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RESUMEN

Un factor de virulencia importante y ampliamente estudiado en . pylori es la proteina
asociada a la citotoxina (CagA), la cual fue identificada como un antigeno
inmunodominante, con variabilidad en el tamafio {120 a 145 kDa). El polimorfismo en el
gen cagA esta dado por la repeticion de un segmento de 102 pb en el extremo 3", Diversos
estudios mostraron que la patogénesis de atrofia y cdncer gastrico se asocia a cepas de H.
pylori con mis de 3 regiones repetidas. Estudios recientes muestran que esta regién vanable
presenta una gran heterogencidad, y se encuentran diferencias nucleotidicas sustanciales
entre las cepas aisladas de pacientes occidentales y asidticos. Eslas diferencias estructurales
en la proteina CagA podrian estar involucradas con el incremento en el riesgo para el
desarrollo de cdncer gastrico. Objetivo: Determinar el polimorfismo de la regién variable
3" del gen cagAd de H pylori en aislamientos de pacientes mexicanos. Metodologia: Se
estudiaron 115 cepas de H pylori aisladas de pacientes con diferentes cuadros clinicos. El
DNA fue extraido por el métedo de GENE CLEAN. Los iniciadores utilizados en el
presente estudio fueron disefiados a partir de Ia secuencia de la cepa de A pylori mexicana
53CS5N. Los genotipos fueron visualizados en geles de agarosa, teflidos con bromuro de
etidio. Resultados: Se observo que el genotipo amplificado més prevalente en las cepas
estudiadas fue el corto (77/115), seguido del genotipo mediano (17/115); ademds, se
observd que 20/115 cepas, amplifican ambos genotipos simultineamente (indicandonos una
probable colonizacion mixta). La distribucién en la amplificacion del fragmento corto se
observd principalmente en el antro (29.8%); seguido por las regiones cuerpo (27.3 %),
tumor y su periferia {22.1 %); fondo (12.9 %); incisura angular (7.8%). Con respecto al
genotipo mediano observé principalmente en el Tumor y Periferia (35.3%), seguido del
fondo (23.5%); antro y cuerpo (17.6%]) e incisura angular (5.8%). Ademas, se¢ observo la
amplificacién de ambos genotipos principalmente en Ia region del cuerpo (40%), seguido
de antro y regién del tumor y periferia con un 25 y 20%, respectivamente; de 10% en
incisura angular vy 5% en fondo. No sc¢ encontraron diferencias estadisticamente
significativas. Cuando se analizo la frecuencia de los genotipos y el cuadro clinico, se

enconird que el genotipo corto estaba presente en todas las patologias estudiadas {cdncer
gdstrico, llcera péptica hemorrdgica, ulcera péptica, pacientes no ulcero pépticos y




gastritis), en cambio el genotipo mediano se encontrd principalmente asociado a gastritis.
Conclusiones: La caracterizaci6n de la regi6n variable 3° mostro que el genotipo corto es

el mis prevalente en los aislamientos, encontrindose principalmente en las regiones

anatémicas antro y cuerpo, el genotipo mediano se encontrd principalmente en el tumor y

periferia y en el fonde. Se observo la coinfeccion con diferentes genotipos en algunos

pacientes, encontrindose principalmente en el cuerpo gastrico.
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INTRODUCCION

En el afio de 1979 el patdlogo Robin Warren, observd por primera vez a Helicobacter
pylori (H. pylori) en una biopsia géstrica proveniente de un paciente que tenia gastritis
crénica activa; intento aislarlo pero sin éxito, no fue hasta el afio de 1981 cuandg el médico
gastroenterélogo, Barry Marshall se unié a la investigacion con el Dr. Warren. Sin
embargo, no fue hasta 1982 que el microorganismo fue aislado por el Dr. Marshall,
introduciéndenos a una nueva era en la microbiclogfa clinica al descubrirse que la Glcera
peptica es causada por una bacteria. En el afio de 1984 se publico la asociacién de H. pylori
con la gastritis crénica y por primera vez se sugirid que la tlcera peptica es una etiologia
infecciosa ' En el afio 2005 Robin Warren y Barry Marshall recibirn el premic nobel de

medicina, por tan importante contribucion.

La bacteria aislada morfolégicamente se asemejaba a un Campylobacier spp. razén por la
cual fue llamada primeramente como Campylobacter pyloridis, y por tanto se emplearon
medios especificos de aislamiento v las condiciones de crecimiento para Campylobacter

Spp.

Figura 1, Campylobacter spp.
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H. pylori es una bacteria reconocida como un importante patdgeno en humanos. Causa una
infeccidn persistente en un alto porcentaje de la poblacidn, particularmente en paises con un
nivel socioecondmico bajo. Una vez adquirida la infeccidn, A pylori persiste en la inmensa

mayoria de los individuos por afios y posiblemente de por vida. =3

En la actualidad se conocen otras especies de Helicobacter asociados con la mucosa
pastrica y mucosa intestinal de diferentes hospederos como A acirormyx aislado de mucosa
gastrica de chitas, H. mustelae de hurones, H. nemesirinae de macacos y H. suis de cerdos;

sin embargo, la tinica especie involucrada con el humano y enfermedad es H. pylori. '3

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE Helicobacter pylori.

H. pyiori es un bacilo gramnegativo, helicoidal ¢ en forma de S, mide 0.3 a 1.0 pm de
ancho y 1.5 a 5.0 wn de largo, es microaerofilico (02 5%, CO; 10% y N; 85%), la
temperatura 6ptima de crecimiento es de 35 a 37° C, aurkque algunas cepas son capaces de

crecer 2 42° C, con una alta humedad puede favorecer el crecimiento del microorganismo. *

Figura 2. Helicobacter pylori




El tiempo de incubacién es de 3 a 5 dfas y ocasionalmente hasta 7 dias para el

primoaislamientc. Las caracteristicas bioquimicas més sobresalientes son la catalasa, la
citocrome oxidasa y la presencia de una potente enzima: la ureasa; caracteristicas que se
emplean para la identificacién del microorganismo; ademis, la ureasa neutraliza el pH
acido del estomago, para as{ crear un microambiente neutro alrededor de ella; de esta
forma, la bacteria se protege de la accién &cida del jugo gastrico (pH 3). E! amoniaco
producido de la hidrélisis de la urea es toxico para las células de la mucosa gastrica,
ademis la presencia de enzimas liticas, como proteasas y fosfolipasas bacterianas
contribuyen a la destruccién el moco protector. La mucosa y su lamina propia son
invadidas por un denso infiltrado de células inflamatorias, especialmente neutréfilos. =% La
morfologia colonial de H. pylori nos muestra; colonias pequefias, grises, translucidas y

ligeramente hemoliticas en medio agar sangre de caballo.

EPIDEMIOLOGIA.

H. pylori causa infeccidn persistente en aproximadamente un 50% de la poblacién mundial,
particularmente en paises con un nivel socioecondémico bajo; la prevalencia de H. priori se ve

aumentada con la edad y es mayor en ciertas poblaciones étnicas. En algunos paises en vias

de desarrollo puede ser tan alto como 70-80%, >°




Figura 3. Prevalencia mundial de la infeccion de H. pylori en adultos, de acuerdo a regién geografica. 4
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Una vez adquirida la infeccidn, /I pylori persisie en la inmensa mayoria de los individuos por
aiios, décadas y posiblemente de por vida. Sin embargo, la mayoria de los individuos
infectados son asintomdticos y solo de un 10 al 20% de las personas desarrollan lcera péptica
o alguna otra patologia como la gastritis cronica atréfica, que es un factor de riesgo para el

desarrollo de adenocarcinoma y linfoma gastrico. &’

Cuando se infecta una persona por . pylori este es un factor de riesgo importante para el
desarrollo de cancer géstrico. La Agencia Internacional para la Investigacion en Céncer
(IARC) reconoce a H. pylori como carcindgeno humano tipo I. ® Se ha propuesto que .
pylori tiene una accidn indirecta en el desarrollo de! adenocarcinoma géstrico, ya que puede
actuar a través de diferentes mecanismos, como son: la induccién de hiperproliferacion de
células pastricas, interferencia con las funciones de los antioxidantes y el incremento en la
concentracion de especies de oxigeno reactivas y oxido nitrico, las cuales pueden ser
responsables del dafio oxidativo de los acidos nucleicos. Sin embargo, se ha sugerido que A
pyiori puede estar invelucrado con el cincer gastrico en slo una pequefia proporcidn de las
personas infectadas con el microorganismo. Esto implica que existen caracteristicas de las
cepas, como son sus factores de virulencia; asi como caracteristicas en ¢l hospedero y del
medio ambiente que juegan un papel importante en la patogénesis de la infeccién por H
plori.?

La incidencia de céncer géstrico tiene una marcada variacion geografica en paises de
Latinodmerica como Brasil y Costa Rica se observa una incidencia anual de 45 pacientes
con cancer gastrico asociado a H. pylori por cada 100,000 habitantes; en paises como

México se han cbservado regiones de mayor riesgo, como en Chiapas con una alta
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incidencia de cdncer asociado a esta bacteria, Se ha observado que Japén presenta la mas
alta incidencia en cancer a nivel mundial, siendo seis veces mayor que en Estados Unidos,
en donde la incidencia anual de infeccién por H. pylori es de alrededor de 0.5 a 1% en
nifios menores de 10 afios de edad, con un intervalo de infeccion que aumentan a 50% en
adultos de alrededor de 60 afios; en cambio en ciertos grupos étnicos de Afroamericanos,
Hispanos, y nativos de América, son infectados a temprana edad. La transmision
intrafamiliar, es asociada con los niveles socioecondmicos bajos, a una alimentacion
deficiente. En otros paises parece que mas de 80% de la poblacion es infectada alrededor de
los 10 aftos de edad, lo que es probablemente relacionado a factores de transmisién intra-
familiar. En México esta incidencia es de 20% en nifios de | afio de edad ¥ una
seropositividad hasta de un 50% en nifios de 10 afios de edad con una tasa de incremento de

seropositividad de 5% en los primeros 10 afios de vida.?

Diagnéstico de la infeccién por H. pylori,

Las pruebas que se utilizan para diagnosticar esta infeccion pueden ser directas e indirectas.
Las pruebas directas se basan en la identificacion del microorganismo en la biopsia
gastrica, tales como la histologia ¥ el cultivo. Son indirectas, cuando se estudian alguna
caracteristica del microorganismo (prueba ripida de la ureasa y prucba de la urea en
aliento) o bien los anticuerpos producidos por el paciente (serologia}. Las muestras

utilizadas para el diagndstico directo se obtienen durante la endoscopia, por lo que también

se denominan métodos invasivos. *
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El tratamiento se recomienda cuando se asocian cuadros de gastritis crénica con episodios
recurrentes de tilcera o cuando los sintomas son severos v se demuestra la presencia de H.
pylori en el estdmago del paciente. La infeccidn se trata durante 7 a 14 dias con una
combinacion de dos o tres antibidticos ¥y un inhibidor de bomba de protones. Es muy

importante para el éxito del tratamiento que el paciente lo cumpla de forma estricta.

INFECCION Y PATOGENESIS POR H. pylori.

A pesar de la alta incidencia de la infeccion por H. pylori a nivel mundial, no todas las
personas infectadas por H. pylori desarrollan enfermedad, al parecer el tipo de cepa
bacteriana que s¢ encuentra colonizando la mucosa géstrica tiene una funcién determinante
en el desarrollo de la enfermedad; ademas de que el desarrollo de una patologia esta
relacionado con factores etiologicos, la edad, el factor de riesgo mas importante es ¢l bajo
nivel socioecondmico, asi como el hacinamiento, la vivienda insalubre y el agua

contaminada. =>%7

H pylori puede colenizar tinicamente el epitelio de tipo gastrico ¥ no se encuentra en el
duodeno normal. Es un microorganismo excelentemente adaptado a su nicho ecolégico,
descansando en la superficie de las células epiteliales gastricas bajo la capa de moco. La forma
espiral y la motilidad conferida por sus muitiples flagelos le ayudan a distribuirse a través de la

capa de moco para alcanzar esta superficie. La metaplasia gastrica que es el reemplazoe de las

células columnares que normalmente cubren el vello duodenal por epitelio de tipo gdstrico
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rico en mucina neutral, el cual se presenta en mas del 90% de los pacientes con ulcera

duodenal y permite a la bacteria colonizar el bulbo duodenal *

La colonizacién de la mucosa duodenal produce inflamacion, que vuelve a la mucosa
duodenal vulnerable al ataque por 4cido, pepsina o bilis, con la ulceracion subsiguiente; el
grado de metaplasia gastrica en duodeno esta directamente relacionado con el nivel de
secrecion de acido gastrico. **7

Un factor de virulencia importante en H. pylori es la produccion de la ureasa; esta enzima
tiene un peso molecular de 550 kDa, esta compuesta de seis subunidades de UreA y seis de
UreB, organizadas en un doble anillo de 13 nm de didmetro; es una de las proteinas mas
abundantes, ya que constituye el 5% del total de proteinas que origina el microorganismo.
Después de ser injerida, la bacteria tiene que evadir la actividad bactericida del contenido
del lumen gastrico e incorporarse a la capa mucosa. La produccién de ureasa y la movilidad

son esenciales para el primer evento de la infeccion. '®

La ureasa cataliza la hidrdlisis de la urea en bidxido de carbono y amoniaco, necesita de
iones niquel para que se fijen en su sitio activo, de tal modo que se permite que H. pylori

sobreviva en un entorno 4cido creando un microambiente de neutralidad alrededor de ella.'®

Este procese permite que H. pylori se mueva rapidamente y atraviese lz capa de moco para
adherirse al epitelio gastrico; y los flagelos de H. pylori median el desplazamiento hacia el

nicho géstrico; la bacteria se adhiere a las células epiteliales gastricas a través de distintos

compenentes y los mejor caracterizados son las adhesinas que son proteinas bacterianas,
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glicoconjugados o lipidos bacterianos, que estén involucrades en los primeros eventos de la
colonizacién mediados por la interaccion entre la bacteria y los receptores de superficie de

las células epiteliales, o semejantes a lipidos, proteinas, glicolipidos o glicoproteinas. '®

La adherencia de la bacteria a los receptores de la célula hospedera produce cambios
celulares, aumentan la infiltracién e inflamacion celular, principalmente por neutrofilos y
monocites, asi como podrian influir en la permanencia de la bacteria. * Una de la adhesinas
empicadas por la bacteria es la proteina de unién a grupo sanguineo Lewis b (BabA);
presenta un tamafio de 78 kDa que se une al antigeno del grupo sanguineo de Lewis B

fucosilado. B

Durante la infeccion los flagelos de la bacteria permite su desplazamiento sobre Ia capa
mucoide para liegar al dominic apical de las células epiteliales gastricas mediante adhesinas
especializadas, una vez adherida Ia proteina asociada a la citotoxina (CagA) es inyectada a las
células gastricas a través de! sisterna de secrecion de proteinas tipo IV (SSPT IV); también se
libera la proteina activadora de neutrdfilos (Hp-NAP), y la liberacion de la citotoxina
vacuolizante (VacA) para inducir alteraciones en las células gastricas inductora de la

formacién de vacuolas en las células epiteliales gastricas (Figura 4). '3
PATOLOGIAS

H. pylori usualmente se adquiere durante la nifiez puede permanecer por afios e incluso por

décadas en el hospedero de los cuales del 80 a 9%0% de los sujetos son asintomaticos, La

infeccién aguda de H. pylori causa una hipoclorhidria transitoria ¥ es raramente




diagnosticada, la gastritis cronica se puede desarrollar en personas persistentemente

colonizadas. Algunos casos sufren cambios morfolégicos importantes en mucosa gastrica
que van desde un proceso inflamatorio leve, hasta el desarrollo de una gastritis que puede
evolucionar a una Ulcera, o a lesiones atréficas que pueden terminar en metaplasia,

displasia y finalmente en adenocarcinoma gastrico. *

H. pylori se distribuye en el estdmago lo que podria indicar el tipo de patologia que se
presente; ya que los pacientes con gastritis predominantemente antral tienden a presentar
una secrecion normal o elevada de dcido gastrico, lo que podria incrementar el riesgo a

desarrollar tlcera duodenal ?

H. pylori es el agenie eficlogico en el 70-80% de la gastritis cronica. En donde se afecta el
antre y el fondo del estémago, con dafio histolégico que incluye frecuentemente un
infiltrado de linfocitos, células plasmaticas y algunos eosindfilos; la inflamacién suele estar

presente principalmente en antro. **

Cuando se coloniza principalmente el cuerpo del estdmage tienden a desarrollar
inflamacion que puede derivar en gastritis atréfica que a su vez tiende a desarrollar tlcera
gstrica. H. pylori puede colonizar unicamente el epitelio de tipo gastrico y no se encuentra
en ¢l duodeno normal. H. pylori es un microorganismo que se adapta a el estomago debido

a sus factores de colonizacién y a su gran variabilidad genética, descansando en la

superticie de las células epiteliales gastricas bajo la capa de moco adherente, *%*
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Los pacientes con una alta produccion de acidez estin predominantemente en antro, son
pacientes con gastritis, presentan una predisposicién para desarrollar ulcera duodenal; los
pacientes con una baja produccién de dcido es mas probable que tengan gastritis en el
cuerpe del estomago, estos pacientes presentan predisposicion para desarrollar gastritis
atrdfica y pueden iniciar una secuencia de eventos como son metaplasma intestinal ¥

displasia gque en muy raros casos induce cancer géstrico (Figura 5). *
GENOMA DE Helicobacter pylori

Actualmente se tiene la secuencia del genoma completo de dos cepas de H. pylori; la cepa
Hp 26695 la cual fue aislada en Estados Unidos en el afio de 1987 de un paciente con
gastritis y la cepa J99 aislada en Estados Unidos en 1994 de un paciente con dlcera
duodenal. El cromosoma circular de la cepa 26695 contiene 1,667,867 pb y el de la J99
contiene 1,643,831 pb. Estos tamaflos son aproximadamente una lercera parte del de £,

Tl
coli.

Ambos genomas presentan un contenido de G+C de 39%. El anlisis de las secuencias
mostrd la presencia de S regiones en el genoma en la cepa 26695 y 9 regiones en la cepa
J99 con diferente composicién de G+C. En la regién 2 de la cepa 26695 se tiene un
contenido de G+C de 35%, esta corresponde a la isla de patogenicidad cag (PAl-cag), en la
cual se encuentra el gen que codifica para la proteina asociada a la citotoxina {cagA) y de
genes que inducen la expresion de interleucina 8 (IL-8); las 4 regiones restantes, no han

sido caracterizadas experimentalmente. En cambio la region | ¥ 3 tienen un contenido de

G+C de 33%, tienen copias de la secuencia de insercion 1S603, de los genes 535 RNAr v de




una secuencia repetida de 521 pb. La regi6n uno contienc el gen virB4, el cual codifica para
la proteina involucrada en la transferencia de DNA en Agrobacierium fumefaciens ven la
secrecion de la toxina de Bordetella pertusis. La regidn cuatro la cual contiene un 43% de
G+C tiene fusionados los genes rpoB y rpoC los cuales codifican para las subunidades del
RNA polimerasa. Ambos genomas contienen dos copias de los genes f6S y dos copias de
los genes 55-235 del RNA ribosomal; ademds, la cepa 26695 contiene un gen extra del 58

RNAr M

GEN ASOCIADO A LA CITOTOXINA (cagAd)

Un factor de virulencia importante y ampliamente estudiado en H pylori es la proteina
asociada a la citotoxina (CagA), ia cual fue identificada como un antigeno inmunodominante,
expuesto en la superficie de la bacteria, que presenta una variabilidad de tamafo de 120 a 145

kDa,quwstépmscnteenapmxhnadamemedGO%delasccpasderyiorf.”

CagAmtacodiﬁcadaenelexu'em03'delaPA.I-cag.Lamay0riadelascepaschpyfori
que causan alguna patologia se clasifican como tipo I, las cuales contienen la PAl-cag, esta
€s una regién cromosdmica de aproximadamente 40 kb, posee 30 genes. En la figura 3, se
muestra el rearreglo de los genes de la PAl-cag en la cepa 26695, el cual fue el primer
genoma de H. pylori en publicarse. La PAl-cag puede esta dividida en dos partes en
algunas cepas, por la presencia de un elemento de insercidn (I5605). La mayoria de los
genes de la PAl-cag estan implicados probablemente en el montaje de la maquinaria

secretora que transloca a la proteina CagA en el citoplasma de las células epiteliales

ga'su_icas 11,13 14
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En la figura 6 se observa que los penes marcados en naranja, dentro de la PAl-cag,
presentan similitud a los componentes del SSPT IV de Agrobacterium fhumefaciens, un
patégeno en plantas (proteinas Vir). Las proieinas codificadas por la PAl-cag son
implicadas en dos procesos importantes: a) la induccion de la produccién IL-8 por las
cglulas epiteliales gastricas y b) la translocacion de la proteina CagA de la bacteria hacia la
c€lula hospedera. Todos los genes representados por las flechas solidas son esenciales para
la induccién de IL-8; las flechas tramadas indican los genes no estin implicados en este
proceso. Las flechas contorneadas en azni indican a los genmes requeridos para el
desplazamiento de CagA; las lineas anaranjadas indican a los genes no esenciales para el

desplazamiento de la proteina, > '¢ "7
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FIGURA 6. La isla de Patogenicidad cag. *




La proteina asociada a la citotoxina es codificada por el gen cagd que se encuentra

localizado en el extremo 3' de la PAl-cag. Se han logrado detectar anticuerpos contra la
proteina CagA, en donde se han detectado niveles elevados de anticuerpos IgG por ELISA
contra esta proteina, por lo que se postula la expresion del gen cag4 como un marcador de
virulencia, esto es debido a que en pacientes infectados con cepas que tienen el gen cagd y
expresan la proteina CagA, se aprecia una asociacién con el desarrollo de gastritis cronica
activa, gastritis atrofica, lcera péptica y con un incremento en el riesgo de desarroilar
adenocarcinoma o linfoma gastrico. Las infecciones con cepas que carecen de la expresion

de esta proteina se han asociado con patologias menos graves. ' 16

ISLA DE PATOGENICIDAD cag (PAl-cag).

Esta isla esta insertada en el extremo 3° del gen cromosomal de la glutamato racemasa,
tiene una secuencia repetida directa de 31 nucledtidos, que participan en la integracién del
locus de 40 kb en el genoma de H. pylori. "' La presencia de la secuencia de insercion 605
{I3603) y un bajo contenido de G+C (35%), con respecto al resto del genoma de H. pylori
(39%); sugiere que la PAl-cag fue adquirida a partir de otro microorganismo por medic de

transferencia horizontal. '" ' (Figura 7).

Diversos estudios revelan que la PAl-cag puede estar presente como una simple unidad
continua o dividida en dos regiones (cag 1 y cag IT) por medio del [S605 o por un segmento de
DNA cromosomal. '* Esta variacién estructural en la PAl-cag explica la existencia de cepas

de H. pylori PAl-cag negativo y PAl-cag positivo, existe un operon de genes en la isla de

patogenecidad que codifica para el SSPT IV, 118




Gran nlmero de patgenos gramnegativos incluyendo Safmonella, Yersinia y Shigella sp; E.

coli patogénica, y algunos patogenos en plantas usan el SSPT IV para secretar las proteinas
bacterianas del citoplasma de la bacteria directamente al interior de la célula hospedera. La
translocacion de estas moléculas, también llamadas efectores, interfiere con una variedad de

activacién de las sefiales bésicas en la célula hospedera, 516

Los sistemas de secrecion de proteinas tipo I v [V son capaces de translocar proteinas
efectoras dentro de la célula hospedera. Es importante notar que el origen de la evolucion de
ambos sistemas es diferente; El sisterna de secrecion tipo [T se desarroil$ a partir del sistema
flagelar, mientras el tipo IV se origina de un aparato de conjugacion. ' ' Mientras que, los
flagelos son 6rganos de motilidad. Los sistemas de conjugacién permiten la transferencia de
DNA entre las bacterias. Sin embargo, los dos sistemas tienen signos en comim, como lo es
que pueden transportar proteinas por una estructura de canal compleja que vas desde la

bacteria hasta la célula blanco. '

REGION VARIABLE 3’ DEL GEN cagA

El gen cagA codifica para una proteina de 1,147 aminoécidos con una masa tedrica de
128,012 Da. La repeticion de un segmento de 102 pb , es lo que le confiere la variabilidad
de tamafio a la proteina cagA. Ademas, estas repeticiones son ricas en prolina, altamente

hidrofilicas con una gran probabilidad de estar expuesta en superficie de la proteina y ser

17,18

muy inmunogénica.
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Diversos estudios han mostrado que la patogénesis de atrofia y cncer gdstrico se ha asociado
a cepas de H. pyiori con mas de 3 regiones repetidas. 19213 Estudios recientes muestran que
esta regién variable en el extremo 3” del gen es la region con mayor heterogeneidad, por
sus diferencias nucleotidicas sustanciales entre las cepas aisladas de pacientes occidentales
y de pacientes asisticos. ' ® # ¥ Estas diferencias estructurales en la proteina CagA
podrian estar involucradas en el incremento del riesgo para el desarrollo de céncer gastrico
en personas que esién infectadas con cepas de /. pylori que expresan la proteina CagA con
alta afinidad a SHP-2. * Por otro lado, la funcién de la proteina CagA fosforilada es poco
entendida aunque se postula participe en proliferacion celular y riesgo al desarrollo de
cincer gastrico. Dadas las evidencias anteriormente seflaladas para la proteina CagA, no

podria eliminarse que el grado de fosforilacién sea un marcador epidemiologico. * P

En un estudio realizado por Yamaoka et al, %2 en el que estudic las variantes de la region
3* del gen cagd en 155 cepas de H. pylori aislado de pacientes japoneses con distintas
patologias, en el que se encontrd 50 pacientes con gastritis, 40 con dlcera gastrica, 35 con
tilcera duodenal y 30 con el cdncer géstrico. En este estudio se amplificéd por PCR la region
variable 3’ del gen cagd de H. pylori y después se secuenciaron estos preductos y se
encontrd que 145 cepas dieron productos de PCR de un peso de 642 a 651 pb; 10 cepas
tuvieron un peso moiecular de 756 a 813 bp. Ademas, se encontrd que la secuencia de la
region 3’ del gen cagd de las cepas japonesas difirié notablemente de la secuencia primaria
de genes de cagd del Occidente de Asia; ademas, se clasificd en cuatro tipos de estructura
primaria de gen cagd (designados A, B, C, y D) dependiendo del tipo y el nimero de

repeticiones como se observa en la figura 8; encontraron que el tipo C de estructura

primaria se asocio a pacientes con cancer gésuico.z'
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Type B

Type C

Figura 8.-Estructuras primarias de la regién variable 3’ del gen cagA. '

Las cepas que presentan la estructura primaria tipo C se asocian con niveles altos de
anticuerpos anti-cagA y mayor dafic en la atrofia géstrica, en un estudio posterior se encontr
qmlascepasdcﬁpyr'orfconmﬂsde3regionesrepetidasenlaregién3’delgencagAson
asociadas con un dafio histolégico aumentado y con una reducida scbrevivencia en
cordiciones dcidas; Las cepas cagd negativo de H. pyiori son més resistentes a pH écido del

estomago en comparacion con cepas de H. pyori cagA positivas, * 3!

En otro estudio realizado por Rota ef al. en donde estudiaron la regién variable 3’ del gen
cagd de H. pylori en pacientes con y sin ilcera péptica por medio de PCR; se observé que
la infeccion de H. pylori se puede asociar al cuadro clinico de acuerdo al genotipo de cagd.
Para investigar la relacién entre el genotipo de cagA y la tlcera péptica se estudiaron 113
biopsias géstricas de pacientes infectados con H. pylori en Brasil las cuales fueron
analizadas por PCR. Existe una variacién de subgenotipos de cagA en distintas regiones
diferentes, por lo cual el andlisis de PCR para la region variable 3’ se utilizaron los

iniciadores segiin una metodologia descrita por Yamaoka ef af. ¥, para la regién consenso

3’ del gen cagA.




Se observo que cagd estaba presente en 53 (71%) de 75 de las cepas de H. pylori ademas se

encontro en el andlisis de la region del consenso una asociacidn con la enfermedad de
ulcera duodenal y no hubo relacién con ilcera gastrica, cuando se compara con pacientes
con duodenitis o gastritis. Se encontraron tres tipos de estructuras primarias de cagd (A,
B/D, y C). Sin embargo, en 8 {18%) de los casos, mas de un subtipo estaba presente,
ademsds se observe que cagd era un marcador en cepas de H. pylori para la enfermedad de

ulcera duodenal en esa poblacién. La presencia de multiples subgenotipos de cagd se

19,21

asocid con la Ulcera gastrica.
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JUSTIFICACION

Se sabe que . pylori es una cepa altamente heterogénea en el extremo de ia region variable
3" del gen cag4 debido a inserciones, perdidas y sustituciones de pares de bases lo que hace
que la bacteria tenga una alta diversidad genética, ademas de que pueden haber hasta tres
repeticiones del fragmento de 102 pb en este extremo lo que implica que estén presente
motivos que son sitios de fosforilacion de la tirosina que pueden ser un marcador
epidemioldgico para el desarrollo de patologias tales como: tlcera péptica y

adenocarcinoma gastrico; en Méxice desconocemos la prevalencia o frecuencia de los

diferentes genotipos de cagd en cepas aisladas de México.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el polimorfismo de los distintos genotipos de la region variable 3 del gen cagA

de Helicobacter pylori aislado de pacientes mexicanos.
Cbjetivos particulares

*Disefio de los iniciadores para la amplificacion de la region variable 3° del gen cagd de

los aislamientos mexicanos.
*Diseflar un PCR especifico para la amplificacién de la region variable 3 del gen cagAd.
*Estudiar el polimorfismo de cagA en la region variable 3” de los aislamientos mexicanos.

*Comparar ¢l polimorfisme de la regién variable 3' del gen asociado a la citotoxina de

acuerdo a la regién anatémica del estomago.
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METODOLOGIA




METODOLOGIA.

Cepas de H. pylori

Se trabaje con 115 cepas de A pylori aislada de pacientes que fueron sometidos a una
endoscopia por sintomatologia diversa (pacientes con tlcera péptica, ilcera péptica
hemorrdgica, gastritis cronica, dispepsia no ulcerosa y pacientes con cancer gastrico) en el
Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricién “Salvador Zubirdn, a los cuales se les
tomaron miiltiples biopsias (antro, incisura angular, cuerpo y fondo géstrico); del Hospital
de Alta Especialidad Sur de Petréleos Mexicanos (antro y cuerpo) y del Hospital General
“Manuel Gea-Gonzilez” (antro y cuerpo); ademads, en los sujetos con céncer gastrico se
tomarcn muestras del tumor y periferia; y de los cuales se obtuvieron miltipies

aislamientos por sujeto.

EXTRACCION DE DNA.

Se extrajo el DNA de las 1135 cepas de H. pylori con el método de GENE CLEAN (Bio
101, La joya, CA) a partir de 100 pL de una suspension bacteriana de la cepa de H. pylori,
se le agregaron 500 pL de solucion de Tiocianato de Gunidina-EDTA-Sarcosinato {GES),
s¢ mezcla por inversion y se incub6 16 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
agregaron 10 uL de Glass Milk (BIO 101. La Joya, CA), se incubé durante 20 minutos a
temperatura ambiente con agitacién cada 2 minutos, una vez transcurrida la incubacién se

centrifuge a 14,000 rpm, durante 20 segundos; se decanté el sobrenadante y la resina se

lavé con 300 uL de solucion de lavado (New Wash, BIO 10l. La Joya CA),




resuspendiendo la resina con la micropipeta para después centrifugar durante 20 segundos a

14,000 rpm, descartar el sobrenadante, este ultimo paso se repiti¢ dos veces mas yenel
ultimo lavado se recuperd el sobrenadante con la micropipeta; se dejo secar durante 10
minutos la resina; se adicionaron 20 pL de agua desionizada ¥ se incubd en bafio maria a
55° C durante 5 minutos; s¢ centrifugo a 14,000 rpm durante 1 minuto para poder recuperar

el sobrenadante dende se encuentra presente el DNA, se repitié la elusion una vez mas.

DISENO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS PARA LA AMPLIFICACION POR PCR

DE LA REGION VARIABLE 3'.

Para la amplificacion de la regién variable se utilizaron los iniciadores reportados por
Yamaoka ef afl, 1998; asi como también se disefiaron iniciadores nuevos para la
amplificacion de esta region, para fo cual se empleo la secuencia del gen cagd de la cepa
aislada de un paciente mexicano (Hp 33C5N) y de las secuencias reportadas en e! banco de
genes (A pylori CCUG 17874; ATCC 53726; Hp 26695 y Hp J99) para lo cual se
emplearon los programas ALIG (Scientific and Educational Software}, ClustalW (BCM
Search Launcher: Miltiple Séquense Alignments), PRIMER DESIGNER (Scientific and

educational software) y BLAST 2.0 (Basic Local Alignmet Serach Tool).

AMPLIFICACION DE LA REGION VARIABLE 3’ DEL GEN cag4A POR PCR

Para |a amplificacién de la regién variable en las cepas aisladas de pacientes mexicanos, se

empiearon los iniciadores reportados por Yamaoka y cols, y los disefiados en este estudio

(tabla 1 y figura 9). Dos pL del templado de DNA se adicionaron a 23 HL de una mezcla de




reaccién de PCR, que contiene: Tris-HC] 10 mM {pH 8.3), KCI 50 mM, MgCl; 1.5 mM,

gelatina 0.01% (peso/vol.), 200 uM de cada uno de los deoxinucledtido {Boehringer,
Mannheim), 10 pmol de cada unc de los iniciadores y 1U de Tag DNA polimerasa
(Platinum Taq DNA Polimerase, Invitrogen. Life technologies). La amplificacién por PCR
se realizé en un termociclador GeneAmp 9700 (PE, Applied Biosystems). Se emplearon
cepas tipo de H. pylori para la estandarizacion de las condiciones de amplificacion para
cada uno de los juegos de iniciadores, como controles. H. pylori ATCC 43504 y Hp 84-
183, como controles cagd positivos; Hp 86-313 como control cagA negativo, la
especificidad de la amplificacion fue evaluada utilizando DNA de Escherichia coli DHSa

como control negativo, asi como agua como un control negativo de contaminacion.

El ciclo de amplificacion consiste en una desnaturalizacién inicial del DNA a 94° C durante
3 minutos seguido de desnaturalizacion a 94° durante 1 minuto; la temperatura de
alineamiento fue de 50° 6 55° C durante 1 minuto ¥ extensién a 72° C durante 1 minuto,
durante 35 ciclos. El ciclo final incluye una extensién durante 7 minutos a 72° C. Los
productos de la amplificacion fueron visualizados por electroforesis en un gel de agarosa al

1.5 %, con 0.5X de TBE, tefiidc con Bromuro de Etidio y examinados en un

Transiluminador con luz ultravioleta (UV),




Figura 9. Estrategia de amplificacion de la region variable 3° del gen cagd.

Tabla 1. Iniciadores para la amplificacién de la region variable 3” del gen cagd de H

pylori.
Posicion ™

Nombre 5 T 3 (pb) ASneamiento | Amplicon

GCRRVITF | AGC CTG GTC GGT AATGGATTATCT | 2538 21

GCRRVZOR | AGA TCA TCAACT TTA TCATGC C 2859 50° C

GCRRVI7F | ACC CTG GTC GGT AAT GGA TTA TCT 2538 906

GCR 2ZR| TTAAGA TTT TTG GAAACCACC TTTT | 3444 55°C

Yamaoka | ACC CTA GTC GGT AAT GGG TTA s C 8881081

Yamacka |GTA ATT GIC TAG TTT CGC P

31




ESTANDARIZACION DE PCR USANDO DIFERENTES CONCENTRACIONES

DE MAGNESIO.

Se realizo una curva de estandarizacion de magnesic empleando el mismo coctel de

amplificacidn descrito arriba, solo se variaron las concentraciones de magnesio {tabla 2).

Tabla 2. Curva de Magnesio.

Facultad de Quimica, UNAM

Tubo Nimero ] 2 3 4 5 6
Concentracion
final de MgCl; 0.8 1 1.2 1.5 1.8 2
Solucién de
MgCl> (25 mM) | 0.8 oL Ipl 1L2ul | L5pL | 1.8pL 2puL
Agua paraPCR | 1.2 pL 1 pL 08ul | 05uL | 024l 0pl

CLASIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR AMPLIFICADOS

Se realizo la clasificacion de la regién variable 3° de cag4 basado en el estudio realizado

por Xarita et ai™ en el que observo tres tipos de fragmentos y los clasifico en base a

tamafio, los cuales fueron denominados corto, mediano y largo.
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RESULTADOS

Se caracterizaron 115 cepas de H .pylori aisladas de pacientes mexicanos de las cuales 87
fueron del Proyecto: Asociacion de H. pylori en los diferentes estadios de carcinoma
gastrico (Céncer), 6 del Proyecto: Hospital Gea-Gonzélez {Gastritis), ademas, & de tlcera
péptica; 9 de tlcera péptica hemorrdgica y finalmente 7 fueron de pacientes control (No
ulcero pépticos, todas estas obtenidas de los proyectos de: tlcera péptica hemorragica y del
Hospital PEMEX-Facultad de Medicina, UNAM-INMNSZ; todos los proyectos
mencionados antericrmente son del Programa de Inmunologia Molecular Microbiana de la

Facultad de Medicina a cargo de la Dra. Yolanda Lépez Vidal.

Para la amplificacidn de la regién variable 3’ del gen cagd, se realiz6 una busqueda de los
iniciadores en MEDLINE y la publicaciones que reportaron con la regién variable 3’ del
cagA son de Yamaoka, Rota, Azuma; se decidié usar los iniciadores de Yamaoka ef af.
1998, sin embargo, no hubo amplificacién de ningiin producto; al no obtener éxito en la
amplificacién con los iniciadores de Yamaoka se decidit disefiar los iniciadores a partir de
la secuencia del gen cagA de un aislamiento mexicano de 4. pylori 33C5N, y de las cepas
de H. pylori: 26695, 199, Hp 15818, F32, ATCC 43526, ATCC 53726, NCTC 11638,
NCTC 11637; y se obtuvieron los siguientes iniciadores GCRRVI7F, GCRRV18R,

GCRRVISF y GCR 22 R,

Inicialmente se trabajé con los iniciadores GCRRV17 y GCRRV1S, con un producte de

PCR de 338pb, 440pb y de 542 pb y se observé que el par de iniciadores no amplificaban

toda la secuencia ya que el iniciador GCRRV18 no amplificaba toda la regién variable ya
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que esta amplificacion era errénea debido & que no podiamos observar la amplificacién de
la regién variable 3’ por complete, por lo que se decidié cambiar el iniciador GCRRV 18
por ¢l iniciador GCR22 el cual es un iniciador que amplifica fuera de la regién variable 3*
con lo que podemos asegurar que esta regién variable 3’ va a ser amplificada completa, por
lo que se trabajo con el par de iniciadores GCRV17? y GCR22 para asi poder tener una

amplificacién de la regi6én variable 3° de cagd correcta.

También se logré ia estandarizacién de la amplificacién por PCR de la region variable 3 de
cagd en lo que se obtuvieron que las condiciones 6ptimas de concentracién de MgCl; fue
de 1.5 mM y temperatura de hibridacién de 50° C en estas condiciones se observéd que no

se existian productos inespecificos en la amplificacion.

Al realizar la amplificacién de la regién variable 3° de cagd con el par de iniciadores
GCRV17 y GCR22 se observa la amplificacién completa de la region variable 3° de cagd
en la que se observd la amplificacién de solo dos fragmentos de cagA, los cuales fueron
detectados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% revelados con bromuro de
etidio y detectados, uno de 906 pb denominado fragmento corto y otro de 1,008 pb
denominade fragmento mediano. Ademas, se observé que algunas cepas contenian los dos

tipos de fragmentos tanto el fragmento corto y ¢ fragmento mediano {tabla 3 y figura 10).

Se observé en el gel de agarosa al 1.5% TBE; revelade con bromuro de etidio muestro a
continuacién los genotipos encontrados durante la amplificacin; en el carril numero uno
se observ la banda perteneciente a una cepa de H. pylori de cancer de 906 pb denominada

fragmento corto; en el carril niimero 2 se observé el marcador de peso molecular de en

35




muktiplos de 100 pb; en el carril numero 3 una banda de 1,008 pb proveniente de cepa de A.
pylori proveniente de céncer denominada fragmento mediano; finalmente en el carril
niimero 4 se observa la presencia de dos bandas que representan al fragmento corto y
mediano proveniente de una cepa de H. pylori de céncer gistrico, posiblemente sea una
colonizacién mixta, ya que se pueden observar ambos tipos de fragmentos identificados

tanto el fragmento corto de 906 pb; y el fragmento mediano de 1008 pb.

Tabh 3. Genotipos amplificados de la region variable 3° del gen cagA.

1008 pb 806 pb 1008 pb

29Ca+2 18Cac1
Figura 10. Genotipos de la regitn variable 3™ del gen cagA.
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En la tabla 4 y figura {1; se muestran los distintos tipos de fragmentos amplificados asi
como su prevalencia de los distintes genotipos; en la que se el fragmento amplificado mas
prevalente en las cepas mexicanas fue el corto de 906 pb presente en 77 de la 115 cepas
amplificadas, lo que indico que estas probablemente no presentan la repeticion del
segmerio de 102 pb en el extremo 3° del cagd; el fragmento amplificado denominado
mediano de 1,008pb, ademds se observo que este tipo de fragmento estuvo presente en 17
de las 115 cepas amplificadas; ademas se observé que 20 de las 115 regiones amplificadas
mis de un tipe de la regién variable, por la presencia de los genotipos corto y mediano

simultanearmente,

Tabla 4. Prevalencia de genotipos de la region variable 3’ del gen cagA de H. pylori.

i 77(67)

- 17(14.8)

20(17.4)

1(0.8)




Figura 11. Polimorfismo de la region variable 3° del gen cag4.

De acverdo a regidn anatémica del estomago la catacterizacion de fas 115 cepas
amplificadas, en cuanto al fragmento corto se observd que este estaba localizado
principalmente en el Antro con 29.8%; en el cuerpo fue donde hubo mayor prevalencia del
fragmento corto con un 27.3 %; ademds se observé en el tumor y su periferia un predominé
del fragmento corto con un 22.1 %; de 12.9 % en el Fondo; y menos prevalente en la region

de la Incisura Angular (tabla 5).
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Tabla 5. Distribucitn del gepotipo corio por 4rea anatGmica del estomago.

Regiba corto % (AT)
Antro 29.8(23/T7)
Foudo 12.9(16/77)
Cuerpo 27.3QUT)
Incisars Angular 786777
Tumor y Periferia 22.1Q17777)
—— R

Figura 12 Distribucitn del genotipo cofto por area anatémica de] estdmago.

En cuanto al genotipo mediano (fragmento mediano) se observd localizado principalmente

en el Tumor y Periferia con una alta prevalencia de 35.3% y que ademis es donde el

genotipo medianc fue mas prevalente con respecto al corto; también se observo que en el

Fondo una prevalencia del 23.5%; en cuanto al antro y el cuerpo se obtuve una jgual
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prevalencia del genotipe mediano con un porcentaje de 17.6%; el genotipo mediano con

menor prevalencia en la region de Incisura angular del 5.8% (tabla 6).

Tabla 6. Distribucidn del genotipo mediano por 4rea anatémica del estémago.

R

17.6{3/17)

2354/17)
17.6(3/17)
5.8(1/17)

35.3(6/17)

En cuanto al genotipo con colonizacién mixta que tenia tanto el genotipo corto como el
mediano s¢ observé interesantemente que la colt}nizaciénrmixta fue la mas prevalente en el
Cuerpo; con respecto a las otras regiones anatémicas analizadas fue de un 40%; seguida del
aniro con una prevalencia del 25%; en cuanto al tumor y periferia se observé una la
presencia de una probable colonizacién mixta de un 20% respecto a las demis regiones; en
cuanto al Fondo encontramos una baja prevalencia de colonizacion mixta al encontrarse

solo una prevalencia de 5% siendo esta la mas baja de las regiones anatémicas analizadas

{tabla 7).




Tabla 7. Deteccitn de colonizacién mixta en las cepas de H. pylori amplificadas en la

region variable del gen cagA.

25(520

5(1/20)

40(8/20)

10{2/20)

20 (4720)

El genotipo corto de cagd se amplifico principalmente en . pylori de la regién de antro y
CUCTpO; en contraste, el cagd genotipo mediano se encontrd en la regién del fondo y en el

tumor y periferia. Por otro lado, la amplificacién de ambos genotipos se encontrd en cepas
de A. pylori aisladas de antro y cuerpo, sin significancia estadistica; en antro se observo la

presencia de cepas que poseian el genolipos corto y ¢l mediano (tabla 8).

Las cepas de H. pylori de antro se reporté que presentan principalmente el genotipo corto
de cagd. Este estudio mostrd una combinacion de cagAd en genotipos cortos y medianos,

posiblemente un mecanismo de sobrevivencia para la adaptacién a las diferentes

condiciones de acidez en la mucosa géstrica.




Tabla 8. Polimorfismo de cagd asociado a la regién anatémica del estomago de las 115

cepas de . pylori.

29.8(23/77) 17.6(3/17) 25(5/20
12.9(10/77) 23.5(4/17) 5(1/20)
27.3(21/77) 17.6(3/17) 40(8/20)
7.8(6/77) 5.8(1/17) 10(2/20)
22.1(17/77) 35.3(6/17) 20 (4/20)

El genotipo corto de cagd se encontré en todas las patologias estudiadas pero
principalmente en Cancer Gustrico, Ulcera Péptica Hemorragica, Ulcera Péptica y No

Ulcera Péptica; en cambio en Gastritis se observaron ambas fragmentos (corto y mediano),

sugiriendo una probable colonizacién mixta (tabia 9).
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Tabla 9. Genotipos de la regién variable del gen cagA de acuerdo a la patoiogia.

79.3(69/87)

36.8(32/87)

100(6/6) 83.3(5/6)*
100(6/6) 0(0/6)
100(9/9) K0/9)
100(7/7) 07

Se realizé un analisis estadistico en donde se observé que en gastritis con la colonizacién

mixta se encontré una p significativa de p=0.0214. El genotipo mayoritario de cagA fue el

genotipo corto, este genotipo es més resistente al pH 4cido; también se asocié fuertemente

€n antro, cuetpo; asi como en pacientes con cdncer, mismos que presentaron un alto grado

de proliferaci6n celular con la presencia de grandes infiltrados inflamatorios.

EncuantoalaZonatumoralde[alesiénenpacimtmconcéncergéstﬁcoseobsewé

principalmente el genotipo corto.
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DISCUSION

H. pylort causa infeccidn gastrica en un alto porcentaje de la peblacion, aproximadamente el
50% de la poblacién mundial esta infectada, v esta se incrementa en paises con un nivel
socioeconémice bajo, debido a las bajas condiciones de salud en las que se vive, la infeccidn
por H. pylori se ve incrementada con la edad en ciertas poblaciones étnicas . Cuando una
persona es infectada por H ppori, esta infeccién puede persistir por afios, décadas y
posiblemente de por vida, la mayoria de los individuos infectados por H miori son
asintométicos y sélo un pequefio porcentaje tienden a desarrollar alguna patologia, tales como:
iilcera péptica, gastritis cronica atrdfica, que es un factor de riesgo para el desarrollo de
adenocarcinoma y linfoma gistrico tipo MALT *. Esto implica que existen caracteristicas de
las cepas, como son sus factores de virulencia; asi como caracteristicas en el hospedere y

ambientales, que juegan un pape! importante en la patogénesis de la infeccién por H pylori.

H. pylori clasificado por la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC)
como carcindgeno humano tipo T ¥; debido 2 que puede causar cincer gastrico solo en
humanos mediante distintos mecanismos como pueden ser; induccién de hiperproliferacién
de clulas géstricas, ademas de interferencia con las funciones de los antioxidantes y un
incremento en la concentracién de especies de oxigeno reactivas y 6xido nitrico que pueden

ser las causantes del dafio oxidative de los acidos nucleicos y causar un estrés celular, 3

Un factor de virulencia importante en K. pplori, es la proteina asociada a la citotoxina

(CagA},lacualdmanlclapaLogén&isdelabacIaiamsecrstaiamedianteunsistemade

secrecion de proteinas tipe IV; CagA es un antigeno innmumodominante, con una variabilidad




en su masa molecular de 120 a 145 kDa, ademas esta presente en aproximadamente el 60 al

90% de las cepas de H. pylori. "5

La variabilidad en el tamafio de CagA se debe a la repeticion de un fragmento de DNA de
102 pb en el extremo 3° del gen como lo describié Covacci et @/ y Telford et af estas
repeticiones son ricas en prolina, altamente hidrofilicas con una gran probabilidad de estar
expuesta en superficie %, ademas esta region variable en el extremo 3° del gen es la regién
con mayor heterogeneidad, debido a que es donde se han encontrado diferencias
nucleotidicas sustanciales entre las cepas aisladas de pacientes occidentales y de pacientes

asiticos. >

Estudios realizados por Yamaoka ef af., 1998, 1999 y Azuma e/ f. mostraron una asociacion
entre la regién variable y la patogénesis de atrofia y céncer gastrico, con cepas de H pylori
que presentan mas de 3 regiones repetidas como fue descritc por Yamaoka e af, 1998,
Yamzoka ef af, 1999, Azuma et al ™ **3; por otro lado, clasificaron el gen cagd de acuerdo
al nimero de secuencias repetidas en la regién variable 3° y describieron 4 tipos de estructura
primaria en base a su secuencia nucleotidica y a su organizacion estructural, permitiendo
identificar cuatrc alelos del gen cagd, designados como tipos A, B, C y D; en un estudio
reciente por Karita et a/.* encontraron que las cepas de H pylori con mas de 3 regiones
repetidas en [a regién 3 del gen cagd se asocian con un mayor dafio histolégico y con una
reducida sobrevivencia en condiciones &cidas; ademas, las cepas de H. pylori cagd negativo
son més resistentes al pH 4cido del estomago en comparacion con cepas de H. pylori cagd

positivas, *




Ennmu-oesmdiosetraléampliﬁwrlaregiénvariableydﬂgencag,{cm]osiniciadom

reportados para amplificar esta regién variable come previamente lo reporté Yamaoka, Rota,
Azuma en estudios similares pero sorprendentemente sin amplificacion de ningiin producto
en cepas mexicanas, lo que se puede sugerir la presencia de la gran diversidad de
diferencias nuclectidicas debido a que la secuencia de A, pylori tiene un bajo contenido de

G + C que la hace muy susceptible a sufrir mutaciones.

Debido que no se logro realizar con éxito la amplificacion de la region variable 3° del gen
cagA con los iniciadores de Yamaoka ef al. se decidio disefiar un par de iniciadores a partir
de la secuencia de la cepa mexicana 53C5N para asi obtener los iniciadores que amplificara
correctamente la regién variable 3’ del gen cagd de cepas mexicanas, mediante el uso de
los iniciadores GCRRv17 y GCR22 que amplifican de la posicién 2,538 pb a 3,444 pb, por
lo que se obtuvo productos de amplificacién de la regién variable de aproximadamente 906

pby de 1,008 pb, debido a una repeticién de 102 pb en el extremo 3’ del gen.

Debido a que la amplificacion de la region variable 3° no se tenia estandarizada con los
miciadorwdiwﬁadoswdmidiémaliarmacmademdaﬂmciéndemagn&sio,mhqm
la concentracién ideal para la amplificacion fue de 1.5 mM de magnesio y se empled esta
concentracién,yaqueﬁxenlaqmmseobsavamn;mdmtoshnspeciﬁcos,ademésdumme
hehbmadéndelpmgramdemnpﬁﬁmiénseobsavéqueht&npaﬂmdealmm
ideal de los iniciadores fue de 50° C.

Se trabajaron con aislamientos de A, pylori de las regiones anatomicas del estémago ya que

sembequeendistintaspalologiasevepredispuestaspamcla.ntroye[cuerpodel




estomago, las cuales fueron las regiones anatdmicas en las que mas se observaron los

genotipos cortos amplificados; asi como, los aislamientos con la colonizacidn mixta; se
sabe que son genotipos que produce un gran dafto histologico; ademas de que la
inflamacién es mayor en antro que en el cuerpo. H. pylori se suele distribuir en distintas
regiones anatomicas del estdmago; para los pacientes con gastritis predominantemente se
localiza en antro y esta region tiende a presentar una secrecion normal o elevada de acido

gastrico lo que podria incrementar el riesgo a desarrollar tlcera duodenal.

Cuando se tiene colonizacién en el cuerpo del estomago tienden a desarrollar inflamacion
que puede derivar en gastritis atréfica que induce a Ulcera géstrica, esta region tiende a
presentar una secrecion normal o baja de 4cido gastrico; se sabe que a lo largo de la
infeccion se llevan a cabo cambios morfoldgicos importantes en mucosa géstrica, que
puede ser una inflamacidn leve o bien desarrollo de la gastritis atréfica. Con ello iniciar una
secuencia de eventos como son metaplasma intestinal y displasia que en muy raros casos

llega a cincer gastrico

Cabe mencionar que la mayoria de las personas infectadas con H. pylori logran tener solo
una infeccién asintomatica. La infeccién con H .pylori induce la formacion de mucosa-
asociada a tejido linfoide (MALT)} en la mucosa géstrica. Durante la amplificacién se
observé la presencia de dos productos de amplificacion uno de un tamafio de 906 pb y otro de
1,008 pb io que coincidia con un estudio realizado por Yamaoka ef al.?! En é| se observé

variantes de la region 3’ del gen cagd aislado de pacientes japoneses en ¢l que encontrd

cuatro tipos de estructura primaria de gen cagd (designados A, B, C, v D) dependiendo del




tipo y e! nimero de repeticiones cabe resaltar que en este mismo estudio se encontrd que el

tipo C estaba presente principalmente en pacientes con cancer gastrico.

De acuerdo a Yamaoka ef al.?! las estructuras primarias, que é] clasifico se sabe que la de
tipo A es una estructura con una sola repeticion del fragmento de 102 pb y que seria un
fragmento corto, en cuanto a las estructura primarias B y D que son fragmentos medianos
pueden tener dos repeticiones del fragmento de 102 pb de la regién variable 3°, en cuanto a
la estructura primaria tipe D, se describié que esta es perteneciente a un fragmento largo

que consta de 3 repetictones del fragmento de 102 pb.

Kan'raeraf.”ana.ljzéeltamaﬁodecagAbasadomlassacucnciasmmesmdio,cnelquese
observaron tres tipos de fragmentos que fueron clasificados en fragmento corto, mediano y
largo esto de acuerdo a su tamafio; por lo que se decidid clasificar los fragmentos
amplificados en este estudio de acuerdo a la clasificacion de Karita ef al, y Yamaoka es altt
se abservaron principalmente dos diferentes tipos de genotipos uno de 906 pb v otro de 1,008
pb, basado principalmente en la clasificacion de Karita et @/, el fragmento de 906 pb como un
fragmento corto y el fragmento de 1,008 pb se clasificé como fragmento medianc, no
encontrindose un fragmento largo en los aislamientos estudiados de las cepas mexicanas; as{
como también se observaron dos aislamientos con ambos genotipos corto v largo (906 pb ¥
1,008pb), lo que se atribuye a la presencia de dos cepas de H. pylori por la variabilidad de su

ion.

El genotipo corto fue el mayoritario de cag4, este fragmento es mas resistente al pH acido;

ademsds este se asoctd fuertemente en antro, cuerpo y en pacientes con cancer. El genotipo
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corto se presentd con un alto grade de proliferacion celular con la presencia de un gran

infiltrado inflamatorio.

Por lo que en los aislamientos clinicos de cepas de H. pylori se observarcn principalmente
dos tipos de estructuras primarias de la regién variable 3° del gen asociado a la citotoxina
cagAd v se decidieron clasificar de acuerdo a su tamafio como fragmentos cortos a los que
tienen un peso de 906 pb y a los fragmentos con un peso de 1008 pb se decidieron clasificar

como fragmentos medianos.

Doyle et al. reportaron que la diversidad en la regidn variable del gen cagd de H. pylori se
debe a una repeticion en la secuencia de un fragmento de 102 nucledtidos; esta repeticion
se observo comparando el tamafio de los productos de PCR obtenidos de 54 diferentes
aislamientos de . pylori, los iniciadores designados para amplificar a cagd se esperaba
obtener un producto de alrededor de 1,059 nucledtidos y se observo que los productos
variaban considerablemente de 1,110 a 1,822 nucledtidos, pero la mayoria estaban
alrededor de 1,335 nucledtidos, se secuenciaron % productos de PCR representativos y otros
4 de secuencia conocida para compdralos y se observo que dentro de la region variable, del
gen cagA, habia dos regiones adyacentes variables, una distal ¥ una proximal; la regitn
proximal presenta un motive con 4 a 6 residuos de asparagina y 7 amino4cidos repetidos en
la secuencia (KIDQLNQ); la region distal esta entre la secuencia KIDQLNQ y una

duplicacién bien conservada de esta, '*%%

En un estudio donde se analizo el tamaiio de cagd basado en las secuencias repetidas se en

estudiaron cepas de A pyiori cagA positivas aisladas de cuerpo y antro de distintas patologias
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""" * Faculiad de
del estomago por medio de PCR se encontrd un patron de repeticion en la regién variable 3°
estos tipos de fragmentos fueron clasificados en fragmentos cortos (970 pb), fragmento
mediano (1,100 pb) y fragmento largo (1,300 pb} ademés estas cepas con este tipo de
fragmentos se estudio su resistencia al pH donde se encontrd que las cepas con el fragmento
corto son maés resistentes al pH 4cido comparado con las cepas con fragmentos largos la

presencia del fragmento largo se asocia a un mayor dafio histolégico. *

Higashi et af.?, estudiaron la actividad biologica de CagA determinando que la variacidén
en los sitios de fosforilacion de la tirosina, en la que observo a CagA fosforilada midiendo
ia actividad de la fosfatasa especifica SHP-2, la cual induce la transformacién morfolégica
de células. Se observo que las proteinas CagA de cepas de H. pylori aisladas de Occidente
tiene una sucesion de 34 amino4cidos que se repite variablemente entre estas cepas. En este
estudio s¢ vio que esta repeticién contiene sitios de fosforilacién de la tirosina. 2 ? Se
observo que las cepas que contenian mas sitios de fosforilacion de la tirosina exhibian mds
actividad de fosfatasas SHP-2 e inducia mayores cambios morfologicos en las células
géstricas; también se observo que los aislamientos de H. pyfori de Asia Oriental en donde el
céncer gastrico es mas predominante se encontré que las regiones de fosforilacion de la
tirosina correspondian & los aislamientos de CagA de Occidente ** ¥, lo que nos indica que

si se tienen més sitios de fosforilacién de tirosina puede ser un predictor para individuos

que desarrollen céncer gastrico. ®




En el este de Asia se observo que habia una unién mas alta de SHP-2 y mis cambios

morfolégicos en las células gastricas que en el Occidente. ¥ Lo que indica que en este
estudio se encontré la importancia del potencial de CagA con la célula huésped, que
determina el grado de union a SHP-2, la cual depende del nimero y repeticiones de los

sitios de fosforilacion de la tirosina, lo que ayuda a comprender las diferencias de las cepas

en regiones y prevaiencia de una patologia de una region a otra. w3z
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CONCLUSIONES

Los genotipos de cagAd mediante la amplificacion de la regién variable 3° de

Helicobacter pylori aislado de pacientes mexicanos fueron determinados.

El fragmento cagd con el genotipo corto fue el mas prevalente de todos los

aislamientos.
El genotipe corto de cag4 se encontrd principalmente en la region anatomica del
estomago de antro y cuerpo, el genotipo de cagd mediano se encontrd

principalmente en fondo.

La combinacién de genotipos cortos y medianos de cagd se identifico

principalmente en cuerpo.

La coinfeccion con diferentes genotipos de cagd se observd en algunos

pacientes.
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PERSPECTIVAS
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PERSPECTIVAS

Numerosas estudios han mostrado que las cepas de H. pylfori con fragmentos largos en
la region variable del gen cagAd son mas virulentas que las cepas con fragmentos cortos. Sin
embargo, en nuestro estudio se observo un predominio del fragmento corto, por lo que la
deteccidn de la regién variable parece ser un buen predictor de enfermedad en la infeccion por
H. pylori. Por otro lado, la diversidad en la secuencia de aminodcidos en los sitios de
fosforilacion de tirosina de la proteina CagA, pueden proveer una de las mis importantes
variables en el resultado de la infeccion por A pylori, por lo que deberd determinarse si las
cepas de H. pylori aisladas de pacientes con cancer gastrico presentan una mayor grado de
fosforilacién de tirosina en la proteina, comparadas con cepas aisladas de gastritis cronica y

uicera péptica. Asi como también, determinar si existe alguna relacion con la diversidad de los

motivos de fosforilacidn de tirosina en la proteina CagA.
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ANEXO
Reaccion em Cadena de la Polimerasa (PCR).

Las técnicas de DNA recombinante se desarrollaron a principios de la década de los 70's, ¥
en los afios posteriores revolucionaron ia manera en que los genéticos y los bidlogos
moleculares dirigian las investigaciones. En 1986, se desarrollo una nueva técnica
denominada reaccién en cadena de la polimerasa {PCR), que ha revolucionado
enormemente el poder de la investigacion del DNA recombinante. El andlisis de PCR ha
encontrado aplicaciones en un amplio abanico de disciplinas, entre las que se encuentran la

biologia molecular, 1a genética humana, la evolucidn, e incluso la medicina forense.

Uno de los premrequisitos para muchas de las técnicas de DNA recombinante es la
disponibilidad de grandes cantidades de un segmento especifico de DNA. Estos se obtenlan
a menudo después de un trabajo intensivo y tedioso de clonacién y reclonacién. El PCR
permite la amplificacién directa de segmentos de DNA especificos sin clonacién, y puede
utilizarse en fragmentos de DNA que estén presentes, inicialmente, en cantidades
infinitesimalmente pequefias. El método de PCR se basa en la amplificacién de un
segmento de DNA utilizando Tag DNA polimerasa y oliginucledtidos que hibridan con la
cadena compiementaria a ia secuencia a amplificar. Hay tres pasos fundamentales en la
reaccién de PCR, la cantidad de DNA amplificado producido sélo esta limitado, en teoria,

por el nimerc de veces que se repiten estos pasos.
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1.-Primero, el DNA que se requiere amplificar se desnaturaliza en cadenas sencillas. Este
DNA no necesita estar ni purificado ni clonado, y puede provenir de distintas fuentes,
incluyendo DNA geonémico, muestras forenses como sangre seca O semen; muestras
almacenadas en registros médicos, pelos, restos momificados, y fosiles. El DNA de doble
cadena se desnaturaliza por calor {a unocs %0° C) hasta que se disocia en cadenas sencillas

(rormalmente unos 5 minutos).

2.-Los cebadores hibridan al DNA de cadena sercilla. Estos cebadores son oligenuclestidos
sintéticos que hibridan con las secuencias flanqueantes del segmento a amplificar,
Generalmente se utilizan dos cebadores diferentes. Cada uno de ellos tiene la secuencia
complementaria a una de las dos cadenas del DNA. Los cebadores s¢ alinean con sus
extremos 3 encarados ya que hibridan a cadenas opuestas. La utilizacién de cebadores
sintéticos significa que se debe tener alguna informacion de la secuencia de DNA a

amplificar.

3.-A la mezcla de reaccion se le aflade una Tag DNA polimerasa resistente al calor. La
polimerasa extiende los cebadores en direccién 5°-3°, utilizando como molde al DNA de
cadena senciila unido al cebador. El producto es una molécula de DNA de doble cadena

con los cebadores incorporados en el producto final.

Cada grupo de tres pasos (desnaturalizacion del producto de doble cadena, hibridacion de

los cebadores, y extensi6n por la polimerasa) se denomina ciclo. Generalmente, cada paso

del ciclo se realiza a una temperatura diferente. El ciclo puede repetirse llevando a cabo
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otra vez todos los pasos. Empezando con una molécula de DNA, el primer ciclo produce

dos moléculas de DNA, dos ciclos producen cuatro, tres ciclos producen 8, etcétera.

Veinticinco ciclos amplifican varios millones de veces el DNA en cuestion. El proceso es
automético y se utiliza una maquina denominada Termociclador, que puede programarse
para realizar un nimero predeterminado de ciclos, produciéndose grandes cantidades de

segmentos de DNA amplificado en unas pocas horas.

Templade de ADN
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