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RESUMEN

]

Helicobacter pylori es una bacteria que se estima, esta presente en la mitad de la
poblacion y es un problema de salud puablica a nivel mundial; la colonizacion
ocurre mayormente en paises en vias de desarrollo y se considera estrechamente
relacionada con factores socioeconémicos. Bajo condiciones no bien establecidas,
esta relacion es frecuente que provoque diferentes patologias: gastritis, Ulceras,
linfoma MALT de células B y cancer gastrico. Con respecto al origen, las
investigaciones sobre Helicobacter pylori generalmente se han realizado a partir
de muestras directas o indirectas de pacientes humanos y muy pocos trabajos dan
cuenta de su hallazgo en agua y menos en agua de consumo de una poblacion.
En este trabajo se analizaron un total de 122 muestras de agua de consumo
poblacional de 20 cantones elegidos de zonas con alta y baja incidencia de
cancer gastrico en Costa Rica segun la informacién estadistica del Registro
Nacional de Tumores. Se logré el cultivo e identificacion molecular con el
marcador gimM de Helicobacter pylori en el 39 % de las muestras de agua de las
zonas de alta incidencia de cancer gastrico y en el 7,5 % de las muestras de las
zonas de baja incidencia. Dos productos de PCR del gen gimM de dos muestras
aisladas de las zonas de alta incidencia fueron secuenciados y corroborados como
verdaderos aislamientos de H. pylori. Se recolecté informacion sobre la naturaleza
del agua que manejan los Entes Operadores de los Acueductos de las zonas en
estudio y se encontré un coeficiente de correlacion de Pearson entre incidencia de
cancer gastrico y altitud de 0,867, entre incidencia de cancer gastrico y
temperatura ambiental de - 0,853, entre incidencia de cancer gastrico y origen del
agua como naciente de 0,651, un coeficiente de regresion lineal entre incidencia y
temperatura de 0,728; y en la prueba exacta de Fisher se evallo la independencia
entre nivel de incidencia (baja y alta) con Ente Operador del Acueducto al 2005, se
determiné un valor de p < 0,05, concluyéndose que existe relacién entre las
variables y que esta relaciéon no se debe al azar con un 95% de confianza, asi se
puede concluir que existe relacion entre quien opera el acueducto y la incidencia
de cancer gastrico para ambas zonas de estudio y que el Ente Operador puede
ser entonces una variable muy importante en el problema. Este trabajo aport6
nuevo conocimiento cientifico en: técnicas optimizadas de cultivo para H. pylori de
origen ambiental en medio liquido con soporte de nitrocelulosa y como agar
inclinado bifasico; la optimizacion de técnicas moleculares para cepas ambientales
de los marcadores glmM (no determinado en cepas ambientales) y de la proteina
inductora del factor de necrosis tumoral alfa (Tipalpha FNT-U) la obtencién de
cepas de H. pylori a partir de muestras de agua de consumo humano de fuentes
oficiales con y sin cloro residual. Se describieron por primera vez para Costa Rica
correlaciones importantes y significativas entre incidencia de cancer géstrico y
factores geomorfolégicos lo que propuso relacionar de forma diferenciada
presencia de H. pylori de origen hidrico y alta incidencia de cancer gastrico.
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Introduccion

El agua es vida, un elemento clave del desarrollo sostenible, indispensable en sus
aspectos sociales, econdmicos y ambientales, esencial para la salud humana. El
agua es un bien econémico y un bien social que debe distribuirse en primer lugar
para satisfacer necesidades humanas basicas.

En este contexto la salud, el medio ambiente y el desarrollo sostenible estan
intimamente ligados; un ambiente no contaminado ni degradado, ecolégicamente
favorable a la salud fisica y mental, no es solo una necesidad, sino un derecho de
cada individuo que abarca no solo los medios que permitan la adquisicién de los
recursos, sino una participacién compartida en las acciones para su proteccion.

Se puede afirmar que en la actualidad existe consenso sobre el enfoque sectorial
y fragmentado con respecto al manejo del recurso hidrico del pais, lo cual ha
conducido a conflictos por el uso ineficiente y desmedido, con el consecuente
deterioro del recurso. Sobre la gestibn del agua se ejercen con frecuencia
presiones politicas, econdémicas y sociales.

El estudio del impacto de las modificaciones o alteraciones de nuestro entorno ya
sea de origen natural o antrépico sobre la salud, es un trabajo multidisciplinario y
transdisciplinario que necesita considerarse desde muy diferentes perspectivas.
Es importante entonces tener en cuenta el impacto que las condiciones
ambientales ejercen sobre la salud de la poblacién y los aspectos sociales y
econdémicos que intervienen en ello.

Por consiguiente, cuando se trata de estudiar los peligros ambientales modernos
para la salud humana, resulta especialmente valioso comprender las vias que
siguen. Se tienen los peligros tradicionales, los asociados a la pobreza y al
desarrollo insuficiente, ligados a la falta de acceso al agua potable y a las
deficientes condiciones higiénicas y los modernos asociados a un desarrollo
rapido e insostenible como las enfermedades emergentes y re-emergentes,
incluidos los trastornos de fondo inmunolégico y el cancer. La investigacion para
la resolucién de estos problemas con impacto en la salud publica del pais que
puedan provenir del medio ambiente, deben ser prioritarios.



En este contexto la infeccion de personas con la bacteria Helicobacter pylori se
considera un problema de salud publica muy importante porque:

{1 La prevalencia de infeccion del microorganismo en el mundo es alta, y mas
en los paises de origen tropical, asociados a un ingreso per capita bajo.

1 Se ha considerado su erradicacidén bastante dificil, la re-infeccién es alta, el
tratamiento costoso y de amplios efectos secundarios, la vacuna todavia no
esta disponible.

1 En el mundo se le relaciona como la principal causa de gastritis cronica,
Ulceras pépticas y el principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer
gastrico, incluyendo atrofia gastrica, metaplasia intestinal, cancer gastrico
como linfoma MALT de células B, y otras patologias extra gastricas
directamente relacionadas

1 En Costa Rica se le relaciona con gastritis, Ulcera duodenal, gastritis
atrofica con probabilidades de transformarse en céncer gastrico
especialmente en adenocarcinoma de tipo intestinal (Sierra, 2002); con
mayor incidencia en las personas si viven en la parte central, en las
provincias de Cartago y San Joseé.

1 A la fecha no se ha dado a conocer de forma definitiva el mecanismo
epidemiolégico de adquisicion poblacional de la bacteria. Al no tenerse
claridad al respecto, no se han establecido medidas adecuadas de
prevencion, ni en las personas ni en la salud publica en general, mucho
menos  acciones necesarias que conlleven el abordaje integral del
problema.



1- Marco tedrico

Filogenéticamente Helicobacter pylori pertenece a las Proteobacterias, es de
forma espiralar, Gram negativa, con un diametro celular de 0,5 um a 1 pm y con
penacho de flagelos polares.

H. pylori se descubrié en 1982, hace casi 25 afios. Los médicos Barry Marshall y
Robin Warren de Perth, Australia, observaron por primera vez la bacteria en
biopsias de estbmago proveniente de un paciente con gastritis cronica activa. En
reconocimiento a su descubrimiento fueron galardonados con el Premio Nobel
2005 en Medicina y Fisiologia.

En 1994 se efectu- una AConferencia Consensu

Salud del mundo, donde H. pylori fue declarado la principal causa de ulcera
péptica y en este mismo afio la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC) de la Organizaciéon Mundial de la Salud, declara a H. pylori como
un cancerigeno en humanos, ubicado en el grupo | (se cuenta con pruebas
suficientes que confirman que puede causar cancer a los humanos).

1.1 Epidemiologia de la infeccidon

La presencia de la bacteria, por lo general, puede pasar inadvertida en toda la vida
del hospedero y los primeros sintomas generalmente tardan mucho tiempo en
evidenciarse (Brown, 2000), lo que implica que los episodios de transmisiéon
pueden pasan inadvertidos. Otro aspecto que dificulta el seguimiento de la
adquisiciéon y su abordaje epidemioldgico es que el aislamiento y el cultivo de H.
pylori es relativamente dificil comparado con otras bacterias de importancia
clinica.

La bacteria puede ser adquirida en la infancia, y por la edad de 10 afios, mas del
50% de los nifios en todo el mundo han estado en contacto con el
microorganismo (Pounder, 1995), sin embargo, algunas investigaciones han
sugerido que las infecciones transitorias pueden producirse e incluso ser muy
comunes (Goodman, 2005; Haggerty, 2005), pero la importancia de estos
resultados es todavia objeto de controversia debido a la especificidad y
sensibilidad de las pruebas utilizadas (Perry, 2005; Nugalieva, 2006).

Evidencia reciente prueba también que mdultiples cepas de H. pylori y de otras
especies de Helicobacter son capaces de infectar simultineamente el tracto
gastrointestinal de un individuo (Van den Bulk, 2005; Fritz, 2006; Ghose, 2005;
Azevedo, 2007). Ahora se acepta que hay constantes exposiciones a la infeccion,



pero ha sido considerado que el equilibrio entre el hospedero y la bacteria tiende a
favorecer al hospedero.

Basado en evidencia epidemiologica y microbiolégica varias vias de transmision
han sido propuestas. La transmision de persona a persona de la bacteria es la via
gue se ha contemplado como la ruta mas probable de infeccion, principalmente a
causa de la deficiencia de aislar la bacteria de otros sitios, como por ejemplo el
medio ambiente y del tracto gastrointestinal de los seres humanos .

Varios estudios epidemioldgicos han identificado el hacinamiento de los miembros
de la familia como un factor de riesgo para la transmision de H. pylori; asi mismo
se ha encontrado entre aislamientos obtenidos de miembros infectados de la
misma familia una alta homologia del genoma bacteriano (Ma, 1998).

Se ha observado diferencias significativas en la incidencia entre nifios de una
misma familia donde todos sus miembros se encuentran infectados, con respecto
a niflos cuyos miembros familiares no estan infectados (Miyaji, 2000;
Rothenbacher, 1999). El riesgo relativo es de aproximadamente ocho veces
mayor si la madre esté infectada y cuatro veces mayor si es el padre el infectado
(Rothenbacher, 1999). Aunque estos estudios apoyan la hipétesis de transmision
de persona a persona, la exposicion de una familia a una fuente comuan alternativa
sigue siendo una posibilidad.

La mayoria de las vias de transmision entre personas abarcan las rutas gastro-
oral, oral-oral y fecal-oral (Azevedo, 2007).

En afos recientes han sido sugeridas otras vias para transmitir la bacteria en
forma viable: el agua, los alimentos, y los animales. Numerosos autores coinciden
en que la importancia relativa de estas rutas en la transmision de la bacteria varia
en importancia entre paises desarrollados y en vias de desarrollo (Perez, 2004;
Megraud, 2003).

El género Helicobacter incluye al menos 26 especies. El tropismo del género varia desde el
estébmago, el ciego y el colon hasta el higado o el tracto genital de los mamiferos y aves (Dewhirst,
2005). Helicobacter comprende un grupo diverso de agentes patdégenos potencialmente
emergentes en multiples especies incluyendo humanos, primates, gatos, perros, hurones, cerdos,
ovejas, vacas, aves silvestres, pollos, ratones, ratas, hamsteres, jerbos, y una variedad de

animales salvajes, incluyendo delfines, ballenas y focas se dice que casi todo animal es
colonizado por su propia especie endogena de Helicobacter (Dewhirst, 2005). Segun
los aportes de Azevedo, con los criterios emergentes y la aparicion de cepas
multiples infectando a un mismo hospedero, deberia tomar méas importancia el
poder considerar a H. pylori como un agente zoonético (Azevedo, 2007).



No obstante varios estudios epidemioldégicos muestran resultados controversiales
en lo que respecta al riesgo de la presencia de animales domésticos en el hogar
(Bode, 1998; Kearney, 2002). H. pylori no se ha encontrado en perros y muy
raramente en estomagos de gatos (El Zaatari, 1997; Neiger, 2000), y se ha
sugerido que la presencia de la especie H. pylori en los animales es de origen
humano (El Zaatari, 1997; Cittelly, 2002).

Desde un punto de vista integral las vias de transmision propuestas a la fecha se
resumen bajo la figura 1.

Oral-oral (=== mmss) Leche materna
Gastro-oral  — ¢ Carneoleche
contaminada D
Fecal-oral (mmmmm @==m) Zoonosis

) pra— \Vegetales
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Figura 1 Vias de transmision propuestas para H pylori (Montero, 2009).
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1.2 Mecanismos de accién y variaciones genéticas

H. pylori se ha encontrado en el estbmago de mas de la mitad de la poblacion
humana en el mundo, y representa la principal causa biolégica de la patologia
gastroduodenal (Mitchell, 2001). Sin embargo, a lo largo de su vida, sélo entre el
10% y el 20% de los pacientes infectados desarrollan enfermedades graves, como
Ulcera péptica, cancer gastrico y linfoma. Este hecho sugiere que el tipo de
inmunidad innata y adquirida como respuesta a H. pylori puede representar un
importante  factor que puede influr en el resultado de la
la infeccién hacia la proteccion o la patologia (Milco, 2007).

La mucosa gastrica esta protegida contra infecciones bacterianas y H. pylori esta
muy bien adaptado a este nicho ecoldgico, con una gama Unica de caracteristicas
que le permiten la entrada en el moco gastrico, la movilidad y la orientacién



espacial, la adherencia a las células epiteliales, la evasion de la respuesta inmune
y como consecuencia persistencia en la colonizacion y la transmision (Suerbaum,
2002).

Después de ser ingerida la bacteria debe eludir la actividad bactericida del
contenido gastrico y penetrar en la capa mucosa. La produccion de la enzima
ureasa y la movilidad son esenciales para este primer paso de la infeccion. La
ureasa hidroliza la urea existente en dioxido de carbono y amoniaco, permitiendo
asi a H. pylori sobrevivir en un medio &cido (figura 2). La actividad enzimatica de la
ureasa esta regulada por la afluencia de urea a través de un canal, el Urel, el cual
esta abierto a pH bajo y cerrado en condiciones de pH neutro (Weeks, 2000).

-

Figura 2. Accién de la ureasa. H. pylori degrada la urea a amoniaco
y diéxido de carbono mecanismo que le permite mantener un medio
alcalino a su alrededor. Tomada de Programa, 2002.

Entre los hallazgos méas notables de la infeccién por H. pylori, producto de
proyectos de secuenciacion del genoma, se encuentra el descubrimiento de varios
genes que pueden ser activados y desactivados provocando deslizamiento y
desapareamiento de las bases complementarias mediando mutagénesis
(Suerbaum, 2002). Las proteinas codificadas por esos genes de fase variable
incluyen enzimas que modifican la estructura antigénica de las moléculas de
superficie, el control de la entrada de ADN extrafio en las bacterias, y la influencia
de la movilidad bacteriana.

El genoma de H. pylori cambia continuamente durante la colonizacién crénica de
una persona acogiendo la importacién de pequefios trozos de ADN exdégeno de



otras cepas durante infecciones mixtas, en colonizaciones persistentes o
transitorias (Falush, 2001; Suerbaum, 2002).

La mayoria de las cepas de Helicobacter pylori se encuentran en la capa mucosa
que recubre el epitelio gastrico, sin embargo se ha informado que puede
interactuar con las células epiteliales gastricas e incluso las puede invadir
(Graham, 2007). Se ha reportado recientemente la capacidad para formar
biofilmes maduros en biopsias de mucosa gastrica humana, cubriendo casi toda la
superficie de la mucosa en pacientes ureasa-positivos (Coticchia, 2006).

A finales de la década de 1980 se descubrié que algunas cepas de H pylori
provocaban la formacion de enormes vacuolas en células epiteliales de cultivo,
encontrandose que el agente activo era una toxina llamada VacA codificada por
un gen VacA, que ademas desactiva los glébulos blancos que luchan contra las
infecciones estomacales aplacando asi la respuesta inmunitaria del hospedero. La
mayoria de las cepas la expresan, ella se inserta dentro de la membrana de las
células epiteliales y forma un canal anion selectivo, a través del cual libera
bicarbonato y aniones organicos, tiene como blanco la membrana mitocondrial,
donde se produce la liberacion de citocromo c, e induce la apoptosis (Galmiche,
2000).

Se han descrito cuatro variantes principales de VacA: dos de ellas (m1 y m2)
localizadas en la regién central del gen, y otras dos (sl y s2) en la regién que
codifica la secuencia de la sefial de la proteina que le permite ser secretada por la
bacteria. Estudios posteriores demostraron que la variante sl se divide a su vez
en al menos los subtipos sla, slby slc (Suerbaum, 2002).

Las cepas de H pylori portadoras de las variantes m1 y sl sintetizan la version
mas téxica de VacA y guardan relacién con un mayor riesgo de contraer cancer de
estbmago (Miehlke, 2000).

La mayoria de cepas de H. pylori que causan enfermedad (las llamadas cepas de
tipo 1) contienen la isla de patogenicidad Cag, (Cag-PAl), una regiéon cromosémica
con cerca de 37.000 pares de bases y 29 genes (figura 3). La mayoria de los
genes cag estan probablemente implicados en el montaje de la maquinaria de
secrecion tipo IV que traslada la proteina CagA al citoplasma de las células
epiteliales gastricas del hospedero, una vez en el interior de la célula,
determinadas enzimas del hospedero modifican la estructura quimica del CagA,
facilitando su interaccion con proteinas humanas (Blazer, 2005).
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Figura 3 Isla de patogenicidad cag-PAIl (Suerbaum, 2002).

A diferencia de cagA, vacA esta presente en todas las cepas de H pylori, sin
embargo puesto que la secuencia del gen varia de forma notable, solo algunas
cepas producen una toxina totalmente activa. Por lo tanto las cepas que incluyen
vacA (mly s1) y cagA en su genotipo estan implicadas en un mayor riesgo de
produccion de cancer gastrico (Blazer, 2005).

H. pylori causa inflamacion géastrica continua con diferente severidad en casi todas
las personas infectadas. Esta respuesta inflamatoria inicial consiste en el
reclutamiento de neutréfilos, seguidos por los linfocitos T y B, células plasmaticas
y macréfagos, lo que provoca dafo a las células epiteliales (figura 4). Una vez que
H. pylori invade la mucosa gastrica, la respuesta del hospedero se desencadena
principalmente por la adhesion de las bacterias a las células epiteliales. El
patdogeno puede obligar al Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo 1l (MHC)
gue son moléculas en la superficie del epitelio gastrico a inducir su apoptosis.
Entonces nuevos cambios en las células epiteliales dependen de las proteinas
codificadas en el cag-PAl y de la translocacion de CagA en las células, la
produccion de ureasa también puede contribuir a la extravasacion y la quimiotaxis
de neutrofilos.
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Figura 4 Reclutamiento de neutrdfilos y linfocitos T y B (modificado de Blazer, 2005).

La infeccién por H. pylori cursa en todos los casos con un abundante infiltrado
inflamatorio, en el que predominan los neutrofilos; estas células liberan grandes
cantidades de mediadores, como el leucotrieno B4. Por su parte, los monocitos
activados producen interleucina-1, factores de crecimiento celular y radicales libres
de oxigeno (ROS), moléculas que ocasionan dafio tisular, el cual viene a sumarse
al inducido por la toxina vacuolizante secretada (figura 5).

> Enzimas
bacterianas
Vaso guineo
/ Z |
/= ) | .
Eoslnoﬁl‘osr{ ’//
*Neutrofilos

Radicales *’ ‘m

libres 4 .
Citocinas Macroéfagos

Proteasas

Dafio tisular

Reaccion inflamatoria
Figura5 Fisiopatogenia de la enfermedad Ulcero péptica asociada
a la infeccion por H. pylori. Tomada de Programa, 2002.

Otros componentes bacterianos hacen mas severo el dafio a la mucosa y debilitan
los mecanismos protectores; la lipasa y la fosfolipasa A producidas por H. pylori no
s6lo degradan los lipidos del moco, haciéndolo menos viscoso, sino que lesionan



las membranas celulares. A medida que el proceso avanza, la inflamacién es mas
significativa y como resultado del dafio tisular, disminuye la produccion de moco y
bicarbonato, con lo que la mucosa se vuelve mas susceptible a la accion del acido
y la pepsina. De esta forma se establece una gastritis cronica activa superficial y
como resultado de la agresion acida y la accion catalitica de la pepsina, sumadas
a los efectos citotoxicos de los mediadores inflamatorios y las sustancias
bacterianas ya mencionadas, ocurre la ulceracién de la mucosa (Programa, 2002)

Ademas de los factores antes mencionados que le proporcionan patogenicidad a
cepas especificas de H. pyori como cagA y vacA (ml y sl1) se pueden citar el
lipopolisacérido de superficie (LPS), la produccion de ureasa, los flagelos y las
adhesinas de superficie. A la vez, la presencia de ciertos factores demuestran un
aumento en la agresividad de ciertas cepas como por ejemplo el gen asociado a
la adhesina de superficie babA2 (que codifica una proteina de membrana que se
une al grupo antigénico sanguineo de Lewis B de la célula epitelial o del
eritrocito, el cual es relevante para la infeccién); el gen iceA con sus dos variantes
alélicas iceAl e iceA2 (inducido por contacto con el epitelio, se relaciona con
incidencia de Ulcera péptica e infiltracibn neutrofilica aguda) (Kidd, 2001)
especialmente la variante iceAl. En este sentido personas infectadas por cepas
que co-expresan los genes cagA, vacA, y babA2, presentan un riesgo mayor que
las personas infectadas por cepas que expresan solamente uno de estos genes
(Zambon, 2003).

El factor sanguineo de Lewis B, segun estudios de Ledn, Marin y Morales esta
presente en un 72.4% de la poblacion costarricense (Ledén, 1999). Se sugiere
también que la respuesta inflamatoria del paciente puede estar influenciada por el
factor ABO, asociado con Ulcera péptica e infiltracion inflamatoria (Henegha,
2000).

A H. pylori se le relaciona también con la inhibicién de la proteina protectora de
membranas HSP 70, la cual se produce en respuesta al estrés por cambios
ambientales agresores como calor, isquemia, presencia de metales pesados,
etanol, toxinas, agentes oxidantes y diversas infecciones por bacterias y virus
(Targosz, 2006).

Con respecto a los factores que influencian la relacion hospedero-parasito y la
predisposicion genética de las personas, se sabe que cuando H. pylori invade la
mucosa gastrica, la respuesta del anfitrion es accionada sobre todo por el acceso
de bacterias a las células epiteliales. La infeccion induce a una gran respuesta
humoral sistémica en la mucosa, donde esta produccién de anticuerpos no solo no
conduce a la eliminacién de la infeccion, sino que ademas contribuye al dafio del



tejido gastrico, y por lo tanto tiene un papel integral en la patogenia, resultando en
una gran produccion de interleucinas y otras quimosinas que producen efectos en
cascada. Solamente a manera de cita: interleuquina-8, el péptido 78 activador
derivado de neutréfilos en células epiteliales (ENA-78) y el oncogene «(GRO-«),
el factor nuclear -xB (NF-xB), un factor activador de transcripcion de proteina de
respuesta temprana 1 (AP-1), adresinas vasculares tales como la célula de
adhesion vascular (VCAM-1) y la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1)
gue son requeridas para la extravasacion del linfocito.

La citotoxina VacA y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-U) conducen a la
ruptura de la barrera epitelial, lo que facilita la translocacion de los antigenos
bacterianos y conduce a la activacibon de mas macréfagos. Las citoquinas
producidas por los macréfagos también pueden alterar la secrecion de moco, lo
que contribuye a la interrupcion de la capa mucosa por H. pylori. La figura 6
contempla el despliegue celular que provoca la bacteria en el hospedero
(Sueberbaum, 2002).
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Figura 6 Células que intervienen en el reclutamiento celular en infecciones
cronicas por H pylori (Suerbaum, 2002).

Las células T cooperadoras (ThO, Thl, Th2), responden con una respuesta parcial
a H pylori (figura 7), ademas las citoquinas tipo Thl tal como interferon-7 (INF-7)
promueven la gastritis, y pueden favorecer la persistencia de H. pylori (Suerbaum,
2002, Bergman, 2006). En términos generales las citoquinas cuando atraen a los



neutrofilos median el dafio al tejido gastrico por medio de la dispersion de
compuestos de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) muy reactivos; estos

superoxidos y los radicales del oxidrilo dafian los lipidos, las proteinas y el DNA
por oxidacion.
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Figura 7 Interaccién celular de linfocitos T e interleucinas. (Bergman, 2006)
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Con respecto a la variacion y al intercambio genético H. pylori exhibe una
diversidad genética apreciable, caracteristica que ya ha sido evidenciada en
muchos trabajos donde se demuestra la variacion en el orden genético entre
cepas, diferencias en el contenido genético entre cepas, la naturaleza de algunos
genes, y la diversidad de secuencias dentro de algunos genes conservados. H.
pylori posee una estructura poblacional recombinante o panmitica, lo que indica el
intercambio genético frecuente (Israel, 2001).

Existe evidencia que la recombinacion en H. pylori puede ocurrir in vivo durante la
infeccion. Se sugiere que el intercambio genético horizontal en H. pylori ocurre
mediante los tres mecanismos clasicos: transformacion natural, conjugacion y
transduccion (Israel, 2001).



1.3 H. pylori y su necesidad fisiol6égica de cationes.

El citoplasma de las bacterias Gram negativas esta rodeado por dos membranas,
una interna que es la membrana citoplasmética y otra externa, los metales
transportados al citoplasma deben cruzar ambas membranas, ellos participan en
una gran variedad de procesos celulares y son esenciales para el crecimiento de
las bacterias.

El hierro es necesario para el crecimiento de casi todos los patdgenos, pero H
pylori contiene relativamente pocos sistemas de transporte de iones (con respecto
a otras bacterias), excepto para el niquel y el hierro. Estos dos metales pueden ser
transportados por dos 0 més sistemas, indicando su importancia fisiologica (NCBI,
2001).

Los iones de hierro soluble (Fe®*) deben ser disponibles para que la bacteria los
ingiera, pero estos iones solo son estables bajo condiciones anaerdbicas y acidas,
porque la presencia de oxigeno causa una rapida conversion al estado férrico
(Fe*"), el cual es casi completamente insoluble a pH 7.

En los tejidos humanos la concentracion de hierro libre es muy baja para soportar
el crecimiento; ya que la mayor parte del hierro es acomplejado en la hemoglobina
o quelado por la transferrina en el suero o por la lactoferrina en la superficie de la
mucosa. Como el hierro acomplejado es una molécula muy grande para ser
transportada por las porinas de la membrana externa, este transporte requiere en
H pylori de receptores de sistemas altamente afines y especificos (Braun, 1998;
Braun, 1999).

En una infeccion activa H. pylori adquiere el hierro necesario de su anfitrién y
puede activamente contribuir a la anemia en algunos pacientes (Byung, 2004;
Cardenas, 2006), incluso se ha visto la baja respuesta de nifios infectados con H
pylori a la terapia de suplementacion con hierro (Mahalanabis, 2006) y la
predisposicion materna a la anemia (Yang, 2005).

Otro de los metales importantes en la fisiologia de H pylori es el zinc, el cual lo
utiliza como coenzima de la metaloenzima alcohol deshidrogenasa con expresion
en la membrana externa de la bacteria, la cual esta involucrada en protedlisis de
células del hospedero y de esta forma contribuir a la severidad de la patologia
gastrica (Windle, 2007).



Una evidencia mas a favor del zinc constituye el estudio efectuado por
Sempértegui y colaboradores (Sempértegui, 2007) quienes concluyen que luego
de estudiar concentraciones de zinc de la mucosa gastrica de pacientes con
gastritis cronica no atrofica, se determiné que las personas con alta concentracion
de infiltracién de polimorfonucleares tenian menores concentraciones del metal en
la mucosa y viceversa, sugiriendo el hecho del papel de la bacteria de obtener el
zinc del paciente para la induccion de proteolisis celular, la inflamacion y la
patologia gastrica que induce (Sempértegui, 2007).

También H. pylori tiene una alta demanda de niquel como cofactor para su enzima
ureasa, de hecho lo tiene en su ndcleo central, esto representa alrededor del 10%
del total de proteinas celulares (Wolfram, 2009). EIl primer transportador de niquel
identificado en H. pylori fue la proteina NixA, sin embargo se ha demostrado que la
bacteria tiene sistemas transportadores alternos de este metal indicando su
importancia bioguimica (Fulkerson, 2000).

El niquel es reconocido en el cuerpo humano como uno de los elementos ultra
traza (la concentracion de este cation en el suero humano es muy baja de 2 a 11
nM). La funcion del niquel como oligoelemento no se ha definido claramente; sin
embargo la mayor parte del niquel ingerido procedente de la dieta permanece libre
en la luz del aparato gastrointestinal. Los mecanismos involucrados en el
transporte del niquel a través de la pared intestinal no son claros, pero se supone
que el paso a través del epitelio mucoso requiere de energia y no se lleva a cabo
por simple difusién ya que los iones de niquel utilizan el sistema de transporte de
hierro ubicado en la region proximal del intestino delgado (Melo, 2007). Puede ser
por esta razdn que la libre oferta del niquel en el aparato gastrointestinal,
determine a éste como un 6rgano blanco para que H. pylori se establezca aqui
una vez que es ingerida.

La necesidad de elementos quimicos especificos en el crecimiento y desarrollo de

H. pylori podria explicar la preferencia de este microorganismo en el ambiente,
como se expondra mas adelante.

1.4 Patologias extra gastricas relacionadas.

Recientemente a H. pylori se le ha involucrado en diversas patologias extra-
gastricas. Se sugiere en términos generales que estas patologias estan
relacionadas con la patogénesis de enfermedades cardiovasculares (Kanbay,
2005-Peter, 2006), hipertension (Migneco, 2003) y desordenes hematoldgicos
(Kaptan, 2006).



También se ha descrito su posible papel en la génesis de enfermedades de origen
autoinmune tales como anemia perniciosa (Tsang, 1999, Presotto, 2003) y polipos
del colon (Taiji, 2004).

Se cuenta con hallazgos preliminares en purpura trombocitopénica idiopatica (PTI)
(Takechi, 2006, Franchini, 2006), se ha aislado de la mucosa intestinal en
pacientes con enfermedad de Crohn con respecto al grupo control (Oliveira, 2006),
y en tiroiditis de Hashimoto (Letter, 2004).

Ademas se ha visto asociacion entre infeccion cronica por H. pylori y resistencia a
la insulina (Aydemir,2005; Ojetti, 2005), se ha advertido su presencia como
posible cofactor de riesgo en carcinoma hepatocelular (Ojetti, 2006), y se cuenta
con asociacién entre la infeccién por H. pylori y cirrosis en pacientes con virus de
hepatitis C (Queiroz, 2006).

Durante investigaciones de la flora bacteriana intestinal relacionada con cancer de
colon en un modelo de ratbn APC / Mim mouse, Rao Yy colaboradores
encontraron que la administracion orogastrica de especies murinas intestinales de
Helicobacter hepaticus, no s6lo aumentaron el nimero de tumores intestinales,
sino también los canceres de mama en cepas sensibles de ratones hembras (Rao,
2006). Demostraron que era dependiente de TNF-U y | a ausencia de
especifico de células T reguladoras. Estos experimentos intrigantes llevaron a los
autores a postular que la infeccibn microbiana gastrointestinal por especies de
Helicobacter y organismos afines podria alterar la regulacion sistémica de la
respuesta inmune, dando lugar a casos de cancer en sitios no anatbmicamente
relacionados, como la mama.

1.5Prevalencia de la infeccion por H pylori y su distribucién geografica
mundial

La presencia de H. pylori en las personas ocurre en todo el mundo, pero se han
encontrado diferencias significativas en la prevalencia tanto entre paises como
dentro de un pais (Mitchell, 2001). La prevalencia global es superior en los paises
de las regiones econémicamente subdesarrolladas, como Africa y Asia, que en los
paises mas desarrollados como los del oeste de Europa y Ameérica del Norte
(figura 8).



Figura 8. Prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori.
La infeccidn correlaciona con el status socioeconémico
(Efstrom,1997)

Ademas segun los epidemidlogos H. pylori ha ido desapareciendo de los paises
desarrollados a lo largo de los ultimos 100 afios merced a una mayor higiene que
bloquea la transmision de la bacteria ( Blazer 2005).
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Figura 9. Descenso en la incidencia de cancer de estbmago y colonizacién
por H pylori en Estados Unidos. Tomada de Blazer, 2005.




Entonces la situacion socioecondémica se considera claramente como uno de los
factores determinantes mas importante para el desarrollo de la infeccion. Estos
factores incluyen condiciones tales como higiene, densidad de poblacion,
saneamiento ambiental y oportunidades educativas, los cuales han sido
identificados individualmente como marcadores de presencia de la bacteria en una
poblacion dada (Azevedo, 2007).

En cuanto a estas variaciones geograficas en la prevalencia de la infeccién dentro
de un pais, no queda claro si son el resultado de factores genéticos de las
diferentes poblaciones o el resultado de los diferentes factores ambientales y
socioecondémicos que interactan en estas poblaciones y grupos étnicos
diferentes. Se encuentran trabajos que sugieren que los factores ambientales, mas
que los factores genéticos, tienen un papel significativo en la prevalencia de la
infeccion (Bani-Hani, 2005).

El conocimiento sobre la diversidad génica de H. pylori se ha aplicado al estudio
de variacion geografica de las distintas cepas, las variantes del gen VacA tendian
a agruparse en determinadas regiones geogréficas: las cepas slc predominaban
en el este de Asia, sla en Europa septentrional y slb en el area mediterranea
(Blazer, 2005).

Los estudios en Ibero América describen que la cepa slb es la mas comun, lo
que sugiere que fue introducida en Ameérica por colonos espafoles o portugueses
0 por esclavos africanos. Sin embargo, estudios posteriores efectuados en
poblaciones indigenas de la Amazonia revelaron que el genotipo sl1c predominaba
al este de Asia sugiriendo que H pylori fue introducida en América a través del
estrecho de Bering por los antepasados de los amerindios actuales,
considerandose que la bacteria ha estado presente entre los humanos durante al
menos 11.000 afios (Blazer, 2005).

Investigaciones del Instituto Max Planck de Biologia de las Infecciones de Berlin
demuestran asocio con cepas modernas de H. pylori y que pueden proceder de
cinco poblaciones ancestrales: se sugiere dos surgidas en Africa, dos en Eurasia
Central u Occidental y una en el este de Asia ( Blazer, 2005), tal y como se
muestra en la figura 10.
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Figural0. Distribucion geogréafica mundial de cepas de H pylori (Blazer, 2005)

Lo anterior implica que en la colonizacion por H pylori en el mundo convergen
varios factores que determinan, ademas de la presencia u origen natural,
condiciones ambientales y condiciones socioeconomicas que podrian intervenir en
la severidad de una infeccién para una poblacién dada.

En un estudio conducido por Naylor y colaboradores (Naylor, 2006) comparando
la histologia géastrica de pacientes en Japon y el Reino Unido, se encontré que los
estbmagos de japoneses tenian gastritis mas severas y extensivas, con un
namero mayor de células inflamatorias y un mayor riesgo de progresion hacia la
atrofia y metaplasia intestinal. Alrededor del 90% de los casos de gastritis de
ambos paises fueron relacionados con infeccién por H. pylori; pero cepas cagA
positivas fueron mas comunes en japoneses que en pacientes del Reino Unido.

1.6 Cancer gastrico y factores predisponentes.

Actualmente en el mundo no son muchos los factores reconocidos asociados
directamente al aumento en el riesgo de cancer de estomago.

Segun la Sociedad Americana de Cancer (Cancer, 2006-2008) son reconocidos:



¥ Las dietas ricas en alimentos ahumados, pescado o carne salada: la alta
ingesta de sal aumenta la efectividad de carcin6genos como la N-metil-N-
nitrosoguanidina y se estimula la replicacion celular; asi como la ingesta a largo
plazo de elevadas concentraciones de nitratos en alimentos secos, ahumados y
salados; por accion de las bacterias los nitratos se convierten en nitritos y estos
en nitrosaminas/ nitrosamidas de reconocida capacidad mutagénica y
carcinogénica (esto se da de acuerdo con el mecanismo presentado en la
figura 11).

¥ El bajo consumo de frutas y hortalizas: por el contenido en betacarotenos,
tocoferoles y vitaminas C y E porque contribuyen a la neutralizacién de nitritos
y la reduccién de la concentracion de N-nitrosaminas y radicales libres.

¥ Lainfeccion de largo plazo por H. pylori.

Estos factores interaccionan directamente con el habito del fumado (Hamajima,
2006) . Estos carcindgenos disminuyen los niveles de carotenoides y vitamina C
en plasma, ademas el tabaco presenta carcin6genos de tipo promotor o
carcinégenos completos tales como la nitrosopirrolidina, las nitrosaminas y las
nitrosamidas, entre otros, cuya formacion tiene lugar en el jugo gastrico, (ver figura
11).
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Figura 11. Proceso de formacién de compuestos nitrosos en el jugo gastrico
(Curso 2007).

Estos factores han sido asociados ademas de biolégica y toxicolégicamente, por
medio de estudios de largo plazo y en poblaciones de alta incidencia.



Desde el punto de vista epidemioldgico el desarrollo del cancer con relacion a la
infeccion por H. pylori se relaciona en las personas con:

Infeccion desde edades tempranas

Infeccidn con cepas agresivas de alto riesgo

Historia familiar de cancer gastrico,

Susceptibilidad genética de la poblacion (polimofismos de interleucinas)
Bajo nivel socioeconémico.

En diferentes partes del mundo las poblaciones migrantes de alto riesgo muestran
una marcada disminucion de este riesgo, cuando se trasladan a una zona
reconocida de riesgo menor, aunque esto es muy gradual, parece depender de la
edad a la cual se migra.

Se ha visto que las partes centrales de un pais tienen diferencias significativas con
respecto a las costas como sucede por ejemplo en Colombia, Costa Rica y Chile
(Curso Toxicologia, 2007). También se da que en un pais dado, la incidencia es
menor en las grandes ciudades que en las areas rurales, y mas frecuente entre
personas de nivel socioecondmico bajo, que en personas de clase profesional
(Curso Toxicologia, 2007), lo que sugiere que podria deberse fundamentalmente a
diferentes exposiciones a factores ambientales determinados.

Hasta hace poco, en el mundo el cancer de estdbmago ocupaba el segundo lugar
en incidencia; para el afio 2002 ocupa el cuarto lugar, detrds del cancer de
pulmén, mama y colon. No obstante es la segunda causa de muerte por cancer
en el mundo 700.000 muertes al afio (Ortiz, 2005).

Entonces de acuerdo con el nivel de desarrollo, los valores de incidencia y
mortalidad de cancer gastrico en distintas partes del mundo evidencian un
problema sumamente heterogéneo. En la figura 12 se muestran los casos en
hombres pertenecientes a paises en vias de desarrollo y los paises desarrollados.
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Figura12 Casos de incidencia y mortalidad de cancer en
hombres en paises desarrollados y en vias de desarrollo

Una caracteristica notable del cancer gastrico en el mundo es que resulta
significativamente mas alta en hombres que en mujeres (aproximadamente 2:1),
en la mayoria de los paises en los que esto no sucede la incidencia de cancer de
estdbmago es baja (figura 13).
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Figura 13. Tasa de incidencia de cancer gastrico por

sexo-edad estandarizada por 100.000 habitantes.

La sobrevivencia para el cancer de estbmago es moderadamente buena solo en
Japdn (52%). La sobrevivencia es también relativamente alta en América del Norte
(21% sobre la base de los datos). En el resto de los paises sigue siendo un
problema (Global, 2007). La figura 14 muestra el panorama mundial.
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Figura 14.Variacion internacional de incidencia para cancer de estdbmago en hombres
(arriba) y mujeres (abajo).

Costa Rica de 1983 a 1997 registré uno de los mayores grados de mortalidad por
cancer gastrico en el mundo de 30 paises, incluidos Japon y China (Kuroishi,
2004), como se muestra en la figura 15. Esto también se observo desde que el
Registro Nacional de Tumores inicia la recoleccion de datos en la década de 1990
(figura 16y 17).



Fuente: Globocan IARC, Lyon, Francia, 1998.

Figura 15 Tasas de incidencia y mortalidad de cancer de estbmago, por 100,000
hombres, ajustadas por edad, segun pais en 1990. Datos Globocan 1998.

Figura 16 Tendencia de las tasas de incidencia del cancer de estdbmago, segun
sexo, Costa Rica, 1992-1996.



