas de H. pylori a diferencia de vacA. Se calcula que
entre 40-60% de las personas con gastritis estan infectadas con cepas fipo
Cog A* (Weel, ef a/1996; Xiang,ef o/ 1995; Fantry, ef a/1996). B! gen cagA codi-
fico para una proteina de 120 a 130 kDa, denominada CagA, sin embargo, adn
no se conoce su papel, pero se sabe que las cepas CagA+ inducen la produc-
cién de IL-8 in vifro, posteriormente se ha relacionado con el nivel de inflama-
cidn en la mucosa gastrica. En base a la relacion existente entre vacdy cagA
se dosifican las cepas de A pylori en cepos: tipo 1 las cuales son VacAry
CagA*y estan mas asociadas con virulencia y grado de patogenicidad, que las
cepas fipo Il que son VacA CagA: (Weel, ef a/1996; Cover, ef a/1994).

La citotoxina ha sido purificada y migra eleciroforéticamente como
una proteina de aproximadamente 87 kDa bajo condiciones desnaturalizantes
y reductoras {Cover y Blaser, 1992}, la actividod vacuolizante de la citotoxina
es neuiralizada por antisuero de conejo especifico, los anticuerpos
neutralizantes a la citotoxina son detectables en el suero de muchos indivi-
duos infectados con H. pyforiincluyendo los que desarrollan carcinoma gés-
trico {Cover, ef a/1992b).

Para reafirmar esto se ha expresado una proteina VacA recombinante
en £. coliy se han inmunizado conejos con esta proteina y con la proteina



nativa. Lo foxina recombinante de 4. pylori no tiene actividad biolégica en
célutas in wiro y también no induce anticuerpos neutralizantes en conejos
mientras que los anticuerpos obtenidos de la foxina nativa si neutralizan la
actividad vacuolizante a titulos altos. Esto puede indicar que los epitopos
protectores en la toxina nafiva VacA son probabiemente conformacionales y
que la toxina necesita estar enroltada en estructuras heptaméricas para ser
funcionalmente activa e inducir anticuerpos protectores {Cover, ef a/1992b).

Se ha enconfrado que la adtividad citotdxica vacuolizante presenta-
da por sobrenadantes de culfivos en caldo de cepas de . pylories elimina-
da por calentamiento a 70°C o por incubacién con proteasas. La actividad
vacuolizante de la toxina sobre células es distinta a lo de ureasaq, pero esta
actividad es potenciada por la ureasa debido a la produccion de amonio el
cual se ha visto potencia dicho efecto.

Algunas bases débiles tales como, la frimetilamina cuya sustancia
es conocida como un inductor de formacion de lisosomas, pudiendo provo-
car la formacién de vacuolas dentro del citoplasma de algunas células. Sin
embargo, se han comparado las vacuolas inducidas por la toxing de A, pylori
y las inducidas por trimetilamina presentan diferencias {Cover, ef a/ 1991},

Las vacuolas inducidas por trimetilamina son mas largas y carentes
de una membrana limitante, por lo fanto las vacuolas inducidas por esta
base surgen directamente de compartimentos endociticos mientras que las
inducidas por H. pyfori surgen mediante un mecanismo autofagico (Cover, ef
0/ 1992a). Recientemente investigadores italianos han observado que lo
vacuolizacion /7 vifro inducida por VacA es potenciada por una corta exposi-
cién de la citotoxina a pH dacidos. La induccion de la activacién fiene lugar a
pH 5.5 comparado con el pH 2 normalmente encontrodo en el estdémago, el
proceso de activacion es completo en pocos segundos. Una vez realizada la
activacion de VacA, estd refiene su actividad a pH neutro y comienza a ge-
nerar resistencia al ataque de pepsina (De Bernard, ef a/1995),

En su forma nativa la toxina es un complejo proteinico de 700 a 900
kDa {Figura, 1996). Estudios de microscopia electrénica hen demostrado que
el complejo VacA semeja una "flor” unida por esfructuras oligomericas con
seis o siete “pétalos”, las flores son de forma hexagonal de aproximada-
mente 30 nm, cada flor esta compuesta de un anillo central de aproximada-
mente 15 nm el cual esta rodeado por seis pétalos globulares de aproxima-
damente 6 nm (Cover, ef a/1997).
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Bajo exposiciones a pH dcidos, esta flor oligomérica se disocia en colec-
dones de 12 subunidades {monoméros) en forma de lagrima, cada una mide
aproximadamente 6X14 nm y ufilizando un gradiente de densidad de glicerol a
pH acidos se encontrd que estas subunidades presentan un coeficiente de
sedimentacion de aproximadamente 55. Mediante inmunoelectrotransferencia
se observd que estas subunidades comresponden a un mondmero de aproxi-
madamente 90 kDa. Todo esto indica que ¢l oligbmero intacto de VacA consiste
de 12 subunidades de aproximadamente 90kDa ensamblados de tal manera
gue simulan una «iom (Molinari, ef a/1998).

Un pequefio nomero de oligdmeros «planos» compuestos de seis
subunidades en forma de lagrima, forman parte de la «flor completar, las
formas planas corresponden a superficies hexaméricas que son expuestas
o intercaladas deniro del dodecdmero, esta estructura de VacA difiere de un
modelo previo en el cual se proponia que la flor consistia de capos de seis
monémeros y que las formas planas eran flores proteclisadas. Se conoce
jambién que la proteina de aproximadamente 90 kDa se puede dividir por
protedlisis in vitro formando un fragmento N-terminal de aproximadamente
37 kDa y un fragmento C-terminal de aproximadamente 58 kDa (Figura,1996)
se ha observado que durante prolongados almacenamientos sucede esta
protedlisis (Telford, ef a/1994; Cover, ef al1997).

Este tipo de divisidn o separacion es caracteristico de foxinas
bacterionas que estan formadas de dos subunidades mientras una unidad
es enzimatica con actividad biolégica, la ofra es reconocida por el receptor
en células blanco y mediadores de adhesion. Algunos resultados indican
que la conformacion de VacA en condiciones dcidas, expone en la superfi-
cie de la proteina segmentos hidrofobicos que son capaces de interaccionar
con la cadena de fosfolipidos, de la membrana, estos aspectos tienen simi-
litud con ofras foxinas en que su sitio blanco es intracelular tal es el caso de
la toxina DT (Manetti, ef a/1997).

La reoligomerizacidn parece estar relacionada con la concentracion
de la toxina, bajo neutralizacidn los cambios en la estructura de VacA 'y
mondmeros reasociados en oligdmeros se do con diferentes propiedades
fisicas y estruciurales. DT, también es capaz de activarse bajo exposicion a pH
acido y es capaz de penetrar dentro de la bicapa lipidica, por lo que una fuerte
intoxicacién celular con DT puede ser inhibida por neutralizacion del pH con
bases débiles pero, en el caso de VacA, esto no sucede ya que la presencia
de amonio induce e incrementa la actividad vacuclizante {Cover, ef a/1991).
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Para conocer el mecanismo de unidn e internalizacion de la toxina a
las células, se han realizado varias investigaciones de las cuales se sabe
que la actividad de la toxina es neutralizada por anticuerpos especificos, no
se conoce a través de que compartimentos ia toxina es transportada deniro
del citoplasma. Sin embargo, una inferesante observacion es que la toxina
internalizada no fue enconirada dentro de las vacuolas {Garner y Cover, 1996).

Esta infernalizacion requiere de 2 a 3 horas para completarse, tam-
bién se han encontrado péptidos recombinantes de 58 kDa y 32 kDa se
pueden unir a la membrana plasmatica de las células y también pueden
unirse a vesiculas lipidicas, sin embargo, la unidn de VacA puede ser inhibida
con anticuerpos los cuales reaccionan exclusivamente con el fragmento de
58 kDa lo que hace pensar que la secuencia de aminodacidos en este frag-
mento es importante en la unién de VacA a las células, estos hallazgos
pueden resumirse en que: J// la unién de VacA a células es mediada por
secuencia de aminodcidos que estan dentro del fragmento de 58 kDaq, ##/
VacA es infernalizada lentamente en un proceso dependiente de tempera-
tura y Jif la vacuolizacion celular es el resultado de la inferaccion de VacA
con un blanco intracelular. Las vacuolas inducidas por la toxina parecen ser
derivadas de compartimentos endosomales maduros en el interior de célu-
las eucaridficas (Catrenich y Chestnut, 1992; Papini, ef af 1994).

Estos endosomas provienen de vesiculas originadas de invaginaciones
de la membrana, normalmente se fusionan con los lisosomas o con el apara-
to de Golgi. Las membranas de las vacuolas inducidas por VacA contienen
rab7, una pequefia proteina que une GIP que solo se encuentra en endosomas
maduros, asi como una ATPasa. Recientemente, se fiene claro el mecanismo
de formacion de las vacuolas comenzando por las observaciones i vifro rea-
lizadas mediante la inhibicién de la vacuolizacion utilizondo bafilomicina A, un
inhibidor de la ATPasa la cual regula el flujo de H* a través de la membrana
{Cover, ef a/1997; Papini, ef o/ 1993q; Papini, ef a/1993b).

También se sabe que la bafilomicina A, puede inhibir la transicion de
endosoma femprano a endosoma maduro (Figurg, 1996). El blanco para la
actividad de VacA es la ATPasa fipo-v la cual esta presente en los endosomas
maduros y en donde la toxina induce la formacion de vacuolas. Una vez que
VacA ha reaccionado con su blanco, los endosomas maduros no se en-
cuentran disponibles para los aparatos endociticos, estos endosomas se
fusionan unos con otros (Cover, ef a/1997: Cover,1998).
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La bomba de hidrageno es estimulada por la toxina y crea un am-
biente écide dentro de las vacuolas, las cuales en estado primario son muy
pequefias. Substancias basicas en el ambiente; tales como amonio, cruzan
la membrana y son protonadas lo cual incrementa el pH acido. Las molécu-
las protonadas permanecen denfro del organelo infracelular porque ya no
son permeables a las membranas, las vacuolas afraen agua osméticamente
y se inflan. En cultivos de células in vifrose ha observado que las vacuolas se
originan en la periferia del area nuclear y estas se incrementan en nomero
y tamaiio lo cual hace que se fusionen unas con ofras, por lo que se origina
un rompimiento de membrana y por consiguiente la muerte de las células.
Este proceso lleva dos dias para completarse. Bases débiles incluyendo
amonio y nicotina pueden potenciar la actividad vacuolizante de la foxing
(Cover, ef a/1993b; Cover, ef a/1992c).

Los niveles de nicotina en la saliva de fumadores son mas bajos de
lo necesario para potenciar la actividad de toxinas /7 vifro. Sin embargo, la
adlividad sinérgica de la nicotina puede ocurrir /n vivo a bajas concentracio-
nes, esta observacion puede ayudar a explicar por que los fumadores son
de alto riesgo para desarrollar Ulcera duodenal. Los inhibidores de la bomba
de protones en feoria interfieren con la ATPasa (i cual es una bomba de
protones) evitando la activacion de la toxina, logrando inhibir la vacuolizacién.
Sin embargo, se ha postulado que los inhibidores de la bomba de protones
no tienen efectos en la vacuolizacion i vifre inducida por la citotoxicidad de
H. pyforien caldo de cultivo. Las ATPasas estan presentes en todas las mem-
branas de todas las células eucariotas (Figura, 1996,

Es posible que VacA pueda infiuir en los ATPasas de las células no
epiteliales, tales como PMN, los cuales tienen una bomba de hidrégeno
{semejante a ofras ATPasas) en sus membranas. Las cepas de H. pylori ac-
tivan PMN y producen estallido respiratorio. La activacidn de estas células
genera iones superéxido y ofros metabolitos reactivos, también generan
iones H* denfro de los fagolisosomas en respuesta a la asociacién de la
ATPasa- H* estimulada. La intensidad del esfimulo para la produccion de
metabolitos reoctivos de oxigeno por los PMN inducida por H. pylori varia
enfre los diferentes aislados. Es posible que H. pylori dltere las estructuras
de la membrana celular, lo cual es imporianie para la opsonizacion o para
ofras ATPasas diferentes de lo ATP-H* involucradas. La opsonizacion puede
ser reprimida por contacto con VacA {Figura, 1996).

Recientemente se reportd una proteina en lineas celulares de cancer
gastrico humano, A2-521 y AGS y en una linea celular de mono, COS-7 que es
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capaz de unirse a Vac A, esta proteina, denominada P140, la cual fiene un peso
moleculor de 140 kDa, podria ser crucial para la patogénesis (Yahiro, ef af 1997).

V) Espedies reactivas de axigeno- H. pyforiinduce la sintesis de espe-
cies reactivas de oxigeno ROS} en la mucosa gastrica in vivo. £t consumo de
cigarros, drogas, y alcohol es independiente de la produccién de ROS} in wvo
Existe un incremento significativo de 9-hidroxideoxiguanosing, el cual es un
radicat libre de oxigeno que induce dafio en el DNA, en personas infectadas
con H. pylorien comparacién con las no infecladas. Existen evidencias de que
el addo ascérbico actiia como un “recogedor” de ROS producidos en células
gastricas. Muchos medicamentos anti-Olceras funcionan como “recogedores”
de ROS esto explica el porqué minimizan el dofo a lo mucosa Baik, ef a/1996}.

V) Induccion de dxido nitrico sintetasa- Altos niveles de éxido nitrico
esfan asociados a la induccion de éxido nitrico sintetasa (INOS) la cual estg
relacionada con la adlivacién del sistema inmunolégico y dario al tejido. 4.
Pyloriinduce INOS en macrdfagos in vitro. La erradicacion de la bacteria
reduce los niveles de iNOS en células epiteliales gastricas, lo cual sugiere
que H. pyloriinduce la activacidn de esta enzima in vivo Wilson ef of 1996).

i) Apoplosis.- H. pylori aparentemente induce la muerte celular pro-
gramada (apoptosis) en células gastricas. Estimula la oxidacién del DNA afec-
tando asi la mucosa gastrica, inhibiendo la proliferacion de células gdstricas.
Es decir, la infeccién por 4 pyiori puede causar dofio a la mucosa gdstrica
de dos maneras, direcla o indirectamente (Wagner, ef a/1997).

Alteracion de la homeostusis géstrica:

i) Morilidad- La motilidad es un factor esencial de colonizacian, Nor-
malmente H pylori posee de dos a seis flagelos polares los cuales estan
cedificados por los genes flad y flaB los cuales ya se tienen clonados (Lee, et
af1993; Moran y Wadstrom, 1998). El uso de mutaciones en ellos han de-
mostrado que ambos son esenciales para la mofilidad.

i} Ureasa- Todos los aislados, asi como cada una de g especies de
H. pylorfidentificadas a la fecha producen grandes cantidades de Ia enzima
ureasa. La ureasa nativa de H. pyforitiene un peso molecular de 540 kDa y
confiene niquel. La ureasa contiene dos subunidades: UreA de 30 kDa y
UreB de 62 kDa, asi como nueve genes incluyendo los genes estructurales
uredy uvreBYy un reguiador de genes involucrado en la sintesis y ensamblaje
de la holoenzima (Mobley, 1996).
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La constante de Michaelis de la ureasa es baja lo cual le permite ser
cataliicamente eficiente o concentraciones milimolares de ureq; la ureasa es
un factor esencial de colonizacién en especies de Helicobacter. La actividad
de ureasa es requerida para la produccidn de un microombiente de pH neu-
fro para el microorganismo. En el lumen gdstrico, hay evidencias de que la
ureasa esta asodiada con la membrana externa de H. pyfori. Sin embargo, se
ha observado actividad de la ureasa dentro del citoplasma, por lo tanto puede
tener un papel en la asimilacién de nitrdgeno organico; la asociacion entre la
ureasa y la superficie bacteriana estda estabilizada por cationes divalentes como
Ca® y Mg % aunque ofros cationes pueden inhibir la actividad de la enzima.

iv] Profeinas de choque térmico- La secuencia del gen que codifica
para la proteina HspB de H. pylori estd altamente conservada comparada
con ofras proteinas de chogue térmico de ofras bacterias y humano. De
acuerdo a la similitud estruciural, la HspB puede funcionar como una molé-
cula chaperona para la ureasa. El gen Asp8 es parte de un operon cistronico
(hspA-hspBj el cual se tiene clonado y secuenciado. La expresion de las
proteinas de choque térmico aumenta la actividad de la ureasq, lo cuat su-
giere que el papel de gen AspA es la integracion de niquel dentro de lo
molécula funcional de ureasa (Evans, ef @/ 1995; Macchia, ef a/1993).

\v) ATPasa.- Las ATPasas son de interes en las investigaciones de
H. pylori, debido a que una ATPasa es un probable blanco para la accidn
bactericida de los inhibidores de la bomba de protones, tales como
tansoprazol y Omeoprazol. Se tiene ya clonada y secuenciada una ATPasa
type-P (Ge, ef a/1993).

i) Sicleréforos.- El hierro es un elemento esencial para el crecimien-
fo y metabolismo bacteriano, pero estudios sobre la adquisicion de hierro
por H. pylori han producido resultados confusos, los cuales reportan que
esta bacteria no produce siderdforos (sustancias que atrapan hierro) bajo
condiciones limitadas de hierro. Sin embargo, algunos reportes indican que
H. pylori puede crecer en presencia de lactoferrina humana, por lo que se
piensa que esta bacteria posee en su superficie receptores para proteinas
que unen hierro. En contraste, ofros estudios han detectade la produccion
de sideroforos pero no detectan la union de lactoferrina a proteinas de A.
pylori Por lo que aUn no queda claro como adquiere el hierro para su cred-
miento {Husson, ef a/1993).



4.3 Adhesinas y receptores.

H. pylori se adhiere al epitelio gastrico mediante receptores con la
ayuda de adhesinas especificas. Se sabe que las cepas de H. pyforiaglutinan
eritrocitos animales, las hemaglutininos producidas porH.pyfors contribuyen
con la adherencia /n wvo. La Fosfatiditetanolamina y gangliotefradosilceramida
se han identificado como receptores lipidicos en la mucosa.

La adhesina bacteriana de A, pylori que reconoce estos lipidos es
una exoenzima de 63 kDag, lo cual ha sido purificada y caracterizada. La
unién especifica de H. pylori a la superficie de las células de la mucosa
parece estar mediada por estructuras fucosiladas y glicoproteinas (Lee, ef
o/ 1993; Moran y Wadstrom, 1998].

Se han realizado frabajos en donde el antigeno de grupo sanguineo
Lewis® regula la union a las células de la mucosa. La habilidad de estos
receptores para unir a la bacteria es reducida en individuos con fenotipo del
grupo sanguineo A y B comparado con individuos de grupo sanguineo O,
esto pudiera explicar por qué tienen mayor riesgo a desarrollar Glcera pépfica
los individuos con grupo sanguineo O. /n vifro H. pylori se une a laminina,
fibronectina y varios coldgenos (Boren, ef a/1993).

4.4 Evasidén inmunolégica

H. pylori puede estimular el sistema inmunolégico para producir
anticuerpos, ademas posee una resistencia a la muerte por fagocitos, quiza
debido al dafio que genera en la membrana del fagolisosoma por la produc-
cion de amonio. Las hemaglufininas especificas pora acido sidlico presen-
tes en la superficie de lo mucosa pueden retardar lo adhesidn e ingestion
de H. pylori Como se menciond anferiormente la expresion de antigenos
Lewis en la superficie de la bacteria puede ayudar al camufiage de la bacte-
ria entre los antigenos de la mucosa gastrica (Crabtree, 1996; Graham y Go,
1993 Blaser, 1992; Moran y Wadstrom, 1998; Blaser, 1993).

Oftro mecanismo potencial de evasién de la respuesta inmunitaria que
puede presentar esta baderia es el cambio de morfologia. Las formas bacilares
de H. pylori se convierten en formas cocoides después de prolongados culfi-
vos. La morfologia, fisiologia y bioquimica de ias formas cocoides se fienen
descritas por una variedad de investigadores (Andersen, ef a/1997; Kusters, ef
a/1997: Bode, ef a/1993). Se piensa que estas formas pueden representar una
fase latente que utiliza la bacteria para profegerse del medio ambiente.
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5.- DIAGNOSTICO DE LA INFECCION

Las pruebas para el diagnéstico de la infeccion con H. pylori no son
muy viables. El examen histologico de fejido gastrico, el cultivo bacteriano, la
pruebo rapida de la ureasa y pruebas utilizando DNA mediante andlisis por
PCR, requieren de tejido gdstrico, por lo tanto requieren endoscopia.

En confraste la prueba de dliento y serologia, son pruebas no invasivas
que no requieren endoscopia. La seleccion de la prueba para el diagndstico
de la infeccién con H. pylori depende de la habilidad y costo de pruebas.

5.1 Métodos que requieren endoscopia:

Cultivo.- En cultivo de H. pylori presenta la ventaja de que permite
probar lo suseptibilidad a antimicrobianos. Uno de los principios basicos
para el cultivo de biopsias gdstricas, es el medio de fransporte, este puede
ser solucién salina siempre y cuando el tiempo de traslodo hasta llegar al
cultivo sea corto (<éh) y si el tiempo es mayor entonces el medio de trans-
porte es mds complejo por ejemplo, medio de Stuart.

Medios que contengan glicerol son recomendables para almaceno-
. miento durante mucho fiempo. Una variedad de medios selectivos y no se-
lectivos estan disponibles comercialmente para el cultive de 4 pylori ade-
mas, requiere de un ambiente microaerofilico, humedad alta e incubacion a
37°C por un maxime de 7 a 10 dias.

Los cultivos positivos son detectados después de 3 a 5 dias de
incubacién. H. pyfori es identificado en base a su morfologia colonia! (colo-
nias franslicidas que varian de tamario apenas detectables de aproximadao-
mente 3 mm) estas colonias son Gram negativas de forma curvada, siendo
ureasa, catalasa y oxidasa positivas (Queiroz, ef of 1987).

Evaluacién histoldgica - ~ pylori puede ser visto mediante la tincidn
de hematoxilina-eosing, las bacterias son localizadas en la mucosa, adheri-
da a la superficie del epitelio y pueden ser enconfradas en los criptas. Sin
embargo, esta tincién puede no ser muy confiable cuando estan presentes
pocas bacterias pero, se pueden ufilizar finciones como la de Warthin-Starry
y la tincién modificada de Giemsa. La distribucion de la bacteria en el estd-
mago no es uniforme ni fampoco se encuentra frecuentiemente en dreas de
metaplasia intestinal.
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La identificacion histologica de la bacteria con las caracteristicas
morfolégicas depende en gran parte del observador y también de factores
que influyen en su identificacion tales como: densidad bacteriana, tipo de
tincién utilizada, entusiasmo y habilidad del laboratorista. Una técnica de
tincion muy sensible, consiste en una combinacion de hematoxiling-eosina,
tincion de plata y azul alcian {Genta, ef a/1994).




Pruebas de ureasa a biopsia.- Debido a que H, pyforposee una alta
produccion de ureasa se han desarroliado métodos para la deteccion indirec-
ta de estos microorganismos en tejido de biopsias gastricas. La sensibilidad
de todas las pruebas basadas en ureasa para ta deteccion de 4. pylori es
dependiente de la carga bacterial en el estémago. El CLOtest desarrollado por
Marshall, fue la primera prueba de ureasa comercialmente disponible desig-
nada especificamente para la defeccién de H. pylor (Cutler, ef a/1995).

Esta prueba consiste en un gel de agar que contiene rojo de feno! y
ureq, en presencia de ureasa, la urea es hidrolizada en amonio lo que con-
duce a un cambio en el pH visto a fravés del indicador y se interpreta la
prueba después de 24 horas de ser colocada la biopsia dentro de! agar.
Ademds del CLOtest existen dos pruebas similares comerciglmente disponi-
bles que son Hpfast y Pyloritek.

PCR.~ £s una técnica altamente sensible y especifica para la detecidn
de H. pylori. En biopsias géstricas se tienen descritos numerosos trabajos
aunque estd técnica es muy variable, debido a diversos factores afectan esta
deteccion entre los cuales se incluyen la seleccion de iniciadores y el DNA
blanco, preparacion de la muestra, densidad badterial y algunos pasos del
PCR. Sin embargo, ya se fienen desarrollados varios PCR utilizando DNA bocterial
obtenido de cultivo de cepas, dando buenos resultados por lo que puede
considerarse como un gran avance la técnica de PCR para el diagnéstico de
H. pylori, esta técnica puede servir para fiuidos obtenidos por métodos no
invasivos como la saliva (Ashton-Key, ef a/1996; El Zaatari, et a/1995).

5.2 Mé&todos que no requieren endoscopia.

Deteccién de anficuerpos.- La infeccién de la mucosa gastrica con H.
Pyloriprovoca una respuesta inmunitaria focal y sistémica que incluye la eleva-
cidn de 19G especifica y niveles de IgA secretoria e IgM en el estdmago, esto
condujo al desarrollo de pruebas seroldgicos. Los métodos serolégicos se
tienen bien valorados en estudios epidemioldgicos. La mayoria de las pruebas
comercialmente disponibles son ensayos de inmunoadsorcién unido a enzi-
ma [EUSA). La utilidad de la prueba seroldgica para detectar anticuerpos espe-
cificos es dependiente de la preparacion del anfigeno.

En general hay tres tipos de anfigenos usados que son: i/ anfigeno
crudo, tal como células completas; // sonicado de células y #if fracciones
celulares como un extracto de glicina y anfigenos termoestables y enrique-
cidos tales como ureasa y un anfigéno CagA de 120Kda. En ausencia de



ferapia los niveles de antficuerpos permanecen elevados, quiza por largo
tiempo después de la erradicacidn de A pylori la inmunoglobulina especifi-
€0 IgG y los niveles de IgA tienden a decrecer, niveles bajos de 1gG especifi-
ca tienden a persistir por meses después de la erradicacién. Otra prueba
que incluye anticuerpos es la deteccion de IgA e IgG contra H. pylorien oring
y saliva sin embargo, estas pruebas aun no estan bien confirmadas debido
0 que la canfidad de estos anticuerpos es muy baja (Evans, ef a/1989}.

Prueba de la urea en aliento. - El principio de esta prueba para el
diagnéstico de H. pylori es similar a ofras pruebas basadas en uregsa. La
urea es el sustrato que en este caso es ingerido: urea marcada con *C o
urea marcada con C. La ureasa de la bacteria hidroliza la urea marcada
generando diéxido de carbono el cual es exhalado y recolectado como CO,
marcado. El isotopo C es detectado con un contador de centelleo mientras
que el *C es defeciado por espectrofotometria de masas. La seleccién entre
los dos isétopos puede depender de |a disponibilidad, costo y normas
regulatorias. La prueba de ™C no es recomendada para usarse en nifios o
mujeres embarazadas {Koletzko ef af 1995).

Ofros ensayos:

CagA.- El 60% de las cepas de H. pyloriposeen un gen llamadoe cagA.
Ese gen de funcién desconocida es un marcador de la isla de patogenicidad
de CagA de 35 Kb compuesta de aproximadamente veinte genes incluyendo
picBun fuerte homoldgo de profeinas de secrecion, las cuales son requeridas
por la bacteria para inducir en células epiteliales gastricas la secrecion de iL-
8, lo cual indica que una infeccidn con cepas CagA+ aumenta el riesgo de
desarrollar Ulcera duodenal y adenocarcinoma Xiang, ef o/ 1995).

Una variedad de técnicas pueden ser utilizadas pero, quiza la més usugal
es la deteccidn por serologia utilizando anfigenos recombinantes de CagA re-
portandose que la sensibilidad de IgG es de 94.4% y una especificidad del
92.5%, la serologia puede identificar si el hospedero estd infectado con cepas
CagA+ aln si el Onico aislado estudiado en la biopsia carece de CagA. Méto-
dos basados en el uso de biopsia es decir el PCR y RT-PCR. Ambos son aitamen-
fe precisos para identificar CagA en cultivos de biopsias Peek, ef af 1995).

Vac A.- Esencialmente todas las cepas de A Pylori poseen el gen
vacA, este gen se expresa produciende una citotoxing /n wiro, este tipo de
cepas pueden también ser idenfificadas mediante PCR para lo cual es nece-
sario realizar cultivos de biopsias gastricas (Atherton, ef af 1995).
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Rguro4, Prueba de lo urea marcada pora la deteccion de H. pylor (Obtenida de Walsh ef af, 1995).

Antigenos Lewis.- Los antigenos Lewis son glicoconjugados
fucosilados polimérficos reconocidos en la superficie del eritrocito. También
estdn presentes en una gran variedad de células epiteliales incluyendo la
mucosa gastrica. Se ha encontrado que el LPS de algunas cepas de 4. pylor
contienen Le* y/o LeY como parte de la cadena de su lipopolisacdrido, algu-
nos estudios han utilizado anticuerpos monoclonales para identificar estos
antigenos en el LPS de las cepas de algunos pacientes. Sin embargo, su
utiiidad clinica adn no es clara (Sherburne y Taylor, 1995),

Oftro loci polimérfico.- Se ha descrito un Locus llamado JiceA el cual
fiene dos variantes el iceA y iceA, entre la diversidad de cepas de H. pylori
Se ha propuesto que la infeccién con una cepa /ceA, esta fuerfemente aso-
ciada con Ulcera duodenal, sin embargo aun faltan estudios para confirmar
esto (Peek, ef af 1996).

5. 3 Diagnéstico postratamiento:

A pesar de existir terapia antibacterial, no siempre es efectiva contra
la infeccién con H. pylori. La mayoria de las pruebas usadas para el diagnds-
tico inicial de H. pylori pueden ser también usadas paro el diagndstico
postratamiento. En general cualquier prueba para evaluar la erradicacion
de H. pylori se llevan a cabo al menos después de 4 semanas de haber
concluido con el tratamiento. Las pruebas que pueden ufilizarse pueden




ser: a) métodos basados en biobsias como CLOtest y cultivo; b) métodos no
enddscopicos como, serologia y prueba de urea en aliento {UBTs).

Tabls 4, Pruebas de diagnéstice para ke detectién de Heficobacter pyior | Tabla obterida de Bruce ef of, 1997 ).

Prusba Sensibiidod | Resiere sndoscoplo | Comermiarios
Histologio ¢3-98 95-%8 Si Biopsias
Cultivo 7795 100 Si Para probar suseptiblidad y detatlar
carackerizacion del aislomiento
Ureasa répido 89-98 93-98 Si Método endoscdpico de eleccidn pora
ICLOtest el diognéstico da infeccitn por Moy
YC-UBT 90-95 90-95 No Carga exisiente de backeria
“C-UBT 90-95 90-95 No Exposidones o radiocidn baja ™ C-LIBT
Serologio_ B8-95 86-95 No Excelenie herrumiento epidemiolégica
Métodos PCR 85-96 90-100 S DNA, no necesariamente de bacleria
Imuestras biopsias o viable, Para probar diferencias enfre
fluides corpordes) cepas de HpopWorf
6.- TRATAMIENTO

El tratamiento ideal de erradicacion para A pylorialn no se ha con-
seguido (Glupczynski y Burefte, 1990; Talley, 1994; Sung, ef a/ 1995: O'Brien,
et a/1995). En la actualidad hay diversos regimenes utilizados que postulan
que en general no se debe dar fratamiento de erradicacion con un solo
medicamento y que es necesaria la combinacién de dos o fres farmacos en
forma simultdnea entre los que se incluyen antimicrobianos e inhibidores de
la acidez gastrica es decir inhibidores de la H* K* ATPasa {iBP 5). Los medica-
mentos actualmente utilizados son los siguientes:

a) Bloqueadores de lo acidez

1. Benzimidazoles sustfituidos

* PaNTOPRAZOL
* LanzorrazolL
* OMEOPRAZOL

2. Bloqueaports H,

* RanmpiNa
* Nizanpina
* FamoTDINA



b) Antimicrobianos

* MeTRONIDAZOL
* Tnpazol

* Bsmuto

* TeTRACICUNAS

* Amoxicina

* CLARITROMICINA

Generalmente los fratamientos consisten en la inhibicion de lo aci-
dez con un bloqueador de loa bomba de protones como el pantoprazol y
combinacidon de dos antimicrobianos. Sin embargo, estos medicamentos
poseen algunos inconvenientes entre ellos: a) costo elevado, b} toma de
moltiples tabletas (poco apego al tratamiento), ¢) resistencia a los
antimicrobianos y d) posibilidad de reacciones alérgicas.

Por ofro lado aunque se logre ia erradicacion, dado que se descono-
cen los mecanismos exactos de contagio y dada la alta frecuencia de la infec-
cion en nuestro medio, la posibilidad de una reinfeccion esta siempre latente.

Prevencién y emadicacion de la infeccidn por A. pylorimediante va-
cunas: A0n no se tiene bien definido el desarrollo de alguna vacuna contra la
infeccion con A pylori En animales una variedod de inmundgenos confieren
proteccion, tales inmunédgenos incluyen sonicados bacterianos, ureasa purifi-
cada, subunidades de ureasaq, citotoxina VacA purificada, GroEL HspBl y GroES
{HspA) homélogos de proteinas de choque térmico {Telford, ef o/ 1994q.




Tablo 5. Régimenes de tratamiento actual paro pacientes con enfermedod de addo-péptica
apoyados por la FDA. { Table obtenida de Bruce ef af, 1997,

Desia PBurociénteropio | (X) Ervodicocién | Aprobocio por FDA? |

Iniple teropic conteniende bisruto

|} Tetrocicing HCL més 500 myg gid 2 sefnanas 85 Si

2. Metronidazal mis 250 mg gid 2 sernonas 85 Si

3. Subsalidlato bismuto 2 robletos 2 semanas 85

Teropia duct

1. Clariromicing mdés 300 mg tid 2 semanas 7 St

2 Omeoprazot & 40 mqg digrio { 2 semanas 74 Si

Clartomidng mas 300 mg tid 2 semanas 74 Si

Ronitiding bismuto clirate 400 mgbid | 2 semanas 74 Si

Régimen triple %erapic

1 Metronidozal 6 500 mg bid 1 semana { de preferencia ? 20 No, aprobacion
semanas} pendients

Amoxidling 1g bid 15emana [de preferencia 2 90 No
Sermanas)

2. Clariromicing mas 500 mg bid 1 semana (de preferencia 2 90 No
semonas}

3. Omeoprazol & 20 mg bid 1 semano {de preferencio 2 90 No
semanas)

Lensoprazol 30 mg bid 1 semana ide preferencia 2 %0 No
sernanas)

1 Ranitidna bismyts citrato mis 400 mq bid 2 semanas %0 No

2. Clarilromicing més 500 mq bid 2 sermanas 90 No

3 Amoxdling 1 g bid 2 Semanas 90 No

bid=una vez o dia

quid=dos veces d dia
lid= tres vaces ol dig



JUSTIFICACION:

La infeccidén con H. pylori es un problema de salud, asociado con
padecimientos gastricos tales como: gastritis crénica y Ulcera duodenal, los
cuales se encuentran fuertemente relacionados con la toxina producida por
algunas cepas de . pylori. Dicha toxina es considerada como uno de los
factores de patogenicidad mas importantes en fa contribucion del dafio al
tejido gastrico.

En 1988 un grupo de personas dieron a conocer que un culfivo en
caldo de M. pylori podia inducir la formacién de vacuolas en células {Cover,
el al 19920), seguido de este hallozgo existen muchos trabajos utilizando
sobrenadantes concentrados obtenidos de cepas de H. pylori en caldo
brucella, los cuales son capaces de inducir vacuolizacion en diversas lineas
celulares, lo cual nos permite conocer si una cepa es citotoxica o no (pro-
ductora de toxina).

Sin embargo, un forma alternativa de saber si una cepa es citotéxica
es poder utilizar sobrenadantes obtenidos a partir de cepas de H. pylori
suspendidas en solucién salina con la posibilidad de observar efecto citotoxico
sobre células Hela, y poder relacionar estos resultados con el diagndstico
clinico que presentan los adultos de quienes se obtuvieron dichas cepas.



HIPOTESIS

Los sobrenadantes de cepas de Helicobacter pylori provenientes de
adultos con Glcera duodenal presentan efecto citotéxico vacuolizante con mayor
frecuencia que lo que suele aparecer en adultos que sélo poseen gastritis.

OBJETIVOS:

1. Determinar si sobrenadantes obtenidos a partir de cepas de 4. pylori sus-
pendidas en solucion salina pueden presentar efecto citotéxico vacuolizante,
sobre células Hela producido por la toxina de H pyvlori, en adultos con
enfermedad acido-peptica {Olcera duodenal y gastritis cronica).

2. Comparar el efecto y grado de actividad vacuolizante de los sobrenadantes
obtenidos de adultos con Ulcera duodenal y gastritis crénica.

3. Redlizar electroforesis en geles de poliacrilamida ISDS-PAGE) alos sobrenadantes
con aclividad citotéxica, seguida de una inmunoelectrofransferencia para de-
terminar la presencia de la foxina de H pyfor] mediante un anticuerpo policlonal
anti-VacA.

N



7. DISENO EXPERIMENTAL

Disefio def estudio: Descripfivo, fransversal.

Poblacibén: Constd de 54 adulios con enfermedad écido péptica, de los cua-
les 27 padecian gastrifis crénica y 27 Glcera duodenal todos ellos provenien-
tes del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Tipo de Muestra: Biopsias Gasfricas

Criterios de Indusién: Solo adultos con diagnéstico clinico de Gastritis Créni-
¢a y Ulcera duodenal

Criterios de Exclusién: Adultos con otro diagnostico como: gastritis cronica
folicular, gastritis aguda, ulcera duodenal cicatrizante, Glcera gastrica entre ofros.

Disefio estadistico: La asociacion del efecto citotéxico vacuolizante de las
cepas provenientes de adultos con gastritis cronica y Olcera duodenal se
realizd por medio de la prueba de X2 considerando resultados significafivos
aquellos con una p< 0.05.



7.1 MATERIAL

Moienal biolagico:

* Cepas de referencia de MHelicobacter pylori productora de citotoxina 84183
{CagA+, VacA+) y no productora 86313 {CagA-, VacA-) donadas por la Escuela
de Medicina de lo Universidad de Vanderbilt, Nashville Tennessee EU.

* Células Hela congeladas en nitrdgeno liquido.

* Anticuerpo policlonal contra la citotoxina (VacA) obtenido en conejo, do-
nado por la Escuela de Medicina de la Universidad de Vanderbilt, Nashville
Tennessee E.U.

* Suero de humano (paciente 44).

Medios de cultivo:
* Agar sangre de camero al 10%.
* MEM-Eagle (medio minimo esencial).

Reactivos:

a) Para aislamiento de Heficobacter pylori
* Peroxido de hidrégeno 3%.

Caldo urea.

Solucién saling fisiologica 0.9% estéril.
Cristal violeta.

Solucion alcohol-acetona.

Lugot.

Safranina.

* # B B & »

b} Para cultivo celular,

Dulbecco phosphate buffer salina 10X (D-PBS).
L-Glutamina 200mM {100X).

Glicerol estéril.

Bicarbonato de sodio 7.5% esféril.
Regulador de pH Hepes M pH=7.3.
Solucién de fripsina 0.25% estéril.
Colorante de Giemsa.

PBS 1X estéril.

Formaldehido 3.7%.

Alcohol al 70%.

Trimetilamina.

Cloruro de amonio.

Suero fetal bovine.

Azul de fripan

- & & & = B 2 # % % # & » »



c) Electroforesis en geles de poliacrilamida.

* # & ® # %K *F B B 2 » B &8 ¥ # % » ® =

Solucién de acrilomida.

Marcadores de peso molecular alto, medio y bajo.
Isopropanol.

Persultato de omonio.

Metanol.

Solucién decolorante para geles.

Azul de bromofenol.

Azul de Coomasie.

Solucién amortiguadora para gel concentrador.

Solucién amortiguadora para gel separador.

Solucién amortiguadora para inmunoelectrotransferencia.
Solucién amortiguadera para cdmara.

Solucion amortiguadora para blogueo.

Solucién amortiguadora TSBB (Tris Saline Blotting Buffer).
Solucion amortiguadora de fratamiento BT {Buffer de tratamiento.
Avidina- Peroxidasa.

Conjugado biotinilado.

Peroxido de hidrogeno.

Diaminobenzidina.

Material de frabaijo:

% B OB % & % # & & #* A = »

»* » » - -+

Cajas petri.

Homogenizadores estériles.

Asas bacteriolégicas.

Portaobjetos.

Hisopos estériles.

Tubos eppendorf 500ml y 1000ml.
Pipetas estériles.

Botellas para cultivo celulor de 50ml.
Pipetas Pasteur estériles.

Placas de 96 pozos.

Puntas para micropipeta estériles.
Unidades de concentracién Amicon.
Minifiliros de 0.22mm.

Micropipelas dispensadoras.
Criotubos para células.

Camara de Neubauer.

Microscopio de luz (Olympus CK2).
Centrifuga sorvall RT 6000D.
Congelador -20°C.
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Congelador -70°C.

Congelador —4°C.

Fuente de nitrégeno liquido.

Rotador de placas Hoefer.

Camara de electroforesis Mini-Protean I Bio-Rad.
Equipo de Inmunoelecirotransferencia Bio-Rad.
Fuente de poder.
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DIAGRAMA DE TRABAJO
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7.2 METODOLOGIA
7.2.1. Obtencién de H. pylon.

7.2.1.7 Muestras: Se recolectaron 54 biopsias gastricas de adultos con
enfermedad dcido- péptica, 27 con gastritis crénica y 27 con dlcera duodenal
todas ellas provenientes del Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXi IMSS.

7.2.1.2 Procesamiento de muestras: Las biopsias gasfricas suspendi-
das en solucion salina fisiolégica de cada paciente se homogenizaron. Del
homogenizado se fomaron 50 ul y se colocaron en placas de agar sangre
de carnero al 10%, se distribuyd por toda la placa con un asa bacteriolégica,
posteriormente se incubaron en un ambiente microaerofilico en una incuba-
dora de CO, ajustada a 6.5% de CO,y 37°C de temperatura, esperando cre-
cimiento de 3-7 dias.

Las cepas de referencia 84183 {Tox*) y 86313(Tox’) se cultivaron de la
misma manera que los homogenizados de las biopsias. Una vez obtenido el
cultivo, las colonias se observaron como gotas de rocio, la identificacién se
realizé por fincidén de Gram, pruebas bioquimicas como catalasa, oxidasa y
ureasa las cuales deben ser positivas, el cultivo obtenido se suspendié en
Iml de solucién salina 0.9% estéril y se almacenaran a -20°C hasta su uso.
Todo el trabajo de cultive se llevo a cabo en una campana de flujo laminar.

7.2.1.3 Obtencién de sobrenadantes: Se descongelaron los cultivos
suspendidos en solucion salina y se centrifugaron @ 3000 rpm/15min, para
separar el sobrenadante, el volumen del sobrenadante se concentré me-
diante ultrafiitracion Centriprep 10 (Amicon) a 5000 g por 1 hora a 25°C, que-
dando aproximadamente 500 pl de cada sobrenadante, posteriormente se
esterilizaron los sobrenadantes mediante minifiliros con membranas de 0.22
py se almacenaron a -20°C en tubos eppendorf estériles hasta ser proba-
dos sobre células Hela, (SDS-PAGE} e inmunoelectrotransferencia.

7. 2.2 Ensayo citotéxico de sobrenadantes concentrados de H pylori
sobre células Hela:

7.2.2.1 Cultivo de células Hela.- Células Hela en MEM-glicerol (me-
dio para congelar} almacenadas en nitrégeno liquido, se descongelaron brus-
comente, colocando el criotubo en agua a 37°C, se pipeted el contenido y se
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vadid a una botella de cultivo celular de 50 mi |a cual contenia 5 ml de MEM-
SFB 10%, se homogenizé lentamente con la pipeta y se incubd a 37°C {incu-
badora para cultivo celular) hasta obtener una monocapa con crecimiento
confiuente en la botella.

7.2.2.2 Tnpsinizacién de c8lulas.- Se refird el medio MEM-SFB 10%
(medio de mantenimiento) que tenia la botella confluente de células y se
agregd Iml de fripsina a la botella cubriendo toda la monocapa cayendo por
las paredes y dejando aproximadamente 1 minuto con fripsina; se retird la
tripsina y posteriormente se despegé la monocapa agregando 1ml de MEM-
SFB 10% para fener una suspensioén de células homogenizada. Este procedi-
miento también se utilizd para congelar células sélo que con MEM-SFB gli-
cerol al 15% y se congelan en criotubos con Iml de suspensién celular.

7.2.2.3 Conteo de células.- Se fripsinizd una botella de células Hela
confluente, crecidas en fase logaritmica, las cuales se suspendieron en Tmi
de MEM-SFB 10%. Se tomo 200u| de la suspension y se mezclo con 800 pl de
MEM-SFB (dilucién 1:5) posteriormente se toma una alicuota pequena con
una pipeta Pasteur, y se determiné el niUmero de células por ml en un
hemocitdmetro (cmara de Neubauerl y utilizande azul de fripan de acuerdo
a la siguiente formula:

Células/ml= promedio de células por cuadro X factor de dilucién X 10
{cuenta de 10 cuadros) se ajustd el nOmero de células para fener 8 x 10° cel/
pozo. Una vez calcutado el volumen que se requiere para obtener esta can-
tidad se multiplicd por el nOmero de ml de MEM-SFB10% necesarios para
preparar cada microplaca. Una vez ajustada ta canfidad de células se pro-
cedid o preparar una microplaca para el ensayo de citotoxicidad.

7.2.2.4 Preparacidn de una microplaca para el ensayo de
citotoxicidad.

En una microplaca estéril de 96 pozos para células se colocaron 80yl
de la suspension celular/pozo con una micropipeta dispensadora y puntas
estériles, posteriormente se incubd 24h a 37°C lincubadora de células). Des-
pués de la incubacién se desechd el medio contenido en la microptaca y con
la monocapa formoda en cada pozo, se agregd 80pul de MEM-SFB 10% fres-
co, el cual contiene NH,Cl 10mM estéril.



Se agregaron a cado pozo 20u! de cada sobrenadante concentrado obteni-
do de los cepas de cada muestra a una dilucion 1:2 con MEM-SFB 10 (previa-
mente se realizaron diluciones dobles seriadas de 1:2 a 1:32 paro observar
el fitulo donde se observaba el efecto citotéxico). Se dejéd incubando 24 ho-
ras a 37°C lincubadora de células).

Al término de la incubacion se observd por microscopia de luz la
microplaca completa, pozo por pozo para observar la presencia de efecto
citotdxico vacuolizante. El criterio para evaluar el efecto citotdxico vacuolizante
se realizé de la siguiente manera: se observaron 10 campos en los cuales
se observé si hubo o no vacuolizacidn celular.

Mediante un estudio semicuanfitativo para saber el grado de actividad
vacuolizante que presentaron los sobrenadantes positivos, se contd el nime-
ro de células totales por campo, se obtuvo un promedio, posteriormente se
contaron las células vacuolizadas y se hizo una relacién en porcentaje, consi-
derando menor o igual del 40% citotoxicidad baja, mayor del 40% pero menor
o igual al 70% citotoxicidad media y mayor del 70% citotoxicidad alta.

7.2.2.5 Tincién de la microplaca con colorante de Giemsa.

Se deseché el medio que contfiene la microplaca de células probadas
con los sobrenadantes, a la cual se le agregé con una micropipela
dispensadora 50p! de formaldehido al 3.7% a cada pozo, y se dejé incuban-
do durante 3h a temperatura ambiente con el fin de fijar las célutas o la
microplaca. Posteriormente se desechd el formaldehido y se colocd 20p de
colorante Giemsa {previamente filtrado) / pozo a la microplaca y se incubd
por 3min, a temperatura ambiente en agitacion. En seguida se agregé 80pl
de agua destilada y se colocd en agitacion durante Tmin, después se reali-
zaron 3 lavados de 5min cada uno y finalmente se puso a secar. Esta fincién
permito la observacion mas clara de las células vacolizadas.

7. 2. 3 Ensayo de neutralizacién del efecto citotdxico vacuolizante.

Se preparararon los sueros para la neutralizacién de la siguiente mo-
nera: el anticuerpo anti-VacA fue diluido en MEM-SFB al 10% (1:16) y el suero
de humano (1:8} colocandose 20ul de cada dilucién de sueros con 20l de
cada sobrenadante el cual se encontraba diluido en MEM-SFB al 10% {1:2)
incubandose durante 1 hora a 37°C. Se adicion6 esta mezcla de suero y
sobrenadante, es decir 40 ul o una microplaca con células Hela previamen-
te preparada como se menciond anteriormente y se incubd a 37°C durante

]



24 h. Como controles se pusieron en la microplaca sobrenadante concen-
trado y células con MEM-SFB 10%.

Tob¥a 6. Distribucion de sobrenodantes para el ensayo de citatoxicidad sobre células Helo

1 2 3 4 § 6 7 8 9 W n_ 112

A *Cel + | *Cel + | *Cel Ce|+Cei+Cel+Cel¢Cel+Cel+Cel+CeI+CeI+

84183 | 84313 | +55F sb sb sb sb sb sb sb sb sb
Tox' Tox

B *Cel + | *Cel + | *Cel Cel +)Cel +|Cel +|Cel +)Cel + | Cel Cel + | Cel + | Cel +
84183 | 863 | +55F sb sh sb sb sh sb sb sb sb
Tox* Tox

c Cel + |Ceb + | Cel +|Cel +|Cel +|Cel +|Cel +]Cel + Cel + |Cel + | Cel +|Cel +
MEM- | MEM- | MEM- | sb sb sb sb sb sb sb sb sb
S5F8 SFB S8

D Cel « |Cel +]Cel +|Cel «|Cel +|Cel + Cel + | Cel «|Cel +|Cel +|Cel +]|Cel
MEM- | MEM- | MEM- | sb sb sb sb sb sb sb sb sb
SF8 S8 SFB

E Cel + | Cal « fCel +|Cel +]Cel «{cCal +]Cel +]Cal + Cel + | Cel + | Cel +|Cel +
MEM- | MEM- | MEM- | sb sb sb sb sb sb Csb sh sb
SFB SF8 SFB

F Col + |Cel +]Cel »]|Cel #|Cel «Cel +;Cel + Cel +1Cel +]Cel +fCel +|Cel «
MEM- | MEM- | MEM- | sb sb sb sb sb sb sb sb sb

568 SFB S8
G Cel + [Cel + | Cel +|Cel +]Cel +|Cet +]Cel + Cel « | Cel + | Cel +]Cel + ] Cel +
MEM- | MEM- | MEM- | MEM- | MEM- | MEM- | MEM- | MEM- MEM- | MEM- | MEM- | MEM-
SFB 5B S8 S8 5/ 58 5B SF8 SFB at] 5B 58
H Col + | Cel «|Cel +|Cel +|Cel +|Col +)Cel +]Cel + Cel + | Cel +|Cel +]Cel +
MEM- | MEM- | MEM- | MEM- | MEM- [ MEM- | MEM- | MEM- MEM- | MEM- | MEM- | MEM-
SFR S8 S8 S8 S8 SFB SF8 5F8 S/ 58 5B 5F8
Col= colules Hola, Sb= sobrenadante concenirade de coda cepa aisiada de H. p
* pozos control

Para verificar la especificidad de la neutralizacion se utilizé rimefilamina
0.025M, diluida 1:2) en MEM-SFB 10% de la misma forma que los sobrenadantes
problema. Al término se observé mediante microscopia de luz, siguiendo el
procedimiento anterior de conteo, para saber si hubo o no neutralizacion.
Cabe mencionar que el ensayo de neutralizacién solo se realizd a 10
sobrenadantes y a las dos cepas de referencia con anticuerpo Anti-VacA y
con suerc humano proveniente del paciente 44.




Tobie 7, Distribucién de sobrenadantes para el ensayo de neutralizacién del efecto cliotdxico vacuolizante sobre

células Hela
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A Col + | Cel + | Cel «)Ceb +|Col +1Cel +|Cel +|Cel o[Cel + Cel + | *Cel + | *Cel +
5o b Sb Sb ) So sb b sb b sb sb
+Ab) +Ab +Ab]1 +Abl +Ab) +Abl +Ab) +Ab] +4b1 +Abl B4183 | 86313
+Abl | +Ab)
B Cel + | Cel +|Col + | Cal +]Cel +|Cel +]Col +]Cel +|Cel +]|Cel + *Cel + | *Cel +
sb Sb sb Sb b 5b 5b Sk Sb sb sb sb
+Abl +Abl +Abl +Abl +Abl +Abl +Abl +Ab1 +Abl +Abl 84183 | 846313
+ Abl | + AbI
c Col + 1 Cat +|Cel +]|Cel »|Cel +|Cel + | Col +|Cel +|Cel +|Cel + *Cal + | "Cel +
sb sh S sb sb Sb o sb b Sb sb sb
84183 | 85313
D Cal + |Ceol +{Cel + | Col +|Col «|Cel «[Cel +]Cei «[Cel +/[Cel + *Cel + { *Cel +
Sb -3 5b b sb sk 5b sb Sb So sb sb
84183 | 86213
E Col + | Col + | *Cel+ | *Cals [*Cols |°Cola|Cel +] Cel +|Cel +|Cel +)Cel + Cel +
Sb + | S + | Tim Trirm Tim + | Trim MEM- | MEM- | MEM- | MEM- | MEM- | MEM-
AbZ Ah2 Abt +Ab2 SFB SB SFB S SFB SFB
F Cel + | Cel « ] %Cel+ | *Cels|*Cole | Cals |Cel +{Cel +«|Cel +|Cel + Cel + | Cal +
Sh + | S + | Tim ¥rim Trim + | Tim MEM. | MEM- | MEM- | MEM- | MEM- | MEM-
Ab2 Ab?2 Ab} +Ab2 SFB SFB 58 5B S S8
G
H

Cel= células Helo, MEM-SFB 10%= medio minimo esencial 10%, Abl= anticuerpo anti-VocA de conejo, Ab2=
suero humano {pociente 44).
* pozos Control, sb= sobrenadante concentrado de cepas de Ao y Trim | frimetilomina |

7. 2. 4 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Electroforesis ( SDS-PAGE ):

Se realizd cuantificacion de profeinas a los sobrenadantes, mediante
un equipo comercial (Bio Rad) basado en el método de Bradford para ajustar a
una concentracion de 10pg de proteina/carril. e preparé un Gel concentrador
4.5% y un Gel separador 10% de la siguiente manera:

[ Gal saparodor Agua | Aciiomida |  Buffer de seporacién | APS 10% (persulfarte | TEMED
desionizoda (Tris1.5M, 505 4% pH 8.8) de omonio)
' 10% 5ml aml 3ml 50l 5yl
" Gel concentrodor Buffar concenirador (Tris
05M 505 4X pH 6.8
a5 gral 1.33ml 2.5ml 50pl 200

Totu:mmnﬁdoduduaimmmhspumhpnpmdéndodosgdu



Montaje del sistema de electroforesis en camaras Mini Protean Il { Bio-Rad)
Gel separador:

* Se utilizd una unidad para geles verficales de 10 X 10cm 0.75cm de grosor,
se lavaron dos placas de vidrio con defergente neutro, se enjuagaron con
agua destilada y 5% de metanol se secaron los vidrios. Posteriormente se
armé el sistema de acuerdo a las instrucciones del mismo.,

* Se agregd el contenido que corresponde al gel separador dentro de los
placas de vidrio hasta aproximadamente 3cm del borde superior, se colo-
¢ inmediatamente alrededor de Iml de isopropano! sobre la superficie
de la acrilamida, dejandolo caer suavemente por uno de los exiremos
para posteriormente se observa una interfase definida entre et isopropanol
y el gel, lo cual indica la polimerizacién (aproximadamente 20min].

« Se inclinaron las placas para remover el isopropanol y se lovaron las su-
perficies con agua desionizada tres veces y se secaron.

Gel concentrador:

* Se agregd el contenido que corresponde al gel concentrador sobre el gel
separador y se coloco cuidadosamente el peine, el cual permite la forma-
cidn de carriles, acomodandolo de tal manera que no se formen burbujos
en la interfase entre los dos geles. Se espera a que polimerise (aproxima-
damente 30 min).

* Se refira el peine cuidodosamente y se enjuagan los carriles con agua
desionizada.

Corrimiento de muesiras:

* Seinstalaron las placas que confienen los geles y cariles listos en la cémara de
elecroforesis y se observd que no haya fugas ni burbujos. Posteriormente se
llend con soluddn amorfiguadora de corrimiento.

* Se colocaron 10ml de ¢/muestra por carril, la cual fue suspendida en so-
lucién amortiguadora de tratamiento [previamente puestas en bafio maria
durante 10 min) y 8ml de marcadores de peso molecular pretedidos, ufili-
zando micropipeta y puntas especiales para electroforesis.




* Se conectaron los cables del aparato a la fuente de poder, aplicindose
150V por aproximadamente 1h, iempo en que recorren las proteinas el gel,
manteniendo e! corrimiento hasta que el azul de bromofeno! llegue a unos
0.5¢cm del final de la placa. Se desconecté el aparato y se retird el gel.

Tincion con azul de Coomasie:

* El gel se transfirid a un recipienie con colorante azul de Coomasie sufi-
ciente para cubrirlo y se dejo aproximadamente 4h.

* Se removit el colorante y se adiciond decolorante, cuantos cambios fue-
ron necesarios hasta lograr nitidez adecvada en las bandas.

7. 2. 5 Inmunoelectrofransferencia.

* Se realizd una electroforesis con las muestras que se quieren probar ex-
ceptuande la fincién con azul de Coomasie.

* Se cortaron pedazos de 10X10cm aproximadamente de papel de nitroce-
lulosa utilizando para ello guantes. Asi como pedazos de igual tamaiio de
papel filiro, tanto el papel filtro como la nitrocelulosa se colocan en un
recipiente que contenga solucidén amortiguadora de transferencia antes
de preparar el sistema de transferencia.

* Se utilizd un equipo de franferencia (Bio-Rad) y en un recipiente amplio con
suficiente canfidad de solucién amortiguadora de transferencia, se tomo
un “cassefte” del aparato y se colocd una esponija {previamente humedecdi-
da con solucién amortiguadora de transferencia), sobre la esponja se pone
un pedazo de papel filtro y sobre éste se colocd el papel de nitrocelulosa.

* Sobre la nitrocelulosa se colocd el gel y se tiene cuidado de que no que-
den burbujas atrapadas entre el gel y la nitrocelulosa posteriormente se
colocaron dos papeles filtro sobre el gel y enseguida se colocé lo otra
parte del “cassefte” y se cerrd. El “emparerado” queda firmemente pre-
sionado en el “cassette”.

* El "cassefte”se colocd dentro de lo camara de transferencia lo cual contie-
ne solucién amortiguadora de fransferencia y se conectaron los electrodos
de fal manera que el cétodo quede del lado del gel. Se conectd a la fuente
de poder a 300 mA durante hora y media, el sistema se colocé en hielo.



inmunodeleccion:
La nitrocelulosa con las proteinas transferidas se colocaron en un recipien-
fe que contenia solucién amortiguadora de bloqueo y se incubé a femperag-
tura ambiente 30min. Y a 4°C toda la noche, todo esto en agitacion.

Después de bloquear se lavaron 2 veces con Tris Saline Blotting Buffer
(TSBB) durante 3min cada uno en agitacion y tfemperatura ambiente,

La nitrocelulosa se incubd 2h en agitacién y temperatura ambiente con
una dilucién 1:1000 de anticuerpo anti-VacA {anti toxina vacuslizante) dilui-
do en amortiguador de bloqueo.

Redlizandose 3 lavados de Smin., cada uno con TSBB.

Se agregd conjugado biotinilado IgG de cabra antiigG de conejo a una dilu-
cion 1:500 dituido en TSBB e incubar 1h en agitaciény temperatura ambiente.

Redlizandose 3 lavados de 5min., cada uno con TSBB.

Se agregd Avidina- Peroxidasa a una dilucién 1:200 en TSBB durante 30
min en agitacion y temperotura ambiente.

Realizindose 3 lavados de 5min cada uno con TSBB.
Se agregd mezcla de sustrato: 30mg de diaminobenzidina + 10ml de
metanol frio agregar a 50ml de TSBB + 300m| de peréxido de hidrogeno

(3%). Hasta la aparicion de bandas.

La reaccién se defiene colocando la membrana al chorro de agua.
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RESULTADOS

La edad promedio de fos adultos estudiados con enfermedad acido-
pépfica fue de 48 aRos con un limite inferior de 20 y un limite superior de 82,
feniendo una relacién de hombres y mujeres de 74 y 26% respectivamente.
De las 54 biopsias géstricas de adultos con Ulcera duodenal y gastritis créni-
ca se aislé H. pylori cada aislado se consideré como una cepa. La morfolo-
gia microscopica se observd mediante la fincién de Gram, presentandose
en cada caso como un bacilo curvado Graml-). Las pruebas bioguimicas
{ureasa, catalasa y oxidasa) caracteristicas de H. pylori se realizaron o
cada cepa aislada, incluyendo las cepas de referencia 84183 {Tox+) y 86313
(fox -], siendo positivas en todos los casos, fer tablas § y 9.

Tablc 8. Resultodos del aislomiento de 4 pyor a parir de biopsias
gdstricas de adulios con gastritis crénica.

fo, |Glogsia | Diogndstico dlinico 1Bdod |Sexo (Cepo | Grom |Urecss | Catdlasa | Oidoso |
I ac GC 40 F 4 - - + +
2 13C GC 37 M 13 - + + +
3 52C GC 25 M 52 - + + +
4 54A GC 43 M 54 + + +
5 S7C GC 67 F 57 + - +
6 6514, GC &8 M 61 + + +
7 62Bis GC 75 M 62 + + +
8 T0A GC 62 M 70 + + +
9 74C G 47 M 74 - + + +
10 75PN GC 50 F 75 + + +
n 78A GC a0 M 78 - + + +
12 83A GC 29 M 83 + + +
13 90C GC 52 M 90 + + +
14 91A GC 20 M 91 - + + +
15 00C GC 32 M 100 - + + +
16 101C GC 45 F 101 - + + +
7 mc GC 34 M m + + +
18 N GC 34 M 112 + + +
9 1154 GC 78 F 15 + + -
20 174 GC 60 M 7 + + +
21 118A GC 43 F 1§ + + +
22 124A GC 30 M 124 - + + +
23 129C o 59 £ 129 - + + +
24 1384 GC 22 F 138 - + - +
25 139C GC 64 M 139 + + +
26 141C GC 60 F 143 + + +
27 1424 GC 30 M 142 + + +
28 *84183 + + +
GC= gostritis crbnice



De los 56 sobrenadantes obtenidos de cada cepa de 4 pyloriinclu-
yendo las cepas de referencia, se realizd el ensayo de citotoxicidad po-
niendo a cada sobrenadante en presencia de un cultivo de células Hela y
al termind de la incubacién, ia microplaca se observo por microscopia de
luz, resultando que algunos sobrenadantes presentaron efecto citotdxico
sobre las células. Esta citotoxicidad consistié en la formacién de vacuolos
dentro del citoplasma de las células, estas vacuolas fueron redondas y en
lo mayoria de los casos pequefias, las cuales practicamente cubrian todo
el citoplasma de la célula. Para una observacion mas clara de las vacuolas
dentro del citoplasma de las células, la microploca se fijd y 1ifid con Giemsa.
Sin embargo, aon sin la tincion, las vacuolas presentes dentro del citoplas-
ma de las células eran evidentes. (ver figuras 5, 6, 7, 8y 9.

Tablo ¢ Resultados del aislamiento de A pyior o partir de biopsias gastricos de
adultos con Ulcera duodenal.

1 5 uo 30 M 5 - + + +
2 8 Uub 58 M 8 + + +
3 18A upb a7 F 18 + + +
4 20A uon 23 F 20 + + +
5 21A uD 25 M 21 + + +
[ 224 up 46 M 22 + + +
7 24A up 40 M 24 +* + +
8 25A ub 57 M 25 + + +
9 284 uD 82 F 28 + + +
10 33A ub 57 M 3 - + + +
N 44 up 47 M a4 - + + +
12 45A ubD 72 M 45 - + + +
13 54 upb 64 M 54 - + + +
14 5464 uD il M 56 - + + +
15 57A upD 35 M 57 - + + +
16 60A up 70 F 60 - + + +
17 64 up 58 M 64 - + * +
18 68A up 59 M 68 - + + +
19 69vo up 40 M &V - + + +
20 69C U c ] 46 M 69 - + + +
21 73A up 41 M 73 - + + +
22 76 uo 60 M 76 - + + +
23 BOA ub 52 M 80 - + + +
24 84C ub 41 M 84 - + + +
25 924 ] 49 M 92 - + + +
26 96 up 59 M 96 . + + +
27 108A upD 49 M 106 - + + +
28 *8613 + + +
UD= uicera duodenal

* copa de referancia Tox -



De los 54 sobrenadantes, tanto de gastritis cronica como de Olcera
duodenal, 29 {53.7%) presentaron efecto citotoxico vacuolizante. De los 27
sobrenadantes correspondientes a gastritis crénica 9 {33%) presentaron efec-
fo citotoxico y de los 27 sobrenadantes de Ulcera duodenal 20 (74%) tam-
bién presentaron efecto citotéxico (ver fabla 10).

Para comprobar que dicho efecto se debe a la presencia de la toxina en
los sobrenadantes de cepas citotéxicas de H. pylor, se realizd el ensayo de
neutralizacidn del efecto citotdxico a los sobrenadantes posifivos. Al mezclar el
anficuerpo anti-VacA con el sobrenadante y poniéndolo en confacto sobre célu-
las Hela se observd ausencia de vacuclas dentro de las células en todos lo
casos excepio en los controles es decir en donde no se colocd anficuerpo.

Table 10 Resultades del elecio ciiotdxice vocuolizante presentodo por los sobrenadanies de oduttos con gastritis
crénica y vicera duodenal

No. [Subren | Hecto | Actividod | Diognésiico | Mo, | Sobrenodonte | Efecly | Actividad | Diognégtico
] 4 + B GC \ 5 + B up
2 13 - ninguna GC 2 + B UD
3 52 - ninguna oC 3 18 - hinguna up
4 54 - ninguha GC 4 20 - ninguna [8s]
5 57 + B GC 5 21 - ninguna up
[ 61 - ninguna GC [} 22 + B up
7 62 - ninguna GC 7 24 + M up
8 70 - ninguna GC 8 25 + A UuD
9 74 - ninquna e 9 28 - ninguNa 8]
10 75 + A GC 10 33 + A up
il 78 - ninguna GC 1 44 + A up
12 83 - ninguna GC 12 45 + [ up
] 90 + B GC 13 54 + L) 98}
14 Ll + 8 GC | L] 56 + B Ub
15 100 + 8 GL 15 57 + M uD
16 101 - ninguna GC 16 60 - ninguna D
17 1M - ninquna GC 17 64 + A up
18 nz - ninguna GC 18 68 + A up
19 15 - ninguna GC i %o + A upo
20 7 + B GC 20 &9 + B up
2 ng - ninguna GC il 73 - ninguhy up
22 124 - ningung oL 22 76 + B up
23 129 - ningunag GC 23 80 + M UD
24 138 + B GC 24 84 [ A b
25 139 + A GC 25 92 + B uD
26 141 - ninguno 6C 26 96 + A uD
27 W2 - ninguna GC 27 0h - ninguna up
28 | 84183 + A 28 *86313 - ninguna

Prasancio del sfecto clicixico (+1 Ausancla del efecto iotéxico (- . A=olia; M=medic; B=bajo. UD=vicera
duodanal y GC=pastritis crénico. * capas dé refersnda.



Flgura 5. Células Hela en medio MEM-5FB 10% en presencio de sobrenadante, d las 12 horas de
incubacion. Se puede observar la formacién de vacuolas dentro de la célula fvisto medionte microscopia

de Luz 20X).
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Figura 6. Células Hela tefidas con colorante de Giemsa, en ausencia de sobrenadante visto mediante
microscopia de luz 20X).
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Figura 7. Muesira la presencia del efecto citotéxico vacuolizante sobre células Hela, fefidas con
colorante de Giemsa después de 24h de incubacién presentado por ef sobrenadante obtenidn de
la cepa 84186 Tox* Wisto mediante microscopia de luz 20X).
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Figura 8. Muestra la presencia del efecto citotéxico vacuolizante sobre células Hela, tefidas con
colorante de Giemsa después de 24h de incubacién presentade por el sobrenadante obtenido de lo
cepa 44 Wvisto mediante microscopia de luz 20X).



Figura 9. Muestra el grado de actividad citotoxica vacuolizante que presentaron scbrenadantes
positivos sobre células Hela tefidos con Giemsa: Citotoxicidad alta sobrenadante 139{ visto median-

fe microscopia de luz 20X).
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Fguro 10. Muestro el grado de adiividad citotéxica vacuolizante que presentaron sobrenadantes
positivos sobre células Helo tefiidas con Giemsa: Citeloxicidad medig, sobrenadante 80 { visto

mediante microscopia de luz 20X).

Figura T1. Muestra el grado de actividad citotdxica vacuolizante que presentaron sobrenadantes
positivos sabre células Hela tefiidas con Giemsa: Citotoxicidad baja representada por sobrenadante

138 { viste mediante microscopia de luz 20X].
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Para comprobar la especificidad de esta neutralizacién se utilizd
trimefilamina (ver seccion de citotoxina vacuolizante), la vacuolizacidn que
ocasiona esta base débil sobre células Hela, no fue neutralizada con el
anficuerpo anti-VacA. Al probar suero de humano proveniente de un adulto
con Ulcera duodenal, (cepa 44) también se observd neutralizacion del efecto
vacuolizante sobre células, tanto con el sobrenadante proveniente de otro
adulto {cepa 139) como de su homdlogo (cepa 44, no siendo este €l caso
para la trimetilamina en donde si hubo vacuolizacion (ver fabla 12.

Dentro del efecto citotdxico vacuolizante presentado por algunos
sobrenadantes sobre células Hela se observaron diferentes grados de
vacuolizacién dentro de las células, en el caso de adultos con gastritis croni-
ca 2 de 9 {22%) presentaron actividad citotoxica alta y 7 de 9 (77.7%) activi-
dad citotdxica baja, en adultos con Glcera duodenal presentaron lo siguien-
te: 9 de 20 {45%) citotdxicidad alta, 4 de 20 (20%] citotdxicidad media y 7 de
20 (35%} citotoxicidad baja.

Tabiz 1. Resultados de los sobrenadanies obtenidos de cepas de M. pyor suspendidas en soludon salina, que
presentaron efecto citotdxico vacuolizante sobre células Hela.

Diognéstico n Elacio ciotixico vacuolizone | % de cepas ciiolixicas
Clinico
Gastritis Crénica 27 9 33
Ulcera Duodanal 27 20 74
=54 29 53.7
P=0.002¢

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% reali-
zada a los sobrenadantes tanto de Ulcera duodenal como de gastritis croni-
ca que presentaron efecto citotdxico, estuvieron presentes bandas de aproxi-
madamente 101, 89, 80 y 55 kDa observandose fanto en los sobrenadantes
como en la cepa de referencia (84183 Tox+) (ver figuras 11 y 1. La deteccidn
de la toxina VacA de A pylori mediante inmunoelectrotransferencia se rea-
lizé utilizando un anticuerpo anfi-VacA a una dilucion 1:1000 en ambos
sobrenadantes {UD y GC} presentandose reconocimiento hacia bandas de
89 kDa y 55 kDa aproximadamente .

Sélo a 11 de los 20 sobrenadantes de adultos con Ulcera duodenal
que presentaron efecto citotdxico se les realizé IET, y el resultado fue, en 9
de los 11 se detectd una banda de aproximadamente 55 kDa; en 1de los 1
sobrenadantes se evidenciaron dos bandas una de aproximadamente 89
kDa y otra de 55 kDo, y en 1de los 11 sobrenadantes se encontrd solamente
una banda de aproximadamente 89 kDa.



Ambas bandas fueron reconocidas también en el sobrenadante de
lo cepa de referencia (84183 Tox*} (ver figuras 72 y 13). En el caso de gastritis
cronica, de los 9 sobrenadantes que presentaron efecto citotoxico, en 4
sobrenadantes se observaron dos bandas, una de aproximadamente 89
kDa y otra de 55 kDa, en 3 de 9 sobrenadantes se detecto s6lo una banda
de aproximadamente 89 kDaq, y en 1 de 9 sobrenadantes se enconfré uno
banda de aproximadamente 55 kDa y solamente en 1 de 9 sobrenadantes
no se observé ninguna banda {ver figuras 15 y 16).



Figura 12, Representa el grodo de actividaed citotéxico vacuolizante
de los sobrencdonies que presentaron efaclo citotdxico sobre
célos Hela,
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Tabio 12. Resuliodos de neutralizacion del efecto cltotéxdco vocuohzante de aigunos sobrenodantes sobre células
Helo,

75 + anti-VacA +
57 + onli-VacA +
"7 + ans-Vach +
9N + anfi-VocA +
13% + onfi-VacA +
44 + anti-Vach +
96 + onfi-VacA +
[14 + anti-VacA +
25 + anfi-VocA +
33 + anli-VacA +
84183 * [Tox+ + anti-VacA +
84313 * [ Tox -) - anti-VacA +
frimetiloming + anfi-VacA -
wimetilamnina + svero adutto U D 44 -
44 + svero adulio U D) 44 +
139 + suerg adulto (U D) 44 +
° calfas-MEM-SFBIO% - anti-Viach -
* calulas-MEM-SFB 10% - - -

* cepas de referoncia
* festigos
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Figura 13. Eleciroféresis en geles de poliacrilomida {SDS-PAGE) 10%. Gel correspondianie a
sobrenadantes de adultos con gastritis crénica. Marcador de peso malecular (Linea 13).
Sobrenadante de la cepa de referencia 84183 Tox+ (Linea 12), sobrenadante 100 (Linea 1),
sobrenadonte 117 (Linea 10), scbrenodante 139 (Lineo $), sobrenodante 91 ilinea 8)
sobrentdante 57 [Linea 7), sobrenadante 90 fLinea 6), sobrenadante 75 fLinea 5), sobrenadante
138 [Linea 4) sobrenodente 4 (Linea 3} sobrenadante 74 {linea 2) sobrenadanta 118 {nea 1.
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Figuro 14, Electroféresis en geles de poliacrilomido (SDS-PAGE) 10%.. Gel correspondignle a
sobrenadantes de adulios con ulcero ducdenal. Scbrenadonte 80 linea 1), sobrenadanta 68 (Linea
2), sobrenadanta 33 (Linea 3), sobrenadante 69 {linea 4), sobrenadante 96 llinea 5}, sobrenadarnte
57 {linea 6], sobrenadante 64 [Lineo 7), sobrenadante 22 (Uneo 8), sobrenadante 45 (Linea 9),
<obrenadante 24 {linea 10], sobrenodante 25 {linea 1), Marcador de peso molecuiar {linea 12}
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Fguro 15. Inmunoelectrotransferencia de los sobrenadanies de Heficobacter pylori Sobrenadante de la
cepa de referencia 84183 Tox+ lLinea i}, Sobrenadantes de adulios con Ulcera duodenal que presen-
taron citotoxicidad sobre ¢&lulas Hela fLineas 2-10), Sobrenadante de la cepoa de referencia 86313
Tox-{Linea Ti).
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Fgure 16. Inmunoelectrotransferencia de los sobrenodantes de Meficobacter pylori. Sobrenadantes de
adultas con ulcera duodenal que presentaron citotoxicidad sobre células Heta ineas 1-9), sobrenadante
de adulto con ulcero duodenal que no presento citotoxicidad sobre células Hela [Linea 105,
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Figure 17, inmunoelectrotransferencio de los sobrenadantes de H. pylori. Sobrenadante de la cepa de
referencia 84183 Tox+ llinea 1), sobrenadantes de adultos con gastrilis crénica que presentaron citoloxicidad

sobre células Hela Lineas 2-8), sobrenodante de la cepa de referencia 86313 Tox- [Lineo 9).
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Fgura 18. inmunoelecirotronsferencia de los sobrenadantes de 4. pyfor. Scbrenadantes de adultos con
gashitis crénica que presentaron citotoxicidad sobre células Hela Lineas 1- 2), sobrenadantes adul-
tos con gashitis crénica que no presentoron citotoxicidad sobre células Hela flineas 3- 61,



DISCUSION

Los criterios para seleccionar a la poblacién estudiada fueron conside-
rados debido a que existen muchas patologias digestivas causadas por 4 pylor
las cuales se clasifican de acuerdo al diagnéstico diinico e histopatolégico. En
este caso, solamente se consideraron gastritis crénica y Ulcera duodenal, debi-
do a la relacién que fiene la foxina vacuolizante (VacA) con este fipo de patolo-
gias dlinicas Blaser,1996q).

£l tamafio de muestra también se considerado, de tal manera que
fuera representativa, para poder establecer estadisticamente una relacién
entre la presencia de cepas productoras de citotoxina y la patologia. La edad
promedio de los adultos estudiados fue de 48 afios, edad en la que se
conoce por otros estudios que mas de la mitad de la poblacion se encuentra
infectada con H. pylori observandose con mayor frecuencia en el sexo mas-
culino [Reploge, ef a/1995). Resultando en este caso que también, predomi-
no la infeccidn en el sexo masculino.

El ensayo de citotoxicidad sobre células Hela, tuvo como propdsito
saber si los sobrenadantes obfenides de cepas de H. pylor suspendidas en
solucién salina, pueden ocasionar citotoxicidad sobre células Hela, debido a
la presencia de la foxina VacA causante de vacuolizacion citoplasmética en
células eucarioticas. La totoxicidad de VacA sobre células Hela ha sido des-
crita con sobrenadantes obtenidos de cultives de H. pylori en caldo brucella,
el cual permite observar el efecto citotdxico que ocasiona la toxina secretada
sobre algunas células {Leunk, et af 1988; Cover ef of 1992q). este método
fue usado para la purificacion de la foxina {Cover y Blaser, 1992b). El encon-
trar este efecto producido por sobrenadantes de 4. pylori suspendidos en
solucidn salina es una manera de saber si una cepa es citotoxica o no y
poderlo relacionar con el diagnéstico dinico.

En el estudio se encontré que el 53.7% del total de las cepos aisladas
son citotoxicas, este dato es similar a la mayoria de los reportes, en donde
mas de lo mitad de las cepas de 4. pylori son producioras de la foxing. La
relacién entre las cepes toxigénicas y el diagnéstico clinico ya ha sido reporta-
do (Bloser, 1996a; Phadinis, ef af 1994}, pero no en poblacion mexicana.

La frecuencio de cepas citotéxicas fue mayor en personas con Glcera
duodenal (74%) que en personas con gastrifis crénica (33%) con p= 0.0029
de acverdo con el estudio de X2lo cual sefala que si hay una relacion
esladisficamente significativa entre las cepas productoras de citotoxina y la



patologia Glcera duonenal y Gastritis crénica, en la poblacion estudiada (Ver
fabla 17) lo que indica es que VacA es un importante factor de patogenicidad.

Dentro de las cepas cifotoxicas se encontraron diferencias en cuan-
to al grado citotdxico vacuolizante presentado, es decir, se encontraron ca-
sos de cepas muy citotéxicas tanto en gastritis cronica como en Ulcera
duodenal por ello se denomino el parametro; grado de citotoxicidad alto,
media y baja dependiendo del nimero de células vacuolizadas dentro del
cultivo celular { ver figura 9,10,11 y tabla 10) ya que, algunos de los
sobrenadantes de gastritis crénica presentaron vacuolizacién completa en
todo el cultivo de células Hela a lo que se le llamé grado de citotéxicidad
alta, asi como hubo sobrenadantes de Glcero duodenal que presentaron un
grado de citofoxicidad bajo, es decir, no todas las célulos se encontraban
vacuolizadas, 1o cual indica que en tanto en gastritis cronica como en ulcera
duodenal se puede presentar diferentes grados de citotoxicidod.

Yo que se esperaria encontrar que fodos los sobrenadantes de Glce-
ra duodenal presentaran siempre un grado de citotoxicidad alto comparado
con los de gastritis. Sin embargo, estas diferencias en cuanto a la cantidad
de células vacuolizadas puede depender de varios factores: descartando
primero la cantidad de sobrenadante agregado en cada ensayo de
citotoxicidad ya que la cantidad siempre fue constante (20ul); otro factor
puediera ser lo cantidad de cultivo aislado o al fipo de cepa que se encon-
traba en el cultivo, debido a que existen cepas productoras de toxina (VacA)
que presentan diferente genotipo por ejemplo, las S1/m1 que se ha visto
son mas citotéxicas que una cepa 52/m2, (Atherton, ef o/ 1995; Figura, 1996).

Sin embargo, el grado de citotoxicidad alta si predomina mas en
adultos con Ulcera duodenal, que en adultos con gastrifis, esto también su-
cede con ofros estudios, ya que se ha enconfrado predominantemente el
genofipo S1/m1 (son mas citotoxicas} en personas con Ulcera duodenal
{Atherton, ef a/1995; Blaser, 1996a). Se considera importante el fipo de cepa
o cepas encontradas en la infeccidn debido o que se relaciona en la mayo-
ria de los casos con el grado de daiio al tejido.

Se ha observado que la mayoria de las cepas de Ulcera duodenal
son tipificadas como cepas tipo I: Vac A*CagA* teniendo que la presencia
del gen cog A induce la secrecién de IL-8 relacionada con el dafio al fejido
(Fantry, ef a/1996; Weel, ef a/1996; Crabtree, 1996).



tl ensayo de neutralizacion permitié saber que la vacuolizacién den-
tro de las células, fue debida a la toxina de H. pylori presente en los
sobrenadantes; debido @ que ol incubar la mezcla de cado sobrenadante
con anticuerpo anfi-VacA y ponerlo sobre el culfivo celular, hubo reconodi-
miento del anticuerpo hacia la toxina y por lo tanto no se presento la
vacuolizacion. Existen reportes donde sefialan que una base débil como la
trimetilamina puede ocasionar un efecto simitar al que ocasiona la toxina de
H. pylori sobre células Hela, esta sustancia ayudd para comprobar la espe-
cificidad de la neufralizacién ya que en todos los ensayos con trimetilamina
sihubo vacuolizacion, el anficuerpo no reconocid a estd molécula.

Cabe sefalar que también el suero de humano proveniente de un
adulto con Ulcera duodenal (cepa 44) presentd neutralizacion del efecto
citotéxico, tanto para su homélogo (sobrenadante 44) como para ofro
(sobrenadante 139), pero no evitd la vacuolizacion que ocasioné la
frimefilaming, este suero tampoco reconoce a la trimefilamina. Para hacer
mas evidente que la presencia del efecto citotdxico sobre las células fue
debida a la foxina de 4. pylor; presente en los sobrenadantes, se realizé la
técnica de electroféresis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
inmunoelectrotronsferencia.

En el corrimiento electroférefico se observd la presencia de bandas
de aproximadamente 101 {solo en algunos), 89 y 55 kDa tanto en los
sobrenadantes de gastritis cronica como en los de Ulcera duodenal. En lo
Inmunoelectrotransferencia fueron reconocidas bandas con pesos moeculares
de aproximadamente 89 kDa y 55 kDa observadas tanio en los sobrenadantes
de adultos con gastritis cronica como en los de Ulcera duodenal & incluyendo
el sobrenadante de la cepa de referencia 84183 (Tox+) y ocurriendo lo confra-
rio tanto en el sobrenadante de la cepa 86313 (Tox-} como en los sobrenadantes
que no presentaron efecto citotdxico sobre células Hela.

Lo anterior indica que el reconocimiento del anficuerpo anti-VacA
(1:1000) fue especifico hacia la toxina. Sin embargo, el reconocimiento no
estuvo dirigido a una banda, sino a dos; la primera banda fue de aproxima-
damente 89 kDa y corresponderia al peso molecular de la foxina de H. pylori
el cual se ha reportado de aproximadamente 87-90 kDa en condiciones
desnaturalizantes {Cover, 1996; Cover, 1998), la segunda banda que recono-
cié el anticuerpo, fue de aproximadamente 55 kDa de peso, esta banda
puede corresponder a uno de los dos fragmentos que conforman a la toxing
VacA, las cuales se han reportado que son de 34 kDa y otro de 58 kDa aproxi-
madamente {Cover, 1996; Cover, 1998; Garner y Cover, 1996).



En los sobrenadantes de adultos con Olcera duodenal se detectd
principalmente la banda de aproximadomente 55 kDa y en los sobrenadantes
de adultos con gastritis cronica en la mayoria de los casos se detectaron las
dos bandas 55 kDa y 89 kDa. £n la cepa de referencio 84183 (Tox*} fueron
identificadas tanto la banda de 55 como la de 89 kDa y en la cepa de refe-
rencia 86313 (Tox)no se observd reconocimiento hacia ninguna.

El hecho de encontrar la {s) bandas de aproximadamente 55 kDa y
89 kDa, nos estd indicando que probablemente la foxina sufrié una separa-
cion de sus fragmentos, los cuales fienden a separarse dependiendo del
medio en donde se encuentren y también cuando se encuentra almaceno-
do durante prolongado tiempo o también cuando se pone en contacto a pH
acidos {Cover, ef o/ 1997). Cabe sefnalar que esta técnica se realizd después
del ensayo de citotoxicidad y neutralizacion por lo que los sobrenadantes
que se probaron permanecieron por largo tiempo almacenados.

Esta separacion de fragmentos que componen a la toxina pudo de-
berse a varios factores, como el almacenamiento, congelamiento y
descongelamiento o por que simplemente la toxina tiende a separse en sus
dos fragmentos en condiciones reductoras. Sin embargo, el hecho de ser
reconocidos estos fragmentos por el anticuerpo respalda mas el hecho de
que el efecto citotdxico presentado en células Hela por los sobrenadantes se
debe a la toxina presente.

Mucho se ha hablado de estos fragmenios ya que esta toxina estd
catalogada como det grupo de toxinas estructura A-B en donde el dominio A
confiere actividad enzimdtica y el dominio B tiene que ver con la unién a las
células {Cover, 1998}, el fragmento de aproximadamente 34 kDa comresponde al
amino ferminal y el de 58 kDa corresponde al carboxi terminal y se ha visto que
el fragmento de 58 kDa esta muy relacionado con la unién a celulas.

Existe ofra dasificacion sobre las toxinas bacterianas en donde sefialen
que: 1) Cuando entra ia toxina dentro de las células, modifica enziméficamente
un blanco intracelular especifico y 2) Existen toxinas que cuando actian a nivel
de membrana plasmdtica se alteran las sefales de transduccion para la per-
meabilidad de la membrana.

AUn no se conoce exactamente el mecanismo de infernalizacion de
la toxina de H. pylori. Sin embargo, se tiene postulado que probablemente:
0 La toxina se une a células via el reconocimiento de una secuencia de
aminodcidos del fragmento de aproximadamente 58 kDa. (2} La toxina se
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infernaliza lentamente en un proceso dependiente de temperatura y (3 La
toxina interactoa con un blanco a nivel intracelular (se dice que es una ATPasal.

El presente estudio demostrd que puede ser il sustituir el culfivo de
H. pylori para la obtencién de la toxina, por una suspensién en solucion
salina lo cual, serviria también como método de aislamiento e idenfificacion
de la toxina, es decir, no descartando la posibilidad de ser un método alter-
nativo para purificar |a toxina, siendo estd proteina un marcador de
patogenicidad importante en la infeccion con H. pyfori.



CONCLUSIONES

Los sobrenadantes obtenidos de cepas de Helicobacter pylori suspen-
didas en solucién salina pueden provocar efecto citotoxico vacuolizante
especifico sobre células Hela.

De los 54 sobrenadantes de Heficobacter pylori provenientes de adul-
tos con gastritis cronica y Ulcera duodenal, 53% presentaron efecto
citotdxico vacuolizante.

La actividad citotdxica en Olcera duodenal (74 %) y el grado de citotoxicidad
alto (45 %) fue mayor comparado con la actividad citotoxica (33 %) y grado
de citotoxicidad alto {22 %} presentado en gastritis cronica.

En los sobrenadantes que presentaron efecto citotdxico vacuolizante se
identificaron mediante inmunoelectrotransterencia dos bandas las cuo-
les presentan pesos moleculares de aproximadamente 89 kDa y 55 kDo
las mismas que se identificaron en el sobrenadante de la cepa de refe-
rencio 84183 (Tox *} corresponden a la toxina y a una subunidad de la
toxina {Vach) respectivomente.



ANEXO

* Agar songre de comero al 10%

«  Agar {Difco} 13.09

* Sangre de camero  100m|

*  Addo nalidixico 10mg

+  Trimetroprim Smg

« Vancomidna Img

+ Anfoteridna 2mg

* Agua desfilada S000mi

*Se preparan cajas pefri con agar sangre de camere con y sin anfibidtice

+ Preparadén de medic de cultivo paro cllulos Hela: MEM-SFB [ Medio minimo esencial de
Eagle-suero fetal bovino)

COMPONENTES MEM | MEM 2% MEM Glicarol (para CONC
10% congelor FNAL
MEM de Eagle 20m! 4mi 2.5ml %
10X
NagHCO, aml 0.75ml 0.375ml 0.05%
Antibioficos Zml 0.5ml 0.25ml
Hepes 1M 5mil 125mi 0.125ml 25mM
Glutomina 2ml 0.5ml 0.25m} 2mM
200mM
Suero fetal bovino 20mi ml 3.75ml 10%*
Glicerol - - 3.75ml 15%
OH, 0 148ml Aml 14mi
200ml 50mi 25ml
*15% an of medio para congelar

El material y recipientes utilizaodos para preparar los medios de cultivo para células son eskériles, la
preparacién de estos se lievd a cabo en una campana de flujo laminar, Una vez preparado el medio
de culiivo para céluias se esterilizd mediante filtracién con membranas estériles de 0.22um el medio
se guardd o 4°C, preparandose nuevamente cada vez que se requeria.

» Solucion de doruro de amonio 1M
Se prepararon 50mi de NH, Cl de la siguiente manera:
2.67g de NH, Cl aforar a 50ml de agua destilode

s Solucidn de trimetilamina 0.025M
Se prepararon 10ml de trimetilamina de la siguiente manera:
14.75mg de | CH,),N oforar 0 10mi de agua desfilado



Soluciones para alectroforesis & inmuncelactrotransterencdia

»  50lucién concenirada de acrilamida {sol N}:
Acrilamida 739
Bis acrilamida 82g
Agua desionizada o 250mi
Se almacend en botella dmbar a 4°C

» Solucién amorfiguadora concentrada de separacion (sol 1)
{Tris 1.5M, 5D54%, pH 8.8)
Tris base 90.80
SDs 2g
Agua desionizada  a 500ml
Ajustar pH con HCl y almacenar a 4°C

= Solucian amortiguadora concentrada concentrador (sol. M}
{Tris 0.5M, 505 4%, pH 6.8]
Tris bose 30.3g
SDS 2g
Aguo desionizada o 500ml
Ajustar ef pH con HO y almacenar a 4°C

« Solucién de persulfato de amonic (APS 10%)
Persuliato de amenio  0.01g
Agua desionizada 0.Im}
*Sa preparaba cada vez que se utilizaba

s Solucion amortiguadora de fransferencia 10X
Tris base  30g
Glicing  144g
sDS 10g
Agua desionizado ¢ 1000m|
Para obtener concentracion 1X ([ Diluir 100m| del concentrodo con 900mi de agua desionizado }

«  5olucién amortiguadora de transferencia

Tris base 2.03g
Glicino 14.49
Metanol 200mi|

Agua desionizada ¢ 1000ml
El amortiguador se aimacené a 4°C

«  Solucién amortiguadora de transferencia fris-salina 10X (TSBB)
Tris base {10mM ) 1219
NaCl (0.5M) 292.2g
Tween 2010.5%])  50ml



Agua desionizado @ 1000m)!

' Las concentraciones indicadas entre paréniesis coresponden a la concentracion final del buffer 1X
{Dituer 100mi del concentrado con 900ml de agua desionizadal

= 5050110%
S05 10g
Agua desionizada  a 100ml

«  Azul de bromofenol al 1%
Azul de bromofenol  0.1g
Agua desionizada a 1om!

+  Solucién amortiguadora de tratomiento 2X BT

{Tns 0 125m pH 6.8, SDS 4%, Glicerol 20%, mercaploetancl 10%, azul de bromafenol 0.1% w/v)
Sol M 2.5mil

SOS (10%} 4 ml

Ghcerol 2ml

2-f mercaptoetanol  1mi

Azut de bromofenol 10

Agua desionizada a 10mi

Se dividieron en alicuctas y se guardaron a -20°C

*  Solucién para tefir
{Azul de Coomasie, metanol 40%, acido acético 7%}

Azui de Coomasie 259
Metanot 400m|
Agitar hasta disolver

Acdo acético 70ml|
Agua desionizado a 1000mi

+ Soludién para destefir
{Metanol 10%, Acido acético 10%)
Metanol 100ml
Acido acético 100m|
Aguo desionizada  80Om

» Solucion de sustrato

al  mezdar 300 de H, 0,{3%) con 50mi de TSBB

b] disolver 30mg de cromogeno en 10ml de metanol frio
Preparar minutos antes de ser utilizado y proteger de la luz.
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