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1. Introduccién

En 1983, Marshall y Warren describieron la presencia de bacilos espirales o curvos en
cortes histologicos de 58 de 100 biopsias de antro gastrico de individuos con enfermedad
gastroduodenal (Marshall y Warren, 1984). A partir de 11 de estas biopsias se cultivé con
éxito una bacteria Gram negativa y microaerofilica. El organismo aislado era semejante al
género Campylobacter en muchos aspectos, incluyendo su morfologia microscopica, el
crecimiento en medios con sangre en condiciones microaerofilicas, sensibilidad a
metronidazol y contenido de G + C de 34%. En 1985, esta bacteria fue designada
Campylobacter pyloridis, usando correctamente el latin se modific6 el nombre a
Campylobacter pylori, posteriormente se observaron diferencias entre el bacilo y los
miembros del género Campylobacter: el nimero de flagelos, el contenido de acidos grasos
y la secuencia del RNAr, por lo que en 1989, seis afios después de su descubrimiento, C.
pylori fue transferido a un nuevo género y nombrado Helicobacter pylori (Goodwin y cols,
1989)

1.1 Caracteristicas de la bacteria
El género Helicobacter comprende 20 especies. La especie tipo, H. pylori, es una bacteria

Gram negativa no formadora de esporas. En cultivos jévenes H. pylori se observa como
bacilos curvos, después de tres a cinco dias de incubacion la bacteria se observa muy
pleomorfica, bacilos espirales irregulares con forma de “S” 6 en forma de “U”. En cultivos
viejos, H. pylori aparece con forma cocoide. El bacilo mide aproximadamente 0.5-1.0 X 2.5-
5.0 um; con 4 a 7 flagelos unipolares, por lo que es movil, H. pylori crece en medios solidos
suplementados con 7 a 10% de sangre de carnero o caballo. Crece a 37°C en 2 a 7 dias
en condiciones de microaerofilia con 10% de CO,. Las colonias tienen una apariencia
convexa y translacida, con un diametro de 1-2 mm, en la mayoria de los casos las colonias
estan rodeadas por una zona de hemodlisis ligera. Los aislamientos son caracterizados

bioquimicamente por la presencia de ureasa, catalasa y oxidasa.



Figura 1. Fotografia de microscopia de barrido de H. pylori, donde se
observa la forma de sacacorchos y los flagelos polares. Tomada de Lee
and O’ Rourke, 1993

1.2 Epidemiologia y transmision

1.2.1 Epidemiologia

La infeccion bacteriana por H. pylori es cosmopolita y de caracter endémico, la prevalencia
reportada varia ampliamente entre diferentes poblaciones. En los paises desarrollados la
prevalencia es aproximadamente del 40 al 60% y en los paises en vias de desarrollo
puede ser mayor del 80%, asi también en estos paises mas del 50% de la poblacion ya
esta infectada a los 10 afios de edad mientras que en los paises desarrollados s6lo un 5 a
10% de los nifios estan infectados antes de los 10 afios de edad (Roosendaal, 1997). La
tasa de adquisicion de nuevas infecciones entre adultos en paises desarrollados es baja
(<1% por afno), lo cual sugiere que los adultos adquirieron la infeccion en la nifiez. Un
ejemplo de prevalencia en un pais desarrollado es Estados Unidos, donde la infeccion por
H. pylori esta presente en menos del 10% de los nifios menores de 12 afios de edad y
entre el 50 al 60% de personas mayores de 60 afios (Doodley y cols, 1989).

En México, en un estudio realizado por Torres y colaboradores en 1998, en el que se
determind la seroprevalencia a H. pylori en 11,605 sueros representativos de la poblacion
mexicana, se establecié una prevalencia de 66% de infeccion en la poblacion general. La
distribucion de la prevalencia por grupos de edad observada fue la siguiente: 25% en el
grupo de 1-4 afos, 43% de 5-9 afos, 55% en 10-14 afos y 65% en los grupos de 65 afios
y mayores, mas del 80% de los adultos estaban infectados a los 25 afios de edad y la

seroprevalencia se mantuvo sin cambio para edades mayores.



En algunos paises desarrollados la prevalencia a la infeccién ha disminuido en las ultimas
décadas. Rehnberg-Lailo y colaboradores, en 2001, compararon la prevalencia de la
infeccidn por H. pylori en tres periodos diferentes (1969-73, 1983 y 1995) en mujeres de 20
a 34 afnos de edad en distintas poblaciones de Finlandia y encontraron una disminucion del
38% al 12%. En un estudio en otra poblacion finlandesa realizado en 2002 por Pérez-Pérez
y colaboradores, se determiné la presencia de anticuerpos anti-CagA en sueros colectados
en 1974 y en 1993, demostrandose que la prevalencia de cepas CagA+ decliné del 34% al
8% entre los periodos estudiados.

1.2.2 Transmision

La ruta exacta de transmision de H. pylori no es conocida. Las fallas para aislar el bacilo de
reservorios diferentes al humano sugieren que el contacto directo de persona a persona es
la forma mas probable de adquirir al microorganismo. La importancia del contacto cercano
esta apoyada por el hecho de que la prevalencia de la infeccion por H. pylori se encuentra
incrementada significativamente en los miembros de las familias de nifios infectados con H.
pylori, comparada con miembros de familias de nifilos no infectados, lo que sustenta que la

transmision ocurre principalmente dentro del ambiente familiar (Mitchell y cols, 1996)

El riesgo relativo de que un nifio se infecte con H. pylori es aproximadamente ocho veces
mayor cuando la madre esta infectada y aproximadamente 4 veces mas si es el padre
quien esta infectado (Rothenbachern y cols, 2002). La mayoria de los estudios apoyan la
transmision intrafamiliar como mecanismo de infeccion ya que algunos reportes han
encontrado cepas de H. pylori idénticas entre miembros de una familia (Mitchell y cols,
1996).

El hombre es el reservorio natural de H. pylori, aunque se han sugerido otras fuentes,
incluyendo gatos domésticos, agua, vegetales. En el area de la Ciudad de México, se
detecto, RNAr 16S de H. pylori por reaccion en cadena de la polimerasa en 42% de las

muestras de agua para uso humano analizadas (Mazari-Hiriart M, 2001).

Se han propuesto varias rutas para la transmisién de H. pylori, en ellas se incluyen la ruta
gastro-oral, oral-oral y fecal-oral. La presencia de H. pylori en el jugo géastrico de méas del
58% de pacientes infectados plantea la posibilidad de que el reflujo del jugo gastrico puede

representar una forma de transmision del organismo, la regurgitacion de material gastrico y



vomito son comunes en la nifiez y pueden favorecer la transmision gastro-oral (Mitchell y
cols., 1996). Parsonnet y colaboradores aislaron H. pylori en el 100% de las muestras
estudiadas a partir de adultos en quienes se indujo el vémito y de las muestras del aire
tomadas cerca de estos sujetos durante él vomito recuperaron al organismo en el 37.5%

de los casos.

Utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) hay evidencias de que H. pylori
puede recuperarse de algunos sitios de la boca y saliva (Li y cols, 1996).

Existe poca concordancia de la infeccion entre parejas, en las que se esperaria una
transmision oral-oral. Los resultados de estos estudios no han sido concluyentes por lo que

la ruta de transmision oral-oral para H. pylori sigue sin confirmarse (Leung y cols, 1999).

Para apoyar la transmision fecal-oral, H. pylori ha sido aislado de heces (Thomas y cols,
1992; Nelly y cols, 1994), demostrandose que el organismo puede pasar por el tracto
gastrointestinal y permanecer viable. Sin embargo, otros investigadores no han tenido éxito
en el cultivo de la bacteria de heces siguiendo el método de Thomas, por lo que se ha
sugerido que el grupo de nifios Gambianos de donde este investigador cultivd el bacilo,
estaban desnutridos y el tiempo de transito fecal fue reducido, lo que beneficio el cultivo de

H. pylori de la materia fecal de este grupo particular (Thomas y cols, 1992).

Entre los factores de riesgo que existen para adquirir la infeccion con H. pylori, se han
reportado los siguientes: a) el sexo, Goodman y colaboradores en 1996, encontraron que
la prevalencia de la infeccibn es mayor en los hombres que en las mujeres, pero otros
estudios sugieren que hombres y mujeres estadn infectados en la misma proporcién
(Replogle y cols., 1995), b) la raza, ya que en algunos estudios se ha reportado una mayor
prevalencia de la infeccién en poblaciones hispanas y afro-americanas comparadas con
poblaciones blancas y c) condiciones socioecondmicas, varios estudios han mostrado que
el nivel socioeconémico bajo est4d asociado con un incremento en la prevalencia de
infeccion por H.pylori, en particular el nivel socioecondmico de un individuo durante la
nifiez se considera que es determinante para el desarrollo de la infeccion (Malaty.,1994;
Van Zanten, 1994).



1.3 Manifestaciones clinicas
La colonizacién del estbmago por H. pylori induce invariablemente inflamacién o gastritis.

En la mayoria de los casos, la infeccion permanece asintomatica durante toda la vida del
individuo. Cuando la infeccion, y por lo tanto la inflamacion, estan presentes por afios en
un individuo, se incrementa el riesgo de que se presenten enfermedades asociadas a
gastritis tales como Ulcera duodenal, Ulcera gastrica, adenocarcinoma gastrico o linfoma
gastrico primario de células B (Maltoma). Del total de individuos infectados, se estima que
un 10 a un 20% presentaran Ulcera péptica en algin momento, mientras que menos del
1% desarrollaran cancer gastrico (Peek y Blaser, 2002; Stoicov y cols, 2004).

1.3.1 Gastritis no atréfica

La gastritis histologicamente es definida como una reaccién inflamatoria de la mucosa que
puede ser aguda o cronica.

Los sintomas asociados con la patologia gastrica en las etapas tempranas de la infeccion
han sido documentados en dos estudios con voluntarios, quienes ingirieron el
microorganismo, a consecuencia de esta infeccidén se presentaron sintomas dispépticos en
una a dos semanas, que estuvieron caracterizados por nausea y dolor abdominal y
después de ocho dias se desarrollaron gastritis e hipoclorhidria.

Aln cuando los sintomas dispépticos se resuelven espontdneamente en los casos de
infeccion aguda, la infeccion por H. pylori en el estbmago persiste en la mayoria de los
casos si no son tratados.

En nifios, diferentes trabajos han mostrado la asociacion de H. pylori y gastritis cronica
antral. La observacién de que la gastritis se cura con la erradicaciéon de H. pylori es una
evidencia de su papel etiolégico en la gastritis de este grupo de edad (Ozeny cols, 2001).
El papel de H. pylori en nifios con dolor abdominal recurrente (DAR) sigue siendo
controversial. El termino DAR se define por la presencia de al menos tres episodios
discretos de dolor abdominal, con severidad suficiente para provocar la interrupcion de
actividades normales y que ocurren durante tres meses 0 mas en el afio previo al examen
clinico.

Cerca del 10% de los nifios con DAR tiene etiologia organica diferente o simultanea a H.
pylori, por ejemplo en afecciones pulmonares o enfermedades gastrointestinales diferentes
a Ulcera péptica. Ozen y colaboradores en 2001, encontraron que el 60.3% de los nifios
con DAR fueron H. pylori positivos y los sintomas desaparecieron en 87% de los nifios



después de la erradicacién, comparado con 41% de los nifios que no erradicaron. Por el
contrario, Wewer y colaboradores en 2001, en un estudio de tratamiento doble ciego en
nifios con DAR infectados con H. pylori, no encontraron evidencias de relacién entre DAR y

H. pylori.

1.3.2 Ulcera gastroduodenal

H. pylori es responsable de la mayoria de las Ulceras gastroduodenales, aproximadamente
el 90-95% de las ulceras duodenales y 70-75% de las Ulceras gastricas son atribuibles a la
infeccidn con el bacilo. Los estudios serolégicos han demostrado que pacientes infectados
con H. pylori tienen de 3.2 a 10 veces mas riesgo de desarrollar Ulcera que los pacientes
no infectados (Blaser, 1998). Existen evidencias de que la Ulcera se cura después de la
erradicacion del bacilo (Blaser y Atherton, 2004).

En nifios, la Ulcera es poco frecuente, la mayoria de éstas se encuentran localizadas en el
duodeno mientras que las Ulceras gastricas son extremadamente raras en esta poblacion.
Semejante a lo observado en adultos, la Ulcera duodenal en ausencia de H. pylori es poco
comun en los nifios, a menos que estén recibiendo tratamiento con anti-inflamatorios no
esteroidales (Gold, 2000).

1.3.3 Cancer Gastrico

Apoyandose en diversos estudios epidemioldgicos, H. pylori es considerado la principal
causa de adenocarcinoma gastrico distal. Un estudio serolégico (EUROGAST, 1993) en el
que participaron 13 paises de diversos continentes, mostré una fuerte correlacion entre la
prevalencia de cancer gastrico y la prevalencia de la infeccion, incrementandose seis veces
el riesgo de padecer cancer gastrico en la poblacion infectada por H. pylori. Asimismo, tres
estudios seroldgicos prospectivos (Forman, 1994; Parsonnet, 1997; Nomura, 1991)
confirmaron que los pacientes infectados con H. pylori tienen un riesgo de desarrollar
cancer gastrico de 3 a 6 veces mayor al de la poblaciéon no infectada. Basandose en
evidencias epidemiolégicas, H pylori fue designado como carcindgeno tipo | por la

Organizacion Mundial de la Salud en 1994.

1.3.4 Linfoma gastrico
Otro proceso maligno asociado a la infecciéon por H. pylori es el linfoma tipo MALT

(mucosa- associated lymphoid tissue), que es un proceso poco frecuente en el cual los



tumores gastricos surgen de la proliferacién de linfocitos B. H. pylori esta presente en los
pacientes con linfoma gastrico mas frecuentemente que en los controles.

Adicionalmente, se ha comprobado que la erradicaciéon de la bacteria induce regresion del
linfoma MALT en un 70 a 80% de los casos (Wotherspoon, 1998).

1.4 Patogénesis

1.4.1 Factores involucrados en la colonizacion y la persistencia de H.pylori

Para colonizar el tracto gastrointestinal las bacterias tienen que sobrevivir en el ambiente
hostil del estbmago, H. pylori sobrevive y coloniza la mucosa géstrica a través de una
combinacion de factores propios de la bacteria (figura 2) y el hospedero.

H. pylori posee mecanismos que le permiten sobrevivir en el ambiente acido del lumen
hasta alcanzar el epitelio gastrico. Impulsado por sus flagelos y su morfologia helicoidal, el
microorganismo se desplaza a través de la capa de moco, la cual cubre y protege las
células epiteliales en la mucosa gastrica. EI movimiento de H. pylori hacia la mucosa del
estbmago es guiado por factores quimiotacticos los cuales incluyen urea y iones de

bicarbonato (Montecucco y Rappuoli, 2001).

Para mantener un microambiente neutro en el estdmago, la bacteria produce una ureasa
muy activa, caracteristica del género, que se ha considerado como un factor de virulencia
de gran importancia (Del Giudice, 2001)

La ureasa es una enzima citoplasmica, esencial para la colonizacién de la mucosa gastrica
por H. pylori, consiste de dos subunidades, UreA y UreB, ensambladas en una estructura
terciaria formada por seis monémeros de Ure A y seis de Ure B, la enzima cataliza la
hidrélisis de urea formando NH3 y CO,. El amonio forma una nube que neutraliza el 4cido
del citosol y periplasma y crea una capa neutra rodeando la superficie bacteriana (Fig. 2)

(Montecucco y Rappuoli 2001).

Las cepas de H. pylori ureasa negativas no pueden colonizar cerdos gnotobiéticos, lo cual
prueba que la ureasa es un factor importante en la iniciacién de la infeccién o en permitir la
sobrevivencia del bacilo en la mucosa gastrica (Eaton, 1991).

El hecho de que la ureasa sea una proteina muy abundante en H. pylori (5% a 10% del
contenido de proteinas), hace que sea un poderoso inmundgeno, su papel en la
colonizacion y su participacion en la patogenicidad de la bacteria, la han convertido en un



candidato a vacuna. La inmunizacion oral con ureasa asociada con adyuvantes, se ha
usado en experimentos de vacunacion para prevenir la infeccion con H. pylori o H. felis en
ratones, mostrando una proteccion significativa en los ratones desafiados (Del Giudice y
cols, 2001).

No se ha demostrado que la ureasa per se sea pro inflamatoria, pero al amonio producido
se le atribuye que puede proteger a la bacteria del sistema inmune del hospedero por
inactivacion de la cascada del complemento (Del Giudice y cols, 2001). Sin embargo,
concentraciones altas de amonio pueden contribuir a la lisis de células epiteliales y
favorecer ulceracion. Usando fracciones de ureasa semipurificada se ha reportado que es
muy inmunogénica y que induce titulos altos de IgG e IgA sérica en pacientes con
enfermedad acido péptica (Futagami, 1998).

H. pylori reside principalmente en la capa de moco gastrico (98%), un nimero bajo (2%) de
los bacilos se unen al epitelio gastrico (Yoshiyama y Nakasawa, 2000) y se ha observado
por microscopia electrénica que durante la adherencia, H. pylori se ubica en las uniones
intercelulares de las células del epitelio gastrico (Noach y cols, 1994). Se considera a H.
pylori una bacteria no invasiva, aunque existen reportes que muestran la invasion del

bacilo a las células epiteliales (Noach y cols, 1994; Semino-Mora y cols, 2003).

La adherencia es un requisito indispensable en muchas bacterias para que se lleve a cabo
la colonizacién de las mucosas. En el caso de H. pylori, las bacterias con mejores
propiedades de adherencia podrian ser mas resistentes para su eliminacién del estbmago.

Se han identificado factores de adherencia en cepas virulentas que tienen la habilidad de
unirse a moléculas Lewis b presentes en las células del epitelio gastrico. BabA (histo-blood
group antigen-binding activity), es un factor de adherencia expresado en un subgrupo de
cepas de H. pylori. Estudios recientes han demostrado la relevancia clinica de BabA, la
cual es codificada por el gen babA2. Las cepas babA2 positivas fueron encontradas de
manera significativa, asociadas con ulcera o cancer gastrico (Gerhard y cols, 1999). Asi, la
adherencia de H. pylori no sélo favorece la colonizacion de la mucosa gastrica sino

también participa en el desarrollo de la enfermedad (Guruge y cols, 1998).

El lipopolisacarido (LPS) de H. pylori posee caracteristicas que favorecen la persistencia en

el hospedero y que quiza contribuyan al dafio tisular. La bacteria sintetiza y expresa en su



LPS antigenos del hospedero, particularmente los antigenos de superficie Lewis* y Lewis’,
lo que le permite al microorganismo evadir la respuesta inmune y permanecer por mas
tiempo en los tejidos del paciente. Este mimetismo antigénico también puede inducir la
produccion de anticuerpos que reconocen ceélulas del hospedero y originar dafio por

respuesta autoinmune.



cag’

MNF-xE Cagh

AP

GRO -«
C EMAFE

Interleukin-8

Intarlsukin-2
C i g C

%
Chermotactic C

phospharylatiocn

Disruption of

apithelial
Barrier
Fas
Urease expression
LFS
Porins

TMF-ax

+

P

Interleukin-17 —

H. pylor cag-PAl-
strain ancassd Flagella
sacratory FPhospholipase 1 Mucus
Multiple adhasins: apparatus =z Gastric
E!al:\:ﬂ«. (hinds ta ) Alterations epithelial B
", . P .
Leweis BY, Alpd, p— ;. inmucus call .
: AlpB, Hopd @ -y alyc oprotains ,."';
Actin Wach Apoptosis
polymerization * ;
MHC 1, B7-1,

and B7-2
= pression

wd

IMF-+

A
&) -
Thz cell

At — Qf

/K*—ATPase
antibodies

}.ﬁ

interleukin-8 gradiant \"y ?";_’r
on protecabscan e .
scaffalding = Interleukin-12
’ > - Masrophags ‘L’ Th cell B cell
ol
L e g Y T,
AR N 1
- = VA
= | ool J‘
I"..-H i Cytakine-induced
c \.;;*‘L—_{ ,,q_-v Thio call changesin
gastric physiclogy
)-F'MN recruitment IZAM and WCEAM
sxprassion
™ —
_..-—"'.:—"':-_..-_- T T el —_ :!: -
. e e . D —
Sy, e ——— ——

YIS s e R
= o Ty o T-cell and B-ca

i \_'ﬂ-;:'_l:-},fi wtrmasatinn‘é

Meutraphil
T zall Beall
— =] - Blood wessal
| ——L.! —

Figura 2. Representacion esquematica de la mucosa del estomago colonizada por H.
pylori, mostrando los principales factores de virulencia involucrados en colonizacion e
inflamacion (Suerbaum y Michetti, 2002)

1.4.2 Factores de virulencia.

1.4.2.1 Citotoxina vacuolizante (VacA)
La existencia de una toxina producida por H. pylori fue descrita por Leunk. Esta toxina

induce la formacién de vacuolas en células eucariotas, las cuales acumulan el colorante
rojo neutro para su demostracion y cuantificacion.
Posteriormente a la proteina se le llamo citotoxina vacuolizante (VacA) y a la fecha ha sido

purificada y caracterizada. La toxina VacA tiene una estructura hexameérica o heptamérica,



es activada por exposicion al acido y es resistente a pH bajo (Cover y Blaser, 1992). La
citotoxina es codificada por el gen vacA que se encuentra en todas las cepas de H. pylori.
Este gen tiene una estructura en mosaico y en la regién de la secuencia sefial, se han
reconocido 2 familias alélicas principales llamadas s1 y s2, el tipo 1 puede subdividirse en
sla, slb y slc; por otra parte, la regibn media puede dividirse en dos posibles tipos de
alelos, m1 y m2 (Atherton, 1995). El descubrimiento de mdltiples genotipos de vacA y el
uso del método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para identificarlos, han
permitido realizar diversos estudios de la asociacién entre los genotipos de vacA y la
enfermedad. En estudios con humanos, las cepas con alelos tipo s2 rara vez se han
asociado con enfermedad (Atherton y cols, 1995). Las cepas con alelos s1/m1 y s1/m2 se
han llegado a asociar con enfermedad, debido a que los pacientes con cancer y Ulcera
péptica usualmente presentan los tipos s1/m1 de vacA (Atherton y cols, 1995; Atherton y
cols, 1997).

1.4.2.2 CagA y la isla de patogenicidad (cagPAl)
Los primeros estudios con H. pylori mostraron que las cepas de individuos con las

patologias gastricas mas severas, como Ulcera péptica y cancer gastrico, producian la
toxina VacA y un antigeno codificado por el gen cagA (cytotoxin-associated gene), en tanto
que las cepas de los individuos con gastritis carecian de actividad de VacA y no
expresaban CagA (Covacci y cols, 1993; Tummuru y cols, 1993).

Censini y colaboradores, mostraron en 1993 que el gen cagA se localiza en un fragmento
de DNA cromosomal, adquirido por transferencia horizontal, llamado la isla de
patogenicidad cag (cagPAl). Esta isla es una region insertada en el gen de la glutamato
racemasa, con una longitud de 40 kb y que contiene 27 genes involucrados en virulencia y
en dafio a la mucosa gastrica. Varios genes de la isla tienen homologia con un sistema de
secrecion tipo IV, que en otras especies de procariotes funciona como un conducto para
exportar proteinas a través de las membranas bacterianas. Las cepas cagA" transportan a
la proteina CagA dentro de las células epiteliales por el sistema de secrecion tipo 1V, en el
interior celular CagA es fosforilada por enzimas celulares lo que le permite participar en la
polimerizacion de la actina dando como resultado la formacion de pedestales, a los cuales
la bacteria se une estrechamente formando un pedestal (Fig.3) (Monteccocu y Rappuoli,
2001; Covacci y cols, 1993).

Las cepas poseen la cagPAIl completa, se denominan cepas cagA+ o no tienen cagPAl, se
conocen como cagA- , o tienen solo partes de la cagPAl.



Figura 3. Imagen de microscopio de barrido de Helicobacter pylori en union estrecha con el epitelio
gastrico humano (Tomada de Lee and O’ Rourke, 1993)

CagA es una proteina de aproximadamente 120 a 128 kDa. Entre el 70 al 80% de las
cepas aisladas en paises desarrollados expresan CagA (CagA®). En algunos paises
orientales como Japén y Corea, la frecuencia de cepas cagA’ puede alcanzar el 100%; en
México en adultos con Ulcera péptica se ha observado una frecuencia de 81% de cepas
cagA® (Gonzélez y cols, 2000).

Los grupos de Peek en 1995 y Censini en 1996, reportaron que la infeccion con cepas de
H. pylori cagA” estaba asociada significativamente con una mayor inflamacién gastrica y
Ulcera péptica que aquellas infecciones producidas por cepas de H. pylori cagA'.

Kolho y colaboradores, en 1999 estudiaron la correlacion entre el status CagA y el grado
de inflamacion en 39 nifios infectados; este grupo confirmd que los nifios con anticuerpos
anti- CagA tenian inflamacién mas severa en el antro y un incremento importante en la
densidad de células mononucleares, comparados con los nifios sin anticuerpos anti- CagA.
La caracterizacion genética de vacA y cagA en cepas aisladas en México, ha permitido
conocer que la co-infeccidn con mdultiples cepas de H. pylori es frecuente en poblacion

mexicana (Morales-Espinosa R, 1999; Gonzalez-, 2001)



1.4.2.3 Bab A.
Uno de los genes recientemente vinculado con la virulencia de H. pylori es babA2. Este

gen codifica una adhesina que interactia con las células epiteliales gastricas. A pesar de
gue se observa una mayor patogenicidad en las cepas portadoras de este gen ocurre lo
mismo que con los demas genes de virulencia: por si solos no se han relacionado con
alguna enfermedad en particular, pero si parece ser que a mayor niamero de genes de
virulencia acumulados por una bacteria, mayor es el riesgo de desarrollar una enfermedad
gastrica. Asi sucede, por ejemplo, con las cepas portadoras de los genes babA2, cagA y
vacA slml, que estan asociadas significativamente a una mayor posibilidad de producir
metaplasia intestinal (Zambon, 2003), al contrario de lo que se presenta en individuos
infectados con cepas cagA’, vacA s1lml y BabA2’, quienes en menos del 10% mostraron

metaplasia intestinal (Prinz y cols, 2003).

En la Tabla 1, se muestran algunos de los factores de virulencia de H. pylori descritos en la
actualidad, la funcién asignada dentro de la relacion huésped-parasito entre esta bacteria
con el paciente colonizado y la distribucion de cada uno de estos factores dentro de las

poblaciones de H. pylori.



Tabla No 1. Factores de virulencia descritos en H. pylori

Factor de virulencia Funcion Distribucion
Ureasa Regular el pH &cido del|Todas las cepas
estbmago
Flagelos Movilidad Todas las cepas
NAP Activacion de neutréfilos Todas las cepas
BabA Adhesina para Lewis b Cepas tipo |
LPS Baja toxicidad Todas las cepas
Lewis Xy Y Mimetismo molecular Algunas cepas
VacA Citotoxicidad Todas las cepas
CagPAl 30 genes, Sistema de|Cepastipol
secrecion tipo 1V
CagA Antigeno inmunodominante | Cepas tipo |
cagE Induccién de IL-8 Cepas tipo |
OipA Proteina de membrana | Algunas cepas
externa

1.5 Respuesta Inmune

1.5.1 Inflamacién aguda

Marshall en 1985, mediante la ingestion voluntaria de un cultivo de H. pylori, describié por
primera vez la gastritis aguda provocada por el microorganismo. Este investigador refirio,
clinica e histologicamente, en base a su propia experiencia, que la fase cronica de la
gastritis asociada al bacilo puede estar precedida por una fase aguda.

La inflamacién de la mucosa gastrica fue detectada una semana después de la ingestion
de la bacteria, los cambios histopatoldégicos mostraron presencia masiva de neutréfilos
polimorfonucleares, linfocitos, células plasméaticas y escasos eosinéfilos en lamina propia,
acompafnados por edema e hiperemia de la mucosa (Marshall, 1985).

En esta etapa de la inflamacién, el nimero de células mononucleares, linfocitos y células

plasmaticas tiende a aumentar con el desarrollo de la infeccidn, pueden observarse sélo en



la mucosa antral y progresivamente se van extendiendo al cuerpo gastrico.
Adicionalmente, existe una proliferacion bacteriana intensa y la inflamacion gastrica se
presenta con un periodo breve de sintomas gastrointestinales (Correa y Miller, 1998).

En este mismo proceso, se observan cambios en la superficie epitelial incluyendo
deplecion del moco, exfoliacion celular y cambios regenerativos sinciciales. Durante este
tiempo hay desarrollo de hipoclorhidria. Después de pocas semanas, se establece la fase
cronica y la respuesta inflamatoria se mantiene como una gastritis superficial cronica
(Correa y Miller, 1998).

1.5.2 Inflamacion cronica

La inflamacién crénica de la mucosa es esencialmente asintomatica, la gran mayoria de la
poblacién infectada no presenta manifestaciones clinicas. Sin embargo, como
consecuencia de la inflamacion gastrica persistente con H. pylori, en algunos individuos
pueden evolucionar otros cambios mas severos. Los diferentes cuadros observados estan
determinados por una serie de interacciones complejas entre la bacteria, el hospederoy el
medio ambiente (Correa, 2005).

Estudios histopatolégicos de la mucosa gastrica en poblaciones de alto riesgo han
revelado una serie de lesiones las cuales aparentemente representan un conjunto continuo
de cambios, desde una mucosa normal hasta un carcinoma gastrico de tipo intestinal, el
proceso completo toma por lo menos dos décadas (Correa y cols, 1990). El espectro de la
enfermedad comprende gastritis superficial, gastritis crénica, gastritis cronica atrofica,

metaplasia intestinal y displasia, en orden de incremento a la gravedad (Correa, 1991).

Figura 4

Figura 4. Biopsias con tincion de hematoxilina-eosina. A. Biopsia de mucosa géastrica normal. B.
biopsia de gastritis astral de un paciente infectado con H. pylori. (Imagenes tomadas de biopsias de
pacientes de esta tesis.)



La presencia de H. pylori afecta a todos los componentes de la mucosa gastrica, es decir a
las células epiteliales superficiales, a los cuellos glandulares y a las propias glandulas. El
grado de lesién de las células epiteliales superficiales varia considerablemente entre los
pacientes, mientras en algunos es casi imperceptible, en otros se observa destruido gran
parte del citoplasma y hay deplecion de mucina en la capa epitelial. Cuando la lesion
celular epitelial es muy grave puede observarse a la ldmina propia expuesta a la luz
gastrica. Estas erosiones representan probablemente los estadios iniciales de las ulceras
pépticas. Las glandulas gastricas del antro, mucosa oxintica y la union del antro con el
cuerpo se pierden y frecuentemente son sustituidas por glandulas metaplasicas con
fenotipo intestinal (Correa, 1990).

H. pylori provoca infiltracion de la mucosa gastrica con linfocitos, células plasmaticas,
monocitos- macréfagos y leucocitos polimorfonucleares, estas células infiltran lamina
propia. Los leucocitos polimorfonucleares emigran desde los capilares del estroma a traves
de la capa epitelial, hacia la luz gastrica y se pueden acumular en la luz foveolar. La
presencia de leucocitos polimorfonucleares se define como gastritis crénica activa (Correa,
1991).

Una vez que se establece la infeccidn cronica, la respuesta inmune es constante,
permaneciendo los titulos de anticuerpos IgG contra Extracto total de H. pylori estables por
mas de 20 afilos a menos que se erradique la infeccion (Pérez-Pérez, 2002).

En el infiltrado inflamatorio entre niflos y adultos, se han reportado algunas diferencias. En
adultos, el infiltrado generalmente consiste de monocitos y neutréfilos. En nifios, hay
incremento importante de células mononucleares como macrofagos y es frecuente

observar gastritis folicular (Torres y cols, 2000).

Otras células que participan en procesos inflamatorios, son las células cebadas. Son
dificiles de observar en preparaciones histolégicas de rutina y por lo mismo se les ha dado
poca importancia en el proceso inflamatorio, asociado a H. pylori. En un estudio reciente,

Nakajima y colaboradores, 2004, confirmaron con inmunohistoquimica, la presencia de



células cebadas en lamina propia, en pacientes japoneses infectados con H. pylori. Matsuo
y colaboradores, 2003, por su parte observaron que la densidad de las células cebadas era
significativamente mayor en los pacientes con Ulcera que en los pacientes con gastritis. El
namero de las células cebadas disminuy6 considerablemente después de la erradicacion

del bacilo.

La presencia de células inflamatorias en el sitio de inflamacién puede explicarse por la
produccion de quimiocinas producidas por células epiteliales de la mucosa gastrica en
respuesta a la infeccion, estas quimiocinas atraen a los neutrofilos, mismos que también
producen quimiocinas, ademas de las producidas por células mononucleares. Las
guimiocinas son mediadores tempranos de respuesta inflamatoria y son inducidas por
bacterias, virus o parasitos y muestran actividad quimiotactica para los leucocitos y
monocitos. Existen mas de 20 miembros de esta superfamilia y todos ellos se encuentran
involucrados directa o indirectamente en respuestas inflamatorias. Las quimiocinas se
clasifican en dos grandes familias con base al arreglo de los primeros dos o cuatro
residuos conservados de cisteina. En las quimiocinas C-X-C, las dos primeras cisteinas se
encuentran separadas por un aminoacido (X), mientras que en las quimiocinas C-C las
cisteinas se encuentran adyacentes una a otra. Las quimiocinas que secreta el epitelio
gastrico en respuesta a la infeccién bacteriana y que tienen propiedades de atraccién de
neutréfilos son IL-8 y GRO-a. In vitro, la expresion de IL-8 en células epiteliales gastricas
es regulada positivamente por TNF-a y la IL-1, ambas citocinas son producidas por la
mucosa gastrica en respuesta a la infeccién por H. pylori (Crabtree y cols, 1994 y Blaser
y Smith, 1999).

Se ha informado que los mMRNA de la IL-8 y la IL-1, se expresan tempranamente durante la
infeccion, mientras que el TNFa, el GM-CSF y la MCP-1, se expresan tardiamente. Este
patrén sugiere que la IL-8 atrae neutréfilos en una fase temprana y posteriormente se
incrementa la migraciéon de monocitos dentro de la lamina propia de la mucosa gastrica
(Jung y coals, 1997).

1.5.3 Interleucinas involucradas en la infeccion de Helicobacter pylori
Bodger y Crabtree, 1998, fueron los primeros en demostrar que IL-8 es producida por el

epitelio gastrico, tanto in vitro como in vivo. IL-8 es un modulador clave de la induccion de



migracion y activacion de neutréfilos en la mucosa gastrica infectada por H. pylori. Es
producida por las células epiteliales gastricas en respuesta a la infeccion y su expresion es
inducida por la adhesion de la bacteria a la superficie celular. Mdltiples genes contenidos
en la isla de patogenicidad cag (cagPAl) parecen estar involucrados en inducir la respuesta
de IL-8 a la adhesién de H. pylori a las células epiteliales. La activacion del factor de
trascripcion nuclear-kB (NF-kB) se ha asociado con esta respuesta. Los intermediarios
reactivos de oxigeno, cuya produccion se incrementa en la infeccion por la bacteria,
podrian también modular la expresion de esta quimiocina en la mucosa gastrica (Shimada
y Terano, 1998).

H. pylori es una bacteria no invasiva, por lo tanto no penetra en las células ni en los
tejidos, es probable que el proceso inflamatorio inicial sea propiciado directamente por
factores secretados por la bacteria como ureasa, citotoxina o por la presencia de la isla de
patogenicidad.

Las cepas de H. pylori que poseen la isla cagPAIl inducen gastritis mas severa y aumentan
el riesgo de desarrollar Ulcera péptica y cancer gastrico. Un mecanismo especifico
mediante el cual las cepas cagA positivas podrian ejercer este efecto es mediante la
regulacion de la produccion de IL-8. H. pylori puede inducir la formacién de pedestales y
en contacto con células epiteliales gastricas activa multiples cascadas de transduccion de
sefales que regulan la secrecion de IL-8, incluyendo la via de NF-kB y la de protein-
cinasas, eventos que dependen de la presencia de genes en la isla cagPAI (Peek y Blaser,
2002).

Estudios como los de Ando y cols (1996) y Peek y cols (1995) han demostrado que las
cepas cagA positivas de H. pylori, pero no las cagA negativas, inducen la secrecion de IL-
8, tanto in vivo como in vitro. Mas aun, la mutagénesis de genes de cagPAIl suprime la
capacidad de induccién de la IL-8, por lo que estos genes han sido asociados con la
capacidad de induccién de inflamacion de la bacteria. Sin embargo, cagA por si solo, no
parece ser un marcador inflamatorio de H. pylori (Audibert y cols, 2000).

Los homogenados de tejido han demostrado niveles elevados de IL-8 en la mucosa
gastrica de pacientes con infeccién por H. pylori. Mediante el método de ELISA, los niveles
gastricos de IL-8, correlacionan con la severidad histolégica de la gastritis asociada a la
infeccion.

Las biopsias gastricas de pacientes infectados por cepas cagA positivas muestran

infiltracion de monocitos y polimorfonucleares mas severa, co-expresando RNAm de IL-8 e



IONS. La IL-8 y el exceso de 6xido nitrico (NO) pueden jugar un papel importante en la
patogénesis de las enfermedades duodenales asociadas a H. pylori (Li y cols, 2000).

Los datos sobre la produccién de citocinas en mucosa gastrica de nifios infectados con H.
pylori, son pocos. El trabajo de Guiraldes y cols, 2001 mostr6é un incremento significativo de
IL1B, IL-8 y TNFa en mucosa gastrica de nifios de 5 a 18 afios de edad infectados con H.
pylori.

Yamaoka y colaboradores, 1998, estudiaron la expresion de varias quimiocinas diferentes
a IL-8 en biopsias gastricas de pacientes adultos. Encontraron que la infeccion con H.
pylori estaba asociada con incremento de la expresion de RNA mensajero para IL-8, Groa,
RANTES y MIP-1a Asimismo IL-8 y GROa mostraron niveles incrementados con la

infeccion.

Las citocinas pro-inflamatorias e inmunoreguladoras inducidas por H. pylori, pueden influir
en la naturaleza de la respuesta local de las células T. Los linfocitos T cooperadores (Th),
inician como células Th 0, después de activarse se diferencian en tres subgrupos: i) Thl
que secretan principalmente interleucina-2(IL-2) e interferon y (IFNy) ii) Th2, secretan IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13 iii) recientemente se ha descrito la poblacion de células Th3, estas
células se caracterizan por la secrecion del factor de crecimiento tumoral TGF-f (Parkin y
Cohen, 2001).

Estudios in vitro han mostrado que productos de la bacteria como la ureasa, el LPS vy
algunos extractos proteicos, tienen la capacidad de modular la respuesta inmune dirigiendo
hacia la expresion de citocinas de tipo Thl como son IFN-y e IL-12 e inhibiendo la
expresion de citocinas de tipo Th2 como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Una respuesta polarizada
de tipo Thl, aunada a una produccion de citocinas pro-inflamatorias puede ser el origen del
dafio al tejido debido a una mayor produccion de IFNy lo cual resulta en una mayor
activacion de macrofagos, neutrofilos y basofilos (Holk y cols, 2003), estas células
efectoras pueden dafiar al tejido por la liberacién de radicales libres de oxigeno, oxido

nitrico y enzimas proteoliticas.

Los resultados de diferentes trabajos publicados, apoyan que una respuesta celular
predominantemente de tipo Thl esta asociada con formas mas severas de la enfermedad
ulcero- péptica y cuando predomina la respuesta de tipo Th2, la inflamacion puede estar

limitada a gastritis sin dafio significativo al tejido. Se ha sugerido que en la infeccién con H.



pylori la manipulacion del balance Th1/Th2 podria ser atil para futuras estrategias

terapéuticas (D’Elios y cols, 1997).

1.5.4 Respuesta inmune humoral

Usualmente, posteriormente a la adquisicion de H. pylori, hay una rapida respuesta inmune
innata y adquirida incluyendo la generacion de respuesta humoral local y sistémica (Blaser
y Atherton, 2004). Sin embargo, la produccién de anticuerpos no conduce a la erradicacion
de la infeccién pero puede contribuir al dafio tisular (Suerbaum y Michetti, 2002).

Una respuesta de anticuerpos efectiva contra H. pylori deberia consistir preferentemente
de anticuerpos locales, los cuales deberian ser capaces de llegar al epitelio gastrico donde
se localizan las bacterias. Alun cuando varios estudios han mostrado que la infeccién con
H. pylori induce niveles altos de anticuerpos séricos especificos para antigenos del bacilo,
pocos estudios han evaluado la respuesta gastrica de anticuerpos. Rathbone vy
colaboradores en 1986, fueron los primeros en demostrar la presencia de IgA especifica
para H. pylori en el jugo géastrico de personas infectadas con este organismo. Sobala y
colaboradores en 1991, describieron un caso de infeccion aguda con H. pylori, asi como la
respuesta inmune local y sistémica; utilizando inmunoblot y ELISA advirtieron que la
respuesta inmune local fue evidente antes de la respuesta sistémica, este grupo de
investigadores encontraron una fuerte respuesta local de IgM e IgA en la fase aguda de la
infeccion (dia 14). A pesar de la respuesta local de anticuerpos, la infeccion es crénica y la
bacteria permanece en el estbmago por décadas, a menos que se erradique la infeccion
con tratamiento antimicrobiano. El periodo de tiempo tan largo de colonizacion por la
bacteria demuestra que H. pylori puede evadir la respuesta inmune del hospedero (Blaser
y Atherton, 2004).

En relacion a la respuesta sistémica humoral a extracto total del bacilo, se ha investigado la
presencia de las tres clases de inmunoglobulinas (IgA, IgG e IgM) en el suero de
pacientes infectados y no infectados por H. pylori. Los estudios concuerdan en que la IgG
contra extracto total de H. pylori se detecta en mas del 95% de los pacientes infectados y
en menos del 1% de los no infectados. Mientras que los resultados obtenidos para IgA
fueron 81% y 6% en infectados y no infectados, respectivamente. Los anticuerpos IgM han
sido demostrados en 5 a 10% de los pacientes infectados y se observan de forma
transitoria durante la fase aguda y rara vez durante la fase crénica de la infeccidon, no hay

reportes sobre la presencia de IgM en pacientes no infectados (Granberg y cols, 1993).



La respuesta de IgG especifica involucra las cuatro subclases de IgG; la mayor respuesta
esta dada por las subclases de IgG1 e IgG2. Los pacientes adultos con Ulcera duodenal
tienen una respuesta de tipo IgG2 mas alta que los pacientes sin Ulcera ( Bontkes, 1992).
Mientras que en suero de nifios infectados, Dzierzanowska-Fangrat y colaboradores en
2003, observaron una frecuencia mayor de IgGl en nifios con Ulcera duodenal y con
dispepsia no ulcerosa.

El andlisis del patron de reconocimiento de antigenos durante el periodo de la infeccion de
aguda a crénica, ha mostrado que en nifios la respuesta inicial de anticuerpos es a
antigenos de bajo peso molecular. Sin embargo, en adultos la respuesta a estos antigenos
ocurre tardiamente (Mitchell y cols, 1996).

Las proteinas Ureasa, CagA y VacA, ademas de participar en la patogenicidad de H. pylori,
son antigenos que inducen una importante respuesta inmune en el hospedero (Blaser,
1999). No obstante, pocos estudios han evaluado la respuesta humoral a los antigenos de
la bacteria. El primer antigeno de alto peso molecular reconocido por IgG es la proteina
CagA y esta respuesta ha sido fuertemente asociada con Ulcera duodenal y cancer
gastrico (Cover y cols, 1995).Asimismo, la seropositividad para anti-CagA fue de 88% (28
de 32) para pacientes con ulcera duodenal y solo 56% (22 de 39) para pacientes con
dispepsia no ulcerosa. Los estudios en nifios sugieren que la presencia de cepas de
H. pylori cagA®™ (47%) es menos frecuente que en los adultos (Gonzalez, 2000). Ademas,
se ha observado que en nifios la infeccién con H. pylori cagA®™ se relaciono con mayor
inflamacion y densidad de colonizacion en la mucosa antral que en los infectados con

cepas cagA (Dzierzanowska-Fangrat y cols, 2002).



Respuesta inflamatoria y respuesta inmune especifica a la infeccion por
Helicobacter pylori en ninos y adultos

Helicobacter pylori (H.pylori) coloniza mas del 50% de la poblacion mundial e
invariablemente causa gastritis crénica en los individuos infectados.

La infeccion por H pylori, generalmente se adquiere en la nifiez y permanece como una
infeccién cronica a lo largo de la vida del sujeto infectado. Cuando la infeccion se adquiere
a menor edad, se incrementa el riesgo de que en el adulto se presente Ulcera péptica, 6
adenocarcinoma gastrico. Para el desarrollo de enfermedad asociada a H.pylori
contribuyen factores de la bacteria, del hospedero y el medio ambiente.

Entre los factores bacterianos que se han asociado con enfermedad severa, el mas
estudiado es el gen cagA, este gen forma parte de una isla de patogenicidad (cagPAl). Las
cepas de Hp con cagPAIl estan mas asociadas a Ulcera péptica o cancer gastrico. La
ureasa es una enzima que participa en la colonizacién de la bacteria al epitelio y se
encuentra en todas las cepas de H pylori.

Las proteinas ureasa, y CagA ademas de participar en la patogenicidad de H.pylori, son
antigenos que inducen una importante respuesta inmune en el hospedero.

En adultos la infeccidbn con Hp estimula una respuesta tipo Thl asociada con niveles
elevados de citocinas pro-inflamatoria tales como IFN y e IL-2. Ademas se ha observado el
aumento en los niveles de IL-8, una citocina altamente quimioatractante para neutrofilos. A
pesar de que la infeccién con H pylori inicia en la nifiez pocos estudios se han realizado en
este grupo de edad.

El estudio de la respuesta inmune a la infeccion en nifios que han tenido infeccion por
meses 0 pocos afios, comparada con adultos que han tenido la infeccion por décadas, nos
ayudard a definir factores que influyen en la colonizacién por el bacilo y en la respuesta
inmunoldgica del hospedero.

Objetivo General. Evaluar la respuesta humoral e inflamatoria en nifios y adultos infectados
con H.pylori.

Material y Métodos. Poblacion de estudio: Nifios y adultos con indicacion de endoscopia de
tubo digestivo alto. A los pacientes se les tomaron tres biopsias de antro, 1 de cuerpoy 3
mL de sangre venosa. Una biopsia de antro se proceso para cultivo, la segunda biopsia de
antro y la de cuerpo fue fijada en parafina y tefiida con hematoxilina-eosina para

evaluacion histolégica, la tercera se us6 para determinar niveles de interleucinas



Serologia: Se determin6 IgG para extracto total de H. pylori, proteina CagA y ureasa en
suero de nifios y adultos infectados y no infectados con Hp por ELISA.

Biopsias: a) Se determind por inmunofluorescencia e inmunohistoquimica la presencia de
Hp e IL-8 en biopsias gastricas. b) Se realizd ELISA en sobrenadantes de biopsia de antro
para determinar los niveles de IL-8, IL-12, IFNy, IL-10, IL-4 y c) Se realizo0 analisis
histoldgico utilizando el criterio de Sydney.

Resultados.

En nifios infectados con H.pylori se encontré una seroprevalencia a CagA de 46.9 % y
16.2% a ureasa, en adultos la seroprevalencia a CagA fue de 78.9% y a ureasa 59%.

Al comparar la frecuencia de infeccion por H. pylori en nifios con DAR y sanos de nivel
socioeconomico y edad similares, los nifios con DAR mostraron una frecuencia de
infeccion de 65% vs 48% en nifios sanos (p=0.009).

La respuesta seérica de IgG a CagA es mayor en los nifios que en los adultos y esta
respuesta tiende a disminuir con la edad; en cambio la respuesta serica de IgG a ureasa
es menor en los nifios y aumenta al incrementarse la edad.

Los nifios infectados presentaron una infiltracion mononuclear leve a moderada y los
adultos con gastritis o Ulcera péptica, moderada a severa, tanto en antro como en cuerpo
gastrico. En el antro pero no en el cuerpo, la intensidad de colonizacion con Hp
correlaciond con infiltracion de neutroéfilos y mononucleares.

La presencia de IL-8 in situ en biopsias gastricas de nifios y adultos se observo en el
epitelio gastrico. Los nifios infectados y los adultos con ulcera péptica mostraron los niveles
mas altos de la citocina ( in situ y en los sobrenadantes de las biopsias). Los nifios sin
infeccibn mostraron en el epitelio gastrico la presencia débil de la IL-8.

En los nifilos con infeccidbn asociada a H pylori, se incrementaron significativamente
(p<0.05) los niveles de IL-8 e IL-10, pero no IL-12, IFNy e IL-4, cuando comparamos con
los niveles de los nifios sin infeccion. Los adultos con UD mostraron aumento en los niveles
de IL-8, IL-12, IFNy, e IL-4 pero no en IL-10, en comparacion con los adultos con DNU. Los

nifios mostraron los niveles mas altos de citocinas en los sobrenadantes de las biopsias.

Conclusiones.
1. En la infeccion natural con H pylori la proteina CagA es una buena inmundogenay la

proteina ureasa es una inmundégena pobre.



2. Los nifios infectados con H pylori presentan una infiltracion mononuclear y de
neutrofilos leve, mientras que los adultos presentan una infiltracibn moderada a
severa.

3. En la mucosa gastrica de los nifios, la presencia de H pylori esta asociada con
niveles altos de IL-8 principalmente en células epiteliales. En adultos con Ulcera
péptica los niveles de IL-8 se encuentran incrementados en relacién a los niveles
observados en adultos con DNU.

4. Los nifios infectados con H pylori presentan incremento en los niveles de IL-8 e IL-
10, los adultos con ulcera duodenal muestran mayores niveles de IL-8, IL-12, IFNy e

IL4 que los adultos con dispepsia no ulcerosa.



ABSTRACT

Colonization of the gastric mucosa with Helicobacter pylori invariable leads to inflamation
followed by acute or chronic no atrophic gastritis. Subsecuently, some patients may develop
duodenal ulcer, gastric ulcer, or even gastric cancer. The infecction is usually acquired
during childhood, although expresion of disease does not occur in most cases until
adulthood. The presence of the organism causes gastric inflammation in all individuals; with
time this chronic inflammation may lead to injury of the gastric mucosa.

Little is known about H. pylori infections and immune response to urease and CagA in
symptomatic children and adults. Few studies have reported the association of the intensity
of H. pylori colonization, IL-8 expression and there are few pediatric studies evaluating the
type and level of cytokine expression in the gastric mucosa.

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for diagnosis of H. pylori infection using
whole cell extracts was validated. The IgG antibody responses against recombinant CagA
and urease were studied in healthy children, children with RAP and adults with
gastrointestinal symptoms. Moreover, we studied children, and adults with dyspeptic
symptoms for H.pylori infection with immunofluorescence technique and for IL-8 with an
immunohistochemical assay. Cytokine levels were determined by specific ELISAS in gastric
antral biopsy homogenates, and inflammatory cell infiltration was scored using the modified
Sydney system.

The whole-cell extract ELISA had a sensitivity of 85% and specificity of 87%. Children with
RAP were more infected with H. pylori than were healthy control subjects; however, IgG
and IgA CagA seropositivity was coger among tose with RAP than among asymptomatic
children (34% and 23% vs 76% and 55%, respectively; p<0.0001).

We found in H. pylori positive children, a seroprevalence of 46.9% to CagA and 16.2% to
urease, whereas in H. pylori —positive adults, a seroprevalence of 78.9% to CagA and 59%
to urease.

In H.pylori-infected children, mild mononuclear cell infiltration was found in 50%, and no
neutrophils in 40% of cases.In the antrum, the intensity of colonization correlated with
neutrophil and mononuclear cell infiltration. The IL-8 response was significantly higher in
the antrum (p<0.05) and corpus (p<0.02) of infected children, and adults with ulcer, IL-8
was localized mainly in the surface and crypts of the epithelium. Cytokine levels were

determined by specific ELISAs in gastric antral biopsy homogenates, and inflammatory cell



infiltration was scored using the modified Sydney system. Among the children studied, the
presence of H. pylori was associated with significantly higher levels of IL-8 and IL-10
compared with H. pylori” children (22.0+17.0 vs 13.0+13.5; P=0.03 and 7.7+11.4 vs 3.2+4.0;
P= 0.05 respectively). The levels of all cytokines tested were significantly higher in children
than in adults. Among adults, DU patients had significantly higher levels of IL-8, IL-12, IFNy
and IL-4 as compared with NUD patients (P<0.05).

H.pylori positive children showed mild to moderate gastritis in 87% of cases. In contrast, all
the H.pylori-negative children presented only mild inflammation or normal mucosa
(p<0.001). All 60 adults were histologically positive for H. pylori; inflammation score was
mild in 13%, moderate in 40% and severe in 47%. No differences in severity of the gastric
inflammation were observed for the adults between NUD and DU.

Conclusions: In children, the magnitude of the response to CagA was significantly higher
and the response to urease was significantly lower than those in adults.In H. pylori infected
children, and adults with ulcer had a higher IL-8 response. The levels of IL-8 and IL-10
were higher in infected children. Among adults, DU patients had significantly higher levels
of IL-8, IL-12, IFNy and IL-4 as compared with NUD patients (P<0.05).



2. Planteamiento del problema

Helicobacter pylori coloniza persistentemente el estbmago de mas del 50% de la poblacion
mundial. La colonizacion con H. pylori invariablemente causa gastritis cronica en todos los
individuos infectados, pero solamente una minoria presenta sintomatologia. Se ha
estimado que 10 a 20% de los individuos infectados desarrollan Ulcera pépticay 1 a 2%
desarrollan cancer gastrico.

Se han realizado diversos estudios para analizar la respuesta inmune humoral a extracto
total de H. pylori o a antigenos semi-purificados de la bacteria, pero no se ha estudiado la
respuesta humoral a antigenos de H. pylori relacionados con su virulencia como las
proteinas CagA y ureasa. Asimismo, han sido poco estudiadas en adultos y sobre todo en
nifios, las caracteristicas de la respuesta inflamatoria de la mucosa gastrica infectada.

El estudio de la respuesta inmune y las caracteristicas de la respuesta inflamatoria del
hospedero a la infeccion con H. pylori en nifios con la infeccién por meses o pocos afos,
comparada con adultos con la infeccion por décadas, nos ayudara a definir la respuesta
humoral y celular que participa en la infeccion con H. pylori y permite su cronicidad y en
algunos casos el desarrollo de las diferentes formas de enfermedad (gastritis no atrofica,

Ulcera péptica 6 cancer gastrico).

2.1 Preguntas de investigacion

¢,Como es la respuesta humoral a antigenos de H. pylori en nifios que tienen una infeccion

temprana y adultos con una infeccion crénica ?°

¢, Como es la respuesta inflamatoria en nifios y adultos infectados con H. pylori?

3. Hipotesis
1. Los nifios infectados con H. pylori tendran una respuesta inmune humoral contra ureasa

(antigeno de colonizacion) mayor que la observada en adultos. Mientras que los adultos
tendran una respuesta mayor a CagA (antigeno asociado a inflamacion).

2. Los niveles de interleucinas pro-inflamatorias seran mayores en adultos con DNU o
Ulcera péptica que en nifios infectados con H. pylori.

3. Los nifios infectados con H. pylori presentaran gastritis no atrofica de leve a moderada;

mientras que adultos infectados presentaran gastritis cronica antral activa severa.



4. Objetivo general
Evaluar la respuesta humoral y celular en nifios y adultos infectados con Helicobacter

pylori.

4.1 Objetivos especificos:

1. Evaluar y comparar la respuesta inmune humoral, contra antigenos de H.
pylori, entre nifios y adultos con enfermedad gastroduodenal.

2. Comparar los niveles gastricos de citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias en nifios y adultos infectados con H. pylori.

3. Describir y comparar las caracteristicas histolégicas de la mucosa gastrica,

entre nifios y adultos infectados con H. pylori.

Descripcién general del estudio
El estudio se desarrollo en varias etapas, iniciando con la estandarizacion y validacion de

ELISA para IgG e IgA a tres antigenos de H. pylori. Se determiné la presencia de IgG e
IgA, en suero de nifios y adultos. Posteriormente se determiné la presencia de
interleucinas (IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, IFNy) en las biopsias de los pacientes. En todos los
pacientes se evalué el grado de infiltracion gastrica de células mononucleares y de

neutrofilos.



5. Pacientes, material y métodos

5.1 Lugar donde se realizo el estudio
Este estudio se llevé a cabo en el laboratorio de bacteriologia de la Unidad de

Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Hospital de Pediatria,
CMN S XXI, del Instituto Mexicano del Seguro Social.

5.2 Poblacion de estudio
La poblacion de estudio estuvo constituida por casos consecutivos atendidos en los

servicios de Gastroenterologia de los Hospitales de Pediatria y de Especialidades del CMN
Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social. Se estudiaron pacientes que cubrieron los

criterios de inclusidon y exclusion que se sefialan a continuacion.

5.2.1 Criterios de inclusion

Nifios. Pacientes de 6 meses a 17 afios de edad que ingresaron al Hospital de Pediatria
con diagnadstico de dolor abdominal recurrente (DAR).

Adultos. Pacientes con enfermedad acido péptica de 18 a 70 afios que ingresaron al
servicio de gastroenterologia del Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI.

Los pacientes fueron sometidos a endoscopia de tubo digestivo alto por motivos diferentes
a los del presente estudio. Se solicitO el consentimiento del padre o tutor en pacientes

pediatricos y el consentimiento del adulto para participar en el estudio.

5.2.2 Criterios de exclusion
Pacientes que recibieron antibidticos o sales de bismuto en el Ultimo mes previo a la
endoscopia, mujeres embarazadas, pacientes con Inmunodeficiencias como sida,

leucemias y neoplasias o pacientes con alguna enfermedad cronica diferente de gastritis.



5.2.3 Definicion de infeccién
Los niflos y adultos se clasificaron como infectados cuando dieron positivo el cultivo o las

pruebas de aliento e histologia y no infectados cuando las tres pruebas fueron negativas.

5.3 Muestras biolégicas

5.3.1 Sangre
De cada paciente pediatrico o adulto, se tomaron dos biopsias de antro y dos de cuerpo.
Se recolectdé una muestra de 2 mL de sangre de cada paciente, se obtuvo el sueroy se

conservo a —20°C hasta su uso.

5.3.2 Biopsias

Por medio de una endoscopia, el gastroenterélogo tomé 3 biopsias de antro y 2 de cuerpo.
La primera biopsia de cada sitio fue puesta en solucién salina para cultivo de H. pylori, la
segunda biopsia de antro y cuerpo fue puesta en formalina amortiguada al 10%, se fij6 en
parafina para realizar cortes y andlisis histologico. En 60 nifios y adultos una biopsia de
antro fue congelada inmediatamente a —70°C en tubos estériles para la determinacion de

citocinas por ELISA vy cuantificacion de proteinas.

5.4 Pacientes
Se incluyeron las muestras clinicas de los pacientes pediatricos y adultos que cubrieron los

criterios antes descritos.

5.4.1 Sueros de pacientes utilizados para la estandarizacién de ELISAs

Se realiz6 la validacién del ELISA con sueros de 50 nifios (edades 2-17 afios) que asistian
a consulta por DAR al servicio de Gastroenterologia del Hospital de Pediatria, CMN Siglo
XXI. Por indicacion del gastroenterélogo se les tomaron muestras de biopsia y sangre. De
estos nifos, 20 estuvieron infectados y 30 no infectados, sus muestras de suero se

utilizaron en las determinaciones que se describen a continuacion.



5.4.2 Sueros de pacientes usados para definir el valor de corte

Se uso el suero de los 30 pacientes negativos a infeccién con H. pylori, para estudiar la
respuesta de IgG a extracto total y de IgG e IgA a CagA y ureasa. Todas las
determinaciones se realizaron en 6 dias diferentes. El valor de corte se defini6 como el
valor promedio mas tres desviaciones estandar (DE) de la densidad optica (DO) de los 30
sueros de los pacientes no infectados.

5.4.3 Sueros de pacientes usados como controles positivos

Se utilizaron 120 sueros de nifios y adultos para diagnosticar la infeccién con H. pylori
usando ELISA para extracto total y se seleccionaron 30 sueros con la DO mayor al valor de
corte establecido. Con estos sueros seleccionados se hizo una mezcla y fueron usados
como sueros control positivo depositandolos en cuatro pozos de la placa de 96 pozos,
fueron incluidos en cada uno de los ensayos de ELISA realizados. Para expresar el
resultado en unidades ELISA (UELISA), se definieron las Unidades-ELISA como el
cociente del valor de DO de la muestra entre el valor de corte de la placa. Un valor mayor o

igual a 1 unidad ELISA fue considerado positivo.

5.4.4 Respuesta seroldgica a antigenos de H. pylori

Poblacién pediatrica. Se estudiaron un total de 352 nifios (edad promedio 9.5 + 3.9 afios):
242 con DAR, 89 con dispepsia no ulcerosa (DNU), 21 con diagndstico desconocido.
Poblacion adulta: 293 individuos (edad promedio 48.1 +15.9 afios): 143 con ulcera péptica,
150 con DNU.

5.4.5 Expresion in situ de IL-8

Poblacion pediatrica: 45 nifios: 21 nifios infectados con H. pylori (edad promedio 11+ 3.5
afos) y 24 nifos no infectados (edad promedio 10 * 3.7 afios).

Poblacion adulta: 44 pacientes infectados con H. pylori (20 mujeres y 24 hombres) de los
cuales 15 presentaron DNU (edad promedio de 49.7 afos), 15 con ulcera duodenal, con

edad promedio de 49.9 afios y 14 con Ulcera gastrica, con edad promedio de 57.5 afios.

5.4.6 Deteccion de interleucinas en sobrenadantes de biopsias
Poblacion pediatrica: Quedo constituida por un total de 60 pacientes pediatricos con dolor

abdominal crénico y 60 adultos con enfermedad gastroduodenal.



La poblacién pediatrica incluy6 biopsia antral de: 30 nifios infectados con H. pylori (edad
promedio 11.7+ 4.0, intervalo 4-17 afos) y 30 niflos no infectados (Edad promedio 10.6 £
4.0 afos, intervalo 2-17 afios). La poblacion adulta incluyé 30 pacientes adultos con
dispepsia no ulcerosa (DNU) (edad promedio 38.3 + 10.6, intervalo 22-69 afios y 30 con
Ulcera duodenal (UD), (Edad promedio 41.4 + 13.2 afios, intervalo 20-69 afios), todos los
adultos estaban infectados con H. pylori.

La concentracién de interleucinas en sobrenadantes, se realiz6 Unicamente en una biopsia

de antro, ya que no fue posible obtener una biopsia mas de cuerpo.

5.5 Métodos

5.5.1 Cultivo de biopsias para aislar H. pylori.

Una biopsia de antro y una de cuerpo fueron homogenizadas con solucion salina al 0.9%
en un homogenizador de vidrio, 50 ul se inocularon en medio de gelosa sangre de carnero
(BBL, Becton Dickinson, Cockeysville, USA) al 5%, con (vancomicina 10 mg/L,
Trimetroprim 5 mg/L, anfotericina 5mg/L) y sin antibiéticos, las placas se incubaron a 37°C
en una atmosfera de 9 % de CO, durante 2 a 7 dias. Se considerd un cultivo positivo
cuando se observaron colonias caracteristicas de H. pylori en los medios de cultivo. Se
identific6 al bacilo de la forma convencional observando la morfologia colonial, la
morfologia microscopica y las pruebas bioquimicas caracteristicas, principalmente ureasa,
catalasa y oxidasa positivas. Las cepas identificadas como H. pylori se conservaron en
caldo Brucella (BBL, Becton Dickinson, Cockeysville, USA) con glicerol al 15% a -70°C.

5.5.2 Métodos seroldgicos.

5.5.2.1 Antigenos
Se utilizaron tres antigenos diferentes en esta tesis: extracto total, CagA y ureasa. El

extracto total se obtuvo de una mezcla de tres cepas de H. pylori aisladas de pacientes
mexicanos, un nifio y dos adultos. Los antigenos CagA y ureasa fueron péptidos

recombinantes donados por OraVax, Cambridge, MA.

5.5.2.2 ELISAs para lgG e IgA
Se utilizé ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) para estudiar la presencia de IgG e

IgA en suero. La técnica fue desarrollada y estandarizada en el laboratorio. Se hicieron



cinco determinaciones séricas: 1gG anti-extracto total de H. pylori, IgG e IgA anti-CagA y
anti-ureasa. Se determinaron las concentraciones 6ptimas de los antigenos utilizados y
las diluciones de suero y conjugado. Las concentraciones finales usadas a lo largo de este
trabajo fueron las siguientes: 0.5 (ug/pozo para IgG de extracto total, 0.1 (ng/pozo para IgG
de CagA y 0.5 (ug/pozo para IgA de CagA, IgG e IgA de ureasa. Adicionalmente, se
determinaron las diluciones éptimas de suero para cada uno de los ensayos, quedando las
diluciones finales empleadas a lo largo del trabajo como se describen a continuacion:
1:1000 para IgG de extracto total, 1:200 para IgG de CagA; 1:400 para IgG de ureasa; 1:50
para IgA de ureasa y CagA.

El método de ELISA utilizado fue similar para los tres antigenos evaluados. Se deposit6 el
antigeno en microplacas de 96 pozos, diluido en regulador de carbonatos, pH 9.6 a 4°C
toda la noche. Se lavaron tres veces con regulador de fosfatos adicionado de tween 20 al
0.5%. Posteriormente se bloquearon las placas con leche descremada al 2.5%, en
regulador de fosfatos pH 7.4, durante 1h. Se adicion6 el suero en la dilucion
correspondiente y se incub6 a 37° C, durante 1h. Enseguida se adicioné el anticuerpo
secundario que fueron anticuerpos monoclonales anti-lgG o anti-lgA conjugados con
fosfatasa alcalina (Southern Biotech, Birmingham, AL) diluido 1:1000 y se incubaron a 37°C
durante 1h. El sustrato usado fue p-nitrofenilfosfato a una concentracion de 1mg/mL
(Sothern Biotech). Terminado el periodo de incubacion se leyé la absorbancia a 405 nm

(IEMS Analyser, Labsystems, Finland).

5.5.3 Andlisis histoldgico.
Una biopsia de antro y una de cuerpo de cada paciente fueron incluidas en parafina y
tefiidas con hematoxilina-eosina para evaluar el grado de inflamacion usando el sistema

modificado de Sydney.

5.3.1 Evaluacién morfologica de la mucosa gastroduodenal.
Se utilizé el criterio establecido en el Sistema de Sydney (Dixon y cols, 1996). Este criterio

se basa en las caracteristicas topograficas y morfoldégicas para generar datos clinicos
reproducibles utiles para el diagndstico histologico. En este sistema se evalla la
colonizacion, la infiltracion de neutréfilos y mononucleares asi como el grado de atrofia y
metaplasia intestinal. Los resultados se emiten con un valor numérico que equivale a la

siguiente escala: 0= normal, 1= leve, 2= moderado y 3= severo (Figura 5). Las biopsias



fueron evaluadas en el Departamento de Patologia del Hospital de Pediatria del CMN Siglo
XXI por un solo patologo, sin que el evaluador conociera el origen de la muestra o el
cuadro clinico del paciente.

Normal Leve Moderado Severo Normal Leve Moderado Severo

Celulas mononucleares Metaplasia

Figura 5. Representacion esquematica de la evaluacion histoldgica de las biopsias de acuerdo al
sistema Sydney (Dixon y cols, 1996)



5.5.3 Métodos de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica (Anexo 1)

5.5.3.1 Cuantificacion de H. pylori por inmunofluorescencia
La deteccion de H. pylori se realiz6 en cortes histologicos de las biopsias fijadas en

parafina. Como anticuerpo primario se utiliz6 un anticuerpo policlonal de conejo anti-
H.pylori y como anticuerpo secundario un anticuerpo de cabra anti-conejo con fluoresceina.
Las imagenes fueron analizadas con el software KS300 (Carl Zeiss). Los resultados fueron
expresados como un porcentaje del area total (um?) tefiida para H. pylori. Se evaluaron 5

campos de antro y 5 de cuerpo y se calcul6 el promedio + la desviacion estandar.

5.5.3.2 Cuantificacién de IL-8 por inmunohistoquimica
Se estudiaron cortes de biopsias fijadas en parafina, usando inmunohistoquimica con

peroxidasa. Se utiliz6 como anticuerpo primario un anticuerpo de cabra anti-IL-8 humana,
como anticuerpo secundario un anticuerpo de conejo anti-cabra conjugado con peroxidasa.
La unién antigeno-anticuerpo se visualizé usando 3,3 diaminobencidina—hidroclorada. Se
contratind con hematoxilina y las imagenes fueron analizadas con el software KS300 (Carl
Zeiss). Los resultados fueron expresados como un porcentaje del area total (um?) tefiida
para IL-8. Se evaluaron 5 campos de antro y 5 de cuerpo y se calculé el promedio + la

desviacion estandar.

5.5.4 Determinacién de interleucinas en sobrenadante de la biopsia

Para determinar los niveles de citocinas la biopsia se colocé en 600 ul de regulador de
fosfatos Dulbecco (Gibco BRL, Grand Island, NY), fue macerada con un homogenizador
automatico de tejidos, los sobrenadantes obtenidos se centrifugaron a 12,000 rpm, durante
5 minutos a 4°C. Posteriormente 50 ul del sobrenadante fueron utilizados para la
determinacion de los niveles de cada una de las siguientes interleucinas (IL-4, IL-10, IL-8,
IL-12 e IFN-y), mediante ELISA, utilizando kits comerciales (Cytoscreen Immunoassay Kit,
Biosource International, Camarillo CA).

La determinacion de la concentracion de proteinas de las biopsias se realizdé por el
micrométodo comercial (Pierce, Rockford IL).

Cada ensayo se realizd por duplicado y el resultado final fue el promedio de ambos

ensayos. El resultado de las citocinas se expres6 como pg de citocina/ug de proteina.



6. Andlisis estadistico
Se uso la prueba de y? y raz6n de momios (OR) con un intervalo de confianza de 95% para

estudiar las diferencias de respuesta entre nifios y adultos a los antigenos evaluados. Las
diferencias en la magnitud de la respuesta inmune, entre los valores de intensidad de IL-8
0 niveles de interleucinas entre los diferentes grupos se analizaron con la prueba de t
student.

La prueba exacta de Fisher y y? se usaron para analizar diferencias en la severidad de la
inflamacion entre los nifios infectados y sin infeccién con H. pylori y entre los adultos con
DNU, UD y UG. Se usé6 el coeficiente de correlacibn de Spearman para calcular la
correlacion entre la severidad de la inflamacién y la respuesta de IL-8, la intensidad de
colonizacion y respuesta de IgG. A lo largo del estudio se consideré un valor de p<0.05

como estadisticamente significativo.



7. Resultados

La poblacién pediatrica incluy6 un total de 352 nifios infectados con H. pylori y nifios sin
infeccion (Edad promedio 9.5 afos, intervalo 2-17 afos). La poblacion adulta incluyo
293 pacientes adultos con dispepsia no ulcerosa (DNU), 45 con ulcera duodenal (UD) y
14 con ulcera géstrica (UG), en las tablas 2 y 4 se muestran las caracteristicas de la
poblacién estudiada.

Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacion estudiada

Grupo H. pylori Diagnostico n Edad £ DS, en afos
Niflos
+y- DAR 352 9.5+3.9(2-17)
+ DAR 130 9.1+£3.9(1-17)
- DAR 222 9.0+ 4.0 (1-16)
Adultos
+ DNU 293 48.1+ 15.9 (20-78)
Ulcera
+ duodenal 45 50 £ 13.4 (22-73)
Ulcera
+ gastrica 14 57 + 13.8 (33-83)

DAR dolor abdominal recurrente, DNU dispepsia no ulcerosa
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7.1 Validacion de los ensayos serologicos
En la tabla 3, se describe la valoracion diagndstica de los ensayos inmunoenzimaticos

para extracto total, ureasa y CagA estandarizados al inicio de este estudio. Se incluyen
los resultados de sensibilidad y especificidad de ELISAs para IgG de extracto total,
ureasa y CagA. También se incluyen los resultados de IgA para ureasa y CagA. La
ELISA para IgG de extracto total mostré los mejores resultados, una sensibilidad de
85% y una especificidad de 87%. La ELISA para IgG con ureasa tuvo una especificidad
y valor predictivo de 100%, pero tuvo la sensibilidad mas baja (23%). La respuesta de
IgG e IgA a CagA mostré buena especificidad (97 y 90% respectivamente), aunque la

sensibilidad fue baja (83 y 33% respectivamente)
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Tabla 3. Valor diagnostico de ELISAs a diferentes antigenos de

H. pylori para deteccion de infeccion en suero.

Valor Valor
Antigeno Sensibilidad* Especificidad#*x* Predictivo Predictivo
Positivo Negativo
Extracto Total de
H. pylori
lgG 85 87 81 90
Ureasa
recombinante
lgG 23 100 100 68
IgA 28 83 50 66
CagA
recombinante
lgG 83 97 94 91
IgA 33 90 67 69

*Calculado con 20 nifios infectados con H. pylori (Promedio de edad + DS. 12+ 3.2
afos) ** Calculado de 30 nifios no infectados con H. pylori (Promedio de edad +DS.
7.515.1 afos.)
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7.2 Prevalencia de la infeccidon en nifios con DAR y controles

La deteccion de IgG contra extracto total por ELISA se utiliz6 para diferenciar entre
individuos infectados con H. pylori y sin infeccion.

Se establecié la prevalencia de la infeccion con H. pylori en 82 nifios con DAR y 246
controles asintoméaticos pareados por edad y sexo. Los nifios con DAR se encontro que
estuvieron mas infectados que los nifios sanos y esta diferencia fue estadisticamente
significativa (65% vs 48%, p=0.009) (Tabla 4). Los nifios con DAR presentaron mayor

prevalencia de infeccion con H. pylori que los controles sanos (65% vs 48%, p=0.009).

Tabla 4. Caracteristicas del grupo de nifios estudiados

Dolor abdominal Controles sanos
recurrente Valor de p
(n=82) (n= 246)
Infectados con 53(65%) 117(48%) 0.009%

H. pylori

Promedio de edad

de los infectados 9.1+ 3.9(1-17) 10.6 £ 3.7(2 -17) 0.012°
(rango)

Mujeres infectadas 58.5% 65.5% >0.1

2 Prueba de y?, ° Prueba de t
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7.3 Respuesta de anticuerpos séricos a CagA y ureasa en nifos.
En la tabla 5, se presenta la respuesta inmune de IgG e IgA a los antigenos CagA y

ureasa en los nifios infectados con H. pylori. Entre los nifios infectados, asintomaticos o
sanos, se encontrd una respuesta significativamente mayor de IgG (p<0.001) e IgA
(p<0.001) al antigeno CagA que los nifios con DAR. La respuesta de IgG a ureasa
también fue mayor en el grupo de los controles sanos que en el grupo de los nifios con
DAR (p<0.01). La respuesta de IgA a ureasa no fue significativamente diferente entre
los dos grupos estudiados.

Asimismo, se observo que la magnitud de la respuesta inmune de IgG e IgA, anti-CagA
entre niflos con DAR e infectados y los controles sanos fue significativamente mayor en
el grupo de los controles sanos que en el grupo de los nifios con DAR para IgG (6.25 +
5.4 vs 3.28, p<0.05), para IgA (2.69 £ 3.7 vs 1.51 *+ 2.7). La magnitud de la respuesta a
ureasa fue similar entre ambos grupos de nifios estudiados tanto para IgG como para
IgA.
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Tabla 5. Respuesta humoral sérica a diferentes antigenos de H. pylori en nifios

infectados @

No(%) de Nifios seropositivos

Respuesta Inmune Dolor Abdominal Controles Sanos Valor de p
Recurrente

CagA
lgG 18 (33.9) 89 (76.1) 0.0001
IgA 12 (22.6) 64 (54.7) 0.0001

Ureasa
lgG 10 (18.9) 45 (38.5) 0.01
IgA 11 (20.8) 35 (29.9) 0.2

%Infeccion se definié como una respuesta positiva de IgG a extracto total
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7.4 Respuesta de IgG sérica a extracto total, CagA y ureasa en nifios y adultos
con enfermedad gastroduodenal.

Se evalud la respuesta de IgG a los tres antigenos de H. pylori en sueros de nifios y
adultos con enfermedad gastroduodenal, por medio del ELISA previamente
estandarizado y validado. En total se estudiaron 645 pacientes, incluyendo 352 nifios
con un promedio de edad de 9.5 + 3.9 aflos y 293 adultos con edad promedio de 48.1 *
15.9 afios (Tabla 2).

La infeccion por H. pylori se detectd en el suero de 130 nifios (36.9%), entre los
infectados 61(46.9%) tenian anticuerpos contra CagA y 21 (16.2%) tenian anticuerpos
contra ureasa. Entre 293 adultos estudiados, 261(89.1%) estaban infectados, entre
estos, 206 (78.9%) tenian anticuerpos contra CagA y 154 (59%) tenian anticuerpos

contra ureasa.

Se incluyeron en el estudio nifilos con DAR y con DNU, como observamos en la tabla 5,
los nifios de ambos grupos tuvieron porcentajes de infeccion similares (35.5% y 34.8%
respectivamente). Sin embargo, la respuesta de IgG a CagA y ureasa fue mayor en el
grupo de nifios con DNU. En adultos, el porcentaje de infeccion fue similar entre el
grupo con ulcera duodenal o DNU, las respuestas de IgG a CagA y ureasa no
mostraron diferencias significativas entre estos dos grupos de adultos infectados.
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Tabla 6. Respuesta de IgG sérica a extracto total, CagA y ureasa en nifios y

adultos con enfermedad gastroduodenal

No(%) de seropositivos para lgG contra:

Grupo
estudiado y No de
diagnéstico  pacientes

Extracto Total CagA Ureasa
Nifios
DAR 242 86 (35.5) 40 (46.5)% 9(10.5)°
DNU 89 31 (34.8) 21 (67.7) 8(25.8)
Adultos
ub 143 129 (89.6) 108 (83.7) 72 (55.8)
DNU 150 133 (86.7) 99 (74.4) 83 (62.4)

ap = 0.04, DAR vs DNU; P p = 0.07, DAR vs DNU

La magnitud de la respuesta sérica de IgG a CagA y ureasa por grupo de edad, se
muestra en la Figura 6. La magnitud de la respuesta seroldgica a CagA y ureasa fue
diferente entre los nifios y adultos. Los nifios manifestaron una respuesta sérica anti-
CagA mayor y una baja respuesta a ureasa, esta respuesta se modifico con la edad y
en los adultos la respuesta sérica a CagA disminuyd después de los 30 afios de edad,
notandose en los adultos de mayor edad (> 70 afios) la menor magnitud de respuesta
sérica a este antigeno. En contraste, en los adultos, la magnitud de la respuesta sérica
a ureasa a partir de los 30 afios de edad mostr6 incremento, alcanzando un maximo en

el intervalo de 60 a 70 afnos.
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Figura 6. Magnitud (en unidades ELISA) de la respuesta sérica de IgG a CagA y ureasa en

pacientes infectados con H. pylori de acuerdo a la edad

7.5 Determinacién de interleucinas

7.5.1 Determinacion de IL-8 “in situ”

7.5.1.1 Intensidad de la expresion de IL-8 “in situ” en biopsias gastricas de nifios

y adultos
En la figura 8, se muestra la intensidad de la expresion de IL-8 (marcada con

peroxidasa, se observa en color café claro) en biopsias de antro y cuerpo de nifios y
adultos. La intensidad de expresién fue significativamente mayor en los nifios infectados
con H. pylori que en los nifios sin infeccion, tanto en antro como en cuerpo. La mayor
expresion de IL-8 se observo en la superficie de las células epiteliales y en algunas
células mononucleares infiltrando lamina propia. Los nifios no infectados mostraron la
presencia débil de la IL-8 en el epitelio (Figura 8c).

El marcaje de IL-8 no siempre co-localizé con H. pylori, hubo areas del tejido epitelial
que presentaron colonizacién con H. pylori en regiones distintas a las que se observaba

la presencia de la interleucina.
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En los adultos, la produccion de IL-8 fue mayor en los grupos con UD y UG en
comparacion con los que presentaron DNU. Estas diferencias se observaron en
biopsias de antro y cuerpo y fueron estadisticamente significativas (p<0.001) (Figura
7B).

De forma similar a lo observado en las biopsias de los nifios, las biopsias de adultos

mostraron la mayor expresion de IL-8 en las células epiteliales (Figuras 9a-9c).
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Figura 7. Expresion de IL-8 en biopsias de antro y cuerpo A.1l. De nifios infectados y 2. Nifios
sin infeccién con H. pylori, B. adultos con 1. DNU (dispepsia no ulcerosa, 2. UD (ulcera

duodenal), y 5. UG (Ulcera géstrica). Se muestra el porcentaje de area tefiida para IL-8. Las

barras representan la mediana de los resultados obtenidos.

Figura 8. Determinacién de IL8 por inmunohistoquimica en una biopsia de antro de una nifa
infectada con H. pylori. a) Se observa que la localizacién de IL-8 es predominantemente en el
epitelio y esta concentracion va disminuyendo hacia el interior del tejido, (10X), b) Detalle de la
misma biopsia donde se observa que la reaccion para IL-8 se localiza préacticamente en todo el

citoplasma de las células epiteliales y particularmente en el extremo que da hacia la luz del
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epitelio gastrico (40X).c). Biopsia de antro de un nifio sin infeccion con H. pylori, se observa una

ligera marca de IL-8.

R T

L4

Figura 9. Determinacion de IL-8 en biopsias de adultos infectados. a) y b) paciente con gastritis
cronica, se observa la presencia de I1L-8 ( marcada con peroxidasa en color café) en el epitelio,

ademas se puede observar un infiltrado denso de mononucleares y la presencia normal de
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glandulas de la mucosa (objetivo 10X y 40X), c y d) Biopsia de paciente con Ulcera duodenal,
donde se observa la presencia de IL-8, asi como un infiltrado de mononucleares, atrofia de las
glandulas y cambio en la morfologia de las células epiteliales por regeneracién celular (objetivo
10X y 40X).

7.5.1.2 Evaluacién histopatolégica en biopsias de nifios

En la tabla 7, se muestran las caracteristicas de la infiltracion celular analizadas de
acuerdo al sistema Sydney (Figura 5) en las biopsias gastricas de los nifios infectados y
no infectados. El grado de cronicidad e inflamaciéon esta dado por el infiltrado
mononuclear y la actividad de la gastritis por el infiltrado de neutrofilos.

En relaciéon a la infiltracion mononuclear (inflamacion), se observé infiltracion leve en la
mayoria de los nifios sin infeccion (92%) y en la mitad de los nifios infectados (52%)
con H. pylori. Estas observaciones fueron semejantes en biopsias de antro y cuerpo
gastricos.

En los nifios sin infeccién, no hubo infiltracion con neutrofilos y eosinofilos en biopsias
de antro, mientras que en cuerpo la infiltracién con ambas estirpes celulares fue leve.
Los nifios infectados con H. pylori no presentaron la presencia de neutroéfilos en el antro
y cuerpo en 43% de los casos. En el resto de los nifios, las biopsias de antro mostraron
infiltracion leve o moderada-severa de neutrofilos en 24% y 33% de los casos
respectivamente. En biopsias de cuerpo se observé infiltracion leve en el 50% de las
muestras, mientras que presentaron infiltracion moderada-severa solo un 10% de los

casos.
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Tabla 7. Evaluacion de la inflamacion géastrica en el antro y cuerpo de nifios

infectados y sin infeccion con H. pylori

Antro, No (%)

Cuerpo, No (%)

H.pylori* H.pylori H.pylori® H.pylori’

Mononucleares

Normal 0 1 (4) 0 1(4)

Leve 11 (52) 22 (92) 10 (48) 22 (92)

Moderado-severo 10 (48) 1 (4) 11 (52) 1(4)
Neutroéfilos

Normal 9 (43)° 23 (96)% 9 (40)® 23 (96)*

Leve 5 (24) 1 (4) 10 (50) 1 (4)

Moderado-severo 7 (33) 0 (0) 2 (10) 0 (0)
Eosinofilos

Normal 6 (29) 0 (75) 5 (24)? 19 (79)?

Leve 14 (67) 1 (25) 16 (76) 5(21)

Moderado-severo 1 (5) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

#P<0.001. Infectados vs sin infeccion.Determinado por prueba exacta de Fisher
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7.5.1.3 Evaluacién histopatoldgica en biopsias de antro y cuerpo de adultos

En los adultos con DNU, se observé infiltracion mononuclear moderada o severa en
mas de la mitad de los casos (Tabla 8). Los adultos con uUlcera duodenal mostraron en
cerca del 70% de los casos la presencia severa de células mononucleares en el antro
gastrico. Los casos de Ulcera gastrica mostraron infiltracion mononuclear severa en
antro en el 50% de los casos.

La presencia de neutrdfilos en los adultos con DNU fue moderada en el antro del 50%
de los casos y leve a moderada en el cuerpo de mas del 70 % de los casos. En el antro
de los pacientes con UD se observé infiltracién con neutréfilos severa en la mitad de las
biopsias de antro, a diferencia de lo observado en las biopsias de cuerpo de los
pacientes con UD o con UG en las que la infiltracion con neutrofilos fue leve en mas del
50% de las biopsias.

Al comparar a los nifios infectados con los adultos con DNU el grado de inflamacion fue
mayor en los adultos Unicamente en la region del antro (p<0.01) y el infiltrado de

neutroéfilos fue mayor en los adultos soélo en la region del cuerpo (p>0.05).
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Tabla 8. Evaluacion de la inflamacion géastrica en biopsias de adultos con

enfermedad gastroduodenal.

Antro, No (%) Cuerpo, No (%)

DNU uD UG DNU uD UG

n=15 n=15 n=14 n=15 n=14 n=12
Células
Mononucleares
Normal 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Leve 0(0) 0(0) 1(7) 3 (20) 5 (36) 5 (42)
Moderada 7 (47) 5(33.3) 6 (43) 10 (67) 7 (50) 4 (33)
Severa 8 (53) 10 (66.6) 7 (50) 2 (14) 2 (14) 3(25)
Neutroéfilos
Normal 1(7) 0(0) 2 (14) 2 (14) 2 (14) 1(8)
Leve 3 (20) 4 (27) 2 (14) 7 (47) 8 (57) 7 (58)
Moderado 8 (53) 3 (20) 5 (36) 5(33) 2 (14) 2 (17)
Severo 3 (20) 8 (53) 5 (36) 1(7) 2 (14) 2 (17)

Dispepsia no ulcerosa (DNU), ulcera duodenal (UD), tlcera gastrica (UG)

7.5.1.4 Correlacion entre severidad de inflamacién y otras variables en nifios
infectados

En la tabla 9, se presenta la relacion entre la severidad de la infiltracion mononuclear
con la respuesta de IL-8, la intensidad de colonizacién y los niveles de anticuerpos IgG
anti-H. pylori y anti-CagA en muestras de nifios infectados con H. pylori.

En el antro, los niveles de IL-8 fueron mayores en nifios con infiltracibn mononuclear y
de neutrdfilos severa, mientras que en el cuerpo la respuesta de IL-8 fue mas alta en
los casos con infiltracion mayor de neutrofilos, aunque estas diferencias no fueron
significativas. Adicionalmente se observO que en el antro la intensidad de la

colonizacion estuvo asociada significativamente con mayor severidad de la infiltracion
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mononuclear, de neutréfilos y con mas altos niveles séricos de IgG, aunque esto no fue
estadisticamente significativo. Hubo mayor respuesta sérica de IgG a CagA en nifios
con infiltracion de neutrofilos severa en antro y cuerpo que sin neutrofilos o con

infiltracion leve.

7.5.1.5 Correlacion entre severidad de inflamacién y otras variables en adultos
con enfermedad gastroduodenal

En las tablas 10, 11 y 12 se muestra la relacion entre severidad de infiltracion
monuclear y de neutréfilos con respuesta de IL-8, intensidad de colonizacién, niveles de

IgG anti-H. pylori y anti CagA en adultos con DNU, UD y UG respectivamente.

Los adultos con DNU (tabla 10) que presentaron infiltracion mononuclear moderada-
severa en cuerpo mostraron intensidad de IL-8 y colonizacion similares a las
demostradas en los adultos con infiltracion leve. Sin embargo, si se observaron
diferencias en los niveles séricos de IgG y respuesta sérica de IgG a CagA. Los casos
con mayor infiltracion mononuclear presentaron mayores niveles séricos de IgG, y mas
casos con serologia de IgG a CagA positivos, sin embargo esta diferencia no fue

estadisticamente significativa.

La infiltracion moderada-severa con neutroéfilos, correlacion6 con mayor intensidad de
IL-8, mayores niveles de IgG y de respuesta a CagA en antro, pero no se encontrd
significancia estadistica. En antro, los resultados entre los diferentes niveles de

infiltracion fueron similares.

En la tabla 10, se observa, que en cuerpo, tanto en infiltracion mononuclear leve como
en moderada-severa resultados similares en intensidad de IL-8, hay un incremento en
intensidad de colonizacion y niveles séricos de IgG contra extracto total de H. pylori, en
pero esto no fue estadisticamente significativo. En infiltracién de neutroéfilos de antro, la
intensidad de IL-8 es mayor, pero no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, posiblemente por las diferencias en el numero de casos. En el cuerpo, la
Unica diferencia importante fueron mayores niveles séricos de 1gG contra H. pylori en
infiltracion severa comparada con infiltracion normal o leve.

Los pacientes con UG, e infiltracion mononuclear leve (tabla 12), manifestaron
resultados de correlacion con IL-8 e intensidad de colonizacion similares a los obtenidos

con los pacientes con infiltracibn moderada-severa.
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Los casos con infiltracion de neutréfilos normal o leve en antro, presentaron diferencias
en la respuesta de IL-8, notandose mayor respuesta con mayor infiltracion pero esta
diferencia no fue significativa. Asimismo en cuerpo, no se noté relacion entre las

variables estudiadas y la severidad de la infiltracion.
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Tabla 9. Relacion de respuesta de IL-8, intensidad de colonizacién, niveles de anticuerpos IgG contra H. pylori, y seropositividad a CagA, vs grado de infiltracion mononuclear y

de neutréfilos en nifios infectados con H. pylori.

Antro Cuerpo
IL-8 Intensidad Niveles Respuesta sérica a IL-8 Intensidad Niveles Respuesta sérica a
2 n 2 .
No %/ pm * tejido De séricos de IgG  CagA+/ No total de No %/ pm * tejido De séricos  CagA+/ No total de
' Colonizacion o ' Colonizacion o
casos incluidos de IgG casos incluidos
%/pm? tejido %/ pm ? tejido
Mononuclear
Leve 11 4.2+3.6 0.06+0.09 1.7£1.3 5/9 10 7.9+4.6 0.23+0.6 2.5+2. 5/8
6
Moderado-severo 10 6.1+3.9 0.55+0.52% 3.2+2.6 719 11 5.3+4.9 0.27+0.6 2.3+1. 6/10
8
Neutrofilos
Normal 9 4.2+3.8 0.05+0.1 1.6+1.2 3/9 9 4.4+4.5 0.08+0.2 2.3%2. 3/7
6
Moderado-severo 12 5.8+3.7 0.43+0.5" 3.0£2.5 7112 12 8.1+4.6° 0.38+0.72 2.5+1. 8/11




Tabla 10. Correlacidn de respuesta de IL-8, intensidad de colonizacidn, niveles de anticuerpos IgG séricos contra H. pylori, y seropositividad a CagA vs grado de infiltracion

mononuclear y de neutréfilos en adultos con DNU infectados con H. pylori.
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a,'p=0.025 leve vs.moderado-severo; b,p=0.026 normal vs moderado-severo; p=0.08 normal vs. moderado-severo.



Tabla 11. Correlacién de respuesta de IL-8, intensidad de colonizacién, niveles de anticuerpos IgG séricos contra H. pylori, seropositividad a CagA vs grado de infiltracion

mononuclear y de neutrofilos en adultos con UD infectados con H. pylori.
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Tabla 12. Correlaciéon de respuesta de IL-8, intensidad de colonizacién, niveles séricos de IgG, seropositividad a CagA vs grado

de infiltracion mononuclear y de neutrofilos en adultos con UG infectados con H. pylori.
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Figura 10. Colonizacién del epitelio gastrico con H. pylori. Tincion de inmunofluorescencia para H.
pylori, marcado con FITC. (a) Glandulas géstricas (b) epitelio gastrico (c) se observa la presencia de
metaplasia y colonizacion con H. pylori en una zona libre de metaplasia. (d) Se la presencia
abundante de H. pylori (marcado con FITC) en el epitelio gastrico. Fotografias tomadas en el

microscopio confocal, de biopsias de pacientes incluidos en esta tesis.
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7.5.2 Evaluacién de los niveles de citocinas en sobrenadantes de biopsias.

7.5.2.1 Niveles de citocinas.

Los niveles de citocinas en antro gastrico de nifios y adultos se muestran en la tabla 12.
Entre los nifios la presencia de H. pylori estuvo asociada con niveles significativamente
mas altos de IL-8 e IL-10, comparados con los nifios negativos a H pylori. Los niveles de
IL-8, IL-12, IFNy, IL10 e IL-4 fueron significativamente mas altos en nifios que en adultos
(p<0.01). Entre los adultos, los pacientes con UD tuvieron niveles significativamente mas
altos de IL-8, IL-12, IFNy e IL-4, que los pacientes con DNU (p<0.05). En contraste, los
niveles de IL-10 fueron mas bajos en los pacientes con UD que en los pacientes con DNU
(p<0.05).

Adicionalmente, se busco la relacion entre los niveles de citocinas y el grado de
inflamacion, pero no se demostré que existiese una asociacion significativa entre estas
variables.

En los nifios infectados, la presencia de H. pylori estimulo la induccion de I1L8, comprobado

in situ y en los sobrenadantes de las biopsias por ELISA.

Los adultos con UD, mostraron mayores niveles de IL-8 que con DNU, también se

comprobd este resultado in situ y en sobrenadantes de las biopsias por ELISA.
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Tabla 13. Niveles de citocinas en mucosa gastrica de nifios y adultos con

enfermedad gastroduodenal

Niveles de citocinas, mediana+ ES (pg/ug de proteina)

Grupo  Status n IL-8 IL-12 IFNy IL-10 IL-4
H. pylori
Nifilos DNU
Hpylori" 30 17.5+3.1* 14.8+2.6 7.8+1.4  3.8+2.0* 5.0+0.7
DNU
Hpylori 30 10.6+2.5  11.743.0 8.4+2.0  1.4+0.7 3.8+1.4
Todos 60 14.0+2.0° 12.9+2.0% 8.3+1.2¢ 23+1.1% 4.7+0.76°
Adultos DNU
30 5.9+1.2° 2.640.77° 1.040.42° 1.4+0.28° 2.6+0.31°
uD
30 16.1+1.8  11.1+1.86 3.3+0.58 0.59+0.14 4.2+0.46
Todos 60 9.5+1.2 4.1+1.1 1.8+0.4  0.99+0.16 3.440.3

Todos Tos adultos incluidos en el estudio estuvieron infectados con H. pylori

?  p<0.05; Nifios Hp* Vs Hp

®  p<0.001; Nifios Hp* vs. Adultos DNU

¢ p<0.05; Adultos DNU vs. UD

p<0.05; Todos los nifios vs. Todos los adultos
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7.5.2.2 Resultados histologicos de antro de los nifios con DAC y adultos con
gastritis y UD, con determinacion de interleucinas en sobrenadante de la biopsia

La tabla 14, muestra el nimero y porcentaje de nifios y adultos con los diferentes grados
de infiltrado mononuclear, infiltrado de neutréfilos y presencia de foliculos linfoides en antro
gastrico. Una vez mas, de forma semejante a los reportes histologicos de los nifios en los
que se estudio IL-8 in situ, la mayoria de los nifios infectados con H. pylori presentaron
una inflamacién leve o moderada (87%). En contraste, todos los nifios sin H. pylori
presentaron una mucosa normal o con inflamaciéon leve (100%, p<0.001). De los nifios
infectados, el 54% mostré infiltrado leve de neutréfilos y 46% mostraron presencia de
neutréfilos moderada-severa, mientras que el 100% de los nifios H. pylori negativos no
presentaron neutrofilos en sus biopsias. Los foliculos linfoides se observaron en el 65% de
los nifios infectados con H pylori, mientras que en los nifios sin infeccidn, se observaron
solo en el 12% de los casos (p<0.001).

Todos los adultos incluidos en el estudio, fueron histolégicamente positivos a la presencia
de H. pylori. El grado de inflamacion gastrica entre los adultos con DNU o con UD fue
similar, cerca del 90% presentaron inflamacion moderada-severa. Los pacientes con DNU
mostraron menor presencia de neutréfilos que los pacientes con UD. De los adultos con
DNU 53% presentaron actividad moderada y de los adultos con UD se observo en el
66.6% actividad o presencia de neutrofilos severa. Entre los adultos no se observaron
diferencias importantes en la presencia de foliculos linfoides (66.6 vs. 76.6%).

Cuando comparamos la intensidad de inflamacion entre los nifios H. pylori * y los adultos
con DNU, encontramos que hubo mas adultos con inflamacion severa que los nifios, DNU
(46%) vs nifios infectados (14%, p<0.05), la presencia de neutréfilos fue semejante entre
nifios infectados y adultos DNU. En contraste, los adultos con UD tuvieron mayor

inflamacion e infiltracion de neutréfilos que los otros grupos.
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Tabla 14. Evaluacién de inflamacién gastrica en el antro de nifios y adultos con

infeccién por Helicobacter pylori

Nifios con DNU Adultos

H pylori* H pylori DNU DU

No (%) No (%) No (%) No (%)
Mononucleares

No = 28 No = 30 No = 30 No = 30
Normal-leve 13 (46) 30 (100) 4 (13.3) 1(3.3)
Moderado 11(39) 0 12 (40) 14 (46.6)
Severo 4 (14)° 0 14 (46)° 15 (50)
Neutrofilos No = 28 No = 30 No = 30 No = 30
Normal-leve 15 (54) 30 (100) 8 (26.6) 6 (20)
Moderado 6 (21) 0 16 (53.3) 4 (13.3)
Severo 7 (25) 0 6 (20) 20 (66.6)
Foliculos linfoides 16(57)" 3(11.5) 20(66.6) 23(76.6)

®p < 0.05

DNU= Dispepsia no ulcerosa, UD= Ulcera duodenal

°p=0.005( nifiosHp+ vs Hp-)
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8. DISCUSION

La infeccion con H. pylori generalmente causa gastritis cronica no atrofica, en nifios y
adultos. Sin embargo, el tipo de enfermedad gastroduodenal asociada al bacilo en nifios es
diferente a la de los adultos. En nifilos sometidos a endoscopia, frecuentemente se
encuentra nodularidad astral, rara vez se observa Ulcera péptica y nunca se observa
cancer gastrico, mientras que en los adultos es poco frecuente la nodularidad antral y se
puede observar con mayor frecuencia Ulcera duodenal o gastrica y cancer gastrico (Blaser
y Atherton, 2004; Torres y cols, 2000). A la fecha no se comprenden en su totalidad los
mecanismos gue intervienen en los diferentes esquemas de enfermedad e histopatolégicos
entre nifios y adultos en los estados tempranos y tardios de la infeccion y el proposito de
este trabajo es conocer mas acerca de estos mecanismos y su modulacion.

Para el diagndstico invasivo de H. pylori es necesaria la realizacién de una endoscopia, la
cual representa molestias y algunos riesgos para el paciente. El diagndstico preciso de la
presencia de H. pylori es un aspecto importante en el manejo de los pacientes con
sintomas gastrointestinales y tiene relevancia no solo en la determinacion de la presencia
de la bacteria, sino también la deteccion de los factores de virulencia. Dentro de los
métodos no invasivos, la serologia para deteccion de anticuerpos IgG contra antigenos de
extracto total de la bacteria es una de las técnicas mas empleadas disponiendo de ensayos
inmunoenzimaticos como ELISA (Enzyme-linked immunoabsorbent assay) el cual es un

procedimiento facil, econémico y ampliamente Uutil.

Existen en el mercado una gran variedad de pruebas de ELISA para el diagnostico de la
infeccion por H. pylori, que en su mayoria han sido evaluadas en paises desarrollados.
Estos ensayos comerciales frecuentemente son caros y varios estudios que han evaluado
este tipo de pruebas indican que lo ideal es que deben ser realizados con antigeno de
cepas locales para incrementar la sensibilidad del procedimiento (Hoang y cols, 2004)

La valoracion de la sensibilidad y especificidad de la ELISA de IgG contra H. pylori son
altamente variables, entre 30% a 100%. En esta variabilidad de los datos influyen
principalmente la edad de la poblacién estudiada y los antigenos empleados por lo que se
sugiere que al usar una ELISA se valide previamente el método en la poblacion que se va

a evaluar (Taha y cols, 1993; Hoang y cols, 2004). Considerando estos antecedentes, al
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iniciar este trabajo se validé la ELISA con cepas aisladas de pacientes mexicanos y con

los sueros de la misma poblacion.

En este estudio, se valido la prueba de ELISA con sueros de poblacion pediatrica, usando
tres antigenos diferentes de H. pylori: extracto total y los antigenos recombinantes CagA y
ureasa. El extracto total de H. pylori utilizado en el ensayo fue preparado con una mezcla
de tres cepas mexicanas, lo que ofrece ventajas en la ELISA validada, ya que se han
reportado diferencias genotipicas y fenotipicas entre las cepas de H. pylori de diferentes
poblaciones del mundo (Almy Trust, 1999; Bodhidatta y cols, 1993).

La sensibilidad y especificidad de las ELISAs de este estudio fueron similares a las
obtenidas en otros estudios con nifilos usando ensayos de ELISA comerciales con extracto
total de H. pylori como antigeno (Crabtree y cols, 1993) y mas bajas a las obtenidas con
adultos (Kindermann y cols, 2001). Oliveira y colaboradores, en 1999, evaluaron la
sensibilidad de ELISA para IgG de extracto total de H. pylori en el suero de 130 nifios
sometidos a endoscopia. Encontraron que la sensibilidad del ensayo fue 44.4% con sueros
de niflos de 2 a 6 afios de edad, en nifios de 7 a 11 afios de edad fue de 76.7% y la
sensibilidad se incremento a 93% en el ensayo con los suero de nifios de 12 a 16 afos.
Estos resultados apoyan que la sensibilidad del ELISA varia con la edad de los pacientes.
En adultos se consiguen mejores resultados, como los obtenidos por Romero-Gallo y
colaboradores en 2002, quienes informaron una sensibilidad y especificidad de 95% y 97%
respectivamente. Las discrepancias de los resultados entre nifios y adultos pueden
deberse a diferencias en la respuesta inmune. Los nifios mas jévenes tienen menos tiempo
de infeccion, mostrando titulos mas bajos de anticuerpos. Se ha demostrado que estas
variaciones en el reconocimiento al antigeno se modifican con la edad observandose

respuestas mas homogéneas a mayor edad (Mitchell y cols, 1996).

De las 5 pruebas validadas en este estudio, la ELISA para IgG de extracto total y CagA
fueron las que presentaron la mejor sensibilidad y especificidad (Tabla 3). IgG sérica anti-
CagA por su buena sensibilidad y especificidad podria ser buena prueba para detectar
evidencia serolégica de infeccion por H. pylori, junto con la ELISA para extracto total,
aproximadamente el 60% de las cepas infectantes son CagA positivas. Por otra parte el
ensayo con ureasa mostrd una baja sensibilidad, asociada a una elevada especificidad.
En la sensibilidad obtenida en los ensayos influyé el uso de cultivo e histologia como

estandar de oro; en los nifios, sobre todo en los de menor edad, el cultivo tiene baja
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sensibilidad, porque la colonizacion con el bacilo es pobre, también es importante
considerar el tiempo de infeccion, que en el caso de la poblacién pediatrica es corto para
generar una respuesta inmune a la ureasa. Se sabe que hay transferencia placentaria de
anticuerpos maternos de tipo IgG contra H. pylori, que disminuyen después del afio de
edad (Blecker, 1994). Sin embargo, aun no se valora la transferencia placentaria de

anticuerpos contra las proteinas CagA y Ureasa.

DAR es un problema infantil que ocasiona visitas frecuentes al pediatra, la causa organica
se conoce so6lo en el 10% de los casos (Ozen y cols, 2001). Algunos estudios han
reportado una asociacion entre H. pylori y DAR (Chong y cols, 1995; Ozen y cols, 2001),
mientras que otros no encuentran esta correlacion (Macarhtur y cols, 1995).

En este estudio, cuando comparamos la frecuencia de infeccién por H. pylori entre nifios
con DAR y nifios sanos, de la misma poblacion, con edad y nivel socioecondmico similares,
los nifios con DAR mostraron una frecuencia de infeccion de 65% vs 48% en nifios sanos,
esta diferencia fue estadisticamente significativa (p= 0.009), por lo que en los nifios con
DAR parece haber asociacion con la presencia de H. pylori. Esto es similar a lo reportado
en otros estudios, donde han descrito que la prevalencia de H. pylori reportada en nifios
con DAR alcanza hasta un 81% (Macarthur y cols, 1995). Asi como, las publicadas con
nifios de otros paises en vias de desarrollo como en Turkia que informaron de
prevalencias de 60.3% en nifios con DAR infectados y 20.8% en los nifios sin infeccion
(Ozeny cols, 2001).

Los resultados de diversos trabajos y el presente estudio apoyan la asociacién entre
infeccion por H pylori y DAR basados en el hecho de que la sintomatologia se resuelve
después del tratamiento (Chong y cols, 1995). Otros autores no han encontrado
asociacion entre DAR e infeccion con H. pylori (Hardikar y cols, 1996; van der Meer SB y
cols, 1992). Se desconoce si los nifios con DAR e infeccién con H pylori representan una
entidad clinica diferente a la de nifios con DAR pero sin infeccion con el bacilo. Hacen falta
otros estudios para aclarar la asociacion de DAR con infeccién por H pylori en nifios.

La frecuencia de respuesta IgG a extracto total de H. pylori entre 2 grupos de nifios con
DAR (Tablas 5 y 6) que fueron examinados con cuatro afios de diferencia, presentan
discrepancias entre ambos grupos, estas pueden deberse a que cuando se realizé el
analisis de los sueros con mayor numero de nifios (tabla 6), estos ya habian recibido

tratamiento de erradicacion, antes de incluirse en el estudio pero permanecian
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sintomaticos; en nifios mexicanos con sintomas gastrointestinales es coman la inflamacién
del estbmago y el duodeno (Yanez y cols, 2001). O bien otra posibilidad es que la
incidencia de infeccion con H pylori esté disminuyendo en nuestra poblacion, como ha
ocurrido en otros paises (Pérez-Pérez, 2002) pero para confirmar esto requeririamos de

nuevos estudios.

La importancia de determinar la presencia de infeccion por H pylori en estos nifios con
DAR y sobre todo aquellos infectados con cepas cagA+, radica en el hecho que si se
adquiere la infeccion en la nifiez y no es tratada, la infeccion permanece como una
infeccién cronica en la mucosa gastrica durante toda la vida, este nifio en la edad adulta
dependiendo de la cepa infectante y de las caracteristicas genéticas del hospedero puede
llegar a desarrollar alguna enfermedad gastroduodenal severa como Ulcera duodenal,

gastrica o cancer.

La proteina CagA de H. pylori es un antigeno inmunodominante, la seropositividad a este
antigeno permanece mientras la colonizacion con H pylori persista y aun después de la
erradicacion de la bacteria. El diagnostico de la infeccion con cepas de H. pylori, CagA
positivas se basa en la deteccién del gen en las bacterias aisladas o la presencia de
anticuerpos sericos tipo IgG contra la proteina CagA. Los ensayos con suero son mas
sensibles para la deteccion de cepas cagA+ que la deteccion del gen en los aislados,
porque los pacientes pueden estar infectados con multiples cepas (Cover y cols, 1995;
Yahav y cols, 2000).

Varios autores han establecido la relacion entre la presencia de cepas de H pylori cagA+
con inflamacién mas severa de la mucosa gastrica que con las cepas cagA-. Ademas, la
presencia de cepas cagA+ esta asociada con mayor riesgo de padecer Ulcera péptica,
gastritis atréfica y cancer gastrico (Cover y cols, 1995; Peek y cols, 2004).

Diferentes trabajos han reportado una alta correlacion entre los genotipos de H. pylori y la
respuesta inmune del hospedero contra las proteinas relacionadas con la virulencia de la
bacteria, por ejemplo Garza—Gonzalez y cols, 2002 encontraron una buena correlacion
entre la deteccidn del gen cagA y la deteccidn de anticuerpos anti-CagA por la técnica de
ELISA, (Kappa 0.680, IC 95% 0.403-0.756) por lo que un resultado positivo
experimentalmente confirmd la infeccion con cepas de H. pylori cagA+ . (Garza-Gonzélez,
2002). En nifios existen pocos estudios y no ha sido posible confirmar esta relacion. Sin

embargo, Kolho y cols, 1999 encontraron en un grupo de nifios con DAR, infectados con
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H. pylori, que la presencia de IgG e IgA sérica anti-CagA se asociaba a mayor inflamaciéon

que los nifos sin anticuerpos contra CagA.

En nuestro trabajo, estudiamos nifios con DAR y apareamos por edad con nifios
asintomaticos, y fue inesperado encontrar que los nifios asintomaticos tuvieron una
respuesta sericas de IgA e IgG a CagA significativamente mas alta que los nifios con
DAR. Igualmente, la magnitud de la respuesta serica de IgA e IgG a CagA fue
significativamente mas alta en los controles asintométicos que en los nifios con DAR.
Datos publicados sobre poblacion pediatrica han estimado la prevalencia de cepas cagA
positivas o anticuerpos en suero anti-CagA en nifios sintomaticos entre 33 a 80% (Alarcon,
2000; Gonzalez, 2001). Otros trabajos, de forma semejante a lo encontrado en nuestro
estudio, describen una alta prevalencia de anticuerpos séricos tipo IgG anti-CagA en nifios
asintomaticos, Kato y cols, 2000, informaron de 80.5% de prevalencia de anticuerpos en
nifios asintomatico.

En los nifios la respuesta humoral inicial es a antigenos de bajo peso molecular y los nifios
con DAR podrian estar en la fase temprana de la infeccién y aun no presentan respuesta a
los antigenos de mayor peso molecular como CagA. Estos resultados indican que en
México muchos nifios asintoméaticos (76%) estan infectados con cepas de H. pylori cagA+y
gue cagA podria no ser un marcador de cepas virulentas en México, pero es conveniente
considerar que la enfermedad es cronica y que la enfermedad podria manifestarse en la
edad adulta. Asimismo, la adquisiciéon de H. pylori en la nifiez es uno de los factores
principales de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico (Bedoya y cols, 2003)

A pesar de que se conocen las manifestaciones clinicas de la fase crénica o tardia de la
infeccidn por H. pylori, se tiene escasa e inconsistente informacion de la respuesta inmune
humoral en las fases tempranas y especialmente en la fase aguda. El dolor abdominal
puede ser un sintoma de la fase aguda de la infeccion con H. pylori, por lo que los nifios
con DAR pueden representar la fase aguda de la infeccion.

En uno de los pocos trabajos que se han publicado sobre la fase aguda de la infeccién con
H. pylori, Mitchell y colaboradores, 1996, estudiaron transmision intrafamiliar de H. pylori.
Este estudio con solo dos casos, es un ejemplo de lo que ocurre en el inicio de la infeccidn.
El investigador reportdé una respuesta de IgM en nifios y padres. El caso reportado fue el
de un nifio con presencia de vémito y dolor abdominal repentino. El hermano gemelo se
diagnostico 9 dias mas tarde, por histologia. Posteriormente se probé con RAPD que los

gemelos, estaban infectados con la misma cepa de H pylori. Los nifilos mostraron
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seroconversion al antigeno CagA en dos diferentes tiempos, uno de los gemelos respondié
al antigeno CagA en el dia 63 y el otro en el dia 857, lo que nos habla de variabilidad en la
respuesta inmune entre los dos nifios.

En esta tesis, cuando analizamos la magnitud de respuesta sérica a CagA, en relacion con
la edad (Figura 6), encontramos que la magnitud de respuesta serologica a CagA mas alta
fue la observada en nifios. Esta respuesta disminuy6 con la edad, y los adultos mayores de
70 afios expresaron la menor magnitud de respuesta de IgG sérica a CagA.

Se sabe que los niveles de anticuerpos observados, reflejan la intensidad de la interaccién
entre la poblacion de H. pylori y las células de la mucosa gastrica, ya que las cepas cagA+
estdn en contacto mas intimo con el epitelio que las cepas cagA-, ubicandose en la
vecindad inmediata de las células epiteliales o en los espacios intercelulares (Camorlinga y
cols, 2004).

A lo largo de décadas de infeccion y como un proceso lento, la densidad de H pylori va
disminuyendo, a consecuencia de los cambios que va sufriendo la mucosa infectada y esto
se refleja en la disminucion de la magnitud de 1gG sérica anti-CagA con la edad (Karrnes y
cols, 1991), o bien, podria reflejar una seleccion de cepas con un sistema de secrecion tipo
IV incompleto (Odenbreit y cols, 2000). Resultados similares a los nuestros fueron
observados en un trabajo realizado con adultos de la India, los autores estudiaron
individuos de 30 a mas de 50 afios de edad y encontraron que los titulos de anticuerpos
contra CagA fueron menores en los individuos de mayor edad. (Romero-Gallo y cols,
2002).

La ureasa fue el otro antigeno estudiado. Es una de las proteinas mas abundantes de H.
pylori, corresponde a mas del 6% de la proteina soluble total de la bacteria, y esta
localizada en la superficie bacteriana. Por su funcion en la colonizacién y en la patogénesis
de la infeccidn ha sido una proteina ampliamente investigada como un antigeno potencial
para el desarrollo de vacunas profilacticas y terapéuticas contra la infeccion por H.pylori
(Del Giudice y cols, 2001). Hasta ahora algunos estudios han documentado la respuesta
humoral contra este antigeno en modelo animal y pocos estudios se han realizado para
estudiar la respuesta inmune a ureasa durante la infeccion natural en adultos y nifios. En el
presente estudio, encontramos que tanto nifios con DAR como nifios sanos mostraron una
respuesta sérica pobre de IgG e IgA séricas a ureasa. La respuesta mas baja fue en nifios
menores de 10 afios. Esta respuesta se incremento6 con la edad, advirtiéndose los niveles
mas altos en los adultos mayores de 60 afios. No obstante, sélo el 60% de los adultos

desarrollaron anticuerpos seéricos tipo IgG anti-ureasa.
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En los estudios con modelos animales los resultados obtenidos inoculando ratones con
ureasa han sido prometedores, aunque para inmunizar los ratones se usaron junto con la
enzima adyuvantes, lograndose proteccion en el 60 a 100% de los animales, dependiendo
de la cepa de raton y el adyuvante empleado. Estos resultados fueron parcialmente
apoyados con estudios en monos Rhesus, ya que los monos inmunizados con ureasa no
fueron protegidos totalmente. Los resultados en monos Yy los obtenidos en nuestro estudio
nos sugieren que la ureasa se comporta como un inmundgeno pobre, ya que sélo el 59%
de los adultos mostraron respuesta a este antigeno (Solnick y cols, 2004).

En estudios con humanos se han obtenido resultados promisorios usando ureasa como
antigeno pero también se ha requerido de la administracion de adyuvantes, como la toxina
termolabil de E. coli 6 S. enterica serovar typhimurium, para tener una buena respuesta
sérica inmune de tipo IgA. (Prinz y cols, 2003).

El incremento en la respuesta inmune a ureasa, al aumentar la edad nos indica que se
requieren décadas de infeccion natural para desarrollar una respuesta humoral importante,
por lo que el uso de este antigeno en vacunas para prevenir infeccion por H. pylori
requerird de la adicion de adyuvantes o de otros antigenos para mejorar la respuesta

inmune en el hospedero.

En el analisis histopatolégico de la mucosa gastrica se ha observado que la gastritis
asociada a H. pylori, estd caracterizada por infiltracion de la mucosa con células
inflamatorias. La migracion y activacion de estas células esta asociada a la expresion de
citocinas. Los mecanismos involucrados en la inflamacion de la mucosa gastroduodenal,
la produccion de citocinas y la respuesta inflamatoria, dependen del tiempo de infeccion
con H. pylori. Por lo tanto, las manifestaciones clinicas y los cambios histopatoldgicos de la
mucosa difieren de manera importante entre nifios y adultos infectados con H. pylori
(Drumm y cols, 2000). A pesar de que se conoce que la infeccion inicia en la nifiez, existen
pocos estudios enfocados a estudiar la respuesta inflamatoria en esta edad, asi como su
relacion con intensidad de colonizacion y con cepas H. pylori cagA+.

Las biopsias gastricas de los adultos infectados con H. pylori muestran un incremento de
células de inflamacion aguda (neutréfilos) y crénica (células plasmaticas, eosindfilos y
linfocitos) en lamina propia. Los adultos pueden presentar, Ulceras, deplecion del moco,
atrofia y metaplasia intestinal, en cambio los nifios rara vez presentan metaplasia intestinal
o atrofia (Whitney y cols, 2000).
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En este trabajo, observamos que la gran mayoria (90%) de los nifios no infectados
presentaron inflamacion leve. Los nifios incluidos en el estudio tienen DAR, por este motivo
se les realizé endoscopia, por lo tanto fue dificil encontrar biopsias de mucosa géstrica sin
inflamacion.

En los nifios infectados, la inflamacion estuvo asociada a una infiltracion mononuclear leve
en el 50% de los casos, el resto de los nifios mostré una inflamacion de moderada a
severa. Mientras que los adultos estudiados mostraron una infiltracion mononuclear de
moderada a severa en la mayoria de los casos. En los adultos no pudimos tener biopsias
de pacientes sin infeccién con H. pylori, debido a que no seria ético realizar endoscopia en

personas asintomaticas.

Observamos que los adultos, mas que los nifios, tienden a desarrollar infiltracion de
neutréfilos en respuesta a la infeccion con H. pylori. Los polimorfonucleares son células
gue se observan en la fase inicial del proceso inflamatorio gastrico en voluntarios en los
gue se indujo la infeccion con H. pylori, por lo que no es raro observarlos en los nifios que
tienen poco tiempo de infeccion con el bacilo, pero en este trabajo los observamos con
mas frecuencia en los adultos, aunque a diferencia de otros estudios en nuestra poblacion
la infiltracion con neutrofilos es leve o moderada. (Meining y cols, 1996; Whitney y cols,
2000).

Tampoco observamos en la mucosa gastrica de los nifios positivos a H. pylori la presencia
de lesiones pre-cancerosas como atrofia o metaplasia como ha sido reportado en otros
estudios de poblacion pediatrica (Meining y cols, 1996; Guarner y cols, 2004). En cambio,
en algunas biopsias de adultos, se observaron atrofia y metaplasia leves, estos cambios se
consideran lesiones pre-neoplasicas y se atribuyen a la presencia crénica de H. pylori en el

estdbmago (Correa y cols, 1991)

La presencia de foliculos linfoides mostré una diferencia estadisticamente significativa
entre los nifios infectados y los no infectados lo que sugiere que la hiperplasia linfoide es
una respuesta a la infeccion con H. pylori en este grupo de edad. Entre los adultos con
DNU y UD encontramos que la presencia de foliculos linfoides fue similar en ambos
grupos. Estos hallazgos coinciden con lo reportado en estudios previos (Krauss-Etschmann
y cols, 2005).

En general, podemos decir que en nuestra poblacion los nifios infectados mostraron

inflamacion leve y presencia pobre de neutréfilos, con la evolucion de la infecciéon la
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respuesta inflamatoria persistente y es mas severa como pudimos confirmar en los
resultados obtenidos con los adultos, quienes presentaron, inflamacion moderada o
severa. Hay estudios como el de Meining y colaboradores, que reportaron que el 80% de
los nifios tenian inflamacion y presencia de neutrofilos moderada o severa. Ellos
concluyeron que la gastritis era mas severa y activa en la nifiez. Estas diferencias entre sus
resultados y los nuestros pueden deberse a diferencias entre las poblaciones estudiadas, a
los criterios de analisis histolégicos empleados o al tipo de cepa infectante. Para estudiar la
evolucion de la inflamacion desde el inicio hasta la edad adulta seria necesario realizar un
estudio prospectivo a largo plazo, sin que los individuos infectados recibieran ningun

tratamiento aun cuando lo requiriesen, lo cual no seria factible ni ético.

Otro aspecto importante que se debe considerar es que México es un pais con riesgo
moderado de cancer gastrico y de acuerdo a lo publicado por Bedoya y cols, en 2003, la
poblacién infantil de paises con alto riesgo de cancer gastrico como Colombia muestran
mayor severidad en la infiltracibn con PMN vy linfocitos que los nifios de zonas de bajo
riesgo de céncer, por lo que nuestros resultados en nifios son mas comparables a los de
paises con bajo riesgo de cancer que de alto riesgo.

La presencia de H. pylori en la mucosa gastrica se comprobd con inmunofluorescencia, el
bacilo mostré6 una distribucién irregular en el epitelio géastrico (Figura 10), similar a lo
publicado en adultos donde se habla de una colonizacion heterogénea o en parches (Dunn
y cols, 1997). La bacteria se observo adherida a la superficie de las células epiteliales 0 en
el moco que cubre el epitelio, también se advirtio en la luz de las glandulas hacia la lamina
propia, de tal forma que encontramos zonas con alta densidad bacteriana y areas libres de
la bacteria. Esta observacion fue similar en biopsias de nifios y de adultos. En las zonas de
las biopsias de adultos con metaplasia intestinal o atrofia no se aprecié colonizacién con el

bacilo.

Cuando comparamos el grado de colonizacién entre nifios y adultos no obtuvimos
diferencias importantes, en ambos grupos hay biopsias con abundante colonizacion y otras
con escasa presencia del bacilo. Las biopsias de los nifios mostraron mayor colonizacion
en el antro que en el cuerpo, sin embargo, esto no fue significativo (p>0.2). Tampoco
encontramos diferencias significativas en el grado de colonizacién con H. pylori entre los
adultos estudiados (DNU y UD). En todos los pacientes la presencia de H. pylori en el

estdbmago estuvo acompafnada simultdneamente de inflamacion.
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En la busqueda de respuestas sobre factores del hospedero que intervienen en la defensa
del organismo frente a la bacteria, se ha estudiado el papel de IL-8, una quimiocina, que
actla como quimioatractante en la patogénesis de la gastritis induciendo la migracion de
PMN frente a la infeccién por H. pylori, IL-8 es producida por diferentes células como
macrofagos, células T, fibroblastos y células epiteliales (Crabtree y cols, 1994). Pocos
estudios (Guiraldes y cols, 2001; Shimisu, 2004) han determinado niveles de IL-8 en nifios
infectados con H. pylori y ninguno ha reportado la presencia in situ de IL-8 en biopsias de
nifios infectados y no infectados. Los nifios se consideran un excelente modelo natural de
la infeccion temprana con H. pylori, ellos generalmente no usan alcohol, drogas anti-
inflamatorias o tabaco, los cambios tempranos en la mucosa gastrica infectada con H.
pylori y en la induccion de respuesta inmune ocurren a esta edad y son pobremente

conocidos.

En este trabajo, se evalud en poblacion pediatrica y en adultos la expresiéon de IL-8 in situ
y en sobrenadantes de biopsias.

La expresion in situ de IL-8 en nifios estuvo incrementada significativamente con la
presencia de H. pylori (p<0.05) y esta citoquina estaba localizada en el epitelio géastrico,
apoyando lo reportado en adultos por Crabtree y cols, 1994.

Los nifios sin infeccion, a pesar de no tener la presencia del bacilo mostraron niveles bajos
de IL-8 (in situ y en sobrenadantes), esto sugiere una expresion constitutiva de IL-8 en la
mucosa gastrica en ausencia de H. pylori que puede deberse a que los nifios estudiados
tienen un proceso inflamatorio. Los nifios del estudio infectados y sin infeccion son
sintométicos con algun problema gastroduodenal, por este motivo fueron sometidos a
endoscopia. Ya ha sido publicado anteriormente la presencia de IL-8 en epitelio de
mucosa gastrica normal de adultos (Lindholm y cols, 1998).

Es interesante que los nifios infectados (que presentaron niveles altos de IL-8), mostraron
asociacion con infiltracion de neutréfilos y con infiltracibn mononuclear severa como ha
sido observado en adultos (Ando y cols, 1996) o con nifios (Shimizu y cols, 2004). Sin
embargo, hubo 9 nifios infectados sin infiltracion con neutréfilos y con niveles mas altos de
IL-8 que los no infectados (4.2 + 3.8 vs 2.08+2.2% area tefida).

Los nifios infectados presentaron niveles mayores de IL-10, esta citocina es reguladora de

la inmunidad innata e interfiere con la producciéon demediadotes inflamatorios como IL-8 y
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podria estar inhibiendo la atraccién de neutrofilos en la mucosa gastrica (Mege y cols,
2006).

Respecto a los adultos, los pacientes con UD 6 UG mostraron mayor expresion de IL-8 in
situ comparado con adultos con DNU, esto es similar a lo reportado por Ando y cols en
1996 y por Lindholm y cols, 1998. Si bien, el primer autor determind IL-8 por ELISA,
Lindholm y cols lo determinaron por inmunohistoquimica como en este estudio.

Los niveles en suero de IgG contra extracto total de H. pylori estuvieron asociados con
incremento en infiltracion mononuclear y de neutrofilos en antro pero no en cuerpo, aunque
esto no fue significativo.

En los adultos se ha reportado una correlacién importante entre la infeccién con cepas H.
pylori cagA® con mayores niveles de IL-8 y mayor inflamacion gastrica (Peek y cols, 1996).
Nosotros observamos que entre los nifios con mayor grado de inflamacién hubo mas
seropositivos a CagA que entre los nifios con inflamacion leve. Sin embargo, a diferencia
de los estudios con adultos, la seropositividad a CagA no estuvo asociada
significativamente con inflamacion en antro o cuerpo. Hay reportes en nifios en los que
asocian mayor inflamacién con la presencia de cepas cagA+ (Queiroz DM, 2000), pero
otros autores como nosotros no encuentran esta asociacion (Mitchell y cols, 1999) Serian
necesarios otros estudios con mayor niumero de pacientes para confirmar estos hallazgos.
Queiroz y colaboradores en 2000, también reportaron que la mayoria de los nifios
infectados presentaban inflamacion moderada o severa; en contraste en este trabajo casi
el 50% de los niflos presentaron infiltracion mononuclear leve, y sin infiltracion con
neutrofilos, a pesar de ser seropositivos a CagA. Por lo tanto en la poblacion de nifios de
este estudio, la infeccién con H. pylori esta asociada con una respuesta inflamatoria pobre,
aun con la presencia de cepas cagA+. Los cambios de la mucosa gastrica en los nifios
representa la respuesta inflamatoria temprana comparada con la respuesta cronica de los

adultos.

El incremento en la produccion de citocinas pro-inflamatorias en gastritis asociada a H.
pylori ha sido documentada en varios estudios ya publicados como el de Crabtree en 1991
y D’Elios en 1997. Crabtree reportd un incremento en los niveles de TNFa e IL-6 en
adultos con gastritis e infectados con H. pylori comparando los niveles en controles no
infectados. Resultados semejantes han sido publicados por otros autores como Noach en

1994, Peek en 1995 y Yamaoka en 1996. De estos trabajos con adultos se propuso que la
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secrecion de interleucinas pro-inflamatorias tales como TNFa, IL-1, IFNy, IL-12 e IL-8 son

importantes en el proceso inflamatorio asociado a la infeccion con H. pylori.

En nifios existen pocas publicaciones que hayan evaluado el perfil de citocinas asociado a
la infeccion con H. pylori, pero ellas coinciden en que la infeccion induce la produccién de
citocinas pro-inflamatorias tipo Thl, que es similar a lo encontrado en adultos (Guiraldes,
2001; Kutukuler, 1997).

En este estudio encontramos que en los nifios infectados, la presencia de H. pylori
incrementd significativamente los niveles de IL-8 e IL-10, comparados con los nifios no
infectados. Mientras que entre los adultos con UD observamos incrementos en los niveles
de IL-8, IL-12, IFNy e IL-4 comparados con adultos con DNU.

Los nifios infectados presentaron niveles mas altos de IL-10 que los nifios no infectados.
IL-10 es una citocina es reguladora de la inmunidad innata e interfiere con la produccién
de mediadores inflamatorios como IL-8 o los producidos por macrofagos o neutrofilos
(Mege y cols, 2006),

Los nifios infectados, presentaron incremento en los niveles de IL-10, sugiriendo que la
respuesta predominante en este grupo de edad es Th2. La liberacién de IL-10 podria ser
protectora, limitando el dafio al tejido causado por otras citocinas asociadas a la
inflamacion. IL-10 es una importante citocina tipo Th2, anti—inflamatoria, que regula
negativamente el aumento de la respuesta pro-inflamatoria. En los nifios incluidos en este
estudio pudimos ver que el grado de inflamacion es mas bien leve a moderado y con poca
infiltracion de neutrofilos a pesar de niveles altos de IL-8. En cambio, los adultos mostraron
inflamacion severa en la mitad de los individuos estudiados y no tuvieron elevacion en los

niveles de IL-10.

La participacion de IL-10 en la inflamacién causada por H. pylori ha sido reportada en
varias publicaciones. En un trabajo realizado por Sutton y colaboradores, empleando
ratones knock-out IL-10 -/-, se propuso que el aumento en la secrecidon de esta citocina
podria ser un intento por controlar la inflamacion, posiblemente por el control de la
secrecion de IFNy.

La misma situacién podria ocurrir en humanos, Bodger y colaboradores reportaron la
produccion més alta de IL-10 en personas infectadas con H. pylori comparandolas con no
infectadas o con personas con gastritis sin la infeccion. En esa publicacion, la IL-10
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estuvo asociada con la severidad de la inflamacion y los autores propusieron que el
incremento en la secrecion de esta citocina puede ser un intento del hospedero para
controlar la inflamacion.

En este estudio, fue interesante encontrar que los niveles de IL-8 en los sobrenadantes de
las biopsias fueron significativamente mas altos en los nifios infectados que en los adultos
con UD o DNU (p<0.001).

Los resultados que observamos en los nifios son diferentes a los observados por Shimizu y
cols, 2004, quienes encontraron en el antro de niflos infectados con H. pylori, niveles
significativamente mas altos de IFN y e IL-8 que en los no infectados, asimismo en este
estudio encontraron que los niveles de IL-4 fueron similares entre infectados y no
infectados.

También vimos que a diferencia de lo reportado en adultos, la infeccion con H. pylori en los
nifios no aumento los niveles de IL-12 e IFNy.

En este estudio, los nifios no infectados presentaron la presencia de IL-8 e IL-10, aunque
en niveles bajos. Posiblemente por un proceso inflamatorio ajeno a H. pylori Respecto a IL-
12, IFNy e IL-4, tanto los nifios infectados como los no infectados mostraron niveles
similares.

Pero si comparamos con los adultos, los nifios infectados o no infectados, tuvieron niveles
mas altos de las cinco citocinas estudiadas. Esto puede deberse a que los nifios no
infectados tenian algun proceso inflamatorio diferente al causado por la infeccién con H.
pylori, como comentamos anteriormente, o bien sin excluir la posibilidad de que alguno
haya tenido H. pylori con erradicacibn espontanea, aunque este es un evento poco
frecuente, (Torres y cols, 2000), pero que puede ocurrir en los nifios y no se sabe cuanto

tiempo toma a la mucosa gastrica normalizar los cambios ocasionados por la infeccién.

Diversos estudios de adultos con Ulcera péptica muestran predominantemente un perfil de
citocinas tipo Thl por el incremento en IL-12, IFNy y TNFa pero no en IL-4, mientras que

en los pacientes con gastritis se observa incremento en IFNy e 1L-4.

En nuestro trabajo encontramos que los adultos con UD, mostraron una respuesta de
citocinas tipo Thl, al compararlos con los adultos con DNU quienes muestran un
incremento importante en IL-12 e IFNy confirmando los resultados de Lindholm y cols. y D’

Elios y cols. Estos resultados sugieren que en la mucosa gastrica de los pacientes con UD
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asociada a la presencia de H .pylori predomina una respuesta tipo Thl y puede ser un

factor importante de la enfermedad.

Semejante a lo reportado por otros autores en estudios con adultos, los niveles de
citocinas alcanzados en los nifios H. pylori+ de este estudio, correlacionaron con la

severidad de la inflamacién gastrica (Peek y cols, 1995; D’Elios y cols, 2005).

La presencia de cepas de H. pylori cagA+ ha sido asociada a un incremento en el riesgo de
Ulcera péptica, en nuestro estudio la mayoria de los adultos con UD y DNU fueron CagA
positivos (86.6% y 76.6% respectivamente) determinada por serologia.

A diferencia de otros estudios en adultos, nosotros no encontramos correlacion entre los
niveles de IL-8, IL-12, IFNy, IL-10 y la respuesta de IgG a CagA. Tampoco encontramos
correlaciéon entre la inflamacion y la seropositividad a CagA como ha sido reportado en

otras poblaciones.
En resumen, los datos presentados en esta tesis aportan conocimientos sobre la

respuesta inmune sérica y de mucosa gastrica a la infeccion por H. pylori en las etapas

tempranas de una infeccion crénica en nifios y adultos infectados con Helicobacter pylori.
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9. CONCLUSIONES

1. Los nifios infectados con H. pylori tienen respuesta serica de tipo IgG e IgA a CagA,

menor en nifios con Dolor Abdominal Recurrente que en nifios sanos.

2. En los nifios infectados con H. pylori la respuesta sérica de IgG a CagA fue
significativamente mayor y la respuesta sérica a ureasa fue significativamente menor

gue la presentada por los adultos.

3. En la infeccién natural con H.pylori, CagA es un buen inmundgeno y ureasa es un

inmundgeno pobre.

4. Los nifios infectados con H. pylori presentaron una infiltracion mononuclear y de

neutroéfilos leve, mientras que los adultos presentan una infiltracion moderada a severa.

5. En la mucosa gastrica de los nifios, la presencia de H. pylori esta asociada con
niveles altos de IL-8 principalmente en células epiteliales. En adultos con Ulcera péptica
los niveles de IL-8 se encuentran incrementados en relacion a los niveles observados

en adultos con DNU.

6. Los niflos infectados con H. pylori presentan incremento en los niveles de IL-8 e IL-
10, los adultos con ulcera duodenal muestran mayores niveles de IL-8, IL-12, IFNy e IL4

que los adultos con dispepsia no ulcerosa.

En conclusidn, el presente estudio, indica que los nifios con una infeccién temprana con
H. pylori presentan una respuesta humoral e inflamatoria diferente la expresada en la
infeccion cronica de los adultos infectados y con sintomatologia gastroduodenal

La menor respuesta seérica observada en los nifios puede indicar una disminucion en la

presencia de cepas H. pylori cagA positivas.
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Anexo 1

DETERMINACION DE IL-8 POR INMUNOHISTOQUIMICA.

Desparafinar los cortes durante 15 min. a 65°C.
Sumergir los cortes en las siguientes soluciones:

o0 Xileno 3 min.

o0 Xileno 3 min.

o Xilol-alcohol enjuague.

o Etanol absoluto 3 min.

o Etanol 96% 3 min.
Sumergir los cortes en la solucién de recuperacion antigénica Dako, Carpinteria,
CA), calentar en bafio maria a ebullicion durante 30 min. Repetir este paso
cambiando la solucion del recuperador antigénico.
Enfriar los cortes a temperatura ambiente y lavar con agua corriente.
Sumergir los cortes en la solucién de bloqueo de peroxidasa enddégena durante 1.5
h.
Sumergir los cortes en etanol al 96% durante 5 min.
Lavar tres veces con agua destilada.
Colocar en cada corte 50ul del bloqueador universal e incubar en camara hiumeda
durante 45 min.
Realizar un segundo bloqueo con PBS-albumina durante 15 min. en camara
hiameda.
Lavar tres veces con PBS 1X.
Colocar 50 pl del anticuerpo primario anti-IL8 (anticuerpo 1gG policlonal en cabra
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) diluido 1:50 en PBS 1X, e incubar en
camara humeda toda la noche a temperatura ambiente.
Lavar tres veces con PBS 1X.
Colocar 50 ul del anticuerpo secundario, Ig G anti-cabra en conejo acoplado a
peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) diluido 1: 100 en PBS, en
incubar en camara humeda durante 2 h.

Lavar tres veces con PBS 1X.



Revelar con la solucion de 3,3 diaminobenzidina tetrahidroclorada ( Sigma, St Louis,
MO) hasta desarrollo de color y parar la reaccion sumergiendo los cortes en PBS
1X.

Contrastar con hematoxilina durante 5 min. y lavar con agua corriente.

Diferenciar en la solucion de LiCO3 y lavar con agua corriente.

Deshidratar realizando el paso 2 pero en sentido contrario.

Montar con resina y sellar las preparaciones con barniz.

DETECCION DE H. pylori POR INMUNOFLUORESCENCIA.

Desparafinar los cortes durante 15 min. a 65°C.
Sumergir los cortes en las siguientes soluciones:

o Xileno 3min.

o Xileno 3 min.

o Xilol-alcohol enjuague.

o Etanol absoluto 3 min.

o Etanol 96% 3 min.
Sumergir los cortes en la solucién de recuperacion antigénica y calentar en
bafio maria a ebullicion durante 30 min.
Enfriar los cortes a temperatura ambiente y lavar con agua corriente.
Colocar en cada corte 50ul del suero de caballo al 20% e incubar en cadmara
himeda durante 50 min. a temperatura ambiente.
Colocar a cada corte 50ul del bloqueador universal e incubar en camara hiumeda
durante 30 min.
Lavar 3 veces con PBS-Tween y una vez con PBS 1X.
Colocar 50 ul del anticuerpo primario anti- H.pylori (IgG anti H. pylori, DAKO,
Carpinteria, CA) diluido 1:50 en PBS 1X, e incubar en cadmara humeda toda la
noche a temperatura ambiente.
Lavar 3 veces con PBS-Tween y una vez con PBS 1X.
Colocar 50 pl del anticuerpo secundario conjugado con FITC (Zymed Laboratorios,
San Francisco, CA) diluido 1: 100 en PBS, e incubar en cAmara humeda durante 2
h.
Lavar 3 veces con PBS-Tween y una vez con PBS 1X.

Contrastar con azul de evans durante 15 segundos y lavar con PBS 1X.

Montar con vecta-shield y sellar las preparaciones con barniz
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