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Articulo original
Microbiologia

Relacion entre la infeccion por Helicobacter pylori
y el desarrollo de metaplasia en pacientes
con gastritis cronica’

Rodolfo Océadiz-Delgado,* Sergio Sobrino-Cossio,** Lilia Garcia-Garcia,* Alberto
Marroquin-Chavira,* Ruth Hernandez-Mote,*** Patricio Gariglio*

RESUMEN

ABSTRACT

La metaplasia gastrica es una consecuencia de la gastritis croni-
ca (GC). Los pacientes con esta condicién frecuentemente estan
infectados por Helicobacter pylori (Hp), teniendo un mayor ries-
go para el desarrollo de adenocarcinoma gastrico. Se han descri-
to diferentes marcadores de patogenicidad de Hp tales como los
genes ureC, vacA y cagA. Existen evidencias de que las citotoxi-
nas y enzimas codificadas por estos genes son responsables del
dafio directo a la mucosa epitelial. Con base en lo anterior, el
objetivo principal de este trabajo fue establecer una relacién en-
tre la presencia de las cepas patégenas de Hp y la progresion de
metaplasia en pacientes con el GC. Detectamos la presencia de
cepas positivas para los genes ureC, cagA y vacA en pacientes
con GC, y utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), analizamos 130 muestras de cardias y antro gastrico ob-
tenidas a partir de 65 pacientes con diagnéstico de GC (edad
promedio: 43.3 afios). Encontramos que el 92% de los pacientes
con GC fueron positivos a Hp; el 6% de los pacientes con GC
fueron diagnosticados con eséfago de Barrett, el 50% de estos
pacientes fueron positivos ya sea para cepas ureC(+), cagA(+)
ylo vacA(+). En este estudio se observé que los pacientes diag-
nosticados con GC, los cuales estaban infectados con cepas de
alta patogenicidad, presentaron una marcada tendencia a desa-
rrollar metaplasia. Estos resultados sugirieron que las cepas de
alta patogenicidad de Hp, combinada con GC son factores de
riesgo para el desarrollo de una condicién precancerosa.

Gastric metaplasia progression is a consequence of chronic gas-
tritis (CG). Patients with this condition are frequently infected by
Helicobacter pylori (Hp) and show several symptoms including
gastric ulcer formation. In addition, they present an increased
risk for the development of gastric adenocarcinoma. Various
pathogenicity markers for Hp such as ureC, vacA and cagA genes
have been described. Evidence indicates that direct injury to the
epithelial mucosa is caused by cytotoxins and enzymes codified by
these genes. The aim of this study was to establish a relationship
between the presence of pathogenic Hp strains and metaplasia
progression in patients with CG. For better understanding the
progression of gastroesophagic metaplasia, we detected the pres-
ence of Hp ureC, cagA and vacA positive strains in patients with
CG. Using the polymerase chain reaction (PCR), we have ana-
lyzed 130 samples obtained from 65 patients with CG (mean age:
43.3 years), including samples from two anatomical areas: cardia
and gastric antral. We have detected that 92% of CG patients are
Hp positive compared to approximately 50% in normal persons
older than 40 years (reported previously by other groups); 6% of
the CG patients were diagnosed as Barrett”s Esophagous posi-
tive, 50% of these patients were positive for either ureC(+),
cagA(+) and/or vacA(+) Hp strains. A strong tendency to develop
metaplasia was observed in those patients diagnosed with CG
that were infected with high-pathogenicity-strains in both ana-
tomical areas. These results suggest that infection with high-
pathogenicity Hp strains, combined with CG can be considered a
major risk factor to develop a precancerous condition.

Palabras clave: Helicobacter pylori, gastritis crénica, meta-
plasia, es6fago de Barrett.

Key words: Helicobacter pylori, chronic gastritis, metaplasia,
Barrett esophagous.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori (Hp) es un patégeno bien recono-
cido como causante de la gastritis crénica activa (GC)
en seres humanos y desempefia un papel significativo
en el desarrollo y recurrencia de las Glceras géastricas
y duodenales, del cancer géastrico y del linfoma géastri-
co primario de células B.” Debido a que la incidencia
del adenocarcinoma de cardias gastrico se ha incre-
mentado rapidamente en los Estados Unidos, Europa
Occidental y en México,®° y dado que se asocia a la
infeccion por Hp, la Organizacién Mundial de la Sa-
lud declaré en 1994 a la infecciéon por Hp como agen-
te cancerigeno del grupo 1 (una causa definitiva de
neoplasias en humanos, similares al tabaco).'! Su dis-
tribucién mundial, la alta prevalencia (= 50% en po-
blacién normal de méas de 40 afios) y la importancia
de padecimientos asociados, hacen que la deteccion y
la eliminacién de Hp sea un medio util para el trata-
miento y control de enfermedades gastroduodenales.
Interesantemente, su erradicacion da lugar a una
marcada reduccién en el indice de la recurrencia de
Ulceras duodenales y gastricas.'? Ademas, la diferen-
cia en la virulencia entre cepas bacterianas pueden
explicar porqué apenas una minoria de pacientes in-
fectados desarrolla carcinoma gastrico, sugiriendo la
participacion de otros factores directa o indirecta-
mente asociados (estado nutricional, alteraciones de
proto-oncogenes y anti-oncogenes).’*!* Se sospecha
que existen diferentes propiedades que cominmente
se asocian a Hp, mismas que participan en el proceso
patogénico de la gastritis asi como en la formacion de
Ulceras. Estas propiedades incluyen: la adhesién de la
bacteria al epitelio gastrico y la produccién de enzi-
mas y de citotoxinas. Se ha descrito también que la
produccion de la ureasa es uno de los mecanismos
que Hp utiliza para sobrevivir y colonizar la mucosa
gastrica. También se identific6 un gen que codifica
para un polipéptido importante involucrado con la ac-
tividad de la ureasa denominado ureC y que estéa pre-
sente en la mayoria de las cepas de Hp.*® El gen A del
antigeno asociado a citotoxina (cagA) de Hp codifica
para una proteina de 138-kDa la cual esta involucra-
da en la produccién de una toxina vacuolizante.®1618
La presencia de cepas Hp cagA(+) y la respuesta se-
rolégica a la proteina cagA estan asociadas al desarro-
llo de Ulcera péptica y cancer gastrico.%1°% Se ha re-
portado que la infeccidn por cepas cagA(+) induce
una respuesta inflamatoria que se distingue por una
gran densidad de células polimorfonucleares en la
mucosa gastrica.?! Otro factor de virulencia, produci-
do por aproximadamente el 50% de las cepas de Hp,
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es una citotoxina codificada por el gen vacA la cual
induce la formacion de vacuolas en células cultivadas
in vitro, mientras que in vivo, esta citotoxina tiene la
capacidad de inducir a apoptosis y la subsecuente re-
generacidn epitelial con cambios celulares importan-
tes.???* La evidencia muestra un dafio directo a la mu-
cosa epitelial mediada por citotoxinas y por enzimas
codificadas por estos tres genes, los cuales estan des-
empefiando probablemente un papel importante en la
carcinogénesis gastrica.?>?’ En este sentido, el eséfago
de Barrett (EB) es una complicacién del reflujo gas-
troesofagico crénico (RGC) en el cual el epitelio nor-
mal estratificado del es6fago es reemplazado por un
epitelio columnar metapléasico especializado.?®?° Este
cambio puede progresar a displasia y se asocia con un
riesgo incrementado en 125 veces desarrollando un
adenocarcinoma gastrico.*® Actualmente, se estima
gue del 8 al 12% de los pacientes con GC desarrollara
EB. En estos pacientes, la prevalencia de adenocarci-
noma gastrico es del 7 a 16%.31*2 Existen datos histo-
lI6gicos y citométricos que sugieren una progresion
secuencial de la metaplasia especializada de Barrett a
displasia y finalmente a adenocarcinoma gastrico re-
lacionado con la presencia de cepas de Hp.3*** El obje-
tivo de este estudio fue desarrollar un método endos-
copico-reaccién en cadena de la polimerasa (E-PCR)
para la deteccién de Hp y establecer una correlacion
entre la incidencia de metaplasia, EB y la presencia
de cepas de Hp ureC, cagA y vacA positivas.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se incluyeron en este estudio 65 pacientes sin trata-
miento previo, los cuales acudieron a endoscopia gas-
troduodenal superior. La poblacion consistio de 46
hombres y 19 mujeres con una edad promedio de 43.3
afios (rango de 26 a 76 afios) (Cuadro I).

Endoscopiay recoleccién de biopsias

Al menos 5 biopsias de antro gastrico y 4 de cardias
fueron colectadas de cada uno de los pacientes para:
determinacion de la prueba rapida de la ureasa (una
muestra de antro), analisis histolégico (dos muestras
de antro y dos de cardias) y dos muestras mas para
analisis molecular por PCR. Las muestras destinadas
para PCR fueron congeladas inmediatamente a - 70° C
hasta su procesamiento. La zona escogida para el
analisis molecular fue determinada por la disponibili-
dad de tejido y por la experiencia del endoscopista.
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Tanto el equipo endoscopico (Olympus GIF-I1T), asi
como los férceps para la toma de muestra fueron cui-
dadosamente desinfectados por inmersion en una
solucion de glutaraldehido al 2% (Cidex; Ltd., Li-
vingstone, Escocia) durante 15 min, se enjuagaron
en agua y fueron secados después de cada sesién de
endoscopia.

Analisis histopatolégico

Todas las muestras fueron fijadas en una solucion
amortiguada de formol al 10% e incluidas en parafina.
Se realizaron cortes de 5 um para tincion con hema-
toxilina-eosina y posteriormente ser revisadas histo-
légicamente. Las muestras fueron clasificadas de
acuerdo al grado de severidad de gastritis. También,
se realizaron tinciones con Giemsa para detectar a
Hp. La clasificacion y grado de gastritis se realiz6 de
acuerdo con el sistema de Sydney.*® La clasificacion
de los pacientes con EB se llevé a cabo mediante la
identificacion de células caracteristicas y de la pre-
sencia de metaplasia en el cardias (Cuadro 1). Las
biopsias de antro géastrico fueron analizadas median-
te la prueba rapida de la ureasa (CU-test),* los resul-
tados fueron capturados después de 30 minutos de in-
cubacion.

Definicion de los casos

Los pacientes fueron clasificados como positivos para
Hp con base en: la prueba rapida de la ureasa, identi-
ficacion histolégica y la deteccion mediante PCR de
uno o mas genes detectados.

Analisis mediante reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR)

Los tejidos fueron congelados en nitrégeno liquido y
posteriormente homogenizados en 1 mL de DNAzol

Infeccién por Helicobacter pyloriy progresién de metaplasia

(Invitrogen; EUA) por cada 50 mg de tejido con un
mortero de teflon. EI homogenizado fue centrifugado
durante 10 minutos a 10,000 X g a 4°C. EIl sobrena-
dante fue recuperado (0.5 mL) y los &acidos nucleicos
fueron precipitados afladiendo 0.5 mL de etanol abso-
luto. Las muestras fueron centrifugadas a 4,000 X g
durante 2 minutos a temperatura ambiente. Las pas-
tillas fueron lavadas con 1 mL de etanol al 95%. Las
muestras de ADN fueron resuspendidas en 100 L de
solucién amortiguadora TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0;
1 mM EDTA). Finalmente, las muestras fueron cuan-
tificadas en un espectrofotometro Perkin-Elmer MBA
2000 y almacenadas a 4° C hasta su analisis.

ADN gendmico de cepas de referencia de Hp

Se aislaron y caracterizaron bioquimicamente cepas
de Hp de referencia. Estas cepas fueron crecidas en
caldo brucella (Difco, EUA) como se ha descrito pre-
viamente.®” ElI ADN fue purificado y amplificado para
determinar el limite de deteccion mediante PCR. Se
realizaron diluciones seriadas de ADN purificado en
solucion amortiguadora TE estéril y fueron amplifica-
das de acuerdo a lo indicado més adelante. Como con-
troles negativos se incluyé ADN obtenido de cepas de
E. coli (HB101; DH5¢), asi como ADN de muestras
no relacionadas con problemas géastricos (linfocitos
humanos normales, o ADN de biopsias de cancer cer-
vical).

Oligonucledétidos

Todos los oligonucle6tidos fueron sintetizados por la
comparfiia Invitrogen (EUA). Las secuencias pre-vali-
dadas,>1"1938 |as temperaturas de alineamiento (Tm),
asi como el tamario de los productos de PCR espera-
dos se muestran en el cuadro I. Los oligonucle6tidos
dirigidos contra el gen ureC, fueron derivados de la
secuencia depositada en bancos gendmicos (EMBL

Cuadro I. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de secuencias especificas para Helicobacter pylori.

Nombre Secuencia Producto de

5 —p3 Tm amplificacion (pb)
ureC-1s aag ctt tta ggg gtg tta ggg gtt t 55°C 294 bp
ureC-2as aag ctt act ttc taa cac taa cgc
cagA-1s aat aca cca acg cct cca ag 59°C 400 bp
cagA-2as ttg ttg ccg ctt ttg ctc tc
vacA-1s tgc aat ccg aac tga ctc aaa atg cgc tt 60°C 449 bp
vacA-2as gtg att aac gcg cct gta gcg ata cga acc

s: sentido; as: antisentido
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numero de acceso X57132 y GenBank numero de ac-
ceso M60398).1538 Los oligonucleétidos para el gen
cagA, fueron seleccionados a partir de regiones de se-
cuencias consenso (GenBank numero de acceso
L11714 y EMBL nimero de acceso X70039)%%17, Para
la amplificacion de vacA, los oligonucleétidos fueron
seleccionados a partir de la secuencia del gen (Gen-
Bank, nimero de acceso AF049652).%

Condiciones de amplificacion

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un
termociclador Perkin-Elmer modelo Gene Amp PCR
System 2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, Connec-
ticut, EU). Las mezclas de reaccion incluyeron 0.2uM
de cada oligonucleétido, utilizando soluciones pre-
mezcladas (Supermix, Invitrogen, EUA) que conte-
nian 0.2 uM de cada deoxinucleétido trifosfato:
dATP,dGTP,dCTP ydTTP; 20 mM Tris-HCI pH 7.4;
50 mM KCI, 1.5 mM MgCl, y 2.2 unidades de Taq
ADN polimerasa. Se analizé 1 ug de ADN de cada
muestra por reaccion. Las condiciones de amplifica-
cion para cada uno de los genes fueron, para ureC: 2
min desnaturalizacién a 94°C, 2 min alineamiento a
55°C, y 2 min de polimerizacion a 72°C durante 35 ci-
clos. Para el gen cagA: 1 min para la desnaturaliza-
cion a 94°C, 1 min de alineamiento a 59°C, y 1 min de
sintesis a 72°C durante 35 ciclos. Para el gen vacA,
los ciclos fueron: 30 segundos a 94°C para la desnatu-
ralizacién, 1 min a 60°C para el alineamiento y 1 min
a 72°C para la sintesis durante 30 ciclos.*® Como con-
trol positivo se utiliz6 ADN purificado a partir de una
cepa de Hp (bioquimicamente caracterizada), mien-
tras que como controles negativos se utilizé ADN ob-
tenido a partir de un paciente sin infeccion por Hp y
un tubo conteniendo agua en lugar de ADN. Todos
los ensayos fueron llevados a cabo al menos en tres
ocasiones por separado.

Deteccidn y analisis de los productos de PCR
para los genes ureC, cagA y vacA.

Fueron analizados 10 uL de los productos de PCR
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
(Sigma, EUA; en soluciéon amortiguadora TAE 1x, te-
fiidos con bromuro de etidio). La especificidad de
cada fragmento amplificado fue corroborada median-
te digestion con endonucleasas de restriccion por L ha
37° C en soluciéon amortiguadora recomendada por el
fabricante (Invitrogen, EUA). Para el gen ureC, el
producto de PCR de 294 pares de bases (pb) fue dige-
rido con la enzima Sphl generando fragmentos de
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restriccién de 168 y 126 pb. Para el gen cagA, el pro-
ducto de 400 pb fue digerido con la enzima HindllIlI,
la cual gener6 fragmentos de 195, 159 y 46. Final-
mente, para el producto de PCR de vacA de 449 pb se
empled la enzima BamHI la cual generé fragmentos
de 243y 206 pb. Las muestras digeridas fueron anali-
zadas mediante electroforesis en geles de agarosa al
3%, tefiidas con bromuro de etidio.*

RESULTADOS
Pacientes.

En el cuadro Il se muestran las caracteristicas clini-
cas de los 65 pacientes con alteraciones géastricas que
se incluyeron en este estudio. Se observé una mayor
proporcién de hombres que de mujeres (46H/19M). El
77% de los pacientes mostraron metaplasia intestinal
asi como presencia de células polimorfonucleares.

Ensayos de amplificacién (PCR).

Sensibilidad. Para determinar el limite inferior de
deteccion de nuestros ensayos, se realizaron dilucio-
nes seriadas (10 ng to 0.1 pg) de ADN obtenido a
partir de cepas de referencia de Hp (Figura 1), am-
plificando hasta 1 pg de ADN bacteriano utilizando
nuestras condiciones.

Especificidad. En muestras controles de cepas de
referencia o biopsias de pacientes positivos a Hp, se
obtuvieron los productos de PCR esperados (294-,
400- y 449-pb; ureC, cagA y vacA, respectivamente)
(Figura 2). En el caso de los ensayos empleando ADN
gendémico humano asi como de E. coli, no se obtuvo
ningun producto de amplificacion de acuerdo a lo es-
perado (datos no mostrados).

Deteccion de secuencias de Hp. Muestras de antro
gastrico asi como de cardias fueron analizadas para la
deteccion de infeccion por Hp. Independientemente
del genotipo detectado, Hp se localizé infectando am-
bas zonas anatémicas pues se localizaron los genes
ureC, cagA, vacA solos o sus combinaciones (Cuadro
111, Figura 3). También se detectaron diferentes cepas
con genotipos distintos en el 92% de los pacientes ana-
lizados. Las secuencias ureC, cagA y vacA fueron de-
tectadas en forma individual en el 2%, 2% y 15%, res-
pectivamente en antro gastrico, y en el 9%, 5% y 0% en
cardias como se indica en el cuadro I11 y en la figura 3.
Fueron detectadas frecuentemente infecciones mixtas
en ambos sitios anatémicos; interesantemente, la fre-
cuencia de infecciones con genotipos triples fue del do-
ble en cardias (38%) en comparacién con antro gastrico
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Cuadro Il. Caracteristicas clinicas de pacientes con gastritis
crénica incluidos en este estudio (n= 65).

Caracteristica

Edad promedio (afios) 43.3 (rango: 26-76)

Sexo (hombre:muijer) 46:19
Fumadores 37 %
Alcoholismo 22 %
Hallazgos endoscopicos
Gastritis

Severa 62%

Media 25%

Leve 13%

Evolucién (meses)

Esofago de Barrett

Células polimorfonucleares
Antro
Cardias

14.7 (rango: 3-30)
6 % (4/65)

34%
26%

Metaplasia intestinal

Antro 40%
Cardias 37%
Gastritis cronica en antro 82 %
Gastritis cronica en cardias 79 %

800 pbp ——>

350 pb —> <«—294pb
<— 168 pb
<— 126 pb

Figura 1. Sensibilidad de los protocolos de PCR. La sensibilidad
para la deteccion de Hp fue determinada analizando diluciones
seriadas de ADN gendémico obtenido a partir de cepas control
de Hp. Los ADNs templados fueron amplificados utilizando oli-
gonucledtidos especificos para vacA (fragmento de 449 pb) (ver
material y métodos). Los carriles 1 a 6 representan las diferen-
tes cantidades de ADN templado: 10, 1y 0.1 ng; 10, 1y 0.1 pg
respectivamente. En el carril MPM (marcador de peso molecu-
lar) se incluyd un marcador escalera de 100 pb (New England
Biolabs, EUA).

(18%). Ademas, para confirmar la autenticidad de los
productos de PCR, se realizaron ensayos con endonu-
cleasas de restriccion obteniéndose en todos los casos
los tamafios esperados (Figura 4).

Concordancia de los hallazgos
Considerando las caracteristicas clinicas, histolégicas

y genéticas de las muestras gastricas, intentamos es-
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tablecer una relacion entre los perfiles clinicos, la
presencia de Hp y la deteccién de diferentes secuen-
cias relacionadas con actividad patogénica.

DISCUSION

Este estudio describe la deteccion de cepas positivas a
secuencias ureC, cagA y vacA en dos sitios anatéomi-
cos en pacientes mexicanos (Cuadro 111 y Figura 5).
Hemos detectado a las tres principales cepas patogé-
nicas de Hp, empleando un método que demuestra
ser altamente sensible y especifico. El analisis me-
diante PCR del ADN obtenido a partir de biopsias
géastricas no requiere el cultivo de la bacteriay por lo
tanto se disminuye el tiempo invertido para cada en-
sayo, ademas, nuestros resultados proporcionan evi-
dencia directa de la presencia de genotipos especificos
en la mucosa gastrica. Es posible también, determi-
nar la cantidad aproximada de copias de genes bacte-
rianos. Otro aspecto interesante de nuestro estudio
fue que el 92% de los pacientes fueron positivos para
Hp (considerando ya sea uno de los tres genes o su
combinacion). Ademas, el 50% de los pacientes con
EB fueron positivos a la infeccion (Cuadro 111), sugi-
riendo que Hp juega un papel importante en el desa-
rrollo del EB.

La deteccion del microorganismo fue claramente
positiva en ambas zonas anatémicas (antro/cardias)
de los pacientes, sugiriendo que la infeccidn parece no
ser sitio-especifica o bien, que existe un intercambio
de cepas entre ambos sitios. De manera interesante,
las muestras positivas para vacA fueron detectadas
solamente en antro géastrico y no en cardias (15/0 %;
Cuadro 111, Figura 3), sugiriendo que tal intercambio
no sucede. Los pacientes positivos a vacA fueron mas
frecuentes que los pacientes positivos a ureC o cagA.
La combinacion de genes ureC-vacA fue el hallazgo
mas comun en el grupo de pacientes positivos para
dos genes. Otra observacion es el nimero importante
de casos positivos a los tres genes (57% antro/ 74%
cardias). Estos pacientes se encuentran probable-
mente en un riesgo incrementado para desarrollar
neoplasia por lo que sugerimos un seguimiento médi-
co intensivo con el propésito de prevenir el desarrollo
de EB y/o cancer gastrico. Desafortunadamente, no
pudimos establecer si estas infecciones fueron produ-
cidas por una sola cepa positiva para los tres genes o
si existié una infeccién maltiple con bacterias que
contenian cada uno de estos genes. Se han descrito
estudios similares detectando a los genotipos vacA y
cagA sugiriendo una relacién entre infecciones multi-
ples y desarrollo de Glcera.>*#? La presencia de Hp en
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A B C
MPM 1 2 3 456 78 MPM 1 2 3 45 6 7 8 MPM 1 2 3 456 7 8

Figura 2. Amplificacion por PCR de genes de Hp. Se muestran los productos de PCR: Panel A: cagA (400 pb); Panel B: ureC (294
pb) y Panel C: vacA (449 pb). Carriles 1 (A, B, C): Muestras correspondientes a pacientes positivos a EB; carriles 2-6: Muestras de
pacientes con GC (EB negativos); carriles 7: ADN de E. coli incluido en el ensayo como control negativo; carriles 8: cepas control
de Hp. MPM: marcador de peso molecular, escalera de 100 pb (New England Biolabs, EUA).

Cuadro I11. Deteccién molecular de cepas positivas para ureC, cagA and vacA
de H. pylori en biopsias de pacientes con GC (n = 65).

= Helicobacter pylori (positivos para)

Antro gastrico Cardias

ureC+ 2% 9%

cagA+ 2% 5%

vacA+ 15% 0%

ureC/cagA + 6% 8%

ureC/vacA + 8% 9%

cagAlvacA + 6% 5%

ureC/vacAlcagA + 18 % 38%

= Deteccion de H. pylori por zona anatémica 57% 74%

= Pacientes negativos a H. pylori por zona anatomica 43% 26%
= Pacientes positivos a H. pylori (Total) 92 %
= Pacientes negativos a H. pylori (Total) 8%
= EB-H. pylori + 50%

IS
o

0 Antro la mucosa gastrica conduce al desarrollo de gastritis
O Cardias cronica y eventualmente a gastritis atréfica la cual
estéa asociada con enfermedades como Ulcera péptica,
carcinoma gastrico y linfoma tipo MALT (Figura 6).
La infeccion con ciertos genotipos de Hp (p.ej. cepas
positivas a cagA y vacA) esta relacionada con alta
m ’_H morbilidad, mientras que otras variantes positivas a

OO

T g

8 5

w
o
1

[uny
o
1

% de pacientes positivos
N
o

o

cagA parecen ser menos patdgenas.*

El mecanismo de inflamacién asociado a vacA pue-
de ser proporcional a la cantidad de toxina producida,
de acuerdo a su actividad in vitro, por lo que la se-
cuencia sefial de vacA (que codifica para el péptido se-
fial de la proteina que induce vacuolas) puede ser un
marcador de toxicicidad. Por otro lado, la funcién de
la proteina cagA todavia no ha sido elucidada por
completo. La citotoxina cagA ha sido asociada con la

vacA/cagA (+) EI
vacA (+)

T 3
N N
T 3%
© ©
> (&)
1) I3
o o
=} >

ureC/vacAlcagA (+)

Figura 3. Deteccion de cepas de Hp en dos sitios anatomicos.

La amplificacion de genes de Hp se llevo a cabo en biopsias iy s P
obtenidas de antro géstrico y cardias de acuerdo a lo descrito induccion de IL:8 en el epitelio gastrico, por lo que

en material y métodos. La presencia de secuencias de los genes la erraqlca0|on d_e t_)aCter'as reduce,l‘t" expresion de
cagAy ureC es mas frecuente en muestras de cardias. Por otro  1L-8 @si como el 'nf'l_trado d_e neutrofilos; aunque ‘?l
lado, vacA fue mas frecuentemente detectado en antro gastri-  €status de cagA ha sido realizado en forma seroldgi-
co. De los pacientes incluidos en este estudio, el 92% fue posi- ca, esta proteina puede ser un buen marcador de
tivo a la infeccién por Hp. potencial ulcerogénico*. Previamente, Torres y cols.
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MPM 1 2 3

Infeccién por Helicobacter pyloriy progresién de metaplasia

800 pb —>

350 pb —>

Figura 4. Andlisis de los pro-
ductos de PCR mediante enzi-
mas de restriccion. Los produc-
tos de PCR (294 pb) fueron di-
geridos con la endonucleasa de

<— 294 pb =ITHLS ‘
digestion Sphl para confirmar la

<«— 168 pb  especificidad de amplificacion.

<126 pb Carriles 1-2: Cepas de referen-

cia. Carriles 3-4: ADN de un
paciente positivo a EB. Carriles
1y 3: Controles sin digerir. Ca-
rriles 2 y 4: Muestras digeridas
con Sphl. MPM: marcador de

Pacientes positivos
a metaplasia (n=35; 54%)

Pacientes positivos a metaplasia,
negativos para H. pylori
(n=3/35; 9%)

Pacientes positivos a metaplasia,
positivos para H. pylori
(n=32/35; 91%)

(1998),* reportaron en un estudio seroepidemiolégico
la distribucién de la infeccion por Hp en México. Este
estudio sugiere que la infeccion por esta bacteria es
comun, comienza en etapas tempranas de la vida y se
asocia a condiciones socioeconémicas bajas. Dos estu-
dios méas proponen que el riesgo de pacientes con
diagnostico de EB para desarrollar adenocarcinoma
es de 30 a 42 veces mayor que la poblacion general.*®
El incremento en la incidencia de adenocarcinoma del
esbfago sugiere que el epitelio de Barrett, definido

Volumen 30 No. 1 Enero-Marzo 2005. p. 13-22

Racientes negativos a metaplasiq
negativos para H. pylori

Pacientes negativos a metaplasia,
positivos para H. pylori
(n=27/31; 88%)

peso molecular (ADN escalera
de 50-pb, Invitrogen, EU).

Pacientes negativos
a metaplasia (n=31; 46%)

(n=4/35; 12%)

Figura 5. Distribucion de pa-
cientes considerando la rela-
cion entre el desarrollo de me-
taplasia y la infeccion por Hp.

como la presencia de metaplasia intestinal en el esé-
fago, es el precursor de la lesion al desarrollo de dis-
plasia y posible progresién a cancer.*” Esta progresion
(y regresidn en algunos casos) probablemente refleja
la modulacion de los procesos pre-cancerosos los cua-
les pueden evolucionar en ambas direcciones con una
intensidad variable con respecto al tiempo. Estos pro-
cesos son afectados probablemente por factores me-
dio-ambientales de acuerdo a estudios que sugieren la
participacion de irritantes tales como consumo exce-
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Fenémeno !

Infeccién I

primario

Respuesta tisular (inflamacién)

Figura 6. Relacion entre la co-

] ] ! ! lonizacién por Hpy GC en el

— — - tracto gastrointestinal en pa-

Fenémenos Gastritis Gastritis Hiperacidez Estimulo cientes con desarrollo de me-
secundarios atrofica cronica (GC) antigenico taplasia. La interaccion entre
! ! ! ! el hospedero y una poblacion

bacteriana en particular de-

| Metaplasia |

Cuadro Adenocarcinoma
clinico final gastrico !
no-cardial Adenocarcinoma

gastrico

sivo de sal, precursores mutagénicos como son los ni-
tritos y la infeccion por Hp en los casos de progresion
por un lado, y por otro, los inhibidores en los eventos
de regresion como son el &cido ascorbico y el g-carote-
no.*® Hallazgos recientes muestran la complejidad del
microambiente gastrico el cual probablemente deter-
minard el grado de lesiones precursoras en mucosa.*
Ademas, Peek y cols. (1999),%° demostraron in vitro
que en células de epitelios gastricos la disminucién de
la viabilidad, la progresién a G2-M y la induccidén de
apoptosis estan asociados con la co-incubacién con ce-
pas positivas a cagA. Estos fenémenos fueron media-
dos en parte por la expresidén de vacA y por genes
miembros de la familia cag. Interesantemente, obser-
vamos una tendencia de los pacientes positivos a Hp a
desarrollar metaplasia. De los 25 pacientes diagnosti-
cados con metaplasia, el 88% fueron positivos a la in-
feccion por Hp. Estos casos estuvieron relacionados
con cepas de alta patogenicidad detectadas en los dos
sitios anatomicos en estudio.

Los hallazgos principales de este trabajo fueron:
(1) la infeccion provocada por méas de una cepa de Hp
es frecuente en México, (2) la infeccion maltiple esta
cominmente asociada con la progresion a metaplasia,
(3) la detecciéon del microorganismo fue claramente
positiva en ambas zonas anatémicas (43% en antro
gastrico/26% en cardias) y (4) el 50% de los pacientes
con EB fueron positivos para Hp. Concluimos que los
pacientes con metaplasia e infeccién con cepas de Hp
positivas para ureC, cagA y vacA presentan un riesgo
incrementado para generar inestabilidad genémica
conduciendo a aneuploidia y subsecuentemente a

20

Ulcera Linfomna de termina el cuadro clinico. La
duodenal éélulas B infeccion por Hp incrementa
el riesgo para desarrollar al-

cera péptica, metaplasia, ade-
nocarcinoma gastrico, cancer
gastrico no-cardial y linfoma
no-Hodgkin de células B.

adenocarcinomas. Los pacientes con factores de ries-
go maultiples como: tabaquismo, gastritis cronica,
HLA, EB e infeccion por Hp deberian ser analizados
en busqueda de mutaciones en proto-oncogenes y/o
genes supresores de tumor con el proposito de preve-
nir el desarrollo de lesiones malignas.
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