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Cada afio fallecen cerca de 60 000 hombres y mujeres por cancer colorrectal en los Estados
Unidos, por lo cual es la segunda causa principal de muerte por cancer. El estudio Global Burden of
Disease estimd que en el afio 2000 el cancer de colon fue responsable del fallecimiento de cerca de
medio millén de personas en el mundo.! Debido a estas cifras, esta neoplasia ha sido el centro de
atencién de intensas investigaciones. La investigacion clinica basica realizada durante tres décadas
ha arrojado ideas extraordinarias en cuanto a la base genética del cancer colorrectal que ya han
comenzado a tener influencia en el cuidado y atencién de los pacientes. En los tres afios que han
transcurrido desde que revisamos este aspecto para Hematology/Oncology Clinics of North
America,? hemos observado diversos avances, como la instauracion de terapias de
quimioprevencién aprobadas para pacientes con poliposis adenomatosa familiar (PAF),>™ el
reconocimiento de un nuevo sindrome de cancer de colon familiar —la poliposis adenomatosa MYH
(PAM)-,%° la adopcién de nuevas modalidades de pesquisa para el cancer de colon®!! y el empleo
de terapéuticas bioldgicas novedosas dirigidas hacia esta neoplasia.'? Este trabajo recopila los
conceptos principales de nuestro estudio previo e informa sobre los avances importantes ocurridos
desde su publicacion.

Conceptos de tumorigénesis colorrectal

Secuencia adenoma-carcinoma

La mayoria de los canceres colorrectales de los seres humanos surgen de masas displasicas pero
no malignas en el colon, llamadas adenomas.?!*> ¢ Los pdlipos adenomatosos se forman en el
colon cuando los mecanismos que regulan la renovacion del epitelio se interrumpen o
desorganizan.? En los adenomas, estos mecanismos normales se van interrumpiendo
progresivamente a medida que su tamano y el grado de displasia se incrementan. La secuencia
adenoma-carcinoma describe esta progresion desde la mucosa normal hasta el carcinoma invasivo
y esta bien avalada por numerosos estudios patoldgicos, epidemioldgicos, clinicos observacionales
y en animales.>!3716

Los focos cripticos aberrantes (FCA) son lesiones microscopicas que se cree son el paso intermedio
entre la mucosa colénica normal y el pdlipo adenomatoso.”*° La mayoria de los FCA son
hiperplasicos (65% a 95%), aunque en una proporcion significativa son displasicos y similares a los
adenomas.2%?! El analisis genético de los FCA identificdé mutaciones que se observan tipicamente
en los pdlipos adenomatosos.'’?%%2 28 Debido a que se considera que los FCA son las lesiones
precursoras mas tempranas en la progresién hacia el cancer de colon se los estéd empleando como
biomarcadores tempranos para neoplasia, tanto en estudios en animales como en seres humanos.

La carcinogénesis colénica es un proceso progresivo

Las herramientas de la biologia molecular ayudaron a establecer que la carcinogénesis coldnica es
un proceso escalonado.*!%2°3% En cada paso del proceso se adquieren mutaciones somaticas o
epigenéticas en el ADN celular. Es mas probable que los fendmenos de mutacion sean silentes, o
gue sean perjudiciales para la supervivencia de la célula, en vez de promover la neoplasia.
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Sin embargo, algunas mutaciones activan vias promotoras del crecimiento (por ejemplo
oncogenes) o inactivan supresores tumorales y vias apoptéticas.?'3? Estas clases de mutaciones
aportan una ventaja en la supervivencia, lo que conduce a la expansion clonal y a la formacién de
una masa.>>>* En una revisién fundamental sobre las caracteristicas sobresalientes del cancer,
Hanahan y Weinberg*? describieron seis caracteristicas cardinales necesarias para la
carcinogénesis, como la autosuficiencia en las sefiales proliferativas, la insensibilidad a las senales
antiproliferativas, la evasion de las sefales apoptoéticas normales, el automantenimiento de la
angiogénesis, la invasion tisular y metastasis, y finalmente, el potencial ilimitado de duplicacion.
De esta manera, es la combinacion de las mutaciones del ADN vy la seleccién natural la que
basicamente conduce a la evolucion de un clon celular que ha adquirido estas seis caracteristicas y
que han sido exitosas para la transformacién en una célula cancerosa.333*

Hanahan y Weinberg sugirieron ademas que las células cancerosas podrian adquirir estas
caracteristicas esenciales a través de vias temporal y mecanicamente distintivas. Esto parecio
sugerir un gran grupo de vias posibles por las cuales un colonocito podria alcanzar su
transformacion neoplasica. Esto difiri6 marcadamente de una hipoétesis previa de Fearon y
Vogelstein,® quienes en 1990 sugirieron que los pasos hacia la carcinogénesis eran limitados; que
ciertas mutaciones en los genes eran adquiridas con frecuencia y en un orden especifico.

Desde entonces numerosos estudios han avalado y mejorado posteriormente el modelo de
Vogelstein.>>° A pesar de su amplia aceptacién, este modelo no puede explicar las diferencias
considerables que se reconoce que existen entre los canceres. Quizas una sintesis de estos
modelos puede probar ser el mejor abordaje (figura 1). En numerosos estudios se vio que la
invasion del tejido es una caracteristica tardia de la carcinogénesis del colon, mientras que el
incremento de la proliferacion y la reduccion de la apoptosis se observan con frecuencia en forma
temprana en los FCA,2426:28,36-39
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Figura 1.

Progresion escalonada hacia la carcinogénesis del colon humano. Segun las caracteristicas morfoldgicas, la
progresion desde la mucosa coldnica normal hasta el carcinoma aparece en forma de un patrdn bastante
predecible. Los focos cripticos aberrantes (FCA) displasicos son los precursores mas tempranos; sin embargo,
datos recientes sugieren que los poélipos y los FCA hiperplasicos podrian progresar hacia FCA displasicos y
adenomas. Ademas, diversos fendmenos genéticos se pueden observar con frecuencia en pasos similares de la
via. La inestabilidad genética, con inclusion de los defectos en CIN, MIN y BER, y la mutagénesis epigenética se
presentan, de manera caracteristica, durante el estadio inicial de la progresidn y proveen un entorno permisivo
para que las células adquieran mutaciones adicionales, lo que provoca la adquisicion de caracteres necesarios
para la transformacién carcinogénica. Durante esta progresion, diversas vias de regulacion y de sefializacion son
blancos frecuentes en cualquiera de sus niveles, lo que puede alterar su expresion o funcion. Estas vias incluyen,
entre otras, la Wnt/APC/B-catenina, BMP/TGF-B/SMAD, Src, y K-ras.

La angiogénesis y el potencial de duplicacion ilimitado se hallan por lo general incrementados en
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los pdlipos tempranos a tardios.*®*? En resumen, la transformacién neoplasica es un proceso
escalonado en el cual las mutaciones del ADN y la seleccién clonal resultan en la evolucién de una
célula que expresa las caracteristicas comunes a todas las células cancerosas.

Sindromes familiares de cancer de colon

El estudio de los sindromes familiares de cancer de colon y la identificacidon de las mutaciones
genéticas transmisibles han sido de gran utilidad para nuestra comprensién del proceso de la
carcinogénesis coldnica. Con frecuencia se ha hallado que los genes identificados en los sindromes
de cancer familiares estaban mutados o silenciados en los canceres coldnicos esporadicos.3%43"4°
Mientras que el sindrome familiar de cancer transmisible, la poliposis adenomatosa familiar (PAF) y
el sindrome de cancer de colon no polipoide (SCCNP) representan sélo el 5% de todos los canceres
de colon, la identificacion de las mutaciones transmisibles predisponentes aporto luz sobre los
genes cuya mutacion es fundamental para la aparcién de canceres coldnicos esporadicos.3*3 Mas
recientemente, se describié un nuevo sindrome de poliposis en los seres humanos, la poliposis
adenomatosa MYH (PAM), y se identificaron las bases genéticas para diversos trastornos familiares
asociados con cancer colorrectal (tabla 1). Cuando se examinan minuciosamente, se puede notar
en estos sindromes familiares el predominio de diversas vias de sefalizacion o regulatorias:
Wnt/APC/B-catenina, TGF-B/BMP, falta de concordancia del ADN y mecanismos de reparacion y
escision de bases. Todos los canceres de colon familiares y esporadicos tendran alteraciones
significativas en al menos uno de estos mecanismos regulatorios y de sefializacion.

TABLA 1. Sindromes familiares asoriados con predileccion por el cancer de colon en
seres humanos

Nombre del Gen Afectado Vias regulatoria o de sefializacion alteradas
sindrome
PAF APC 1B via de sefalizacidn WNT/APC/B-catenina
SCCNP hWLHI, hiSH2 Via de reparaciin del ADN discordante
menos frecuente;
hIISHA and hPWE2
58,76
PAM hIIYHS-# Wia de excision v reparacion de bases

Peuiz STEILLEBI -2 Serina-Treonina-Quirasa, informada como reguladora
Jeghers de tailtiples vias como proliferaciin, apoptosis me-
diada por p53, v sefiales Wnt-, TGF-B-, v Ras-

Poliposis Ju- HBMFPRIA, Via de sefializaciin TGF-R/BMFP
verii MAD4/SMADS 123,
124

Aunque estas vias son el blanco frecuente de fendmenos mutagénicos durante la carcinogénesis

colorrectal no se las encuentra en todas las neoplasias. En consecuencia, deben existir otros

mecanismos alternativos, todavia no reconocidos o no completamente comprendidos, para la

progresion neoplasica del epitelio coldnico.*®>* Los pacientes con enfermedad inflamatoria

intestinal tienen riesgo de cancer de colon a través de una via alternativa, cancer asociado a la
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colitis (CAC).>*>’ Estas vias alternativas son importantes desde el punto de vista clinico y
probablemente ampliaran nuestro conocimiento de la génesis tumoral. Sin embargo, nos
concentraremos en el resto de los mecanismos de inestabilidad genética observados en la mayoria
de los carcinomas colorrectales familiares y esporadicos.

Inestabilidad genética y epigenética

Aunque la acumulacién de mutaciones somaticas del ADN es la fuerza de conduccién detras de la
progresion al cancer, la inestabilidad genética es con frecuencia la caracteristica del medio que da
lugar a estos eventos mutagénicos criticos.>>*8%% La inestabilidad genética ha sido observada en
las etapas mas tempranas de la tumorigénesis, los FCA.?2?8%1 Ahora reconocemos que existen
diversas formas distintivas de inestabilidad genética.*®>°%2 En el presente, nuestra comprension de
estas formas es limitado; a medida que aprendemos mas, sera mas probable que su importancia
se incremente para los modelos de cancer colorrectal.

La vasta mayoria de los tumores en los seres humanos son aneuploides. La aneuplodia esta
marcada por la pérdida o ganancia de cromosomas completos, un fenotipo descrito como
inestabilidad cromosémica (INC).>° La pérdida de heterozigocidad (PDH) esta asociada con este
fenotipo; es la pérdida de un alelo de un gen. Asi, solamente una copia de un gen necesita estar
mutada somaticamente con la pérdida del alelo de tipo salvaje por la PDH. Las anormalidades
cromosomicas de los tumores con INC también incluyen la amplificacién génica y la translocacién
cromosomica. Si bien las causas de la INC son desconocidas, en los Ultimos afios se han logrado
avances significativos en el tema. Sin lugar a dudas, el dafo de los puntos de control del ADN
desempefia un papel en este proceso.®%%3%* Mas aun, la proteina APC, ademas de su papel central
en la PAF y en la carcinogénesis esporadica, esta involucrada en la segregacion cromosémica.®°%®
El trabajo realizado mas recientemente sobre la investigacién del mantenimiento de los telémeros
en células normales, asi como de la supervivencia y multiplicacion de las células neoplasicas aporto
nuevas ideas hacia otro mecanismo potencial para explicar las inestabilidades observadas en los
canceres con INC.*? Los telé6meros son complejos nucleoproteicos en los extremos de los
cromosomas que funcionan para mantener la extremidad de éstos.**®” También funcionan para
limitar el nUmero absoluto de divisiones celulares. La actividad de la telomerasa en los adultos esta
limitada a los linfocitos activados, células germinales y células germinales tisulares. En ausencia de
actividad de la telomerasa, los teldomeros se acortan progresivamente con cada division celular.
Después de un numero limitado de divisiones, los teldmeros quedan acortados de manera critica y
son inestables e inducen la apoptosis celular o la senescencia.*?®® Este periodo que provoca el
acortamiento de los teldmeros se denomina “crisis telomérica”. Si los puntos de control fallan, y si
no son seguidos por senescencia o apoptosis, se observa inestabilidad cromosémica grave, con
caracteristicas similares a las observadas en las neoplasias humanas, como puentes cromosdmicos,
translocaciones no reciprocas, amplificacion génica y rearreglos cromosémicos complejos.**®° Los
estudios de polipos coldnicos y de canceres humanos hallaron que la actividad de la telomerasa es
baja y que la longitud de los teldmeros estaba acortada en pdlipos de tamano pequeiio a
moderado. La actividad de la telomerasa esta incrementada en los polipos grandes y en los
canceres colorrectales,”®”! lo que permite un potencial duplicativo ilimitado, un “sello” del cancer.
Asociados con la baja actividad de la telomerasa, los estudios de hibridacién genémica comparativa
(HGC) v los histoldgicos informaron incremento en las tasas de rearreglos cromosdmicos,
translocaciones no reciprocas y puentes en la anafase observados en los pélipos adenomatosos.”?
Por ultimo, los estudios en animales transgénicos avalan esta hipotesis.

Los canceres epiteliales espontdneos son infrecuentes en ratones salvajes y en ratones con
mutacién de p53, sin embargo en los ratones con esta mutacién y deficientes en telomerasa existe
un incremento notable de tumores epiteliales de mama, piel y tracto gastrointestinal. Ademas,
estos canceres se caracterizan por translocaciones no reciprocas y por otras anomalias
citogenéticas asociadas con los tumores con INC.*%%%737% En conjunto, los estudios de tumores en
seres humanos y los estudios en transgénicos sugieren que la crisis telomérica puede ser un
mecanismo importante que provoca INC en canceres con INC.

Quiza la mejor comprendida de las inestabilidades genéticas involucradas en la progresion del
cancer de colon sea el error en la determinacidn de la compatibilidad (RD).”>’” El sistema de RD
reconoce las incompatibilidades base a base y los apareamientos desiguales de insercién/delecién
gue tienen lugar con la duplicacion del ADN y con la recombinacién homologa. Estos errores deben
ser corregidos antes de la duplicacion del ADN, porque de otra manera las mutaciones pasarian a
las células hijas. Segmentos cortos repetitivos de ADN, conocidos como microsatélites, son
vulnerables a este tipo de error. En células con deficiencia por RD, con frecuencia estos sitios se
encuentran mutados.’®°%7% Este tipo de inestabilidad genética se conoce como inestabilidad de
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microsatélites (INM o IMS). Los genes que contienen estas secuencias repetitivas en sus regiones
de codificacién son particularmente susceptibles a la inactivacion de mutaciones durante la
duplicacién del ADN en neoplasias con IMS.”88! Los cdnceres con IMS, a diferencia de los tumores
con INC, tienden a ser diploides o casi diploides.>®”® La INM puede aparecer tanto en canceres de
colon familiares como esporadicos, aunque los mecanismos responsables son bastante diferentes.
El sindrome de Lynch (SCCNP) es un sindrome familiar de cancer de colon con transmision
dominante’®8283 y se caracteriza por la apariciéon del tumor a una edad temprana (media de 45
afios) y tasas elevadas de neoplasias extraintestinales,”>®>8* como estdmago, ovario, uréter, pelvis
renal, cerebro (principalmente glioblastoma multiforme - también conocido como sindrome de
Turcot-),% intestino delgado, sistema hepatobiliar y piel (neoplasia de las glandulas sebaceas:
sindrome de Muir- Torre).®® Se observa inactivaciéon de mutaciones en lineas germinales en hMLH1
o hMLH2 en casi el 60% de las familias con SCCNP, y estas mutaciones de las lineas germinales
también fueron descritas, aunque con una frecuencia menor, para hPMS1, hPMS2, hMSH6 y
hMLH3.8793 En contraste, en tumores esporadicos con INM, son infrecuentes las mutaciones
somaticas en hMLH1, hMSH2 y hPMS2.%4°> Con mayor frecuencia, los niveles proteicos de hMLH1
estan marcadamente disminuidos por un silenciamiento especifico del gen por hipermetilacion de
los promotores.?®°® Tomadas en conjunto, las formas familiares y esporadicas de INM representan
cerca del 15% al 20% de los canceres de colon.>®

Las bases del ADN se alteran continuamente por especies quimicamente reactivas, desaminaciones
hidroliticas, metilaciones de guanina y alquilaciones. Esto puede llevar a la desigualdad en el
apareamiento de los nucléotidos y a las mutaciones de transversién de bases (G— Ao C — T)
durante la duplicacién del ADN si no se corrigen.”® La via de la reparacién de escicidén de bases
(REB) es responsable de la identificacion de estas bases con modificaciones quimicas y de la
iniciacion de su reparacion. Estas mutaciones de base Unica son con frecuencia silentes, sin
embargo si tienen lugar en secuencias criticas de codificacién pueden provocar mutaciones sin
sentido. Las primeras pueden ser inactivadoras (por ejemplo en APC) o activadoras (por ejemplo,
Ras).8%9190 | as mutaciones sin sentido provocan acortamientos prematuros de la proteina si se
encuentran dentro de la secuencia de codificacién y son tipicamente inactivadoras. Diversos
componentes de la via de REB han sido recientemente involucrados en la patogénesis de la
carcinogénesis colorrectal, como MED1 (MBD4), MGMT y hMYH,6851,52,99,101-103

Mientras que las inestabilidades genéticas cromosdmicas y microsatélites tienden a ser
reciprocamente exclusivas, los defectos de escisidén y reparacion de bases pueden observarse en
canceres INC+ y INM+, asi como en un pequefio subgrupo de canceres que son INC-/INM-,>1:52%9
MED1(MBD4) es una glucosilasa involucrada en la reparacién de las desaminaciones de las
metilcitocinas. Se halla con frecuencia mutada por la INM en tumores INM+.19%194 por el contrario,
las mutaciones de la linea germinal hMYH estan asociadas con un nuevo sindrome familiar
atenuado de cancer de colon que se asemeja a la PAF, ahora denominado PAM (poliposis
adenomatosa MYH).%® Estos pacientes presentan, como caracteristica, desde 15 a mas de 100
polipos, con una edad promedio de presentacion a partir de los 40 anos. Resulta sorprendente que
la transmisidn sea autosdmica recesiva, con una penetrancia del cancer de al menos el 50%.%® Los
tumores de colon asociados con PAM son diferentes de los esporadicos y de los que estan
vinculados con PAF. Son diploides o casi diploides, y estables desde el punto de vista genético a
nivel cromosomico y microsatelital. Ademas, se caracterizan por tasas frecuentes de mutaciones de
transversién G — T, lo que provoca la inactivacion de APC y la activacion de K-ras.®31% |a
inactivacién de MYH también se asocid, recientemente, con la patogénesis del cancer de colon
esporadico.'®® La metilguanina metil transferasa (MGMT) es otra enzima reparadora del ADN y un
componente de la via de REB.*'°2 La MGMT elimina las lesiones alquilantes de O%-metilguanina, las
cuales, si no se corrigen, pueden resultar en mutaciones de transicion G — A. Las transiciones G —
A son una causa frecuente de mutaciones K-ras.

En canceres esporadicos, el gen MGMT esta con frecuencia silenciado por la hipermetilacion del
promotor,>**2° en particular en aquellos con fenotipos INC- e INM-. En resumen, la reparacién de
las bases quimicamente modificadas del ADN es una funcion fundamental que puede ser una
fuente importante de inestabilidad genética en células en las cuales estas vias se hallan
interrumpidas.

Por altimo, la regulacion epigenética de la expresion génica mostré desempefiar un papel
importante en la carcinogénesis y puede ser el episodio critico que conduce a la progresidon en un
subgrupo de canceres de colon esporadicos.!?> 1!° Los mecanismos epigenéticos incluyen la
metilacion del ADN, el sello (imprinting) del gen, la acetilacién de las histonas, y son con frecuencia
empleados para el silenciamiento de los genes y para la represion de la transcripcion viral y de los
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trasposones. Los dinucledtidos CpG estan presentes en los promotores de muchos genes y estan
destinados a la metilacién por una clase de enzimas conocidas como metiltransferasas del

ADN. 108109111 ynga vez que fueron metilados, una familia de proteinas que se conoce como MBDs
(del inglés methyl-CpG binding domain proteins [proteinas ligadoras de metil-CpG]) se unen a los
dinucléotidos CpG metilados y reclutan otros factores para formar un complejo que altera la
conformacién del ADN y de la cromatina hacia una configuracion mas estable y silente.

Mientras que la metilacion CpG es en si mutagénica (la desaminacion de la metil- citosina puede
provocar transiciones de los nucléotidos de C por T si no se corrigen), se cree que el silenciamiento
de los genes supresores de los tumores y de la reparaciéon del ADN mediante la hipermetilacion del
promotor puede ser el mecanismo predominante que promueve la carcinogénesis.!’ En el cancer
de colon, p16/m4a </sU

P>(regula la actividad de ciclina D), MLH1 (un gen RD), p14ARF</SU

P> (reguladora en mas de la actividad de p53), APC, y O6-MGMT (que repara las mutaciones de
guanina a adenosina), han sido identificadas como blancos comunes para el silenciamiento
mediante la metilacion de promotores.96,98,112-115 Ya que la mayoria de los canceres de colon
tendran algun grado de hipermetilacion de promotores, un subgrupo tendra un grado elevado de
esta hipermetilacién en varios supresores tumorales simultdneamente. Se ha propuesto que este
subgrupo constituye una via separada para la tumorigénesis colorrectal, llamada isla CpG del
fenotipo metilador (CIMP, por sus siglas en inglés [CpG island methylator phenotype].105,116-118
Los tumores CIMP+ son tipicamente diploides o casi diploides (INC-), y pueden ser INM+ (debido a
la inactivacién de hMLH1) o pueden tener la REB alterada debido a la reduccion de los niveles de
MGMT. Mas aun, el fenotipo CIMP+ parece estar presente tipicamente en adenomas dentados y en
poélipos hiperplasicos grandes. La caracterizacion clinica y molecular de este fenotipo es un area de
activas investigaciones.

Sinopsis

Desde la ultima vez que revisamos este tema se lograron grandes avances en relacion con la
comprension de la carcinogénesis colorrectal. Quiza lo mas interesante sea que mejoramos la idea
que teniamos acerca de los mecanismos que gobiernan la inestabilidad genética y su papel en la
progresion neoplasica.

Continuamos creyendo que esta progresiéon neoplasica tiene lugar en un numero limitado de vias,
en las cuales se hallan inactivados supresores tumorales especificos o los oncogenes estan
activados en una secuencia bastante definida.

Con la continuidad de las investigaciones veremos cambios sorprendentes en la forma de prevenir,
diagnosticar y tratar esta enfermedad mortal.

Los autores no manifiestan “conflictos de interés”.
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© PREVALENCIA DE LA INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI
EN COMUNIDADES DE LA ETNIA WARAO DEL ESTADO DELTA
AMACURO, VENEZUELA

Columnista Experta de SIIC
Dra. Diana Ortiz Princz

Bidlogo. Investigador en el area de inmunologia de las enfermedades infecciosas y parasitarias, Caracas,
Venezuela

Introduccion
Helicobacter pylori coloniza aproximadamente el 50% de la poblacion mundial, y menos del 20%
de los individuos infectados pueden llegar a contraer enfermedades gastroduodenales. Las
enfermedades gastroduodenales asociadas con H. pylori se presentan mayormente en adultos. Sin
embargo, es usual que la infeccién se adquiera durante la infancia® y es posible que las respuestas
humoral y de la mucosa en ese momento puedan determinar mas tarde parcialmente el curso
natural de la infeccién.?
Se sugiere que la mayoria de los individuos adquieren la infeccién en la ninez y
predominantemente son infectados otros miembros de la familia.>* Cuando se adquiere la bacteria,
ésta puede persistir en el habitat gastrico por décadas. Durante ese tiempo puede sufrir
considerables evoluciones genéticas, que podrian facilitar la persistencia de la bacteria en el
ecosistema gastrico del huésped, incluyendo cambios en el ambiente que intervengan en la
colonizacién de H.
pylori.> Cepas de H. pylori aisladas de individuos relacionados han sido genéticamente diferentes,
de manera que pueden ser consideradas “cuasiespecies”.®
A nivel mundial se ha informado que en poblaciones infantiles la prevalencia de H. pylori varia del
10% al 80%.%” Las prevalencias mas bajas se observaron en poblaciones del norte y del este de
Europa, Japdn y otras poblaciones de Asia. Las prevalencias altas fueron bien documentadas en la
India y Bangladesh y en ciudades de Africa y América latina.?
En un estudio en el que se examino la prevalencia por etnias, el incremento se observod en grupos
inmigrantes de regiones de alta prevalencia y en grupos étnicos que estan en riesgo, de bajo nivel
socioecondmico.??
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Diversos factores de riesgo de la infeccidn por H. pylori, como el incremento en la edad, el bajo
nivel socioecondmico y educativo, la raza, el hacinamiento en la vivienda, migraciones desde
regiones de alta prevalencia, antecedentes de parientes infectados por H. pylori, indicadores de
mal estado nutricional, y el consumo de agua y vegetales sin la higiene adecuada fueron bien
documentados en el incremento de esta infeccién.>1%1!

Pocos estudios examinaron la incidencia de infeccién por H. pylori en nifios, posiblemente debido a
las dificultades de realizar pruebas invasivas en grupos de esta edad que realmente no lo
requieran; por otro lado, los estudios en comunidades indigenas se dificultan por lo complicado de
su acceso —tanto fisico como cultural- y el mantenimiento de la logistica para la continuidad de las
investigaciones. El objetivo de este trabajo fue evaluar la prevalencia de H.

pylori en nifos y adultos de comunidades indigenas del estado Delta Amacuro, en Venezuela.
Materiales y métodos

Poblaciones estudiadas

Se evaluaron 98 nifios de ambos sexos de edades comprendidas entre 1 y 14 afios (7 £ 3.37 afos)
y 32 mujeres adultas (33.96 = 13.77 afos) de dos comunidades indigenas de la etnia warao del
municipio Pedernales, estado Delta Amacuro (tabla 1). Este estado tiene un clima tropical lluvioso
y suelos pantanosos del tipo hidromorfico tropical, sus comunidades de recolectores se encuentran
dispersas a lo largo de las riberas del Delta del Orinoco, viven principalmente de la caceria y la
pesca.

Tabla 1. Edad y sexo de grupos de nifios de dos comunidades indigenas del estado Delta Amacuro.

Comunidad Sexo femenino Sexo masculino | Edad (= £ DE]
Isla Misterinsa (n = 38) 45% h% h5+305
Flaya Sucia (n =6l 7% ha% {935
lsla Mistennsa y Playa Sucia (n=53) 45% ha% 7+337

*p <0001

El protocolo de estudio fue aprobado por la comision ética del Instituto de Biomedicina, Facultad de
Medicina de la Universidad Central de Venezuela, y por las autoridades competentes del estado
Delta Amacuro.

Las caracteristicas de la poblacién de estudio fueron comparadas con valores obtenidos de
individuos venezolanos no indigenas, no infectados por H. pylori que viven en condiciones
higiénicas adecuadas.

Determinacion seroldgica de IgG anti-H. pylori

La determinacién de anticuerpos IgG especificos fue realizada utilizando un kit inmunoenzimatico
comercial (Pyloriset EIA-G) de Orion. Se leyé la placa en un espectrofotdmetro a 405 nm vy las
unidades de densidad Optica fueron extrapoladas en una grafica de papel semilogaritmico, usando
como referencia los calibradores suministrados por el kit, obteniendo asi los resultados expresados
en titulos de anticuerpos, tomando como positivos aquellos titulos mayores o iguales a 300.

Determinacion de IgA secretora especifica anti-H. pylori en saliva

La IgA secretora especifica anti-H. pylori en saliva se determind utilizando la técnica de ELISA
estandarizada en nuestro laboratorio. Para ello se recolecto la saliva de cada sujeto directamente
en su boca. Las muestras se conservaron en tubos Vacutainer con etilendiaminatetraacético
(EDTA) a -20°C hasta su uso en el ensayo. Se sensibilizé la placa de poliestireno (Nunc MaxiSorp)
con el antigeno de Helicobacter pylori (2.5 ug por pozo) diluido en coating buffer pH 9.6, 2 horas a
37°C. Se bloguearon las uniones inespecificas con PBST-BSA 0.5% 2 horas a 37°C, luego se
incubaron las muestras de saliva durante una hora a 37°C a una dilucién 1/10 con PBST-BSA
0.5%. Se utilizd como conjugado una anti-IgA marcada con peroxidasa (SIGMA) diluida 1/1 000 en
PBST-BSA 0.5% incubandose a 37°C por una hora y, por ultimo, se revelaron los resultados con
ortofenilenodiamina (SIGMA), leyendo la absorbancia a 492 nm_ Se consideraron positivos aquellos
valores obtenidos por encima de 0.300 unidades de densidad dptica, este punto de corte fue
obtenido en trabajos anteriores.!?

Preparacidon de antigeno de H. pylori
El antigeno crudo fue preparado a partir de cinco cepas aisladas de pacientes con Ulcera duodenal
(UD) e infeccién por H. pylori confirmada por los cuatro criterios convencionales.!® Las cepas
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aisladas de H. pylori se sembraron en los medios de cultivo apropiados y la recoleccion de los
microorganismos se realiz6 agregando 2 ml de PBS estéril a las placas de agar y cosechando las
bacterias mediante un rastrillo; las bacterias cosechadas se centrifugaron a 2 000 rpm para
obtener el sedimento celular, el cual se lavé 2 veces con PBS; las células se someten a 5 ciclos de
sonicacion de 30 segundos cada uno, luego las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm en una
centrifuga de Eppendorf y en el sobrenadante se determiné la concentracion de proteinas por el
método de Lowry.* Se realizé electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (10%) al sonicado
celular para visualizar las bandas proteicas, para lo cual se diluyd en buffer muestra (0.06M Tris
HCL, pH 6.8, 2% SDS, a 0% glicerol, 5% de 2-mercaptoetanol, 0.001% de azul de bromofenol).

Determinacion de IgA secretora total en saliva
Para determinar anticuerpos IgA secretores totales en saliva se utilizé la técnica de ELISA descrita
previamente.!?

Determinacion de antigenos de H. pylori en heces

Para la determinacion de antigenos de H. pylori en materia fecal se utilizd un método de
diagndstico cualitativo inmunoenzimatico comercial (Kit Premier Platinum HpSA); la placa se leyo a
una absorbancia de 450 nm. Aquellas muestras cuyos valores de absorbancia fueron menores a
0.140 se consideraron negativas; entre 0.140 y 0.160, ambiguas, y positivas aquellas mayores o
iguales a 0.160.

Andlisis de la calidad del agua

Se tomaron muestras de agua del rio en las zonas de consumo y uso por parte de los habitantes de
cada comunidad y se examinaron para la determinacién de sélidos totales y analisis microbioldgico

segun los métodos estandar para el analisis de agua de la Asociacion Americana de Salud Publica.®

Andlisis estadistico

Se calcularon las medias geométricas y desviaciones estandar de los titulos de anticuerpos
especificos de IgG, asi como de los valores de IgA secretora total y especifica. Las comparaciones
entre los diferentes grupos se realizaron mediante la prueba t de Student y las diferencias entre
proporciones se compararon aplicando la prueba de ji al cuadrado (x?).

Resultados

Con respecto a los valores inmunoldgicos estudiados en el grupo de nifios, se encontré un 38% de
seroprevalencia al evaluar anticuerpos IgG séricos anti-H.

pylori, encontrandose titulos altamente positivos de este anticuerpo (828 + 583), que fueron
significativamente mas elevados en la comunidad de Playa Sucia que en Isla Misteriosa (p <
0.0001).

La media de los valores detectados de IgA secretora total medida en la saliva de los nifios de
ambas comunidades fue de 0.64 £ 0.25 UDO; los niveles detectados de este anticuerpo fueron
significativamente mas elevados (p < 0.001) en los nifios de la comunidad de Playa Sucia que en
los de la comunidad de Isla Misteriosa; sin embargo, los niveles de IgA secretora anti-H. pylori en
saliva fueron homogéneos y positivos en ambos grupos (0.47 £ 0.22 UDO). Por otra parte, al
evaluar la presencia de antigenos de H. pylori en heces se encontrdé 95% de positividad en los
ninos de Isla Misteriosa, en contraste con 10% en el grupo de Playa Sucia (tabla 2).

Tabla 2. Valores inmuneldgicos de grupos de nifios de dos comunidades del estado Delta Amacuro.

Comunidad Iyhstotal | IghsantiH, | lgG antiH. pyfori (% de | Anfigenos H. pylorien
{uD0) | pylori DO} | positividad / titulos) | heces [% de positividad)
|sls Mistenosa (n = 38) D50+035 [ 048+02% 1% 13 £ 246) "Gh%
Playa Sucia [n= K 73019 047019 5% 073 £6AT) 10%
lsla Mistenasa y Flaya 04 £035 [ 0472022 30% 829 +583) A%
Bucia [n=158)
“alores de referencia 1064013 | 0160103 -(135 £52)

ap<0 001; bp<0.0001; © valores obtenidog de nifins venezolanos no indigenas no infectados ¥ con adecuadas

condiciones higiénicas.
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Al estudiar el grupo de mujeres adultas se encontré 84% de seropositividad para IgG especifica
con una media de titulos elevados (2 288 + 2 005); ademas, se detectaron niveles elevados de IgA
secretora total (0.82 = 0.32 UDO) v los valores de IgA secretora especifica anti-H. pylori en saliva

(0.57 £ 0.21 UDO) fueron significativamente mas altos (p < 0.05) que en adultos no infectados
por H. pylori.

Los antigenos en heces no pudieron ser evaluados en este grupo.

El estudio de anticuerpos con respecto a la edad mostrd un progresivo aumento de los niveles de
IgA secretora total y especifica anti-H. pylori (figura 2), medidos en saliva, asi como de titulos de
anticuerpos especificos de IgG (figura 1a, 1b). La seroprevalencia se incrementa con la edad,
observandose los titulos mas elevados a los 40 afos, edad a partir de la cual comienzan a
descender. Se observé una clara tendencia al aumento proporcional de los niveles de IgA secretora
total con respecto a la edad; la IgA secretora especifica anti-H.pylori también aumenta
progresivamente con la edad y parece permanecer estable a partir de los 35 afios (figura 2).

Figura 1a. Titulos de IgG anti-H. pyloti de acuerdo con la edad.
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Figura 1h. Seroprevalencia de lg anti-H. pylori de acuerdo con la edad.
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Por otra parte, el estudio de calidad del agua mostro, en la poblacion de Isla Misteriosa, mayor
cantidad de sélidos disueltos, suspendidos y sedimentables (mg/l) (figura 3) que en Playa Sucia,
ademas de un significativo mayor nimero probable de coliformes (figura 4).
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Figura 3. Solidos totales y disueltos en comunidades del estado
Delta Amacuro.
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Figura 4. Analisis bacteriolégico de la calidad del agua en
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Discusion

En nuestro pais existe una alta prevalencia de infeccién por H. pylori en poblaciones adultas e
infantiles.'>!® A pesar de que muchas investigaciones informaron la prevalencia de infeccién por
esta bacteria, los estudios realizados en poblaciones infantiles indigenas son escasos.

Los titulos de IgG especifica anti-H. pylori de los nifios evaluados en las comunidades del estado
Delta Amacuro fueron elevados con respecto a los valores normales. No se reflejé ninguna
diferencia entre la seroprevalencia de ambas comunidades. La seroprevalencia encontrada es
similar a la informada en otras poblaciones rurales infantiles de nuestro pais**!® y de otros
paises.'”"1° Esto es importante ya que se comunicé que los titulos altos estédn probablemente
asociados con el posible desarrollo de carcinoma gastrico comparados con los titulos bajos.° Por
otra parte, la media de los niveles de IgA secretora total detectados fueron mas bajos que los
encontrados en grupos de nifios de otras comunidades rurales no indigenas de Venezuela®' y
también significativamente mas bajos que en niflos sanos sin ninguna patologia gastrica. En la
inmunidad de las mucosas, anticuerpos IgA secretores locales desempefian un papel primordial en
la proteccidn contra antigenos foréneos.??> Ademas, las deficiencias en la produccion de estos
anticuerpos podria ser un indicador de dafio del tejido de la mucosa.

Tomando en cuenta que las condiciones higiénicas, ambientales y socioecondmicas en las que se
desenvuelven estos nifos son deficientes, y que estan permanentemente expuestos a infecciones
gue comprometen la mucosa gastrica, es posible que existan alteraciones en la inmunidad de la
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mucosa gastrointestinal que generen deficiencias en la produccion de IgA secretora o que inhiban
la exposicion de antigenos luminales por las células Th2 que favorecen la respuesta de anticuerpos
IgA positivamente seleccionada,?® de manera que alteraciones en los mecanismos de regulacién de
la respuesta inmune podrian dirigirla hacia un proceso de inflamacion crénica de la mucosa. Por
otro lado, es posible que exista algun efecto de susceptibilidad de la etnia.

No se encontraron diferencias en los niveles de IgA secretora especifica anti-H.

pylori entre ambas comunidades; sin embargo, los valores estan por encima del punto de corte
establecido en ensayos anteriores,?! lo cual evidencia el desarrollo de una respuesta inmune local
especifica a través de la produccion de anticuerpos IgA secretores anti-H. pylori, ya que se informo
que durante la infeccidn se incrementan los niveles de anticuerpos locales y especificos contra H.
pylori.?*?>

Al comparar ambas comunidades encontramos que el promedio de edad de los nifos de la
comunidad de Playa Sucia fue mayor, éste podria ser uno de los aspectos que explique que los
niveles de IgA secretora total y los titulos de IgG anti-H. pylori sean significativamente mayores
qgue los encontrados en los nifios de Isla Misteriosa, ya que el desarrollo de la respuesta inmune de
memoria y los titulos de anticuerpos aumentan progresivamente con la edad.'® Ademas,
encontramos mayor porcentaje de nifios con antigenos de H.

pylori en heces en la comunidad de Isla Misteriosa, lo cual sugiere probablemente que hay mas
ninos con infeccién reciente en esta poblacion.

Las condiciones ambientales pueden influir de manera significativa en el estado de salud de las
personas, modulando la respuesta inmune,?! y altas tasas de la infeccién estéan asociadas con bajo
nivel socioecondmico, alta densidad de la poblacidn y condiciones higiénicas inadecuadas.?® Los
estudios de calidad del agua realizados en esta evaluacion reflejaron que en la comunidad de Isla
Misteriosa el agua tiene mayor cantidad de agentes contaminantes, como colonias de coliformes y
sélidos totales. Si bien es cierto que las dos comunidades estudiadas pertenecen a la etnia warao y
sus caracteristicas geograficas son similares, debe tomarse en cuenta que Playa Sucia es una
comunidad organizada a través de un programa piloto llevado a cabo por la Direccidon Regional de
Saneamiento Ambiental del Ministerio de Salud y Desarrollo Social de Venezuela, desde 1998,
donde se han llevado a cabo politicas que mejoran las condiciones de la vivienda y saneamiento
ambiental; ademas, en esta comunidad las viviendas estan construidas en el suelo paralelo a la
ribera del rio; por el contrario, en la comunidad de Isla Misteriosa las condiciones higiénicas y
sanitarias son muy deficientes, las viviendas son palafitos construidos a orillas del rio, donde
abundan estancamientos de agua y formas pantanosas que proporcionan condiciones optimas para
el desarrollo de microorganismos y otros agentes infecciosos generando una fuente permanente de
infeccion para sus habitantes. Aunque las vias de transmision de H. pylori no estan bien
establecidas, modos de transmision fecal-oral y oral-oral han sido bien sugeridos?’ y la transmisién
intrafamiliar es importante en la adquisicion de la infeccién.?®?° Helicobacter pylori ha sido
cultivado a partir de vémito, saliva y heces diarreicas.°

Los resultados de este estudio indican que estas comunidades presentan una alta prevalencia de
infeccion por H. pylori y que las condiciones higiénicas pueden influir el la prevalencia de la
infeccién, incrementando asi el riesgo de ocasionar dafios en la mucosa gastrointestinal, dirigiendo
el curso de la infeccién.

Es importante continuar estudios en este tipo de comunidades donde las infecciones son
recurrentes y el dafio a la mucosa gastrointestinal puede convertirse en un problema crénico que
genera permanentemente un reto inmunoldgico, por lo tanto, los datos obtenidos en esta
investigacion pueden ser importantes para disefar y ejecutar medidas epidemioldgicas locales y
estudiar el desarrollo de la respuesta inmune en distintos grupos étnicos.

Los autores no manifiestan “conflictos de interés”.
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