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ABREVIATURAS

Término Abreviatura
Helicobacter pylori H. pylori
Tejido linfolde asociado a mucosas (mucosa-associated lymphoid tissue) MALT
Western blot WB
Proteinas de choque térmico (heat shock proteins) HSP
Interleucina IL-
Factor activador de plaquetas (platelet-activating factor) PAF
Radicales libres (reactive oxygen species) ROS
Acido descxirribonuciéico AND
Acido ribonucléico ARN
Food and Drug Administration FDA
Reaccidn en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction) PCR
Hematoxilina y eosina H&E
Antigeno del gen A asoclado a {a citotoxina {cytotoxin-associated gene A) | CagA
Factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha) TNF-a
Proteinas de membrana externa {outer membrane proteins) OMP
Glébulos rojos (red blood cells) RBCs
Lipopolisacarido LPS
Proteina de H. pylori rica en cisteina {H. pylori cysteine-rich protein) HecpA
Subunidad pequefia de la ureasa UreA
Subunidad mayor de la ureasa UreB
Células mononucleares (mononuclear cells) MNC
Dodecil sulfato de sodlo (sodium dodecyl sulfate) SDS
Electroforesis en gel de poliacrilamida (polyacrylamide gel electrophoresis) | SDS-PAGE
con dodeci] sulfato de sodio (sodium dodecyl sulfate)

Leucocitos polimorfonucleares (polymorphonuclear leukocytes) PMN
Factor estimulador de colenias de macréfagos y granulocitos {granulocyte | GM-CSF
macrophage colony-stimulating factor)

Interferdn gamma IFN-y
Especies reactivas del oxigeno y nitrégeno NO
Adhesina que se une a grupo sanguineo (blood group antigen-binding | BabA
adhesin)

Proteinas de membrana externa represibles por hierro (iron- repressible | IROMP
ocuter membrane proteins)

Isla de patogenicidad {pathogenicity island) PAL
Citotoxina vacuolizante VacA
Ensayo inmunoenzimaético (Enzyme-linked immunosorbent assay) ELISA
Solucién amortiguadora de fosfatos (phosphates buffer solution) PBS
Succinate deshidrogenasa SCH
Microorganismos parecidos a Heficobacter (Helicobacter-like organisms) HLO
Proteinas de peso motecular alte (high molecular-mass proteins) HMMP
Proteinas de peso molecufar bajo (low molecular-mass proteins) LMMP
Proteinas de peso molecular medio (medium molecular-mass proteins) MMMP
Dispepsia no ulcerosa DNU




RESUMEN
H. pylori es el agente etiologico de diversas patologfas, tales como dispepsia y
gastritis, Ulceras géstrica y duodenal, cancer gastrico y MALT. Existen métodos de
diagnostico de esta infeccién, tanto invasivos como no invasivos; entre los no
invasivos, la técnica de WB ha demostrado tener una sensibilidad y una
especificidad altas (97 al 100% y 85 al 100%, respectivamente). Con el propésito
de validar esta técnica, es necesario aislar a la bacteria a partir de biopsias
gastricas y, en caso de que esto no sea posible, llevar a cabo el analisis histologico
de |a biopsia con la observacién de la bacteria y la prueba de ureasa positiva en
biopsia.
En referencia al diagndstico de la infeccidn con H. pyfori por medio de WB, debe
haber reactividad ya sea hacia una HMMP o hacia dos LMMP, cuyos pesos
moleculares se encuentran entre 87 y 128 kDa y 19.5 y 42 kDa, respectivamente.
Este criterio elimina la reactividad cruzada que ocurre entre algunas MMMP de
H. pylori y otras especies bacterianas como Campylobacter spp. Debido a la
importancia que tienen ciertos grupos de proteinas (HMMP y LMMP) en el
diagnédstico de la infeccién con H pylori por WB, la preparacidén antigénica mas
adecuada es el antigeno de células completas, el cual permite obtener un mayor
ndmero de bandas protéicas.
Respecto a la correlacién que existe entre la reactividad hacia ciertos antigenos v
las diferentes patologias que ocasiona la bacteria, se ha encontrado que las cepas
productoras de CagA y Vach ocasionan Ulcera ducdenal en pacientes occidentales,
mientras que en pacientes orientales la reactividad hacia estas proteinas se

presenta en pacientes infectados con Ulcera ducdenal o asintomaticos. Adn no se




ha definido si el antigeno de 35 kDa es un marcador en los pacientes con Ulcera
duodenal de ambas poblaciones. Por otro lado, en pacientes con MALT no se ha
logrado establecer todavia una correlacién entre la reactividad hacia CagA y dicha
patologia. Finalmente, la infeccién con cepas productoras de CagA y VacA esta
asociada con el desarrollo de céncer gastrico, mientras que el papel de la proteina
de 26 kDa y su correlacién con esta patologia debe ser estudiado en forma mas

extensa.




INTRODUCCION
H. pylori es una bacteria que se encuentra en el estébmago humano, es gram
negativa, espiral y presenta extremos redondeados (1). Crece a 37 °C, en
condiciones de microaerofilia y medios enriquecidos. Cuando se le cuitiva en medio
sdlido las formas espirates son poco frecuentes y la bacteria adquiere una forma
semejante a la de un bacilo (2). Después de un cultivo prolongado en medio sélido
o liquido, predominan las formas cocoides (3, 4). Por microscopia electrdnica, estas
formas se observan como bacilos en forma de “U” con los extremos de ambos
brazos unidos por una estructura membranosa. Ademds, estas formas son
metabdlicamente activas, aunque no es posible cultivarlas in vitro (3, 4).
En las biopsias gastricas, H. pylori mide de 2.5 a 5.0 um de longitud y entre 0.5 y
1.0 pm de ancho; tiene de cuatro a seis flagelos unipolares con envoltura {1,2), los
cuales son esenciales para la motilidad de la bacteria. Cada flagelo mide
aproximadamente 30 pm de longitud y aproximadamente 2.5 nm de grosor (2,5).
La superficie de la bacteria se encuentra unida a las microvellosidades del epitelio
gastrico por medio de extensiones, semejantes a cordones, del glicocdliz (1).
Transmision
Se han postulado diferentes formas de transmisién de H. pyfori. Una de ellas es 1a
iatrogénica. En ésta, los tubos, endoscopios, o especimenes en contacto con la
mucosa gastrica de una persona infectada son introducidos en otra (6).
La segunda de las formas de transmision de la infeccién es la fecal-oral. Ei
aislamiento de la bacteria a partir de heces no es comln; esto puede ser un
indicativo de que ocurre un proceso de muda intermitentemente. El agua

contaminada con materia fecal, asi como los alimentos contaminados por esta via,




también pueden ser una fuente de infeccién (7), pero aun no se ha aislade al
microorganismo a partir de agua. Tampoco se ha comprobado la transmisién de la
infeccién por medio de alimentos.

Por ultimo, esta la transmisién oral-oral, la cual mejor documentada en un estudio
de mujeres africanas que premastican la comida que dan a sus hijos (8), por lo gue
la transmision se da de madre a hijo. La transmisién por aspiracién de H. pylori
presente en vomito es otra posibilidad que adn no se ha documentado.

En conclusion, aungue H. pylori se encuentra presente en el estémago de
aproximadamente un 50% de la poblacién mundial, ain no se sabe claramente
como se transmite.

Epidemiologia

En los paises en vias de desarrollo, entre el 70 y 90% de la poblacion es portadora
de H. pylori y casi la totalidad adquiere la infeccién antes de la edad de 10 afios {9),
mientras que en los paises desarrollados, la prevalencia de la infeccién es menor,
encontrandose entre un 25 y 50% en poblacidn aduita. Ademas, existe la evidencia
de que la infeccién se adquiere durante la infancia y que la incidencia de la misma
ha disminuido con los cambios inducidos por la industrializacion (11,12,13). En ios
paises desarrollades, el nivel socioecondmico es un factor importante para adquirir
la infeccién, ya que personas de un nivel socioecondmico alto tienen niveles de
infeccién inferiores que aquelias que pertenecen a niveles socioecondmicos mas
bajos. Por otro lado, en ciertas minorias étnicas la infeccion persiste

independientemente del nivel sccicecondmico (13,14).




Genoma de H. pylori

El tamafo del genoma de H. pylori varia en el rango de 1.6 a 1.73 Mb, con un
promedio de 1.67 Mb. El porcentaje de G-C es de 35.2% mol en promedio, con un
rango entre 34.1. y 37.5% (15). Aproximadamente el 40% de las cepas aisladas
de H. pylori contienen pldsmidos, pero en éstos no se han encontrado factores de
virulencia conocidos (16,17). La localizacién variable de los multiples genes en los
mapas gendmicos de H. pylori sugiere que ocurre un rearreglo extensivo del
genoma (18,19,20), ademas de que hay una diversidad significativa en la secuencia
de varios genes, entre los que se encuentran los que codifican para la ureasa
estructural (21) y accesoria (23), algunas proteinas como la flagelina (22}, la
citotoxina vacuolizante (VacA) (24) y 1a proteina CagA (25,26,27). A partir del
analisis de la variacion de los alelos en seis genes, se ha confirmado la diversidad
genética de las cepas de H. pylori (28).

Patogénesis de la infeccion

H. pylori tiene especificidad por las células de la mucosa gastrica pero no con el
epitelio intestinal, ya sea en el Intestino delgado o en metaplasias intestinales
ubicadas en el estémago. Esta bacteria se ha visto en el bulbo duodenal pero
solamente asociado con metaplasia gdstrica (29,30). Ademas, se ha comprobado
que la bacteria se asocia con una patologia especifica gastroduodenal, como es el
caso de las gastritis crénica superficial y atréfica tipo B. Por Gltimo, dado que la
gastritis va acompafiada de hipaclorhidria, se ha sugerido que ésta puede estar
causada por la infeccidn iatrogénica con H. pylfori (31).

Existen suficientes evidencias que indican que la infeccién con H. pylori usualmente
estd asociada con la gastritis superficial crénica, la cual se caracteriza por la

infiltracion de MNC Inflamatorias asociadas con la infiltracion de neutrdfilos del
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epitelio. Sin embargo, este patron no estd asociado especificamente con el cambio
metaplasico, la formacion del granuloma y la atrofia de la glanduia del fondo (32).
El grado de inflamacidn del tejido gastrico varla, y el rango abarca desde la
infiltracién minima de la ldmina propia mientras que la arquitectura glandular se
mantiene intacta, hasta la inflamacién densa severa con formaciéon de
microabcesos y atipia epitelial reactiva (33). Al mismo tiempo ocurren cambios
degenerativos en las células epiteliales de la superficie, mismos que incluyen el
agotamiento de fa mucina, la vacuolizacidn citopldsmica y la desorganizacién de las
gldndulas de la mucosa. Después de la erradicacién de la infeccidn con agentes
antimicrobianos, muchos de esos cambios desaparecen con rapidez (29), aunque
las MNC pueden persistir durante varios meses.

Mecanismos de patggenicidad o virulencia

La bacteria tiene la capacidad de colonizar y persistir en un nicho biolégice Unico en
el lumen gdstrico. Los determinantes de patogenicidad de H. pylori pueden
clasificarse en dos grupos: factores de virulencia, que son los que contribuyen a los
efectos patogénicos de la bacteria, y los factores de mantenimiento, que son los
que permiten a la bacteria colonizar y permanecer en el huésped. Los factores de
virulencia, por su lado, se clasifican de acuerdo a los efectos patogénicos de H.
pylori en factores que inducen la inflamacidn gastrica, la destruccién de la barrera
mucosa géastrica y |a alteracidn de la fisiologia gastrica. Al parecer, muchos de los
factores de H. pylori tienen funciones tanto como de virulencia como de

mantenimiento,




« Factores que inducen 1a inflamacion gastrica

1. Colonizacion: Esta se encuentra favorecida por la motilidad del microorganismo,

enzimas producidas por él mismo (ureasa, catalasa y superxido dismutasa), las

proteinas de chogue térmico, los siderdforos, asi como adhesinas bacterianas y

receptores celulares.

a)

b

—

Motilidad: La presencia de flagelos le permite a la bacteria desplazarse por
medio de movimientos répidos a través del moco gastrico,

Enzimas: La ureasa permite a la bacteria crear un microambiente neutro
optimo en el lumen gastrico, esencial para su sobrevivencia. Ademas, es un
estimulo potente para la actividad fagocitica de los mononucleares y la
produccidn de citocinas inflamatorias. Por lo tanto, esta enzima es
considerada un factor de virulencia. Por otro lado, la catalasa y la superdxido
dismutasa le confieren al microorganismo cierta resistencia frente a la
actividad de los leucocitos polimorfonucleares.

Proteinas homdlogas de las HSP: Una de estas moléculas es la HSPB, misma
que al parecer funciona como chaperonina de la ureasa. La expresién de HSPA
¥ la HSPB actlan juntas y potencian la actividad de la ureasa. Ademads, se ha
descublerto que la HSPA tiene un sitio de unién para el niquel, por lo que
posiblemente tenga un papel importante en la integracién de este elemento en

la motécula funcional de la ureasa (67).

d) Sideroforos: El hierro es un elemento esencial para el crecimiento y el

metabolismo de la bacteria. Se ha reportado que H. pylori no es capaz de
producir sideréforos (proteinas que captan hierro) en condiciones fimitadas de
hierro. Sin embargo, se ha establecido que el microorganismo puede crecer

en presencia de lactoferrina y se sugirié que la bacteria tiene receptores de
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superficie para esta proteina capaces de unirse a hierro. Por lo tanto, ain no
se ha definido la forma en |a que Ia bacteria adquiere el hierro necesario para
su crecimiento (35,36).

e) Adhesinas bacterianas y receptores celulares: Ei flagelo, aparte de conferirie
movilidad a la bacteria, actia como adhesina, ya que se une a las superficies
del huésped y contribuye a la habilidad dei organismo para colonizar ¢! epitelio
(37). Algunas de las moléculas receptoras que estan involucradas en la
adhesidén de H. pylori a las células de la mucosa son los antigenos del grupo
sanguineo Le®. Ademds, la disponibilidad de dichos receptores esta reducida
en individuos del grupo sanguinec A y B, en comparacidon con el grupo O, lo
cuai ayuda a explicar por qué la poblaciéon con dicho grupo sanguineo tiene un
riesgo mayor de padecer Ulceras péptica con respecte a aquella cuyo fenotipo
es A o B. Otros receptores potenciales para H. pylori incluyen los
componentes de la matriz extracelular, los cuales pueden quedar expuestos
después de la lesion del epitelio gastrico (67).

2. IL-8: La IL-8 es un péptido pequefic secretado por diferentes células (tales como
las células del epitelio gdstrico o los macréfagos), y sirve como un potente mediador
de la inflamacién y como activador de los neutrofilos. Diversos estudios han
demostrado que las cepas _de H. pylori son capaces de inducir la secrecién de IL-8 a
partir de células de carcinoma gastrico in vitro {38,39,40).

3. Adherencia de neutréfilos: Evans y colaboradores caracterizaron una proteina
capaz de incrementar la expresion de las moléculas CD11b/CD18 en los neutrdfilos,
asi como de incrementar la adherencia de los neutréfilos a las células endoteliales

(41).




4. PAF: E| PAF es un mediador de naturaleza fosfolipidica que se reconoce como un
potente agente ulceragénico. El Lyso-PAF es un mediador no ulcerogénico que las
células de H. pylori pueden metabolizar a PAF, y este puede ejercer su accién
estimuladora de la secrecién gastrica a través de los receptores de las células
parietales especificas (42). Por lo tanto, a través de la sintesis del PAF, H. pylori
puede provocar lesiones en la mucosa gastrica tanto directamente o en forma
indirecta al incrementarse la secrecién de acido.

5. LPS: El LPS es un constituyente de la membrana externa de las bacterias gram

negativas, por lo tanto se encuentra en H. pylori. Esta estructura es capaz de

alterar la mucosa gdstrica al interferir en la interaccién entre la mucina y su
receptor en la mucosa (43), sin embargo su actividad proinflamatoria es pobre

(44,45).

« Factores que alteran la barrera de la mucosa gastrica

1. Enzimas: Las fosfolipasas A; y C son capaces de alterar la capa rica en
fosfolipidos que se encuentra en la membrana apical de las células de la mucosa.
Por otro lado la mucinasa es capaz de alterar la barrera de la mucosa géstrica.

2, Citotoxina vacuolizante: H. pylori produce una citotoxina que induce la formacidn
de vacuolas acidicas en el citoplasma de las ¢élulas epiteliales gastricas.

3. ROS: H. pylori induce la sintesis de estas especies en la mucosa gastrica in
vivo, los cuales favorecen la lesidn géstrica. Ademds, existe una asociacion
positiva entre |a cantidad de ROS presentes y la carga infectlva de H. pylori (46).

4. Apoptosis: Al parecer, H. pyfori induce la apoptosis (muerte celular programada)
de las céiulas del epitelio gastrico (47,48) y estimula el dafio oxidativo del ADN
en la mucosa en pacientes infectados {49). Ademas, H. pylori inhibe la migracién

y la proliferacién de las células epiteliales gastricas (50).




» Factores que alteran la homeostasis gastrica

1. Induccién de gastrina: La infeccidn por H. pylori induce en forma reversible la
expresién de la gastrina, la cual estimula la produccidon de dcido y suprime la
expresion de la hormona somatestatina, misma que inhibe la produccién de acido
{51). Aunque estos efectos no estan provocados directamente por la bacteria,
estdn relacionados con el grado de inflamacién gastrica presente. Se ha
observado que cuando la produccidn de 4cido se suprime con omeprazol, la
relativa susceptibilidad de H. pylori en el antro y el cuerpo difiere, dando la
impresion de que la bacteria migra del antro al cuerpo (52).

2. ATPasa tipo P: Este tipo de enzimas son particularmente importantes en H. pylori
ya que, al parecer, la ATPasa es unc de los blancos de la accidn de los inhibidores
de la bomba de protones, tales como el lansoprazel o el omeprazol (ambos
farmacos antisecretores de acido), en H. pylori {53).

Diagndstico de la infeccidon por H. pylori
Los métodos de diagnastico de la infeccidn por el microorganismo se dividen en
invasivos y no invasivos. Los primeros consisten en la exploracion endoscépica del
dafio en la mucosa gastrica y en tomar muestras de tejido a partir de las cuales se
efectia el diagnéstico por métodos como el cultivo, la histologia, la prueba de la
ureasa o la prueba PCR. Por otro lado, los métodos no invasivos se fundamentan
en la deteccién indirecta de la presencia de la bacteria, ya sea a través de
anticuerpos dirigidos hacia la misma o de algunc de sus metabolitos.

Métodos inyasives

1. Endoscopia: En endoscopias practicadas en pacientes con gastritis asociada a la
infeccién con H. pylori generalmente se observa una mucosa con aspecto

normal. Tomando en cuenta que la distribucién de H. pylori y la inflamacion
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asociada a ésta se da normalmente en forma ée “parches”, el diagndstico
endoscépico puede originar errores que ocasionan falsos negativos tanto en
biopsias como en cultivos y en la prueba de ureasa rapida. Por esta razdn, es
necesaric tomar al menos dos biopsias en los 5 centimetros mas cercanos al
piloro, asi como observar por medic de endoscopia, nodularidad antral y Ulcera
duodenal no complicada, mismas que generalmente estan asociadas con la
infeccién con H. pylori (54).

. Diagnéstico histoldgico: En secciones tefiidas con HR&E pueden observarse la
bacteria v e‘I. dafio celular ocasionado por la misma. Las bacterias se localizan en
la capa mucosa adherida a la superficie del epitelio y @ menudo se encuentran en
la parte profunda de las criptas. Hay otras técnicas como las tinciones de
Warthin-Starry y la tincidn modificada de Giemsa, las cuales magnifican el
tamafio de |la bacteria y facilitan su identificacion (55,56). Otra técnica sensible
que permite evaluar simultdneamente la histologia gastrica e identificar a la
bacteria, es la desarrollada por Genta y colaboradores (57), la cual emplea la
tincion de H&E, la tincidn de plata de Steiner e incorpora azul alsaciano.

. Cultivo: El cultivo de H. pylori tiene dos grandes ventajas. En primera, es posible
conocer la susceptibilidad de la cepa a determinados antimicrobianos; en
segunda, el microorganismo aislado por medio de cultivo puede ser caracterizado
con detalle. A pesar de que la sensibilidad del cultivo en [aboratorios
especializados es superior al 95%, existen otros métodos para el diagndstico de
la infeccién con H. pylori que presentan una menor variabilidad, son mas simples
y que consumen menos tiempo. El cultivo de la bacteria a partir de biopsias
gastricas genera altos rendimientos, aunque también se ha logrado el aislamiento

a partir de jugo géastrico y de heces (58,59). Para su crecimiento, H. pylori
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requiere un ambiente microaerofilico, humedad elevada e incubacién a 35-37 ¢C
durante 4 a 7 dias. Los cultivos positivos usualmente se detectan entre ei dia 3 y
el 7. Esta bacteria se identifica en funcién de su morfologia colonial {colonias
translicidas, con un tamaifio que les permite ser apenas detectadas a simple
vista a aquellas con un didmetro de 3 mm aproximadamente); las colonias
consisten de baciios curvos {generalmente no tienen forma helicoidal) que son
ureasa, catalasa y oxidasa positivos.

4. Deteccidn de la produccién de ureasa en biopsia: Esta prueba permite identificar
en forma indirecta al microorganismo mediante la deteccidon de uno de sus
metabolitos, |a ureasa. Sin embargo, ésta prueba tiene una sensibilidad que
depende de la carga bacteriana en el estémago.

5. PCR en biopsia: Esta técnica se considera altamente sensible y especifica para ia
deteccién de H. pylori (60,61). Los factores que afectan la exactitud de la prueba
incluyen la seleccidén de primers y el ADN blanco, la preparacién del especimen,
densidad bacteriana y aspectos técnicos relatives al ensayo de PCR. Una de las
grandes ventajas de la ‘técnica de PCR es que permite llevar a cabo un
diagnostico debido a que es capaz de detectar ADN de H. pylori en fluidos no
géastricos como la saliva y heces (62). Por (ltimo, es importante mencionar que
esta prueba puede dar lugar a falsos positives, como en los casos en que se
amplifica parte del gencema humane {63).

Métodos no invasivos

1. Prueba de aliento de la ureasa: En esta prueba, la urea se administra como
sustrato y se emplean el isdtopo [*°C) o el [**C). La ureasa producida por H.
pylori hidroliza la urea ingerida a bicarbonato y amonio. El bicarbonato marcado

es exhalado y colectado mediante un equipo especial. El isétopo de B¢ se
10




detecta mediante espectrometria de masas y el isétopo de C se detecta
mediante un contador de centelleo (64,65). Por otro lado, es posible medir la
concentracién de bicarbonato sérico marcado después de haberse administrado
urea marcada con [*3C], por lo que puede determinarse el estatus de infeccidn
por H. pylori en un paciente. De manera similar, la determinacién de [**C] en
orina es una forma exacta de diagnosticar la infeccldn (66). En presencia de
ureasa, se ingiere la urea marcada con [**N] y el metabolito de amoniaco
marcado, se absorbe y excreta en la orina. Los niveles de amoniaco marcado
con [**N] han permitido hacer una discriminacién de pacientes infectados coh
respecto a los no infectados (67). Sin embargo, este dltimo método no ha sido
completamente estandarizade, por lo que no confiere ventajas significativas con
respecto a los métodos de diagndstico previamente descritos.
. Deteccién de anticuerpos: La infeccion de la mucosa gdstrica con H. pylori
provoca tanto una respuesta inmune como sistémica, incluyendo la elevacién de
los niveles de IgG e IgA en suero, asi como de los niveles de IgA e IgM en el
estémago. Esto permite desarrollar técnicas de deteccién serolégica de la
bacteria {68,69), las cuales han demostrado ser no invasivas, relativamente
rapidas, faciles de llevar a cabo y mucho menos caras que las pruebas que
requieren de endoscopia. La utilidad de cualquier método serclégico en la
deteccién de anticuerpos especificos contra H. pyfori depende de la preparacion
antigénica empleada. En general, existen tres tipos de antigenos que se emplean
para este tipo de ensayos: antigenos crudos, tales como células completas y el

sonicado de células completas, fracciones celulares como el extracto de glicina y
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los antigenos termoestables, y antigenos enriquecidos tales como la ureasa, la

proteina CagA y su antigeno recombinante (68,70,71,72).
Cuando no se emplea un método terapéutico para combatir la infeccién, los niveles
de anticuerpos permanecen elevados en algunas ocasiones de por vida, lo que
refleja la duracion de la infeccién. Después de la erradicacion de la infeccidn de H.
pylori, los niveles de IgG e IgA especificas tienden a disminuir a aproximadamente
la mitad del valor antes del tratamiento en un lapso de & meses (73,74,75).
Niveles bajos de IgG especificas pueden persistir aun después de haber sido
erradicada la infeccion de H. pylori; por lo tanto, el empleo de las pruebas
seroldgicas en la valoracién de la efectividad del tratamiento puede ser
problematico a menos que se puedan comparar muestras de suero antes y después
del tratamiento.
Una de las ventajas que presentan los métodos de diagndstico serolégico, es que
permite reflejar la infeccién, independientemente que se encuentre en cualquier
parte del estdmago, a diferencia de pruebas como el aislamiento del
microorganismo a partir de biopsias, en el que solo se aisla sl se toma la muestra
del lugar adecuade. Por lo tanto, puede decirse que las pruebas serolégicas son
utiles como una técnica de monitoreo. Una prueba negativa implica una baja
probabilidad de infeccidn en un paciente con pocas posibilidédes de infeccién, por lo
que en este caso es innecesaria una mayor evaluacién para buscar al
microorganismo. Sin embargo, st se considera un resultade positivo en el mismo
paciente, es necesaria una mayor evaluacién. Por el contrario, cuando se lleva a
cabo una prueba sercldgica en un paciente con Ulcera péptica y el resultado es
positivo, ya no se requiere un estudio confirmative; sin embargo, confiar en un

resultade negativo (especialmente cuando el paciente presenta llcera sangrante)
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podria ser inapropiado, dado que el manejo del paciente depende de la
identificacién de la infeccién por H. pylori. Una de las desventajas de las técnicas
serolbgicas es la deteccion de titulos altos de anticuerpos, los cuales disminuyen
mucho tiempo después de haber sido erradicada la infeccién: esto da lugar a falsos
positivos.

Tratamiento

El régimen aprobado por la FDA para pacientes con Ulcera péptica consiste en una
terapia triple que incluye subsalicilato de bismuto (dos tabletas: 262 mg),
metronidazol (250 mg), y tetraciclina (500 mg). Todos se toman 4 veces al dia
durante 14 dias. Este régimen puede variar cuando se administra amoxicilina en
lugar de tetraciclina. Aunque el porcentaje de recuperacion de pacientes es menor,
este régimen es recomendable en poblacién pediatrica, en la cual las tetraciclinas
estan contraindicadas. Fuera de los Estados Unidos es comun la administracién de
subcitrato de bismuto en lugar del subsalicilato, por lo que el tiempo de tratamiento
se reduce de 14 a 7 dias. El porcentaje de curacidn para esta terapia triple es de
aproximadamente el 85% (76).

El régimen descrito no incluye un agente antisecretor, lo cual es altamente
recomendable en casos de dlcera activa (34). En general, se administra
concomitantemente una terapia de antidcidos durante 2 semanas. Sin embargo,
dependiendo del agente seleccionado y de la localizacién y tamafio de la dlcera,
este tipo de terapia debe continuarse durante 4 a 6 semanas.

La terapia cuadruple, en fa cual se usa |a terapia triple combinada con un antiacido,
ha demostrado ser aln mas eficaz y presenta un menor porcentaje de efectos
adversos que la terapia triple (73,69,34). Este régimen permite obtener

porcentajes de recuperacién de hasta un 30%.
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OBJETIVO Y ENFOQUE
El presente trabajo monografico de actualizacién tiene como objetivos principales:
a) Definir cudles son las proteinas de importancia en la infeccidn por H. pylori.
b) Definir la respuesta inmunolégica frente a antfgenos especificos y de reactividad
cruzada por medio de WB.
¢) Correlacionar la respuesta inmunolbgica hacia ciertos Iantigenos con la severidad
de la infeccién.
d) Definir los patrones de reconocimiento de la respuesta inmunoldgica de H. pylori
de acuerdo a su distribucién geografica.
En e presente trabajo se lievd a cabo la revisidn de articulos publicados durante los
Gltimos diez afios en promedio. Se incluyeron tanto revisiones bibliogréaficas acerca
de H. pylori, asi como estudios clinicos y articulos referentes al analisis bioquimico

de varias de las proteinas de H. pyfori.
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GENERALIDADES
DESCRIPCION DE LAS PROTEINAS DE IMPORTANCIA EN LA
INFECCION POR
H. pylori

Las proteinas de H. pylori que estan involucradas en el desarrollo de una respuesta
inmune en individuos infectados con este microorganismo son proteinas producidas
por la bacteria y liberadas al exterior (como la ureasa) y proteinas que forman parte
de 1a estructura bacteriana (tales como las adhesinas y las proteinas de membrana
externa). Hasta el momento, las proteinas de mayor importancia son la de 87 kDa
(VacA), la de 120 kDa (CagA) y la ureasa (la cual estd formada por dos
subunidades de 62- y 30 kDa, respectivamente). A continuacién se describiran
primero estas tres proteinas y posteriormente las demds en orden creciente de peso
molecular.

Proteina de 87 kDa, citotoxina vacuolizante

En varios estudios histologicos de individuos infectados con H. pylori se han
identificado vacuolas en las células epiteliales gastricas. Ademas, se ha comprobado
que en el suero de estos individuos existe una actividad inhibitoria de la
vacuolizacién en cultivos celulares infectados con H. pylori. Adicionalmente, las
cepas de H. pylori que provocan la vacuolizacién son productoras de una proteina
que se encuentra frecuentemente en cepas de pacientes con Ulcera duodenat y
gastritis atréfica. Por lo tanto, tomando en consideracién los criterios mencionados
puede sugerirse que esta proteina vacuolizante (citotoxina) esta implicada en la

patogénesis de ia infeccién de H. pylori.
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Dada la importancia de esta citotoxina, se ha analizado esta proteina con el
proposito de determinar varios de sus pardmetros bioquimicos (76). En cuanto al
peso molecular, éste varia de 87 a 90 kDa (76,78), aunque también se ha
establecido que dicha proteina tiene un peso molecular de 600 kDa en condiciones
no desnaturalizantes v que estd constituida por 6-7 mondmeros de 95 kDa, los
cuales a su vez constan de un fragmento de 37 kDa (subunidad N-terminal} y uno
de 58 kDa (subunidad C-terminal) (76).

Recientemente, Cover y colaboradores (77) analizaron el patrén de ensamblaje de
la citotoxina y cémo influyen las variaciones de pH en dicho patrén. Primero se
llevd a cébo el aislamiento y la purificacién de dicha proteina a partir de
sobrenadantes de medio de cultivo donde habia crecido la bacteria, considerando
que VacA es secretada al medio exterior. La proteina ya purificada se adsorbié en
laminas de mica y se analizé por medio de microscopia electrénica tipo deep-etch.
VacA presentd una forma de flor, el centro es un anillo de aproximadamente 15 nm
que estd rodeado de seis pétalos globulares de aproximadamente 5-6 nm de
didmetro, por lo que el didmetro de la estructura final es de cerca de 30 nm. Sin
embargo, aproximadamente el 10% de las moléculas presentan una estructura
plana que carece del anillo central. Es importante destacar que este
comportamiento se presenta en proteina aislada a partir de cepas cuyo genotipo es
sla/ml. Por el contrario, si la proteina se obtiene de cepas cuyo genotipo es m2 no
se observa la presencia de dichas formas planas.

Ademas del anélisis microscopico de ia proteina se observd un patrén de protedlisis
de la misma cuando se almacena durante un tiempo prolongado. Siendo el peso
malecular de VacA de aproximadamente 90 kDa, después de la protedlisis las

fracciones gue se obtuvieron fueron de aproximadamente 34- y 58 kDa.
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Posteriormente se observd el efecto del pH en el patrén de ensamblaje de fa
proteina. Al disminuir el pH se formaron conglomerados de aproximadamente 12
pétalos. Otro cambio asociado a la influencia del pH fue el coeficiente de
sedimentacion de la proteina: a un pH de 7.5 este valor era de 22-S, y al disminuir
el valor de pH a 3.0 el otro parametro disminuyé a  5-5. Sin embargo, el peso
molecular de la proteina se conservé en 90 kDa. Esto permitio concluir que al
disminuir drasticamente el pH se pierde la forma oligomérica de la proteina. Como
consecuencia, ciertos dominios hldrofébicos de VacA quedan expuestos en la
superficie, lo que facilitaria la unidn y/o penetracién de membranas. Esto se ha
podido deducir a partir de |a observacién de otras toxinas protéicas, asi como del
TNF-a, los cuales sufren cambios conformacionales que permiten su insercién en
membranas y la formacién de canales iénicos. Por lo tanto, dado que H. pylori esta
expuesto a condiciones de acidez en el estdmago, dichas condiciones provocan el
desensamblaje de VacA. Ya desensamblada la proteina es capaz de hacer contacto
con sus células blanco o entrar en ellas (77).

Proteina de 120 kDa (CagA)

La proteina VacA que se menciond con anterioridad es considerada uno de los tres
factores de patogenicidad de mayor relevancia en la infeccién por H. pylori, junto
con la ureasa y la presencia de flagelos. Se ha detectado que en el sobrenadante
de los cultivos de muchas cepas citotéxicas de H. pylori estd presente, ademds de
VacA, otra proteina cuyo peso molecular es de 120, 128 o 130 kDa, lo cual se
sugiere que también interviene en la patogénesis del microorganismo. Debido a su
alta inmunogenicidad en individuos infectados con H. pylori, asi como la asociacion

con la citotoxina, se nombrd a esta proteina CagA.
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Se llevaron a cabo estudios que permitieron comprobar que la proteina de 128 kDa
no tiene actividad citotéxica y que la citotoxicidad esta asociada con fracciones que
contienen una proteina de 87 kDa que no cruza antigénicamente con CagA. Estos
resultados Indican que la molécula de 128 kDa no es la citotoxina, pero estd
asociada con ésta. La asociacion entre la presencia del gen cagA y la citotoxicidad
sugiere que el producto de cagA es necesario para la transcripcién, plegamiento,
exportacion o funcionamiento de fa citotoxina. Inclusive, se han hecho analogias
con sistemas similares que sugieren que una proteina que consta de varias
unidades (como es el caso de la citotoxina de H. pylori) probablemente requiera
proteinas accesorias para su plegamiento y exportacion.

El antigeno CagA se caracteriza por su gran variabilidad en su peso molecular, asi
como a la presencia de secuencias de aminoacidos que se repiten. Esto dltimo le
permite al microorganismo, ya sea evadir la respuesta inmune al generar diversidad
antigénica, o generar epitopes inmunodominantes no protectores que atraen la
atencién del sistema inmune con respecto a los epitopes protectores. En el caso de
H. pylori, este sistema duplica secuencias ya presentes en el antigeno sin generar
diversidad antigénica. Sin embargo, ia duplicacién genera dos regicnes altamente
hidrofilicas ricas en prolina, las cuales muy probablemente estén expuestas hacia la
superficie y sean muy inmunogénicas. Lo que aun queda por saber es si dichas
repeticiones le confieren ciertas ventajas a |a bacteria con respecto al sistema
inmune, dan arigen a una proteina mas funcional o simplemente son neutrales y se
han propagado debido a que no le confieren desventaja alguna a la bacteria.

En un estudic que se llevd a cabo para determinar en qué parte de la bacteria se
encuentra el antigeno CagA se creci¢ a la bacteria en un medio con ciclodextrinas,

en lugar de suero bovino. Se encontrd que en este medio, el antigeno se encuentra
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asociado a la superficie de la célula. Esto sugiere que la liberacién dei antigeno en
el sobrenadante puede deberse a la accién de las proteasas presentes en el suero,
las cuales probablemente degraden al antigeno mismo o a los complejos gue
sostienen a CagA unida a la superficie de la bacteria. Probablemente, este tipo de
fendmenos también ocurre in vivo (92).

Ureasa (subunidades de 62- y 30 kDa)

Se ha atribuido a esta enzima un papel importante en el desarrollo de gastritis y
dicera péptica. La actividad de la ureasa es considerada un factor de colonizacién
importante, ya que esta enzima genera amoniaco a partir de la urea en el
microambiente inmediato a la bacterta y la protege contra los efectos noclvos dé la
acidez gdstrica. Las concentraciones elevadas de amoniaco ejercen un efecto toxico
en las uniones intercelulares, provocando una alteracién en la permeabilidad de la
mucosa gastrica (79). Esta proteina tiene una estructura dimérica, subunidades
UreA y UreB, y la estructura tridimensional tiene cationes divalentes que mantienen
juntas a las subunidades de la enzima. Esta enzima se localiza en la superficie de la
bacteria y tiene homologia con otras ureasas producidas por diferentes especies de
Helicobacter.

Dunn et al determinaron el peso molecular de las subunidades de la ureasa y
asignaron vatores de 62- y 30 kDa a UreB y UreA, respectivamente. Estos mismos
autores determinaron que ambas subunidades se encuentran en proporcién 1:1 en
una estructura del tipo (UreB:UreA),, y también propusieron que tiene una
estructura trilobular, la cual no siempre se observa ya que como la ureasa es un
objeto no esférico cada molécula se visualiza de diferente manera. Inicialmente se
planted que la estructura de la ureasa podria corresponder a un pentamero (470

kDa) o un hexdmero (564 kDa). Sin embargo, al encontrar que los pesos
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moleculares de las ureasas nativas de |as especies M. pylori, H. mustelae, H. felis y
H. nemestrinae correspondian a 568, 564, 597 y 566 kDa, respectivamente, se
concluyé que la estructura de dicha enzima es un hexamero (80).

Si bien se ha propuesto que [as subunidades de la ureasa se mantienen unidas por
medio de cationes divalentes, aln no se ha determinado con exactitud la naturaleza
de dichos elementos: Dunn et al {79) sugirieron la presencia de los iones Ca*y
Mg* y Turbett el al (80) propusieron la presencia de 6 atomos de niquel por
mdlecula de ureasa (1 dtomo por cada dimero UreA-UreB).

En cuanto a [a localizacién de [a enzima, ésta se encuentra en la superficie de la
bacteria y no forma parte integral de la membrana externa. Dunn (79) et al
extrajeron la ureasa con agua y después cuantificaron las células viables: entre un
50 y un 80% de ias células de H. pylori permanecieron viables. Esto indica que la
ureasa se encuentra en fa superficie de la bacteria y que no se obtuvo como un
producto de la lisis bacteriana. Ademds, por medio de una técnica en la que se
emplea un isétopo de yodo, se identificé la subunidad UreB en la superficie de la
bacteria.

Por ultimo, y en relacion a la homologia con otras ureasas, la secuencia de
amincacidos de la unidad UreB presenta entre un 95 y un 100% de homologia con
respecto a las secuencias de las ureasas de otras especies de Helicobacter, mientras
que a homologia de la secuencia de UreA va del 75 al 92% (80). Adicicnalmente
se encontrd homologia entre la ureasa de H. pylori y la ureasa tanto de una especie
de frijol conocida como “jack bean”, asi como con la ureasa de Proteus mirabilis (65

y 60% de homologia, respectivamente, con la subunidad UreA). Por lo tanto, la
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ureasa de H. pylori tiene similaridad con las ureasas presentes en plantas y otras
especies bacterianas.

Proteina de 19 kDa, proteina de membrana externa especie-especifica

A partir de experimentos realizados en suero hiper inmune de conejo, asi como en
suero humano de pacientes infectados con H. pylori se ha podide comprobar una
respuesta consistente de anticuerpos frente a una proteina antigénica de membrana
externa, cuyo peso molecular es de 19 kDa-. Dicha proteina pertenece al grupo de
las OMP de H. pylori y es ademas un antigeno especie-especifico.

Drouet et al (81) llevaron a cabo una serie de experimentos que permitieron
comprobar 1a existencia de esta OMP de 19 kDa que es especie-especifica para H.
pylori. La primera parte del estudio consistié en obtener estas proteinas de
membrana externa a partir de 26 cepas de H. pylori, El patrén de bandas
observado en el corrimiento electroforético de dichas proteinas fue de seis bandas
principales de 61, 54, 46, 40, 30 y 19 kDa. Después se procedid a transferir las
proteinas de corrimiento electroforético a papel de nitrocelulosa y las proteinas se
enfrentaron tanto a suero hiper inmune de conejo, asi como suero de pacientes
infectados con H. pylori y que presentaban gastritis. Se observd que el suero de
conejo presentaba reactividad frente a las bandas de 120, 88, 61, 54, 30, 25y 19
kDa, y que el suero de los pacientes presentaba reactividad principalmente frente a
las bandas de 61, 25 y 19 kDa. €El siguiente paso fue producir anticuerpos
monoclonales contra la proteina de 19 kDa y se comprobd que reaccionaban
especificamente frente a H. pylori pero no frente a otras especies de Helicobacter o
de Campylobacter. Posteriormenté, se enfrentd el anticuerpo monoclonal dirigido
hacia la proteina de 19 kDa con los componentes del LPS de la bacteria, pero no

hubo reaccion.
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Por (ltimo, se realizd un ensayo de microscopia inmunoelectronica en el cual el
anticuerpo monaoclonal unido a la bacteria se acopldé a inmunoglobulinas anti-
murinas marcadas con particulas de oro de 5 nm; este ensayo permitié demostrar
que el epitope se encuentra en la superficie de la bacteria (81).

Proteina de 19.6 kDa, adhesina

H. pylori ha demastrado tener propiedades de adhesividad in vivo e in vitro, aunque
dicha capacidad parece ser relativamente compleja ya que la bacteria produce una
gran variedad de adhesinas. Ademés de la capacidad de adherirse a las células de la
mucosa géstrica in vivo, se adhiere a diferentes especies de RBCs. En un estudio
que se lHevd a cabo con dos distintas cepas de H. pylori éstas mostraron diferentes
especificidades en sus patrones de hemaglutinacion. Una de ellas produjo un patrén
de aglutinacion fuerte con gldbulos rojos humanos pero no con RBCs de conejo,
mientras que la otra produjo un patrén de aglutinacién fuerte con RBCs de conejo,
pero pobre con glébulos rojos humanos.

En la superficie de la bacteria se ha detectado la presencia de una adhesina, la cual
posee una subunidad con un peso molecular aparente de 19.6 kDa, misma que es
capaz de adherirse a eritrocitos humanos y de conejo, asi como a células epiteliales
bucales humanas y a laminina. Esta capacidad de unién a laminina e permite a la
bacteria colonizar cualquier membrana basal por medio de la unién a sus
componentes. Por [o tanto, es posible la iniciacién y continuacion de la colonizacion
de cualquier lesién ulcerativa formada.

La adhesina de 19.6 kDa pertenece a un grupo de proteinas afimbriadas, diferente a
los grupos de adhesinas descritas previamente, Esta proteina no reacciono con el

anticuerpo monoclonal ni con los anticuerpos paliclonales capaces de reconocer el
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dominio adhesivo de la exoenzima S de Pseudomona aeruginosa, ademds de que no
es inhibible por N-acetilneuraminilactosa.

Aunque la proteina de 19.6 kDa se encuentra en cantidades significativas en la
superficie de !a bacteria, mostré una baja inmunogenicidad en conejos. Esta
propiedad es importante en la patogenicidad de la bacteria ya que esta proteina nho
es capaz de generar una respuesta inmune agresiva, También se pudo comprobar
que esta proteina es especie-especifica, dado que no se produce en otras especies
de Helicobacter (82).

Proteina de 27.3 kDa (HcpA)

El peso molecular de esta proteina es de 27.3 kDa y contiene 250 aminoacidos, de
los cuales 14 (5.6%) son cisteina. Esta proteina es especifica del género
Helicobacter (78).

Proteina de 29 kDa, tipo envoltura flagelar

Aparte de los factores de patogenicidad de H. pylori ya mencionados {ureasa
altamente activa, hemaglutininas, citotoxinas vacuolizantes), hay otros paradmetros
que estan implicados en ésta y ellos son la motilidad de la bacteria y ta expresion de
flagelos. En H. pylori estos flagelos estdn compuestos por proteinas de diversos
pesos moleculares, entre las que se encuentra una de 29 kDa que es especie-
especifica y que se encuentra en la envoltura.

A la envoltura flagelar y/o la proteina constitutiva se le atribuye la funcién de
adhesién a las superficies de las células epiteliales gdstricas. Otra posible funcidn
de dicha envoltura es la de proteger el flagelo de la disociacion de sus unidades por
efecto del cido del estémago, por ejemplo. Sin embargo, independientemente de

la funcién de la proteina de la envoltura del flagelo, su importancia radica en su
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especificidad para H. pylori, ya que no se encuentra presente en otras especies de
Helicobacter ni en otras especies bacterianas gastro-intestinales.

Para identificar esta proteina se emple$ un anticuerpo monoclonal y se encontrd
que ésta estd presente en todas las cepas de H. pylori, por lo tanto es especie-
especifica. Cabe destacar que aunque esta proteina es similar en peso molecular a
UreA, es mas pequeia y menos abundante que UreA.

A la envoltura flagelar y/o la proteina constitutiva se le atribuye la funcion de
adhesion a las superficies de las células epiteliales gastricas. Otra posible funcién
de dicha envoltura es |a de proteger el flagelo de la disociacién de sus unidades por
efecto del &cido del estdmago, por ejemplo. Sin embargo, independientemente de
la funcion de la proteina de la envoltura del flagelo, su importancia radica en su
especificidad para H. pylori, ya que no se encuentra presente en otras especies de
Helicobacter ni en otras especies bacterianas gastro-intestinales (37).

Antigeno de peso molecular entre 33 y 35 kDa

Recientemente se descubrié un proteina antigénica cuyo peso molecular fluctia
entre 33 y 35 kDa, la cual es capaz de provocar la elevacion de los niveles de IL-8
.en fa mucosa gastrica de los pacientes infectados. Esto se demostrd a partir de un
estudio en poblacion japonesa, la cual estaba subdividida en 2 grupos: pacientes
infectados con H. pylori (patologias: Ulcera gastrica, Glcera duodenal, cancer
gastrico y gastritis crénica simple} diagnosticados por histologia y un grupo de
voluntarios asintomaticos (cuitivo, serologia e histologia negativos). En este
estudio se evalud la respuesta inmune humoral por medio de WB, se efectud el
andlisis histolégico de las biopsias por medio de microscopia y se cuantificd la IL-8

en las biopsias de los paclentes por medio de la técnica de ELISA.
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Se encontré que los pacientes con anticuerpas contra los antigenos en el rango de
33-35 kDa presentaban niveles mas elevados de IL-8 con respecto a los pacientes
gque no tenian anticuerpos hacia dichos antigenos. Sin embargo, no es posible
concluir a partir de este estudio si el antigeno es una proteina o diferentes proteinas
con pesos moleculares semejantes. Ademads, se pudo demostrar que un 97.5% de
los pacientes con Glcera gastrica o duodenal presentaban respuesta hacia dicho
antigeno, mientras que sélo el 70% de los pacientes con gastritis cronica
presentaba el mismo tipo de respuesta inmune. Por otre lado, este antigenc puede
presentar variacién en su peso molecular (33-35 kDa) debido a su variabilidad -
genotipica. Anteriormente, la produccion elevada de IL-8 en la mucosa gastrica se
atribuia a la presencia de la PAI en algunas cepas; sin embargo, este estudio
demostré que la presencia de los antigenos de 33-35 kDa provocan el mismo
efecto. Pese a que no fue posible demostrarse una asociacion entre dichos
antigenos y el grado de infiltracidn aguda o crénica ni con el grade de atrofia, si se
pudo observar que la infiltracién de MNC fue significativamente alta tanto en el
antro como en el cuerpo en los casos que presentaban anticuerpos contra el
antigeno de 30 kDa (HB 2.0).

Por Ultimo, la expresion la proteina de 35 kDa no depende de la expresién de CagA,
va que se encontré que en 9 pacientes que presentaban reactividad hacia CagA no
habia anticuerpos hacia {a proteina de 35 kDa (B83).

Porinas

Las porinas de H. pylori son proteinas cuyo peso molecular fluctia entre 25-50 kDa
y tienen como funcién facilitar la difusién de moléculas hidrosolubles pequefias a
través de la barrera externa de la bacteria. Estas proteinas se clasifican en porinas

no especificas con canales largos, las cuales miden de 0.6 a 2.3 nm de diametro y
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permiten la difusion no especifica de sustratos, y en porinas especificas, que son
aquéllas que tienen sitios de unién para sustratos. Las porinas estan formadas
principalmente por una estructura de haja plegada 8, la cual se mantiene compacta
a través de la membrana, confiriéndole resistencia a la desnaturalizacién por SDS a
bajas temperaturas. Ademas, no se encuentran asociadas al peptidoglicano y
tienen secuencias aminoterminales y propiedades de solubilizacién que son
semejantes entre si (89).

Hasta la fecha se han identificado cinco porinas: HopA, HopB, HopC, HopD (89) vy
HopE (90). Los pesos moleculares de las primeras cuatro son 37, 38, 39 y 55 kDa
{en condiciones normales) y 48, 49, 50 y 67 kDa (previa desnaturalizacién térmica),
respectivamente. La Gltima porina, HopE, tiene un peso molecular de 31 kDa y
forma canales largos a través de la membrana, lo cuales también permiten la
difusién de sustancias hidrosolubies (90). A diferencia de las otras tres porinas,
HopA tiene dominios diferentes expuestos hacia la superficie (89).

Las porinas de H. pylori meodulan las principales funciones de los granulocitos y
podrian promover el reclutamiento de estas células inflamatorias in vivo desde la
circulacidn y su acumulacion en tejidos. Ademas, se ha demostrado que estas
moléculas interfieren en la actividad fagocitica de los PMN, lo cual favorece la
invasividad de H. pylori. También, estas proteinas inducen la liberacién de
mediadores del proceso inflamatorio, como TNF-a, IL-6, IL-8 y GM-CSF, los cuales
favorecen la acumulacién de PMN y granulocitos. La produccién de GM-CSF
aumenta el proceso inflamatorio y la infiltracién de granulocitos, cuyo metabolismo
se ve reducido, favoreciendo la invasividad de H. pylori. La IL-6 aumenta la

inflamacién y la liberacién de IL-3 estimula la liberacién de histamina, la cual a su
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vez aumenta la secrecién de HCl en las células parietales de la mucosa gastrica.
Por dltimo, la IL-4, asi como el IFN-y, otro mediador inflamatorio, modulan la
seleccion de isotipos de inmunoglobulinas y la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II, induciéndose con ello una respuesta inmune
especifica. Ademds, IFN-y activa la produccion de las NO en fagocitos, las cuales
son extremadamente toxicas para los tejidos (91).

Proteina de tipo HSP

La ureasa es una proteina que copurifica con una HSP de 60 kDa, aunque otros
autores le han asignado un peso molecular de 56 kDa (78) y por lo tanto, miembro
de una familia de chaperoninas (84).

Estas proteinas (HSPs) son altamente conservadas en todas las células procaridticas
y eucaridticas y actdan junto con otras HSP (como la HSP10 o Ja proteina homéioga
a la GroES) en el plegamiento y ensamblaje de cadenas polipeptidicas, sin pasar a
formar parte de la estructura final. La sintesis de las HSPs se favorece cuando las
células se exponen a factores de estrés ambiental tales como camblos rapidos de
temperatura y la inflamacién de los tejidos. Sin embargo, la mayoria de las HSPs
son constitutivas y se expresan abundantemente aun en ausencia de estrés. Estas
proteinas son esenciales para !a viabilidad de las células en condiciones normales de
crecimiento.

Debido a que esta proteina también se encuentra en células epiteliales, esto le
permite a proteina de H. pylori evadir la respuesta inmune mediante un mecanismo
conocido como mimica molecular.

Ademds, se han caracterizade hasta la fecha otras proteinas de este tipo y estas

incluyen una homdloga de la familia de las HSP60 de H. pylori que tiene un peso
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molecular 54 kDa, asi como una HSP de 66 kDa que se induce en H. pylori mediante
un chogue térmico a 42 °C. De esta Gltima proteina determind su secuencia amino
terminal y se comprobd que es idéntica a la de las HSP de 54- y 62 kDa reportadas
previamente por Dunn et al (86) y por Evans et al, respectivamente (85).

Proteina de 75 kDa (BabA)

La adherencia de H. pylori al epitelio gastrico humano estd mediada por el grupo
fucosilado Lewis b (Le®) presente en algunos tejidos y en eritrocitos. El fenotipo del
factor de unién a Le® estd asociado al fenotipo cagA en H. pylori. La bacteria
coloniza la mucosa humana gastrica per medio de la adhesién a las células
epiteliales de la mucosa, asi como a la capa de la mucosa que recubre el epitelio
gdstrico. Estas propiedades de adherencia protegen a la bacteria de la acidez
extrema que presenta el lumen géstrico, asi como del desplazamiento del estémago
por fuerzas como las generadas por peristaltismo y vaciado gdstrico. Los antigenos
de los grupos sanguineos fucosilados Le® y H-1 se encargan de mediar Ia adherencia
de H. pylori a las células gastricas epiteliales humanas in situ.

Se ha logrado caracterizar bioquimicamente e identificar a la adhesina de H. pylori
capaz de unirse a los antigenos de grupo sanguineo, En primera se determiné (por
medio de marcaje radioactivo de grupos sanguineos fucosilados con '®I)que la
adhesina en H. pylori tiene afinidad por los antigenos de los grupos sanguineos Le®
y H-1. Ademds, se demostrd gue existe una alta prevalencia de actividad de unién
a grupe sanguineo en cepas aisladas de pacientes.

Ademads, se determind por medio de microscopia electrénica, en la cual la cepa de
H. pylori CCUG 17875 se expuso a los glicoconjugados Le® marcados con biotina y
después se reveld con anticuerpos anti-biotina marcados con particulas de oro de

10 nm, que BabA se encuentra en la pared celular externa de |a bacteria pero no en
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la envoltura flagelar (este dato es importante ya que implica que la composicion
protéica de las membranas de la superficie celular difiere de la envoltura flagelar).
También se determiné el peso molecular de BabA y éste es de 75 kDa. Otro analisis
relacionado con la proteina fue la determinacién de la secuencias de amincacidos y
nuclectidicas de dicha proteina (87).

Proteina de 77 kDa, tipo IROMP

Las bacterias requieren de hierro como un factor de crecimiento Importante. Sin
embargo, el cuerpo humano ha desarrollado un sistema de proteccién del hierro en
el cual las glicoproteinas transferriné y lactoferrina captan dicho elemento y evitan
que 1os invasores microbianos tengan acceso a éste. La carencia de hierro induce la
sintesis de una variedad de proteinas bacterianas de membrana externa que estan
involucradas en la adquisicion de dicho elemento. Estas proteinas, conocidas como
IROMPs, se han encontrado en muchos patdgenos, tanto in vivo como in vitro, ¥ se
asume que son factores de virulencia importantes. Algunas de esas proteinas son
capaces de adquirir & hie_rro unido a compuestos como la hemina. Se considera
también que Ia virulencia de la bacteria se debe, entre otros factores, a la habilidad
de H. pylori para tomar hierro de un ambiente limitado como la mucosa del
estémago.

En un estudio que se realizé con una cepa crecida en condiciones restrictivas y no
restrictivas de hierro, las proteinas de H. pylori se enfrentaron a sueros de
pacientes infectados (dolor abdominal recurrente, cultive e histologia positivos).
Dichos sueros presentaron una reaccidén inmunogénica hacia una proteina de 77
kDa de tipo IROMP capaz de unirse al grupo hemo. La reactividad hacia la proteina

de 77 kDa se presenta en el 100% de los casos estudiados (20/20), el 65% de los
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sueros analizados presentaron una reactividad hacia una proteina de 37 kDa
{también del grupo de las IROMPs).

Dicha proteina contiene al menos un epitope inmunodominante, lo que sugiere que
la proteina contiene un dominic no variable expuesto en la superficie, mismo que se
podria requerir para la interaccion con el componente del huésped (ya sea el grupo
hemo o la hemoglobina).

Dado que la proteina de 77 kDa sélo se expresa in vivo y no en condiciones
normales de crecimiento in vitro, ello implica un papel esencial en la patogénesis de
H. pylori.

A diferencia de los marcadores de virulencia ya establecidos (como son la ureasa y
CagA), la IROMP de 77 kDa es reconocida por el suero de todos los pacientes
infectados por H. pylori. Por o tanto, esta proteina puede ser de valor diagnéstico
en la deteccién serolbgica de |a infeccidén con H. pylori (88).

En la Tabla 1 aparece un resumen de las proteinas mencionadas anteriormente.
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TABLA 1. PROTEINAS DE IMPORTANCIA EN LA INFECCION POR H. pylori

Peso Nombre Funcién Localizacién Caracteristicas
molecular
19 kDa OMP Multifuncional (adherencia, proteccién y | Membrana Antigeno especie-especifico (81)
estabilidad bacteriana) externa
19.6 kDa | Adhesina Adhesién a células de la mucosa géstrica | Se encuentra en | Antigeno especie-especifico
afimbrial in vivo cantidades Forma filamentosa
significativas en | Se adhiere a eritrocitos de conejo y
la superficie de | humanos
la bacterla Baja inmunogenicidad (82}
25-50 kDa | Porinas (89) Facilitar la difusibn de moléculas | Membrana No se encuentran asociadas al
(89) hidrosolubles pequefias a través de la | externa (89, 80) | peptidoglicano
barrera externa de la bacteria (89) Tienen propiedades de solubilidad y
secuencias amincterminales
semejantes entre si (89)
Modulan tas funciones de los
granulocitos, interfieren en la
actividad fagocitica de los
polimorfonucleares € inducen la
liberacion de mediadores del
proceso inflamatorio (91)
27.3 kDa | HcpA Desconocida Proteina inmunogénica especifica
del género Helicobacter
Proteina rica en cisteina (5.6% de
’ los aminodcidos) (78)
29 kDa Proteina Adhesién del flagelo a la superficie de las | Envoltura Proteina especie-especifica (37)
fiagelar células epiteliales gastricas flagelar

Proteccion de la disociacion de las
unidades del flagelo por efecto de la
acidez gastrica




Peso Nombre Funcion Localizacién Caracteristicas
molecular
30 (79)- | UreAy UreB Es una enzima que genera amoniace a | Superficie de la | Son subunidades de la ureasa que
30.4 kDa partir de la urea en el microambiente | bacteria {(79) forman un dimero, el cual estd
(80), 62 inmediato a la bacteria, protegiéndola unido mediante cationes divalentes
(79)-64.3 contra los efectos nocivos de la acidez (79, 80)
kDa (80) gastrica, Sin embargo, a Existe entre un 95-100% vy un 75-
concentraciones elevadas el amoniaco 92% de homologia con UreA vy
ejerce un efecto téxico en las uniones UreB, respectivamente, con oftras
intercelulares, provocando una alteracion especies de Helicobacter (80)
en la permeabilidad de la mucosa Se encuentran proporcién 1:1 (79)
gastrica (79} La proteina nativa es un hexamero
con un peso aproximado de 564
kDa (80) ‘
33-35 kDa | No Provoca una elevacién de los niveles de | No determinada | E! gen que codifica para esta
determinado IL-8 ¥ un aumento en la infiltracién de proteina no se encuentra en Ia isla
PMNs en el cuerpoc vy el antro del de patogenicidad cag (83)
estémago
56 (78)-60 | HSP Participa en el plegamiento y ensamblaje | Superficie Su sintesis se favorece cuando las
(84, 85) de cadenas polipeptidicas, sin pasar a | celular células se exponen a condiciones de
kDa formar parte de la estructura final estrés ambiental (cambios de
temperatura e inflamacién de
tejidos) (84)
75 kDa BabA Adhesina que permite la unidn a células | Pared celular | Proteina que tiene afinidad por los

epiteliales gdstricas humanas in situ

externa de la
bacteria pero no
en envoltura
flagelar

antigenos Le® y H-1 de grupo
sanguineo en mucosa gastrica (87)




Peso Nombre Funcidn Locallzacién Caracteristicas
molecular
77 kDa IROMP Adquisicion de hierro, cuando hay | Membrana Su sintesis se induce cuando hay
(88) carencia de éste, a partir de moléculas | externa carencia del mineral (Fe)
del huésped tales como el grupe hemo La proteina tiene un dominio no
variable expuesto a fa superficie, el
cual es necesario para la interaccion
con la motécula del huésped que
contiene al hierro (88)
87(76, 78) | VacA Vacuolizacion de celulas epiteliaies (76) | Superficie de la[La subunidad de 90 kDa estd
-90 (77} bacteria {la | formada por un fragmento de 37- y
kDa proteina se | otro de 58 kDa
sintetiza y sel| Al disminuir el pH se pierde la
secreta) (77) estructura oligomérica de la
proteina, lo que facilita la unién y/o
penetracién de membranas (77)
120 kDa | CagA Proteina necesaria para la transcripcién, | Superficie de la | Gran variabilidad en su  peso
plegamiento, exportacién o | bacteria molecular

funcionamiento de la citotoxina (VacA)

Presencla de secuencias de
aminodcidos que se repiten
Alta inmunogenicidad (92)




RESPUESTA INMUNOLOGICA HACIA H. pylori Y SU DIAGNOSTICO

POR MEDIO DE LA TECNICA DE WB

Respuesta inmune celular hacia H. pylori

Las patologias mas comunes asociadas a la infeccién con H. pylori son la gastritis
crénica activa y la Glcera péptica. Sin embargo, la infeccion crénica a largo plazo es
un factor de riesgo para el adenocarcinoma y el linfoma gastrico. Esta infeccién se
caracteriza por la infiltracién masiva de células inflamatorias de la lamina propia y la
erosion del epitelio géstrico. Experimentos realizados en ratones han postulado que
la severidad de la infeccién estd relacionada con un subgrupo de cepas de la
bacteria, conocidas como de tipo 1. Estas cepas contienen un fragmento de ADN de
40 kbp (pares de kilobases), conocido como PAI, el cual codifica para un antigeno
de superficie inmunodominante de aproximadamente 120 kDa (CagA).
Adicionalmente, estas cepas producen la citotoxina vacuolizante A (VacA}, la cual se
cree es responsable de la erosidn del tejido, ademés de otros factores que aun no
se han identificado pero que se sabe inducen la produccién de IL-8, citocina que
puede ser responsable de la inflamacidn observada ya que actda como un factor
quimiotactico y activante para los neutrdfilos. Por otro lado, las cepas de tipo II
carecen de dicha secuencia y por lo tanto no producen VacA ni CagA y sélo
provocan gastritis moderada. La seropositividad para el antigeno CagA en el
hombre estd asociada con patologias como Ulcera péptica y cancer gastrico, que a
Su \.;ez son las formas de enfermedad mas severas inducidas por H. pylori.

También existe la posibilidad de que el factor inductor de IL-8 provoque la
expresion de otras citocinas, o por el contrario, que las funciones secretoras del PAI

puedan regular la liberacién de otros factores de virulencia involucrados en el
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mantenimiento de la inflamacién (como es el caso de IL-6 e IL-1B; asi como la
expresion del receptor para IL-2 en individuos infectados con |a bacteria).
Proliferacién de células Thl durante la_infeccidn por H. pyfori

Se ha comprobado que los antigenos liberados por H. pylori durante la infeccién
inducen la sintesis de clertas citocinas pro-inflamatorias en macréfagos. Dichas
citocinas pueden ser las responsables del reclutamiento in vivo de células
inflamatorias en la lamina propia.

Un grupo de células que se ha identificado en el sitio de la infeccion son los
linfocitos Thl. Se ha evidenciado la presencia de dichas células a partir de la
produccién constitutiva de IFN-y, el cual, junto con el TNF-a, podria contribuir a la
inflamacion inducida en la infeccién por H. pylori. Un estudio llevado a cabo a partir
de biopsias gastricas de pacientes infectados con H. pylorl y que presentaban tlcera
péptica, permitié comprobar que el 80% de las células Th pertenecian al fenotipo
Thl, Las clonas remanentes pertenecian al fenctipo ThO y producian tanto citocinas
de tipo Th1 como Th2 (IFN-y, IL-4, IL-5 y TNF-a). Todas las clonas producian
niveles elevados de la citocina inflamatoria TNF-a. Este estudio no sélo permitio
comprobar que el fenotipo predominante de las células Th presentes en la infeccion
por H. pylori es Thl, sino también que el 50% de las clonas Thi eran especificas
para el antigeno CagA. Esto ultimo permite corroborar que CagA no solo es un
antigeno sistémico inmunodominante, sino también que es capaz de dirigir una
respuesta inmune local de linfocitos de tipo Thl en el sitio de la infeccidn (Fig. No.

1) (93).
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Fig. 1 Respuesta inmune celular hacia H. pylori
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Fig. 1 H.pylonf induce dafo gstrico e inflamacidn. 8) Infaccién por H. pylorl ieva a Ia presencia de Ea bacteria en ia mucina del limen gastrico. Los lipopolisacandos
de H. pylori contienen los antigenos de grupo sanguineo Ler y Lar. b} Asi, H. pylori tiene la capacidad para inducir mimetisma antigénico de esas estructuras
del hospedero que pueden Bevar ala produccidn de autoanticuerpos contra Le* y Ler en el epitelio gastrico. Este procese puede, en zigunas circunstancias,
serimportante para [a inducciin de enfermedad. c) Contacto con ef epilefio, la bactaria que contiena la ista de patogenicidad tipo | induce,  ravés de
sefiales, a las céhulas epiteliales a d) sintests y Eberacién de nterieucina 8 (IL-8) quien (e) es fuertements quimiozirayents de leucociios potmoronucieanes
(PMN). El contacto con el epitelio también conduce (f) a la liberacitn de factores de virulencia de H. pylori que juegan un papel importante en la enfermedad.
La toxina VacA es el principal factor de vinulencia que es considerada imporiants por la capacidad que la da a H, pylori para inducir daflo epitafial géstrico
(vacuolas), que fnalments conducen a lcera pépica. Una actividad biokigica de la toxina VacA es expresada sdlo por bacterias tipe |. (g) Los antigenos
de H. pylori que cruzan la bacteria epitelial son capaces de activar macrfagos {Md) para liberar algunas citocinas proinflamatorias, tales como IL-B,

IL-8 y posiblements IL-12. Asi, la presencia de IL-12 es importants para polarizar 3 respuesta de CD4 dentro do un prominents fenotipo Thi. {) Los
antigenos de H. pylori pueden llevar también una respuasta de Th1 a un antigeno especifico en el sitio de ka infeccidn y asi la mayoria de las clonas ™
aisladas de pacientes con (cera péplica tienen especificidad angénica para |2 proteina CagA, que es expresada soio por las baclerias tipo |, () Las céhulas
Th1 liberan citocinas proinflamatorias tales como TNF -t y IFN-y , quienes contribuyen a mantener la gastritis. Estos efectos expican por qué las cepas de
tipo | son las méas patogénicas (93).




Respuesta inmune humoeral hacia H. pylorf

Ademas de la respuesta inmune celular que se presenta en la infeccion con H.
pyfori, el paciente también presenta una respuesta inmune humoral constituida por
anticuerpos séricos (IgG) y en fluido gingival (respuesta inmune sistémica), asi
como en anticuerpos en juge gastrico (IgA). Este tipo de respuesta inmune no
tiene un papel significative en la erradicacion de la infeccién por H. pylori, pero si
tiene relevancia clinica ya que permite diagnosticar en forma indirecta fa infeccion,
como técnica de monitoreo y para dar seguimiento a la efectividad de tratamientos
de erradicacién de la infeccidn (94).

Deteccién de la_respuesta inmune humoral por medio de ELISA y WB

La deteccidn de |a respuesta inmune humoral por IgG ha demostrado ser la mas «til
desde el punto de vista clinico en el diagnéstico de la infeccidén por H. pylori. Hasta
la fecha, los ensayos que se utilizaban para detectar dicha respuesta eran los
inmunoenzimaticos, como es el caso de la ELISA, aunque algunas desventajas
relacionadas con éste incluyen la determinacidn del punto de corte para considerar
una prueba positiva, el antigeno empleado y la reactividad cruzada principalmente
contra algunas especies de Campylobacter. Por otro lado, debido a que esta técnica
requiere mucho tiempo para llevarse a cabo se optd por otros ensayos mas rapidos
como ¢f de la aglutinacién en latex (95).

£n la actualidad se utiliza fa técnica de ELISA para la deteccion de IgA e IgG, asi
como para factores de virulencia, WB y pruebas inmunoldgicas para la deteccion de
anticuerpos en saliva, entre otras.

Debido a que WB determina la respuesta seroldgica hacia una gran variedad de
antigenos, proporciona mas informacidén que una ELISA. En un estudio en el cual se

compararon las técnicas de WB y la de ELISA empleando un antigeno de extraccién
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compararon las técnicas de WB y la de ELISA empleando un antigeno de extraccion
acida, se encontré que el WB tiene una correlacion del 97.5% en pacientes con
cultivo positive; por el contrario, Ya correlacion del ELISA varia entre un 87.5 -
92.5% (96). En la Tabla 2 aparecen los porcentajes en los que se diagnostica H.
pylori por WB empleando diferentes kits (94).

Tabla 2. Kits comerciales de diagnéstico de la infeccién por H. pylori por
medio de WB

Tipo de diagnéstico Helico- RIDA Blot RIBA

blot 2.0 Helicobacter HP
SIA
Diagnédstico de colonizacion (+) 97% 94% 98%
Diagnoéstico de no colonizacion (-) 90% 92% 85%
Infeccién por cepa productora de CagA (+) 96% 94% 95%
Infeccién por cepa no productora de CagA (=) 55% 100% 55%
Infeccion por cepa productora de VacA (+) 100% 78% 95%
Infeccién por cepa no productora de VacA (~) 46% 100% | 76%
Técnica de WB

La técnica que se describe a continuacion es la descrita por Aucher (97). Se
emplea un aparato Maxi-Gel y se efect!a una electroforesis (ver Anexo I) de los
extractos bacterianos en un gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio. Se empiea un gel concentrador al 4% y uno separador con un gradiente del
8 al 16% de poliacrilamida. Antes de la electroforesis los extractos bacterianos
{antigeno) se calientan a 100 °C durante 5 minutos en un buffer de Tris-HCl (pH
6.8) que contiene 1% de dodecil sulfato de sodio y 10% de p-mercaptoetanol, A
cada uno de los pozos se agrega una cantidad de antigeno equivalente a 1 mg de
proteina y una muestra con marcadores de peso molecular. El corrimiento
electroforético se lleva a cabo a 150 V hasta que el colorante de azul de bromofenol

haya salido del gel. Las proteinas se transfieren durante 1 h a membranas de
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nitrocelulosa, empleando una celda de transferencia electroforética y baio una
corriente constante de 100 V. Después de la transferencia a las membranas de
nitrocelulosa, éstas se cortan en tiras. La tira correspondiente a los marcadores de
peso molecular de tifie con rojo de Ponceau y se guarda para fines de calibracién.
Las otras tiras se incuban durante 1 h con una dilucién de) suero de los pacientes,
Las tiras se lavan tres veces con buffer salino de Tris para WB {pH 8) y se incuban
durante 1 h con anticuerpc anti-igG humana conjugado con peroxidasa.
Posteriormente, las tiras se lavan y se les adiciona a-naftol como sustrato para la
reaccién enzimdtica. La reaccion se detiene a los 15 minutos mediante el lavado de
las tiras con agua destilada.

Preparacjones antigénicas

Aunque todavia no se ha definido cudl es la preparacién antigénica mas adecuada
para el diagndstico seroldgico de la infeccién por H. pylori, se sabe que es mds
conveniente emplear una mezcla antigénica en lugar de antigenos purificados
{como es el caso de las proteinas recombinantes), ya que ello aumenta la
sensibilidad del método (97). A continuacion se describirén los antigenos que se
han empleado con mayor frecuencia en la técnica de WB, asi como las técnicas de
extraccion de los mismos.

Lisado bacteriano: Esta técnica consiste en lisar el paquete bacteriano obtenido
de medio sélido por medio de centrifugacién. La cepa de H. pylori que se emplea
expresa antigenos de importancia como VacA, CagA y el antigene UreA de la
ureasa. El paquete bacteriano se lava con PBS (la cual contiene NaCl 150 mM,
fosfato de sodio 20 mM y pH 7.2) vy se resuspende en un una solucion que

contenga volimenes iguales de PBS y Tris 120 mM pH 6.8 con $DS al 4%, glicerol
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al 20%, mercaptoetanol al 10% y azul de bromofenol al 0.002%. Después el
antigeno se somete a ebullicién durante 5 minutos, se cuantifican las proteinas vy
se emplea en el ensayo de WB (98).

Antigeno de extraccién acida con glicina: Este método consiste en cultivar a la
bacteria a partir de medio sdlido, tomar 5 mg de céiulas y resuspenderlas en 10 ml
de buffer de glicina pH 2.2. Esta suspensidn se centrifuga durante 30 minutos y
después se ajusta el pH a 7.0 con hidroxido de sodic 1 M. Nuevamente, se
centrifuga a 12,000-14,000 rpm durante 20 minutos y se separa el sobrenadante,
el cual se dializa con agua. El dializado se concentra por ultrafiitracién (Amycon)
con un punto de exclusién de 10 kDa. Por Ultimo, se efectla la cuantificacién de
proteinas en el concentrado y el antigeno se emplea en la técnica de WB.

Antigeno hidrosoluble: Este método consiste en cultivar a la bacteria a partir de
placas de agar chocolate que se incuban durante 48 h, a 37 °C en condiciones de
microaerofilia. E! paquete obtenido de medic sélido se resuspende en 2 m! de
solucién de cloruro de sodio 0.15 M a 4 °C. La suspensidn se mezcla con ayuda de
un vortex durante 60 s y posteriormente se centrifuga (10,000 x g durante 20 min
a 4 °C). El sobrenadante se dializa durante una noche a 4 °C contra una solucién
de cloruro de sodio 0.15 M. Se determina la concentracién de proteina del extracto
salino resultante y se emplea en el ensayo de WB (97).

Sonicado de células bacterianas: Las células se obtienen de medio sdlido y se’
suspendenden en 2 mi de solucién estéril de cloruro de sodio al 0,15 M a 4 °C.
Posteriormente, las células se rompen por medio de ultrasonicacion y se centrifugan

3 15,000 x g durapte 15 min. El sobrenadante se dializa contra una solucién de
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cloruro de sodio 0.15 M durante 48 h, se cuantifica la concentracién de proteinas y
se emplea en el ensayo de WB (97).

Proteinas de membrana externa: Existen dos métodos para la preparaciéon de
las proteinas de membrana externa de H. pylori. a) Preparacién de membranas
externas con sarcosina. El paquete celular se resuspende en Tris 20 mM pH 7.5.
Las células se colectan por centrifugacion (12 000 x g, 20 min, 4 °C), y se lavan
tres veces con Tris 20 mM pH 7.5, Las células se resuspenden en Tris 20 mM pH
7.5 y se lisan por medio de una prensa francesa para células, prensando a 15
000Ib/in? tres veces. Se agrega ADNasa (0.1 mg) y ARNasa (0.5 mg) y la mezcla
se incuba a temperatura ambiente durante 30 min. Las células que no se lisan se
remueven por centrifugacién, conservindose el sobrenadante. Este se centrifuga
(40 000 x g, 30 min, 4 °C) para obtener las membranas totzles, Las membranas se
resuspenden en Tris 20 mM pH 7.5 que contiene sarcosina lauril sédico al 2.0%
{p/v) vy se incuban a temperatura ambiente durante 30 min. Las membranas
externas se colectan por medio de centrifugacién (40 000 x g, 30 min, 4 °C) y se
lavan tres veces con agua desionizada. El botén se resuspende en agua
desionizada, se determina la concentraciéon de proteinas y se emplea en el ensayo
de WB, b} Preparacién de membranas externas con tritén. Ei tratamiento es similar
al descrito, la \nica diferencia es que se emplea Tris 10 mM pH 7.5. Las
membranas totales se colectan por centrifugacién (40 000 x g, 30 min, 4 °C) y se
resuspenden en Tris 10 mM pH 7.5 y sacarosa al 20%. Esta suspensién se
ultracentrifuga en un gradiente de sacarosa de 52-58-64-70% (p/v) & 150 000 x g
durante 18 h. Las bandas obtenidas a estos gradientes se lavan con Tris 10 mM pH
7.5 tres veces y se determina el contenido de proteinas, la actividad de SDH y el
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contenido de LPS. La fraccion que contiene la menor actividad de SDH y la mds aita
proporcién de LPS es la preparacién cruda de envolturas. La mayor parte de la
envoltura interna remanente se remueve por medio de extraccion con un 2% (v/v)
de tritén X-100 o tritén X-114 en Tris 20 mM pH 7.5 (0.4 mg de proteina por mL
(99).

Las técnicas anteriormente mencionadas se enfocan al aislamiento de un conjunto
de proteinas de H. pylori y las que se mencionan a continuacién tienen como
objetivo el aislar una proteina en particular.

Antigeno recombinante: Un fragmento de ADN que contiene los nucledtidos
2776-3465 del gen cagA, derivado de la clona recombinante gtll, se digiere con
EcoRI y se subclona el vector de expresidon pEX34b. Las proteinas de fusién
generadas del vector tienen la porcion N-terminal de ia MS2 polimerasa
(aproximadamente 12 kDa) y la porcién C-terminal codificada por el fragmento de
ADN clonado. En este caso, las cepas de E.coli que contienen el pldsmido producen
altos rendimientos de una proteina de 37.5 kDa, derivada de la fusion de la MS2
polimerasa (12 kDa aminoterminal) v 239 aminoacidos de la proteina CagA (25.5
kDa carboxilo terminal). La manipulacién de! ADN se lleva a cabo por medio de
procesos estandares. La proteina recombinante se purifica por el método de
anticuerpos de inclusién, Después, se cuantifican las proteinas, se alicuotan y se
almacenan a -20 © hasta su uso (100).

Toxina vacuolizante: Esta técnica consiste en cultivar a la bacteria durante 72 h a
37 °C en caldo Brucella que contiene un 5% de suero fetal bovino. Se emplean
condiciones de microaerofilia y se mantiene en agitacién durante el periodo de

incubacién. El medio de cultivo se centrifuga @ 12 000 x g durante 60 minutos y las
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proteinas del sobrenadante libre de células se precipitan con un 50% de sulfato de
amonio saturado a 4 °C. Después de un periodo de centrifugacién a 12 000 x g
durante 60 minutos a 4 °C, el botén se resuspende en PBS y posteriormente se
dializa dos veces contra PBS. Por ditimo, se determina la concentracién de
proteinas y se emplea en el ensayo de WB. (76).

Deteccion de la respuesta inmune humeral hacla H, pylori por medio de WB

En primera, es importante mencionar que este tipo de diagnéstico depende del
antigeno utilizado. Es decir, entre menos especifico sea el método de extraccion u
obtencidn de! antigeno, se identificard un mayor nimero de proteinas. En {a Tabla
3 se hace la comparacién de la reactividad hacia diferentes bandas proteicas a!
utilizar distintos antigenos.

Tabla 3. Diferencias en la reactividad inmunogénica hacia H. pylori por
medio de WB empleando tres antigenos diferentes.

Antigeno de Antigeno de células | Proteinas de membrana
extraccién acida (96) completas (70) externa (81)
110/120 150 120
87 120 88
66 75 61
64 60 54
60 56 30
57 50 25
52 47 19
47 36
43 30
31/33 27
26/29 25
19
15

Ya se describié en qué consiste la técnica de WB, asi como las ventajas y las
desventajas de los diferentes preparados antigénicos que se emplean en ésta. A

continuacién se presentard la Tabla 4, en la cual aparecen los porcentajes de
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reactividad de sueros de pacientes infectados y no infectados hacia las distintas

proteinas de la bacteria por medio de la técnica de WB.

Tabla 4. Relacién de la reactividad de sueros de pacientes infectados y no
infectados con M. pylori hacia las diferentes bandas proteicas en el ensayo

e WB.
Peso molecular | % de reactividad en pacientes | % de reactividad en
de la proteina | infectados pacientes no infectados
(en kDa)
14 97.1% (101), 36.6% (97) 49% (101), 12.3% {97)
16 48.8% (97) 1.8% (97)
19 59.4% (101) 0% (101)
25 53.6% (101) 0% (101)
29.5- 30 91.3% (101), 63.4% (97}, 93% (96) 0% (101), 29.8% (97)
35 63.4% (97) 10.5% (97)
42 58.5% (97) 7.0% {97)
46 53.7% (97) 14.0% (97)
48 34.1% (97) 7.0% (97)
51 {54, 56) 78.3% (101}, 8B2.9% (97) 13.7% (101), 17.5% (97)
66 94.2% (101), 46.3% {97) 15.7% (101), 15.8% (97)
67 (66) 89.8% (101) 0% (101)
74 - 75 75.4% {101), 34.1% (97) 0% (101), 10.5% (97)
87 - 90 71% (101), 60.9% (97) 0% (101), 19.3% (97)
120- 125 85.5% (101), 70.7% (97), 90.7% (124} | 0% (101), 19.3% (97)
180 68.1% (101) 0% {101)
Criterios de diagndstico de la infeccidn por H. pylori por medio de WB

Los criterios que se han empleado, principalmente, para efectuar el diagnéstico’

serologico de la infeccién por H. pylori por medio de WB se basan en el nimero de

bandas inmunorreactivas y en la combinacion de estas bandas.

En la Fig. 2 aparecen las principales bandas antigénicas de H. pylori.
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Fig. 2 Principales bandas antigénicas de H. pylori.

PM: marcadores de peso molecular; C+: Control positivo; MO: mama al momento del nacimiento del nifio; NO:
nifio recién nacido; N3, N6, N9 y N12: nifio a los 3, 6, 9 y 12 meses, respectivamente; M12: mama doce meses

después del nacimiento del nifio (123).




En la tabla que aparece a continuacion (Tabla 5) se muestran los criterios que se
tomaron en cuenta para considerar colonizado a un paciente con H. pylori.

Tabla 5. Criterios de colonizacién con H. pylori

Autor Criterio de colonlzacién con H. pylori

Aucher et al (97) Cultivo (+) o la presencia de bacterias espirilares en biopsia y ureasa (+)

Faulde et al (101) |Ureasa (+) ¥ observacion directa de bacterias espirilares en biopsia {+)

Bazillou et al (102) [ Diagnéstico de infeccion por medio de ELISA

Karvar et al (98) Presencia de bacterias espirilares en biopsia y ureasa (+)

Nilsson et al (96) | Cultivo (+) y sintomas de ulcera ducdenal, asi como dolor abdominal no

deflnido
Mitchell et al (125) | Cultive {+)
Johansen {104} Cultivo (+) u observacion de HLO en biopsia {+}

a) Numero de bandas inmunorreactivas

Bazillou et al y Aucher et a! establecieron que un promedio de 7.7 y 8.1 (entre 1 y

15) bandas inmunorreactivas, respectivamente, es indicativo de infeccion por H.

pylori en pacientes seropositivos por ELISA. Por el contrario, un promedio entre 2.4

y 1.4 (entre 0 y 5) bandas inmunorreactivas, respectivamente, es indicativo de

diagnéstico negativo de infeccién (97,102).

b) Combinacién de bandas inmunorreactivas

Se ha establecido otro criterio de diagnéstico en funcién de |a combinacion de

ciertas bandas inmunotrreactivas.,

« Faulde et al determinaron que cualquier combinacion de las bandas de 120, 90,
75, 67, 29.5 y 19 kDa seria indicativo de infeccién con H. pylori (101).

« Por otro lado, Aucher et al definieron otro criterio de diagnéstico de la infeccion
por el cual la presencia de al menos una de las bandas de 54, 42 o 35 kDa es
capaz de predecir la infeccién con una sensibilidad y una especificidad del 95% vy

del 82%, respectivamente (97).
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Karvar et al establecié otro criterio mediante el cual considera infectado a un
paciente cuyo suero reacciona con al menos una HMMP (87-120 kDa) o al menos
dos LMMPs {22-33 kDa) {98).

Nilsson et al plantearon un criterio de diagnostico que considera a un paciente
positivo si hay reactividad hacia una de las bandas de 87, 94 0 110/120 kDa o
hacia dos de cualquiera de las cinco bandas siguientes: 26, 29, 30, 31y 33 kDa
(96).

Mitchell et al propusieron otro criterio, en el cual se considera positiva la
infeccién con H. pyfori st se presenta reactividad hacia al menos dos de las
bandas siguientes: 19, 26, 29, 45, 60, 76 a 77, 120 y 128 kDa (125).

Bazillou et al consideran que los antigenos reconocidos en el rango de 15 a 40
kDa (LMMPs) asi como aquéllos con un peso molecular superior a 66 kDa
(HMMPs) son especificos en 1a infeccién con H. pylori (102},

Por dltimo, Mitchell et al establecieron otro criterio que se basa en considerar
positivo un suero que reaccione hacia al menos una banda de 116 kDa, de 89
kDa o de 35 kDa, o al menos dos de las bandas de 30 kDa, 26.5 kDa y 19.5 kDa

{103).

c) Reactividad cruzada

Asi como hay bandas especificas, también hay bandas de reactividad cruzada, las

cuales se presentan entre algunas proteinas de H. pylori y proteinas de otras

especies bacterianas. Esta reactividad ocurre debido a 'a semejanza en el peso

molecular, en epitopes o en la estructura conformacional de la proteina. Este

fenémeno ocasiona que el suero de un paciente infectado por una especie

bacteriana que tenga proteinas que crucen antigénicamente con H. pylori reaccione
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también con las proteinas producidas por éste ultimo, dando fugar a un falso

positivo. Algunos de los estudios en los que se ha evaluado la reactividad cruzada

con H. pylori se mencionan a continuacion:

« Faulde et al consideran que las proteinas de reactividad cruzada son las de
flagelo (51, 52, 56 y 66 kDa) asi como la de 14 kDa (101).

« Nilsson et al establecieron gue las proteinas de 43 a 66 kDa, asi como las Hsp,

son las responsables de la reactividad cruzada con 7. pallidum, B. burgdorferi y

Pseudomona aeruginosa {96).

« Doig et al demostraron también que existe reactividad cruzada de Campylobacter
coli con respecto a las proteinas de membrana de H. pylori de 50- y 54 kDa
{99).

« Karvar et al consideran que los anticuerpos dirigidos hacia MMMPs (43-66 kDa)
tienen reaccidén cruzada con antigenos de otras especies bacterianas (98).

« Por Gltimo, Johansen et al comprobaron que existe reactividad cruzada con los
antigenos de H. pylori en el suero de pacientes infectados con Pseudomona
aeruginosa o Haemophilus influenzae, asi como en el suero de pacientes en
recuperacién por la infeccion aguda con Campylobacter jejuni. Se observé en
este mismo estudio que existe reactividad cruzada fuerte con el antigeno de 14
kDa, asi como con las proteinas de 27, 30 y 60 kDa (la HSP GroEL es equivalente
al antigeno comun de Pseudomona aeruginosa). En estas tres dltimas proteinas
la reaccién antigénica fue mas débil (104).

En la Figura No. 3 se muestran las principales bandas de reactividad cruzada de

H. pylori con otras especies bacterianas.
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Fig. 3 Bandas de reactividad cruzada de H. pylori con otras especies bacterianas.

PM: marcadores de peso molecular; C+: Control positivo; MO: mama al momento del nacimiento del nific; NO: nifio
recién nacido; N3, N6, N9 y N12: nifio a los 3, 6, 9 y 12 meses, respectivamente; M12: mama doce meses después del

nacimiento del nifio (123).




SEVERIDAD DE LA INFECCION POR H. pylori
La severidad de la infeccién por H. pyfori puede provocar Ulcera duodenal, MALT y
cdncer gastrico. Estas tres patologias se han asociado con la respuesta inmune del
paciente dirigida hacia ciertas proteinas antigénicas de la bacteria que pudieran
funcionar como marcadores de patogenicidad.
A continuacién se describe el desarrollo de éstas patologias y la respuesta inmune
humoral del huésped.
Ulcera du
El riesge de ulcera duodenal estd potenciado por la infeccion por H. pylori
(especialmente las cepas con la PAI cag intacta), el cual actia como iniciador del
proceso inflamatorio (121). La infeccién del antro provoca una hipersecrecién de
dcido gastrico, lo que origina el desarrollo de una metaplasia gastrica en el bulbo
duodenal. Esta es un prerrequisito para la colonizacidén del bulbo por la bacteria
- (122). El dafio progresivo del ducdeno promueve el desarrollo de ia metaplasia
gastrica, por lo que se generan mas sitios para la colonizacién de la bacteria y
aumenta la inflamacién. Este ciclo provoca que el bulbo duodenal sea incapaz de
neutralizar el Acido proveniente del estémago hasta que los cambios en la
estructura y la funcién de! bulbo son suficientes para el desarrollo de una Olcera
(121).
Estudios recientes han permitido comprobar que existe una asociacion entre la
presencia de anticuerpos dirigidos contra los antigenos CagA y VacA y la presencia
de Ulcera duodenal, en el caso de la poblacién occidental. Por el contrario, la

poblacidén oriental se caracteriza por presentar anticuerpos dirigidos hacia dichos
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antigenos independientemente de la patologia, por lo que no pueden considerarse a
CagA ni a VacA como marcadores de patogenicidad en esta poblacion.

Poblacion oriental:

En el caso de la poblacion oriental, diversos estudios han permitido comprobar que
el suero de los pacientes infectados por la bacteria presenta anticuerpos que
reconocen a CagA, independientemente de la patologia que el microorganismo
ocasione. Por ejemplo, Kumar et al evaluaron a un grupo de hindues vy
comprc-ubaron que no habia diferencia en los titulos deranticuerpos contra CagA en
pacientes con ulcera duodenal y en pacientes con dispepsia no ulcerosa (111).
Asimismo, se observé el mismo tipo de respuesta en una poblacién africana
integrada por pacientes sanos y por otros que presentaban diversas patologias. El

cuadro que aparece a continuacién presenta los porcentajes de reactividad hacia

CagA en dicho grupo:

Grupo en estudio Porcentaje de pacientes|-
con anticeerpos anti-CagA

Pacientes con iicera duodenal ' 100%

Pacientes con duodenitis : 89%

Pacientes con gastritis macroscdpica 78.9%

Voluntarlos sanos (endoscopia normal) 87.7%

Debido a que los porcentajes de reconocimiento de CagA fueron elevados tanto en
el grupo de paclentes como en el de voluntarios sanos, se sugiere que otros
factores distintos a CagA intervienen en la patogénesis de la Ulcera en esta
poblacion (112).

En otro estudio que se efectud en un grupo de japoneses, se determind la presencia

de anticuerpos anti-CagA por medio de WB. Del grupo de pacientes infectados con
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H. pylori y que presentaban Olcera gastrica, Ulcera duodenal, gastritis crénica,
cancer gdstrico y mucosa normal, ta reactividad hacia la proteina CagA fue 89%,
87%, 90%, 94% y 93%, respectivamente, Esto permite concluir que la mayoria de
las cepas de H. pylori que infectan a los japoneses son productoras de CagA (113),
Shyu et al efectuaron un estudio en Taiwan, el cual tuvo por objeto determinar la
prevalencia de la infeccion por H. pylori. Se observd que el 98.7% de los sueros
positivos para H. pylori presentaban anticuerpos hacia CagA. Por lo tanto, los
pacientes infectados con. H. pyiori en la poblacidén taiwanesa tienen reactividad
contra la proteina CagA y no se considera ésto como un factor de predisposicion
para el desarrollo de cuadros mas severos como Ulceras o cancer gdstrico {114).
Por otro lado, Cover et al evaluaron a un grupo formado por 47 pacientes belgas
(Occidente), 16 marroquies (Medio Oriente) y un subgrupo formado por 3 africanos
no marroquies, 7 italianos, 5 turcos, 4 espafioles, 2 griegos y 2 europeos orientales.
Pe los marroquies, el 18.8% presentd Ulcera duodenal, el 16.0% tlcera gdstrica y
el 15.4% dispepsia no ulcerosa., E| 31.3% de las cepas aisladas de este grupo de
pacientes eran cagA’. Este porcentaje era significativamente menor que el 73.7 vy
82.6%, correspondientes al grupo de pacientes belgas y al de pacientes no
marroquies, respectivamente. Ademas, tres de los cuatro pacientes con Ulcera
duodenal que ne mostraron evidencia bacterioldgica o seroldgica de infeccién con
una cepa cagA* pertenecian al grupo de pacientes marroquies;. Por lo tanto, se ha
planteado que la asociacién entre cepas de H. pylori cagA* y el desarrollo de dlcera
duodenal es mas evidente entre algunos grupos raciales o éthicos que en otros o
que hay factores adicionales que adn no se han identificado que contribuyen a la

ulceracion duodenal en pacientes marroquies (115).
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Con respecto a la importancia de la proteina VacA en la severidad de la infeccidn,
Ogura et al estudiaron a un grupo de pacientes japoneses infectados por M. pylori.
Se encontré que el 89.4% de los pacientes estaban infectados y de éstos el 92%
presentaba anticuerpos hacia VacA. Los porcentajes de reactividad frente a VacA
fueron 85%, 95%, 95% y 100%, para ulcera gastrica, Ulcera duodenal, gastritis
cronica y mucosa normal por endoscopia, respectivamente. No hubo una diferencia
significativa en la seropositividad entre {os grupos. Por lo tanto, la mayoria de las
cepas de H. pylori en Japén producen la citotoxina vacuolizante in vivo
independientemente del tipo de patologia géstroduodenal (116).

Poblacién occidental:

La respuesta inmunoldgica humoral hacia CagA y VacA en este grupo, es
significativamente mas alta en pacientes con ulcera duodenal que en pacientes con
otras patologias como gastritis crénica y dispepsia no ulcerosa.

Un estudio que Holtmann et al llevaron a cabo en Alemania permitié determinar que
la infeccidn con H. pylori es significativamente mas alta en pacientes con Ulcera
duodenal {(100%) que en pacientes con dispepsia funcional (60%). Sin embargo,
solo ta respuesta hacia el antigeno de 91 kDa (VacA) fue significativamente mas
alta en pacientes con Glcera con respecto al grupo control (individuos sanos) (117).
Ademads, Mitchell et al demostraron, a partir de un estudio llevado a cabo en
_pacientes con Ulcera duodenal y con DNU, que la presencia de anticuerpos anti-
CagA en el suero del primer grupo fue significativamente mayor que en el segundo
grupo (89.6% contra 66.7%) (103).

También, a partir de diversos estudios que se han efectuado en Estados Unidos,

Gran Bretafia e [talia, en los cuales se ha investigado la respuesta de anticuerpos
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hacia CagA en suero y en mucosa, se ha demostrado que existe una fuerte
correlacion entre |a presencia de éstos y la presencia de dlceras (115).

Por ditimo, un estudio que se efectudé en Francia permitié determinar que la
presencia de anticuerpos contra las proteinas CagA, VacA v la proteina de 35 kDa
se expresan frecuentemente en pacientes con ulceras. El anticuerpo anti-VacA, sin
embargo, es un marcador de illceras mas poderoso que el dirigido hacia CagA. Se
asume que esto se debe a que la citotoxina vacuolizante estad involucrada en el
mecanismo de la lesion ulcerativa de la mucosa. El anticuerpo dirigido contra la
proteina de 35 kDa parece ser el mejor marcador de tlceras, y la presencia
simultdnea de éste y del anti-VacA predice con buena sensibilidad (83%, ensayo de
WB) la predisposicién al desarrollo de tilceras; por el contrario, la especificidad
(69%) es baja y puede atribuirse al hecho de gue las ulceras pépticas estdn
presentes en forma intermitente y ciertos pacientes pueden no presentar ulceracién
en el momento de la endoscopia, aunque mas tarde evolucionen a un estado
ulceroso (97).

Estos resultados coinciden con estudios que se han llevado a cabo con anterioridad
en paises desarrollados, en los cuales la respuesta inmunoldgica frente a ambos
antigenos (CagA y VacA) se encuentra aumentada en los pacientes con Ulcera
duodenal. Esto sugiere que ambos antigenos pueden ser marcadores de cepas mas
virulentas de H. pylori (117}.

MALT

Se ha podido comprobar que el MALT en el estdmago es una de las consecuencias
de la infeccién por H. pylori y si bien otros agentes diferentes de esta bacteria

provocan el desarrollo de este tipo de tejido, se cree que en mas del 90% de los
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casos la Infeccidén por H. pylori es la responsable de la induccion de tejido linfoide en
el estdbmago. Este tipo de patologia estd caracterizado tanto por la presencia de
cierto tipo de células como por una histologia particulares. Ademas, estudios
recientes han demostrado que existe una alta prevalencia de anticuerpos dirigidos
contra |la proteina CagA de H. pylori en pacientes con este tipo de linfoma, por lo
que se intuye que esta proteina esta involucrada en el desarrollo de esta patologia.
El MALT es un sistema de defensa inmune para controlar en forma local la infeccién
causada por H pylori Estd compuesto por célutas T reactivas frente a H, pylori,
células plasmaticas y otras células de tipo B y semeja a los foliculos linfoides
caracteristicos en los tejidos linfoides tipicos. La localizacién del MALT gdstrico
concide con el sitio de infeccién por H. pyiori, el antro. Ademds, el nimero de
foliculos linfoides en el estémago se correlaciona con el grado de inflamacion
inducida por H. pylori.

El MALT se destaca por ser diferentes de otros tipos de linfoma. Emerge de la zona
marginal del folicule linfoide y consta de células tipo centrocitos, asi como de
lesiones de tipo epitelial, mismas que deben presentarse para establecer un
diagnéstico de MALT gastrico. Aparte de los criterios histoidgicos ya mencionados
se ha establecido un sistema de graduacién que facilita la determinacién de la
variacién interindividual. Adicionalmente, se ha detectado una elevada expresion
de |a proteina antiapoptética Bel-2 en las células del linfoma. Ademnds, este tipo de
patologia presenta una baja proporcidn de células en proceso de apoptosis. Por
ultimo, se ha planteado que la interaccion de un ligando para CD40 (presente en las
células T) con el CD40 (expresado en las células B) puede tener un papel causal en

el desarrollo de esta patologia (118).
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A partir de un estudio que se llevé a cabo en pacientes con MALT, pudo
comprobarse que existe una asociacién entre dicha patologia y la presencia de
anticuerpos dirigidos contra H. pylori asi como contra CagA. Se comprobd que el
98.5% de los pacientes con MALT fueron seropositivos para CagA. Un total del
95.4% de los pacientes con linfoma de bajo grado, asi como el 100% de los
pacientes con linfoma secundario de afto grado y el 100% de los pacientes con
linffoma de alto grado presentaban anticuerpos contra la bacteria. Ademas, se
demostré que un 95.5% de los sueros de los pacientes presentaron reactividad
frente a una proteina CagA recombinante. El 95.2% de los pacientes con linfoma
de bajo grado, et 90% de los pacientes con linfoma secundario de alto y grado y el
97.2% de los pacientes con linfoma de alto grade mostraron reactividad frente a
dicha proteina. Por el contrario, al comparar dicha respuesta con la presentada por
una poblacién de pacientes con gastritis cronica e infectados con la bacteria, ésta
Gltima mostré sélo un 67% de reactividad frente a la proteina. Por lo tanto, si fue
posible establecer que el porcentaje de pacientes con MALT (95.5%) que
presentaron reactividad frente a la proteina CagA es significativamente mas alté con
respecto al procentaje de reactividad frente a [a misma proteina en los pacientes
con gastritis cronica (119).

Por otro lado, un estudio llevado a cabo en pacientes con MALT reveld que no
existe una asociacién entre la presencia de cepas productoras de CaghA y el
desarrollo de esta patologia. Dicho estudio consistié en aislar al microorganismo a
partir de biopsias y determinar la presencia de la secuencia de cagA por medio de
PCR. En dicho estudio participaron 30 pacientes de los cuales 12 eran positivos

para H. pylori por PCR y de dicho subgrupo 7 de los 12 pacientes (58%) eran
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positivos para cagA por la misma metodologia. El grupo control constaba de 77
pacientes inféctados con H. pylori, de los cuales 38 presentaban dicera péptica vy los
otros 39 padecian de DNU. Se encontrd que la prevalencia de cepas productoras de
citotoxina no fue significativamente mas aita en pacientes con MALT (58%) con
respecto a los pacientes con dispepsia funcional (65%}) (120%).

Como puede observarse, no hay concordancia en los resultados obtenidos a partir
de ambos estudios y esto puede atribuirse a los controles seleccionados, ya que en
el primer caso eran pacientes con gastritis cronica y en el segundo pacientes con
dispepsia. Ademds, debe considerarse que no se efectu6 el mismo tipo de ensayo
“en ambos casos. A diferencia de los ensayos moleculares, la serologia permite
detectar la respuesta de anticuerpos a todas las cepas independientemente de sus
concentraciones relativas en el estémago y no estdn influenciadas por las
mutaciones que pueda sufrir el genoma de H. pylori, por ejemplo la pérdida de la
secuencia cagA. Por lo tanto, la serologia es un indicador mas sensible de la
infeccidn con cepas CagA* (119).

Cance ico |

Aunque hasta.la fecha no se conoce totalmente de qué manera la presencia de H.
pylori esta asociada con el desarrollo de céncer géstrico, se postula que tanto la
inflamacién gastrica como la alteracién de los mecanismos de defensa del huésped
son factores que favorecen el desarrollo de dicha enfermedad. Aparentemente, la
coloni_zacién de la mucosa géstrica por el microorganismo ocasiona infiltracién de
células inflamatorias, provocando un proceso de inflamacion crénica que permite
que 'la colonizacién por H. pylori continGe. Sin embargo, hay diferencias notables

en la severidad de Iz inflamacién de la mucosa gastrica debide a diferencias en la
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cepa de la bacteria asi como en la respuesta inmune del huésped. Aunque existen
diferentes grados de atrofia de la mucosa, probablemente ésta ocurre a lo largo del
tiempo debido a la influencia de una inflamacién prolongada. También se ha
comprobado que hay una asociacidén entre el titulo de anticuerpos y el desarrollo de
cancer gastrico, lo que sugieFe que niveles elevados de inflamacién preceden a-la
mutagénesis y al cdncer gastrico. Posiblemente la inflamacién interactda con otros
factores (ambientales o hereditarios) relacionados con la carcinogénesis y el
resultado es el cancer de tipo intestinal o el cancer gastrico temprano (105).

A partir de diversos estudios que se Ij.an llevado a cabo hasta la fecha, ha sido
posible comprobar que las proteinas Vach y CagA de H. pylori estdn asociadas con
el desarrollo de céncer gdstrico en pacientes infectados con la bacteria. En estos
pacientes se han encontrado anticuerpos contra las proteinas VacA y CagA v se ha
comprobado que el riesgo de tener cancer cuando se encuentran anticuerpos contra
estas proteinas es de 1.7 y 1.6 veces, respectivamente.

Rudi et al evaluaron a una poblacién de pécientes con cancer gastrico y encontrd
que un 97.4% de los p_acientes con un diagnoéstico positivo para H. pylori por WB
presentaron anticuerpos contra VacA o CagA, mientras que los anticuerpos dirigidos
contra tales protel'nas eran menos frecuentes en el grupo control con diagnéstico
positivo para H. pylori {106).

.En una poblacion de pacientes con cancer e infectados con H. p;'don', Parsonnet et al
encontraron que las cepas productoras de CagA tienen tres veces mds
probabilidades de provocar cancer con respecto a las cepas que no producen dicha

proteina (107).

58




Por Gltimo, Crabtree et al evaluaron a un grupo de pacientes con cancer gastrico y a
un grupo control constituido por pacientes con DNU. Encontré que e 91% los
pacientes con cancer gastrico reconocian, en su mayoria, una proteina de 120 kDa
(CagA), comparado con los pacientes con DNU, los cuales presentaron un
reconccimiento de |a protefna de 120 kDa de apenas el 72% (108).

En un estudio llevado a cabo por Wang et al se identificd otra proteina antigénica de
26 kDa que funciona como marcador de infeccién por H. pylori en pacientes con
céncer gastrico. Al analizar una mezcla de sueros de pacientes con dicha patologia
y una mezcla de sueros de pacientes sin cdncer, se encontré que habia
reconocimiento de esta proteina (nicamente en el primer pool de sueros.
Asimismo, al obtener la proteina recombinante y realizar un WB con los sueros
individuales de ambos grupos de pacientes, se obtuvo como resultado que un 25%
de los sueros de los pacientes con cancer gastrico reaccionaron con la proteina
recombinante, mientras que ninguno de los sueros del grupo control reaccioné
contra dicha proteina (109). -

Respecto a la relacién entre la edad del paciente y su rlesgo de progresar a céncer
gdstrico, en el caso de que se encuentre infectado con H. pylori, se encontré que
los pacientes infectados menores de 50 y 65 afios tenian un riesgo de 8.00 y 2.33,
respectivamente, de progresar a cdancer con respecto a los pacientes infectados
mayores de 65 afios. Ademads, se encontré que los pacientes menores de 65 afios y
gque presenten anticuerpos dirigidos contra VacA tienen un riesgo del 2.33 de
progresar a cdncer gastrico con respecto a los pacientes mayores de dicha edad.
Por el contrario, los pacientes. con ca'ncér y mayores de 65 afos no presentaron

diferencias significativas en la presencia de anticuerpos contra H. pylori, CagA o
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VacA con respecto al grupo control. Por lo tanto, la elevada seroprevalencia de
anticuerpos anti VacA en el grupe de pacientes mds jovenes con cancer gastrico
comparado con el grupo control, sugiere que la infeccién con cepas de H. pylori
productoras de VacA constituye un factor de riesgo en el céancer gdstrico (106).

Finalmente, la lpresencia de anticuerpos dirigidos contra fas proteinas de 120 y 87
kDa (CagA y VacA, respectivamente) se ha asociado como un factor de riesgo de
cancer gastrico en pacientes infectados con H. pylori, mismo que se ve

incrementado en forma noteria en grupos de pacientes menaores de 50 afios.

60




DISCUSION

La técnica de WB es una prueba no invasiva que permite efectuar un diagnéstico
de la infeccion por H. pylori con una sensibilidad del 97% (98) al 100% (101} ¥ una
especificidad del 85% (98) al 100% (101). Sin embargo, es conveniente llevar a
cabo esta prueba en forma simultanea con otra prueba diagndstica debide a que los
titulos de anticuerpos se mantienen durante 3-6 meses después de haber sido
erradicada la infeccidn, lo que da lugar a falsos positivos. Como alternativa, si sélo
se cuenta con ésta prueba diagndstica positiva y el paciente presenta sintomas de
patologias ocasionadas por H. pylori, el paciente puede considerarse infectado con
esta bacteria. Para validar la técnica de WB, los diferentes autores que se
consultaron a lo largo de esta revisién, definieron colonizados a los pacientes que
presentaban mas de una prueba‘diagnéstica positiva. La prueba que se considera
estdndar de oro y que sola puede definir colonizacion es el aislamiento de H. pylori
de biopsias gastricas. Sin embargo, tomando en cuenta que no siempre se aisla la
bacteria, se emplean el andlisis histolégico de la biopsia con la observacion de la
bacteria y la prueba de ureasa positiva en biopsia. Es importante sefalar que los
investigadores que han validado la técnica de WB no emplearon como prueba
diagnéstica la técnica de PCR.

Ei diagndstico de la infeccion | de H. pylor.'i mediante la técnica de WB puede
efectuarse ya sea considerando el nimero de bandas inmunorreactivas (97, 102) o
la (l:ombinacién de las mismas (96, 87, 98, 101, 102, 103, 125). En el primer caso,
un promedio de 7.7 v 8.1 bandas es indicativo de infeccién, mientras que un
promedio de 2.4 y 1.4 bandas sugiere que el paciente no se encuentra infectado

con la bacteria (97, 102). La desventaja que presente este criteric es que no
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considera la existencia de proteinas producidas por otras espécies bacterianas, las
cuales cruzan antigénicamente con algunas proteinas de H. pylori. Tal es el caso de
las bandas de 43-66 kDa, jas cuales tienen reactividad cruzada con algunas
proteinas presentes en T. palfidum, B. burgdorferi, Pseudomona aeruginosa,
Campylobacter coli, Haemophilus influenzae y Campylobacter jejuni (96, 98). Esto
puede ocasionar el diagnéstico de falsos positivos.

El segundo criterio de diagnéstico se fundamenta en considerar positivo el
diagnéstico siempre y cuando haya reactividad hacia una HMMP o hacia dos LMMP.
Se consideran HMMP a las siguientes: 110/120 (96), 116 (103), 99 (96), 89 (103} y
87 (96). Por otro lado, las LMMP son las que se mencionan a continuacion: 19.5
(103), 26 (96), 26.5 (103), 29 (96), 30 (96,103), 31 y 33 (96). Karvar et al (98)
no asignan pesos moleculares a las HMMP ni a las LMMP, sino que establecen
intervalos para éstas, los cuales abarcan de 87 a 120 kDa para las HMMP y de 22 a
33 kDa para las LMMP. Tomando como base estos criterios, se sugiere uno nuevo
que considere positiva una prueba en la que haya reactividad hacia una HMMP o
hacia dos LMMP, siendo los rangos para éstas de 87 a 128 kDa y 19.5 a 42 kDa,
respectivamente. AI ampliar el rango de Jas LMMP hasta 42 kDa, y no hasta 33 kDa
como lo proponen en Karvar et al (98), permite incluir a la proteina de 35 kDa, la
cual es considerada por Mitchell et al (103) tan importante como las proteinas de
116 y 89 kDa (CagA y VacA, respectivamente) desde el punto de vista diagndstico.
Adicionalmente, la relevancia de este criterio se fundamenta en-que descarta la
reactividad cruzada con las MMMP.

Por otro lado, puesto que las proteinas son de importancia diagnéstica en la técnica

de WB, es necesario llevar a cabo una seleccion adecuada de la preparacion
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antigénica. En ia Tabla 3 se compararon los patrones de bandas obtenidos con el
antigeno de extraccion acida con glicina, el antigeno de células completas y las
proteinas de membrana externa. Aquél que genera un numero mayor de bandas es
el antigeno de células completas.

En cuanto a la relacién de la severidad de la infeccién por H. pylori con distintas
patologias provocadas por el microorganismo, se han encontrado dos tendencias
distintas en el caso de los pacientes con Ulcera duodenal. La primera abarca a los
pacientes orlentales (por ejemplo, japoneses y africanos, entre otros), los cuales
presentan anticuerpos contra VacA (116) y contra CagA (111-114),
independientemente de que presenten un cuadro de Ulcera duodenal o uno mas
severo como céncer géstrico. Por el contrario, los pacientes occidentales presentan
cuadros de Ulcera cuando la infeccion estd ocasionada por cepas productoras de
CagA (97,103,115) y VacA (97,117). Se considera que la respuesta inmune hacia
esta ultima proteina (VacA) es de mavyor relevancia a nivel diagnéstico puesto que
la citotoxina vacuolizante estd involucrada en el mecanismo de lesién ulcerativa.
También, se ha considerado al antigeno de 35 kDa como un buen marcador en el
. diagnéstico de dlceras (97).

Respecto al MALT, hay estudios que si establecen una correlacion entre la respuesta
inmunolégica hacia CagA y el desarrollo de esta patologia (119), mientras que otros
afirman que esto no es cierto (120).

Por ultimo, el desarrollo de céncer gastrico estd relacionado con la presencia de
anticuerpos hacia las proteinas CagA (106,107,108}, VacA (106) y hacia una
proteina de 26 kDa. Ademas, el riesgo de progresar a cdncer gastrico en pacientes

infectados por H. pylori se ve aumentado en pacientes jdvenes (menores de 65
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CONCLUSIONES

1. La técnica de WB permite diagnosticar la infeccién con H. pylori con una
sensibiliaad dei 97% {98) al 100% (101) y una especificidad del 85% (98) al
100% (101). Para validar esta técnica se considera como estdndar de oro el
aislamiento de la bacteria a partir de biopsias gastricas o en su defecto el
analisis histoldgico de la biopsia con la observacion de la bacteria y la prueba
de ureasa positiva en biopsia.

2. Para considerar positivo el diagnéstico de la infeccién con H. pylori mediante
WB es necesario que se presente reactividad hacia una HMMP o hacia dos
LMMP, las cuales se encuentran en los rangos de 87 a 128 kﬁa y 19.5 a 42
kDa, respectivamente.

3. La preparacién antigénica mas adecuada es el antigeno de células completas,
el cual permite obtener un mayor namero de bandas protéicas.

4. Tomando ben consideracion los puntos 2 y 3, podria producirse un kit
comercial de diagndstico de la infeccién con H. pylori.

5. En pacientes occidentales con llcera duodenal hay una incidencia mayor de
infeccidn con cepas productoras de VacA y CagA. La reactividad hacia la
proteina de 35 kDa como marcador en esta patologia debe ser estudiada con
mayor profundidad en poblacién oriental.

6. En los pacientes con MALT y que se encuentran infectados con ta bacteria,
atin no se ha podido establecer una correlacion entre la patologia y la
expresion de CagA, puesto que no se cuénta con estudios suficientes qué
demuestren si la presencia de esta proteina es o no un factor determinante

para el desarrollo de esta patologia.
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7. Existe una correlacion entre la presencia de cepas productoras de VacA, CagA
y una proteina de 26 kDa y la evolucion a cancer gastrico. Sin embargo, se

sugiere efectuar un estudio mas vasto acerca de la proteina de 26 kDa.
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ANEXO I.

ELECTROFORESIS

La SDS-PAGE es el método mas utilizado para el analisis cualitativo de mezclas de
proteinas. Es particularmente (til para el seguimiento de la purificacion de
proteinas y porque, debido a que éste se basa en la separacion de proteinas en
funcién de su tamafio, también se puede utilizar para determinar el peso molecular
relativo de las proteinas. El SDS (CH;-(CH:)10-CH,SO3Na*) es un detergente
aniénico. Las muestras que se someten a este procedimiento generalmente se
tratan durante S minutos en una solucidbn amortiguadora que contiene f-
mercaptoetanol y SDS, a temperatura de ebullicién. El B-mercaptoetano!l reduce los
puentes disulfuro que estan presentes y que contribuyen a estabilizar la estructura
terciaria de la proteina, y el SDS se une la proteina vy la desnaturaliza. Por lo tanto,
cada proteina presente en la mezcla es totalmente desnaturalizada mediante este
tratamiento y se abre dando lugar a una estructura de forma alargada que estd
cargada negativamente debido a la presencia de las moléculas de SDS que estan
unidas a lo largo de la cadena polipeptidica. - En promedio, una molécula de SDS se
une a dos residuos de aminoacidos. La solucién amortiguadora de muestra también
contiene un colorante ionizable, usualmente azul de bromofenol, el cual permite que
la corrida en el gel pueda visualizarse, asi como sacarosa o glicerol, los cuales
proporcionan a la solucién de muestra una densidad adecuada que permite una
correcta interaccién con la solucién amortiguadora de electroforesis una vez que la
muestra ha sido depositada en la parte superior del gel. Una vez que ya las
muestras se han depositado en el gel, se pasa una cor:riente a través de éste. De
hecho, dichas muestras no se depositan directamente en el gel separador: cuando
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éste (normalmente de 10 cm de longitud) se ha preparade en medio de las placas
de vidrio v se ha dejado polimerizar, se prepara un gel concentrador mas corto
(aproximadamente 1 cm) sobre el -gel separador, y es éste el que contiene las
cavidades en las que se depositan las muestras de proteinas. La funcion de este
gel es la de concentrar la muestra en una banda angosta antes de que pase a
través del gel separador. Esto se consigue utilizando diferencias en la fuerza idnica
y el pH entre la solucidon amortiguadora de electroforesis y el gel concentrador, e
involucra un fenomeno conocido como isotacoforesis. El gel concentrador tiene un
tamafio de poro grande (4% de acrilamida), lo que permite que las proteinas
tengan un movimiento libre y se concentren bajo el efecto del campo eléctrico.
Debido a que todas las proteinas tienen la misma carga por unidad de longitud, la
separacion de éstas obedece a sus pesos moleculares por las propiedades de tamiz
que tiene el gel. Brevemente, la pro'&el'na mas pequeia pasa con mayor facilidad a
través de los poros del gel, mientras que las proteinas mds grandes sufren un
retardo en su paso debido a la resistencia en la friccion que ocurre por efecto de
tamiz del gel. Debido al tamafio pequefio del azul de bromofenol, éste no sufre
retardo e indica el frente de la electroforesis. Cuando el colorante liega a la parte
inferior del gel, la corriente se apaga y el gel se retira de entre las placas de vidrio y
se sumerge en una solucion de tefiido adecuada {por ejemplo, azul de Coomasie)
en agitacién durante algunas horas. Posteriormente, el gel se lava en una solucién
de destefiido la cual elimina la solucién de tefiido que no se unié a las proteinas y
éstas se observaran en forma de bandas en el gel. En caso de que se vaya a llevar
a cabo la transferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa para efectuar

el ensayo de WB, se omite el proceso de tenido.
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Generalmente, el gel de separacién contiene un 15% de poliacrilamida, lo que le
confiere al gel un tamafo de poro en el gue proteinas de un peso molecular de
alrededor de 10 000 Da se muevan a través del gel con facilidad, mientras que
proteinas de alrededor de 100 000 Da apenas puedan pasar a través de los poros
del gel. Por lo tanto, una proteina de 150 000 Da no podria pasar a través de este
gel. En este caso, un gel al 10 o 7.5% se podria utilizar, de tal manera que la
proteina podria entrar a través del gel y ser teffida e identificada. Adicionalmente,
puede haber geles de gradiente con respecto a la concentracién de poliacrilamidé.
En conclusién, Ja seleccién del gel depende del tamaiio de la prot;aina en estudio.

El peso molecular de la proteina pu.ede determinarse mediante la comparacién de
su movilidad con respecto a proteinas de peso molecular conocidas que también
son separadas en el mismo gel. Mediante la construcciéon de una grafica de
distancia recorrida en funcién del logaritmo del peso molecular, se puede obtener
una curva de calibracién. La distancia recorrida de una proteina de peso molecular
desconocido se interpola en dicha grafica y por lo tanto se determina el valor del
iogaritmo del peso molecular y en forma consiguiente el valor del peso molecular.

Una proteina pura debe dar lugar sélo a una banda a partir de una SDS-PAGE, a
menos que la molécula contenga dos subunidades distintas. En este caso, se

obtendrian dos bandas que corresponderian a cada una de las subunidades (126).
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