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OBJETIVOS

Objetivo General

Conocer mediante el desarrollo de un modelo experimental en ratones la relacion entre

la infeccion por Helicobacter pylori y el incremento en la presion arterial.

Objetivos Particulares

1. Establecer un modelo experimental de infeccion con Helicobacter pylori en ratones
Cepa CD1 singénica.
2. Realizar un bioensayo para valorar los niveles de presion arterial en diferentes

grupos de estudio (experimentales y controles).

3. Buscar la asociacion entre los valores de presion arterial y la infeccion por

Helicobacter pylori.



RESUMEN

La colonizacion del estdomago por Helicobacter pylori es la mas comun de las
infecciones bacterianas cronicas en el humano. Este microorganismo fue inicialmente
observado en pacientes con gastritis, y también se ha asociado con ulcera péptica,
linfoma y adenocarcinoma gastrico. Estudios epidemioldgicos han reportado una
asociacion entre la infeccion de H. pylori y un incremento en el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, como la hipertension arterial, que también es un problema de salud
publica. Para examinar las caracteristicas de las infecciones por especies de
Helicobacter se han establecido algunos modelos en roedores. Al dia de hoy los estudios
realizados sobre la asociacion entre H. pylori e hipertension arterial, han sido escasos y
con resultados contradictorios en sus hallazgos. Por esta razon, nuestro estudio tuvo
como objetivo realizar un bioensayo en ratones cepa CDI, el cual, bajo condiciones
controladas permitiera estudiar la asociacion entre estos dos factores. Se demostré que la
cepa CDI es susceptible a presentar elevacion de presion. Se formaron los grupos de
estudio estandarizados para las mediciones de presion arterial inoculandose con la cepa
ATCC 43504 de H. pylori. Se realizaron las mediciones de presion arterial a tiempos 0,
15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias. Al analizar estos datos, se encontrd una elevacion de la
presion arterial, tanto sistolica como diastolica, a partir de los 15 dias en el grupo
infectado con H. pylori (p<0.05), elevacion no observada en el grupo control (p> 0.05).
Esta elevacion pudo deberse al proceso inflamatorio cronico causado por H. pylori, que
pudo haber conducido a la remodelacion y engrosamiento vascular generando la
elevacion de la presion arterial en el raton. De acuerdo a lo anterior, H. pylori esta
relacionado con hipertension arterial en el modelo animal utilizado, al menos en una

etapa aguda.
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INTRODUCCION

La colonizacion del estdmago por Helicobacter pylori (H. pylori) es la mas comun de las
infecciones bacterianas cronicas en el ser humano, afectando alrededor del 60% de la
poblacion mundial. Su prevalencia varia notablemente entre diferentes naciones, e
incluso entre grupos poblacionales dentro de un mismo pais, variacion que esta
relacionada principalmente con el nivel socioecondmico de los habitantes y de manera

menos clara, con factores genéticos, raciales y culturales (Ramirez y Sanchez, 2009).

Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa, que mide 2-4 um de largo y 0.5-1
um de ancho. Aunque usualmente tiene forma espiral, la bacteria puede aparecer en
forma de bastoncillo, mientras las formas cocoides aparecen después de cultivos
prolongados in vitro o por tratamientos con antibioticos. La bacteria posee de 2-6
flagelos unipolares de aproximadamente 3 um de largo, los cuales portan un bulbo
distintivo al final. El flagelo le confiere motilidad y le permite rapido movimiento en

soluciones viscosas como la mucosa que cubre las células del epitelio géstrico (Kusters y

col., 2000).

Es un microorganismo bien adaptado a la mucosa gastrica, con capacidad de
penetrar en el moco de la mucosa, desplazarse a través de ¢€l, adherirse a las células
epiteliales, evadir y modular la respuesta del sistema inmune generada por el hospedero
y asi mantener una colonizacion persistente. Es un patdégeno exdgeno que, a diferencia
de la mayoria de los microorganismos persiste por décadas en el tracto gastrointestinal.
Helicobacter pylori produce inflamacion géstrica cronica que termina en Ulcera péptica
y puede conducir a neoplasia gastrica en un gran nimero de personas; esto se debe a que
supera la barrera 4cida estomacal, donde casi ninglin microorganismo puede competir, y
la respuesta inmune es esencialmente inefectiva. E1 98% de las bacterias que infectan,
reside en el moco, mientras que el 2% se encuentra adherido a células epiteliales, siendo

este ultimo porcentaje el que mantiene la infeccion (Cava y Cobas, 2003).



Helicobacter pylori fue inicialmente observado en pacientes con gastritis, pero
desde su descubrimiento se ha asociado no solo con esta afeccion, sino también con

ulcera péptica, linfoma y adenocarcinoma géstrico (Hernandez, 2001).

Algunos modelos en roedores fueron establecidos para examinar las caracteristicas
etioldgicas de infecciones por especies de Helicobacter, como son ratas, ratones y jerbos
Mongolicos. En general estos animales solo apoyan la colonizacion por cepas
especificas de H. pylori. Comparados con modelos de primates no humanos, los modelos
roedores son faciles de manejar y son econdmicos (Kodama y col., 2005). En mayor o
menor grado, todos estos modelos animales exhiben progresion a enfermedad similar a
las patologias en el humano asociadas a H. pylori, y esto es util para estudiar infecciones
cronicas, inflamacion gastrica, lesiones, y respuestas inmunes en el hospedero (Guo y

Mekalanus, 2002).

Algunos estudios, principalmente epidemioldgicos, han reportado una asociacion
entre la infeccion por H. pylori y un incremento en el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Los mecanismos que pueden contribuir a esta asociacion incluyen
anormalidades en los niveles de ciertas proteinas sanguineas (por ejemplo fibrindgeno o
la proteina C reactiva) secundario a una infeccion cronica, y el aumento en la presion
sanguinea en las personas infectadas con H. pylori (Harvey y col., 2001). Sin embargo

esto no deja de ser solamente una hipdtesis a demostrarse experimentalmente.

En el mismo contexto, la hipertension arterial, o presion arterial alta, es un
problema importante de salud publica en el mundo, por su alta prevalencia y por su
vinculo con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (Goldman y Bennett, 2002).
La hipertension arterial es un factor de riesgo de aterosclerosis cuya patogénesis es
desconocida. Cada vez mas estudios destacan su papel como causal de disfuncion
endotelial. Se ha encontrado una posible asociacion entre la infeccion por H. pylori y

desordenes cardiovasculares y autoinmunes. La liberacion de sustancias citotoxicas ya



sean de origen bacteriano o producidas por el hospedero pueden representar mediadores

de estas secuelas sistémicas (Migneco y col., 2003).

Algunos estudios como los realizados por Lip y col. (1996), sugieren una relacion
entre H. pylori e hipertension; mientras que por otro lado, Harvey y col. (2001)
reportaron en su estudio que la medida de la presion arterial sistolica fue mas alta en los
individuos infectados con H. pylori que en los que no fueron infectados y, aunque esto
fue estadisticamente significativo, es poco probable que sea clinicamente importante y

puede ser explicado por factores residuales desconocidos.

Es claro que los estudios realizados sobre la asociacion entre H. pylori e
hipertension arterial hasta el dia de hoy, han sido escasos y no coinciden en sus
hallazgos, por consiguiente es necesario el desarrollo de un modelo experimental
mediante el cual, bajo condiciones controladas se pueda comprobar claramente la

asociacion entre estos dos factores.



ANTECEDENTES

Generalidades de Helicobacter pylori

Datan los hechos de 1983, cuando J. Robin Warren escribié una publicacion inédita a
The Lancet donde exponia multiples casos clinicos en los que aparecia una bacteria
bacilar con forma espiral. Se la asociaba con gastritis cronica, gastritis activa cronica,
inflamacion 'y en cualquier caso siempre acompafiada de infiltracion de
polimorfonucleares al antrum humano. Un profesor de medicina interna llamado Barry
Marshall estuvo interesado en las observaciones de Warren y juntos aislaron los
microorganismos procedentes de esas biopsias utilizando métodos empleados con

Campylobacter (Cava 'y Cobas, 2003).

En 1984, Barry J. Marshall y J. Robin Warren escribieron juntos a The Lancet, para
relatar que los bacilos curvados o espirales encontrados en 58 de 100 pacientes eran
gramnegativos, flagelados y microaerofilicos y se creia que se trataba de una nueva
especie del género Campylobacter. Era una bacteria espiral nunca cultivada antes, y su
asociacion con la gastritis activa cronica no se habia descrito. Su morfologia se parecia a
Campylobacter, al igual que sus requerimientos atmosféricos y su composicion de DNA.
Pensaron que era temprano llamarla Campylobacter pyloridis y la llamaron “pyloric
campylobacter”. Finalmente, este microorganismo es hoy conocido como Helicobacter

pylori (Cava y Cobas, 2003).

Morfologia

Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa, que mide 2-4 pm de largo y 0.5-1 um
de ancho. Aunque usualmente tiene forma espiral, la bacteria puede aparecer en forma
de bastoncillo, mientras las formas cocoides aparecen después de cultivos prolongados
in vitro o por tratamientos con antibidticos. La bacteria tiene de 2-6 flagelos unipolares

de aproximadamente 3 um de largo, los cuales portan un bulbo distintivo al final. El
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flagelo le confiere motilidad y le permite rapido movimiento en soluciones viscosas

como la mucosa que cubre las células del epitelio gastrico (Kusters y col., 2006).

Crecimiento

Un dato importante de H. pylori es que es microaerofilico, con optimo crecimiento a
niveles de O2 de 2-5% y la necesidad adicional de 5-10% de CO2 y alta humedad. No
hay necesidad de H2, sin embargo no es perjudicial. Muchos laboratorios utilizan
condiciones microaerdbicas estdndar de 85% N2, 10% CO2 y 5% O2 para el cultivo de H.
pylori. El crecimiento ocurre a 34-40°C, con una temperatura 6ptima de 37°C. Aunque
su habitat natural es la mucosa gastrica acida, H. pylori es considerado ser un
neutral6filo. La bacteria puede sobrevivir brevemente al exponerse a pH de 4, pero el
crecimiento ocurre solamente a rangos relativamente cercanos a pH de 5.5- 8.0, con
optimo crecimiento a pH neutro. H. pylori es un microorganismo fastidioso y requiere
un medio de cultivo complejo. En ocasiones estos medios son complementados con

suero o sangre (Kusters y col., 2006).

Genoma

El tamafio de dos genomas secuenciados de H. pylori es aproximadamente 1.7 Mbp, con
un contenido de G-C de 35-40%. El genoma de la cepa 26695 de H. pylori incluye 1587
genes, mientras que el genoma de la cepa J99 incluye solo 1491 genes. Ambos genomas
contienen dos copias de los genes TRNA 168S, 23S y 5S. En contraste con otras bacterias
patdgenas que son altamente clonales, H. pylori es genéticamente heterogéneo. Esto
resulta en que practicamente cada sujeto H. pylori—positivo porte una distinta cepa, sin
embargo las diferencias entre ellas puede ser pequefia. La heterogeneidad genética es
posiblemente una adaptacion de la bacteria hacia las condiciones gastricas del
hospedero, asi como también de los distintos patrones de la respuesta inmune mediada

por el hospedero hacia la infeccion por H. pylori (Kusters y col., 2006).
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Epidemiologia

La colonizacion del estomago por Helicobacter pylori es la mas comun de las
infecciones bacterianas cronicas en el ser humano, afectando alrededor del 60% de la
poblacion mundial (Ramirez y Sanchez, 2009). La prevalencia de H. pylori muestra
grandes variaciones geograficas. En varios paises en desarrollo, mas del 80% de la
poblacion es H. pylori positiva, ain los jovenes. La prevalencia en paises
industrializados generalmente se mantiene baja (~40%) y es considerablemente menor
en niflos y adolescentes que en adultos y personas mayores. Dentro de areas geograficas,
la prevalencia de H. pylori esta inversamente correlacionada con el nivel
socioecondmico, en particular en relacion con las condiciones de vida durante la nifiez

(Kusters y col., 2006).

Vias de Transmision

H. pylori tiene un estrecho rango de hospedadores y es encontrada casi exclusivamente
en humanos y algunos primates no humanos. La infeccion ocurre como consecuencia de
la transmision directa de humano a humano, ya sea via oral-oral 6 fecal-oral, incluso
ambas. H. pylori se ha detectado en saliva, vomito, reflujo gastrico y heces, pero no hay
evidencia concluyente de la via de transmisiéon predominante de ninguno de estos
productos. Como resultado de investigaciones realizadas, se cree que la adquisicion
ocurre principalmente en la nifiez temprana, mas probablemente entre los miembros de
la familia. Otras posibles fuentes de infeccion son el agua y alimentos contaminados,
pero aunado a que H. pylori sobrevive brevemente en alimentos refrigerados y a su
extrema sensibilidad a la presion de oxigeno atmosférico, falta de nutrientes y
temperaturas externas de 34-40°C; la transmision directa de persona a persona sigue

siendo la principal ruta de transmision (Kusters y col., 2006).



Patogénesis de la Infeccion

Helicobacter pylori es un microorganismo bastante adaptado a la mucosa géstrica; posee
la capacidad de penetrar en el moco de la mucosa, nadar a través del mismo, adherirse a
las células epiteliales, evadir y modular la respuesta del sistema inmune generada por el
hospedero y mantener una colonizacion persistente. Este microorganismo dafa la capa
de moco mediante su adhesion al epitelio y altera la fisiologia normal de la secrecion
acida, volviendo a la mucosa géstrica mas susceptible al pH 4cido; libera enzimas y
toxinas y genera un proceso inflamatorio cronico que perpetua al dafio tisular (Ramirez y

Sanchez, 2009).

Factores de Virulencia

H. pylori coloniza y persiste en un nicho unico que es el lumen géstrico. Los
determinantes patogénicos putativos de H. pylori se dividen en dos grupos: factores de
virulencia que contribuyen a efectos patogénicos de la bacteria y factores de
mantenimiento que permiten a la bacteria colonizar y permanecer en el hospedero. Los
factores de virulencia se clasifican segiin sus efectos patogénicos en el hospedador:
inflamacion gastrica, ruptura de la barrera de la mucosa gastrica y alteracion de la
fisiologia géstrica. Muchos de los factores de H. pylori funcionan como factores de

virulencia y mantenimiento in vivo (Cava y Cobas, 2003).

Motilidad y adhesion bacteriana. La motilidad de H. pylori es esencial para la
colonizacion, esta le permite a la bacteria desplazarse a través de la mucosa viscosa que
cubre las células de 1a mucosa gastrica. H. pylori posee de 5 a 7 flagelos unipolares. Una
propiedad particular de estos flagelos es la presencia de una membrana que cubre el
filamento flagelar. Esta membrana esta compuesta de una doble capa de fosfolipidos y

son los que protegen al flagelo de la acidez gastrica (Marais, 1999).



Los andlisis del genoma de H. pylori sugieren la existencia de al menos 40 proteinas
involucradas en la regulacion, secrecion y ensamble de la estructura flagelar (Marais,

1999).

H. pylori ha desarrollado propiedades metabodlicas y fisiologicas que le permiten
sobrevivir y crecer en un nicho particular. Sin embargo, hay algunas ventajas adicionales
que le permiten migrar al ambiente mas favorable. Asi, la quimiotaxis puede ser crucial

para la colonizacion gastrica (Marais, 1999).

La adhesion de H. pylori al epitelio gastrico, esta mediada por muchos factores
bacterianos. La multitud de adhesinas probablemente refleja su importancia para las
bacterias, una de las mas estudiadas y documentadas han sido tres proteinas Hop. La
proteina BabA (HopS) representa probablemente la proteina de adhesion de H. pylori
mas estudiada, y es codificada por el gen baba. La BabA media la unién a los antigenos
del grupo sanguineo de Lewis b (Le") fucosilado. Estudios en animales sugieren que la
adhesion mediada por BabA es importante para la colonizaciéon y patogénesis de H.
pylori. La proteina OipA (HopH) es otro miembro de la familia de las proteinas Hop, la
cual puede servir como una adhesina pero originalmente era identificada como una
proteina inductora de respuesta inflamatoria. Por ltimo, la proteina SabA (HopP) media
la unidn al acido sidlico conteniendo glicoconjugados. Debido a esto el papel de la SabA
es probablemente durante la inflamacion cronica y durante las etapas de la enfermedad

atrofica (Kusters, 2000).

Liberacion de enzimas. H. pylori libera varias enzimas que pueden causar dafio
celular mediante mecanismos directos o indirectos (Ramirez y Sanchez, 2009). H. pylori
produce niveles elevados de ureasa, la cual constituye cerca del 6% de la proteina total
de la bacteria. Esta enzima desdobla la urea en amonio y diéxido de carbono, brindando
un ambiente de amonio que neutraliza los acidos, el cual protege a la bacteria de la

acidez gastrica. La ureasa de H. pylori posee caracteristicas inusuales comparadas con



las de otras especies de bacterias. Primero, la enzima es encontrada en el citoplasma asi
como en la superficie de la bacteria. Segundo, tiene dos pH 6ptimos, uno de ellos es
acido, y presenta mayor afinidad al sustrato que otras ureasas bacterianas. Y tercero, esta
compuesta de solo dos subunidades, UreA y UreB, mientras que otras ureasas contienen

tres subunidades (Marais, 1999).

La accion de las fosfolipasas altera la estructura e integridad de la mucosa gastrica,
originando un cambio en su tension superficial, hidrofobicidad y permeabilidad

(Ramirez y Sanchez, 2009).

Helicobacter pylori produce mayor cantidad de catalasa que la mayoria de las
bacterias. Esta enzima funciona como antioxidante y protege a la bacteria de los
compuestos toxicos de oxigeno liberados por la activacion de neutrofilos permitiendo su
supervivencia y proliferacion en una mucosa danada por la inflamacion (Ramirez y

Sanchez, 2009).

Toxinas. Las cepas bacterianas VacA+ expresan la citotoxina VacA, proteina de 87
KDa, capaz de causar dano celular géstrico in vitro e in vivo. Luego de ser secretada, se
inserta en la membrana celular epitelial y forma canales dependientes de voltaje
selectivos para aniones, capaces de incrementar la permeabilidad del epitelio gastrico a
la urea, bicarbonato y otros aniones orgéanicos. Aunque todas las cepas de H. pylori
poseen el gen que codifica la toxina VacA, so6lo la expresan aquellas cepas que
contienen un gen asociado a la toxina A (CagA). Este gen, codifica una proteina de 128
a 140 KDa cuya funcion es atn desconocida, pero debido a que es necesaria para la
expresion del gen de VacA, actuaria como un factor de transcripcion, excrecion y
regulador de la funcién de la toxina VacA. Las cepas que expresan el gen CagA han sido

asociados a un mayor grado de severidad de gastritis (Ramirez y Sanchez, 2009).



Respuesta Inflamatoria

H. pylori estimula una profunda respuesta inmunolégica e inflamatoria en casi todas las
personas infectadas. Esta respuesta inflamatoria es la consecuencia del reclutamiento de
neutrdfilos, seguidos de linfocitos T y B, células plasmaticas y macrdéfagos con el

consiguiente dafio tisular (Ramirez y Sanchez, 2009).

Dado que la bacteria no invade el tejido gastroduodenal, este proceso inflamatorio
seria desencadenado por la adhesion de H. pylori a las células epiteliales. La bacteria
posee varias sustancias antigénicas que son captadas y procesados por los macrofagos de
la ldmina propia gastrica con la consecuente estimulacion de los linfocitos T. El
resultado final es el incremento en la produccion de citocinas inflamatorias como la IL-

1, IL-2, IL-6, TNFa e IL-8 (Ramirez y Sanchez, 2009).

La IL-8 juega un papel central en el proceso inflamatorio generado por la infeccion
por H. pylori. Esta interleucina es un potente factor quimiotdctico que activa a los
neutrofilos y recluta células inflamatorias en la mucosa gastrica. El factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) estimula a la mucosa inflamada a producir IL-8. La infeccion por
H. pylori activa tanto a los linfocitos B y linfocitos T. La respuesta mediada por
linfocitos B ocurre de manera local en la mucosa gastroduodenal y de manera sistémica

(Ramirez y Sanchez, 2009).

Estudios de vacunacion realizados en raton durante la década pasada han llevado a
la bisqueda de una correlacion inmunologica de proteccion. Sin embargo, evidencia
reciente sugiere que H. pylori puede persistir en la mucosa debido a su habilidad de
regular negativamente la inflamacion, y que la vacunacion puede tener éxito debido a la
activacion de células T que, en respuesta, son capaces de promover inflamacion

suficiente para erradicar a H. pylori (Blanchard, 2004).
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Mecanismos de Inflamacion en la Infeccion por H. pylori

Cuando se consideran los mecanismos de inflamacién de la mucosa, inducida por H.
pylori, es util considerar las rutas potenciales por las cuales el organismo puede
interactuar con las células del hospedero para iniciar tanto dafio celular directo como una
respuesta inmune. H. pylori coloniza el epitelio gastrico humano, habitando dentro de la
capa mucosa en proximidad con la superficie epitelial (con la cual se puede adherir),
pero sin invadir la mucosa. Existen dos mecanismos principales por los cuales H. pylori
(o sus productos) pueden producir inflamacion gastrica. Primeramente, el organismo
puede interactuar con las células de la superficie epitelial, produciendo ya sea dafio
celular directo o la liberaciéon de mediadores pro-inflamatorios derivados del epitelio
(quimiocinas). En segundo lugar, los productos derivados de H. pylori pueden ganar
acceso a la mucosa subyacente, asi estimulan directamente respuesta inmune especifica
y no especifica en el hospedero, involucrando la liberaciéon de una variedad de

mensajeros de citocinas (Bodger y Crabtree, 1998).

Daiio Celular Directo

Existen varias maneras por las cuales H. pylori puede causar dafio directo sobre la
superficie epitelial, asi como contribuir a cambios en la permeabilidad de la mucosa y
mejorando la exposicion al antigeno. La adherencia del organismo a las células del
epitelio gastrico es bien reconocida y se sabe que es acompafiada por pérdida de
microvellosidades, irregularidades en el borde luminal, y cambios intracelulares
incluyendo pérdida de citoplasma y vacuolizacion. La degeneracion de la superficie
epitelial estd correlacionada con el numero de H. pylori en contacto cercano con la
membrana plasmatica epitelial, un descubrimiento que apoya un efecto toxico directo de

los productos bacterianos en las células epiteliales (Bodger y Crabtree, 1998).
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Respuesta de Quimiocinas Epiteliales

Diferentes quimiocinas muestran una marcada especificidad celular hacia miembros de
la sub familia C-X-C (ejemplo IL-8, GRO-a) que tienen actividad quimiotéctica
especifica para neutrofilos, y hacia miembros de la familia C-C (ejemplo RANTES,
MIP-1a) que tienen efectos en monocitos y linfocitos. Una variedad de estudios han
mostrado que el epitelio gastrico es una importante fuente de quimiocinas, las cuales son
liberadas en respuesta a H. pylori y por exposicion a mediadores endogenos pro-
inflamatorios. Las respuesta por quimiocinas epiteliales puede ser particularmente
importante en las etapas tempranas de la inflamacién inducida por H. pylori, con el
epitelio actuando como una crucial primera linea de defensa contra la infeccion

microbiana (Bodger y Crabtree, 1998).

Inmunidad No-Especifica

El mecanismo primario de defensa del hospedero hacia el ataque microbiano usualmente
involucra la respuesta de células polimorfonucleares. La persistencia de un componente
neutréfilo activo en la infeccidon cronica implica un importante papel en el desarrollo, de
la inflamacion inducida por H. pylori. Ademas de la respuesta de -citocinas
quimiotacticas epiteliales, la difusion de varios productos bacterianos directamente
dentro de la mucosa, puede resultar en reclutamiento y activacion de neutrofilos. In
vitro, H. pylori es una potente fuente de factores capaces de inducir quimiotaxis y
activacion de neutrofilos. Los fagocitos mononucleares juegan un papel central en la
respuesta inmune temprana hacia la bacteria, sirviendo como una importante fuente de
mediadores pro-inflamatorios y como células presentadoras de antigenos involucradas

en la iniciacion de la inmunidad especifica (Bodger y Crabtree, 1998).
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Inmunidad Especifica

La presencia de linfocitos T y células plasmaticas en el infiltrado inflamatorio en
gastritis cronica por H. pylori, sugieren que los mecanismos inmunes antigeno-
especifico y humoral son importantes. La infeccion por H. pylori resulta en el desarrollo
de foliculos linfoides gastricos organizados, los cuales disminuyen gradualmente en
nimero después de la erradicacion del organismo, sugiriendo que se requiere la
estimulacion antigénica especifica hacia H. pylori. Las células CD4" (cooperadoras)
juegan un papel importante en la respuesta inmune antigeno-especifica y la infeccion
esta asociada con un incremento en células gastricas CD4" T. Las células CD4" estan
clasificadas en dos tipos principales, dependiendo de las caracteristicas del perfil de
citocinas. En la respuesta tipo Thl, los linfocitos secretan IL-2 e interferon gamma, y
median las respuestas inmunes celulares, mientras que las células Th2 producen IL-4,
IL-5 e IL-10 las cuales ayudan en la activacion de células B y produccion de
anticuerpos, incluyendo respuestas IgA en mucosa. Se ha reportado que H. pylori induce
produccion de IFN-y por los linfocitos periféricos, e incrementan las células productoras

de IFN-y en la mucosa gastrica (Bodger y Crabtree, 1998).

Modelos Animales para la Infeccion por H. pylori

Poco después de que Marshall y Warren cumplieron los postulados de Koch para H.
pylori y gastritis aguda, mediante el experimento de infeccion en ellos mismos, era
aparente que un modelo animal era necesario para permitir la elucidacion de los
mecanismos que gobiernan el desarrollo de la enfermedad y las propiedades patogénicas
de H. pylori, asi como para probar los efectos de tratamientos y vacunacion de la

patogénesis de la infeccion por este patdgeno (Kusters y col., 2006).

Marchetti y col. (1995), propusieron un modelo de infeccion de H. pylori en ratén
después de una colonizacion exitosa de estomagos por cepas de H. pylori expresando las

citotoxinas vacA y cagA. Como en otros estudios, empleando diferentes cepas de raton
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para probar patogenicidad de H. pylori, estos autores se enfocaron en el desarrollo de
gastritis durante la infeccidn, pero los efectos de esta bacteria en secrecion géstrica y el
nivel de cicatrizacion de la ulcera habian sido poco estudiadas en estas especies

(Konturek y col., 1999).

Se han desarrollado un gran ntimero de modelos experimentales animales para
definir la asociacion entre la infeccion por H. pylori y la enfermedad gastrointestinal,
tales como lechones, perros, ratones, primates no humanos (Rhesus y japonés), jerbos
mongolianos, entre otros (Kodama y col., 2005). Sin embargo, el raton es el hospedero
animal mas utilizado para las investigaciones de la patogenicidad de H. pylori y otras

bacterias. Ademas su mantenimiento es relativamente econémico (Kusters y col., 20006).

Enfermedades Asociadas a H. pylori

La colonizacion con H. pylori no es una enfermedad por si misma, pero si es una
condicién que afecta el riesgo relativo de desarrollar varios desordenes clinicos de la
parte alta del tracto gastrointestinal y posiblemente del tracto hepatobiliar (Kusters y

col., 2000).

Aunque la colonizacion gastrica con H. pylori induce gastritis histoldgica en todos

los individuos infectados, solo una minoria desarrolla algiin signo clinico aparente.

Gastritis cronica

La colonizacion con H. pylori siempre lleva a infiltracion de la mucosa géstrica en antro
y cuerpo, con células neutrofilicas y mononucleares. Esta gastritis crénica es la
condicion primaria relacionada a la colonizacion de H. pylori, y otros desdérdenes
asociados, en particular resultantes de estos procesos inflamatorios cronicos. Cuando la
colonizaciéon se convierte persistente, una correlacion cercana existe entre el nivel de

secrecion de acido y la distribuciéon de la gastritis, esto resulta de los efectos
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contraproducentes de acido en el crecimiento bacteriano contra los efectos del propio
crecimiento, con la asociada inflamacién de mucosa en la regulacion y secrecion de
acido. Esta interaccion es crucial en la determinacion del desarrollo de la infeccion de H.

pyvlori (Kusters y col., 2006).

Ulcera Duodenal

El mecanismo por el cual H. pylori causa Ulcera péptica aiin no se conoce por completo.
Se sugiere que la bacteria incrementa la produccion de gastrina postprandial, lo que trae
como consecuencia un incremento de acido producido por la mucosa. Este, junto con el
consumo de drogas antiinflamatorias no esteroidales y tabaco, permite que H. pylori

colonice la mucosa duodenal promoviendo su ulceracion (Hernandez, 2004).

Gastritis Atrofica, Metaplasia Intestinal v Cancer Gastrico

La inflamacion créonica inducida por H. pylori puede eventualmente terminar en la
pérdida de la arquitectura normal de la mucosa gastrica, con destruccion de glandulas
gastricas y remplazo por epitelio intestinal y fibrosis. Se ha estimado que la colonizacién
por H. pylori incrementa el riesgo de cancer aproximadamente diez veces y debido a
esto en 1994, fue designado como carcindgeno clase I por la Organizacion Mundial de la

salud (Kusters y col., 2006).

Desordenes Extragastroduodenales

Helicobacter pylori ha sido ligado con una variedad de desordenes extra gastricos. Entre
ellos se incluyen enfermedad coronaria cardiaca, desérdenes dermatologicos (como son
rosacea y urticaria idiopatica), enfermedad tiroidea autoinmune y purpura
trombocitopénica, escleroderma, migrafia, anemia por deficiencia de hierro, Fenémeno

de Raynaud y sindrome Guillain-Barré (Kusters y col., 2006).
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La infeccioén por H. pylori ha sido asociada con un riesgo, hasta 2 veces mayor de
padecer enfermedades cardiovasculares. La asociacion es independiente de otros
factores, como habito de fumar, hipertension arterial e hiperlipidemias. A pesar de
informes contradictorios, la infeccion por H. pylori ha sido relacionada en estudios
prospectivos, con el infarto del miocardio y con la enfermedad coronaria. En diabéticos,
la presencia de H. pylori en el aparato gastrointestinal se asocia con un mayor riesgo de

enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares (Hernandez, 2001).

Muchos estudios han reportado una asociacion entre la infeccion por H. pylori y un
incremento en el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular. La fuerza de la
asociacion ha sido dificil de evaluar debido a la variedad de métodos de los estudios y de
la heterogeneidad sustancial de los resultados. Entre los mecanismos que pueden
contribuir a esta asociacion se incluyen, anormalidades en los niveles de ciertas
proteinas sanguineas (por ejemplo fibrindgeno o proteina C reactiva) secundarios a la
infeccion cronica y elevacion de la presion arterial en personas infectadas con H. pylori

(Harvey y col., 2001).

Hipertension

La hipertension arterial, o presion alta es un problema importante de salud publica en el
mundo industrializado, y representa el principal factor de riesgo de infarto al miocardio
y falla cardiaca. Un tercio de la poblacion es hipertensa, mientras otra tercera parte tiene
pre-hipertensién y cominmente desarrollan hipertension en 2 anos. A los 70 afios de
edad, el 70% de los ciudadanos de Estados Unidos tienen hipertension. A pesar de la
frecuencia de esta enfermedad, su causa en la mayoria de los adultos es desconocida.
Virtualmente en todos los casos de adultos con hipertension, la resistencia vascular
sistémica esta incrementada, sugiriendo una causa vascular de la enfermedad (Harrison y

col., 2012).
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Ademas, el rifion estd implicado en hipertension. La mayoria de los defectos
genéticos heredados que causan hipertension afectan el nefrén distal, llevando a
retencion de sodio y volumen. Finalmente, hay amplia evidencia de que el sistema
nervioso central es alterado en la hipertension. Los mecanismos precisos mediante los
cuales estos sistemas interactian para causar hipertension no han sido aclarados

(Harrison y col., 2012).

Definicion

Es usualmente definida por la presencia de una elevacion cronica de la presion arterial
sistémica arriba de cierto valor limite. La hipertensién es un sindrome cardiovascular
progresivo derivado de etiologias complejas e interrelacionadas. Algunos marcadores
tempranos del sindrome son a menudo presentados antes de una elevacion sostenida de
la presion sanguinea; por lo tanto, la hipertension no puede ser clasificada solamente por
discretos limites de presion arterial. Su progresion estd fuertemente asociada con
anormalidades cardiacas y vasculares, sean funcionales o estructurales, que dafian el
corazdn, los rifones, cerebro, vasculatura, y otros organos y llevan a morbilidad

prematura y la muerte (Giles y col., 2009).

La hipertension esencial se agrupa en familias y representa un conglomerado de
enfermedades o sindromes de base genética, con varios factores fisiopatologicos y
bioquimicos heredados subyacentes. En la mayor parte de los casos la hipertension es
producto de wuna interaccion compleja de factores genéticos, ambientales y
demograficos. La hipertension, combinada con otros factores de riesgo cardiovascular,
conduce a aterosclerosis y otros tipos de enfermedad vascular, al lesionar el endotelio
(Goldman y Bennett, 2002). La toma de decisiones sobre el tratamiento de hipertension
es influenciada por la severidad de la hipertension y por la presencia de otros factores de

riesgo cardiovascular (Lu y col., 2007).
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Regulacion

Estudios farmacoldgicos han demostrado que la presion sanguinea es regulada por una
compleja interaccion de muchas rutas bioquimicas, las més importantes de estas son el
sistema renina-angiotensina; el sistema nervioso simpdatico-catecolamina; sistema
péptido natriurético; el sistema oOxido nitrico; y la vasopresina, endotelina y
prostaglandina. Estos sistemas tienen acciones hipertensivas y anti-hipertensivas, que

mantienen el balance normal de la presion sanguinea (Sugiyama y col., 2001).

Hipertension e Inflamacion

La hipertension arterial también ha sido considerada como la resultante de un proceso
inflamatorio con remodelacion y engrosamiento de las paredes vasculares, al que se
asocia una respuesta inmunologica. De esta forma, se describe a lo largo de los vasos
sanguineos arteriales y venosos, la concurrencia de células inflamatorias, con formas de
inmunidad innata y con formas de inmunidad adaptativa (Pastelin y Rosas, 2007).
Algunos patogenos que han sido implicados en hipertension incluyen Chlamydia
pneumoniae, H. pylori y herpes simple. Estudios recientes han incluido en sus estudios
la hipdtesis de la carga de patdgenos infecciosos, esto es, que no un simple patégeno,
sino el agregado del patdgeno lleva a incrementar el riesgo de hipertension (Liu y col.,

2007).

Sitios de Inflamacion en Hipertension

Como se menciond lineas arriba, los érganos implicados més a menudo en hipertension
son la vasculatura, los rifiones y el cerebro. Las células inflamatorias son acumuladas en
todos estos oOrganos en la creacion de la hipertension, aunque la mayoria de las
investigaciones se han enfocado en la vasculatura y el rifion. En los vasos sanguineos, se
ha encontrado que la infusidn cronica de angiotensina II causa acumulacion vascular de

células T, B, macrdéfagos, y en menor medida, células dendriticas. Asi, estas células son
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predominantemente acumuladas en la adventicia y el tejido adiposo perivascular de los
vasos mas grandes y en los vasos de menor resistencia como son la arcada mesentérica.
La razén precisa por la que las cé€lulas inflamatorias se acumulan en la region
perivascular permanece sin ser aclarada, sin embargo los nervios simpaticos terminan en
estas regiones y pueden contribuir a las sefalizacion de este proceso inflamatorio. El
tejido vascular adiposo libera factores que afectan el tono vascular y generan moléculas

quimiotacticas que promueven la inflamacion (Harrison y col., 2012).

También hay evidencia que las células inflamatorias se acumulan en las regiones
perivasculares del rifion, y dentro y alrededor del glomérulo. Aunque menos estudiado,
el cerebro es también un sitio de inflamacion en hipertension. Las células de la microglia
son particularmente importantes, las cuales son células inmunes residentes del sistema
nervioso central. La microglia es derivada de células monociticas y desarrolla
propiedades similares a los macrdofagos activados durante la inflamacion (Harrison y

col., 2012).

Mecanismos por los Cuales las Células Inflamatorias Promueven Hipertension

Mientras que varios estudios apoyan fuertemente el papel de las células inflamatorias en
hipertension, el mecanismo preciso involucrado en este proceso, permanece siendo de
atencion en la investigacion. En el caso de células T, varios estimulos hipertensivos
incrementan el porcentaje de células T circulantes con un fenotipo efector. Estas células
son acumuladas en el tejido adiposo perivascular y en el rifion, donde liberan citocinas
que parecen tener un papel critico en la elevacion de la presion sanguinea (Harrison y
col., 2012). Una citocina de particular importancia parece ser la interleucina 17 (IL-17)
la cual es producida por las células T activadas. Su produccion es inducida en
infecciones, enfermedades autoinmunes y en otros eventos inflamatorios. La IL-17 esta

involucrada en la defensa del hospedero, pero también en destruccion del tejido
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inflamatorio. Tiene un papel en la inflamacion vascular crénica de la aterosclerosis y

posiblemente en cambios vasculares hipertensivos (Vietinghoff'y Leyk, 2010).

Por otro lado, la interleucina 6 (IL-6) actiia en conjunto con el factor de crecimiento
transformador para polarizar las células CD4" y CD8" hacia la produccion de IL-17. Se
han encontrado concentraciones de IL-6 elevadas en plasma en pacientes con
caracteristicas de sindrome de resistencia a la insulina, sugiriendo que IL-6 puede directa
o indirectamente impactar en la patogénesis de la arterosclerosis e hipertension. Estudios
prospectivos han mostrado que estas concentraciones en plasma son asociadas
significativamente con elevaciones de la presion arterial sistdlica y diastolica. La IL-6
circulante, ademas estimula el eje hipotalamo-pituitaria-suprarrenal, el cual, cuando es

activado, es asociado con el desarrollo de hipertension (Sesso y col., 2007).

Se ha hecho evidente que las citocinas inflamatorias como IL-17 e IL-6 contribuyen
a la hipertension, probablemente porque favorecen la elevacion de la presion arterial y

por causar dafo en 6rganos diana.

Harrison y col., en el 2012, propusieron que la inflamacion relacionada con el
sistema nervioso central, el riiién y la vasculatura, y la disfuncion producida por ellos,
lleva a una elevacion de la presion arterial. Esto lo explican de la siguiente manera: un
estimulo como angiotensina II, alto nivel de sal, o estrés cronico activa regiones del
cerebro, llevando a un incremento en el flujo de salida simpatico y tal vez otras sefales
que causan modestas elevaciones en la presion sistémica (pre-hipertension) y promueve
produccion local de citocinas. Las elevaciones en la presion, en conjunto con la
liberacion directa de angiotensina Il y el incremento de neurotransmisores como la
norepinefrina, llevan a dafar el tejido, a liberacion de citocinas derivadas de tejido como
la IL-6 y formacion de neoantigenos, tal vez debido a modificaciones oxidativas. Las
células presentadoras de antigenos, incluyendo células dendriticas y macrofagos estan
involucradas en presentar estos neoantigenos, llevando a la activacion de células T. Las

células T activadas producen citocinas como la IL-17, la cual es critica en el proceso
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hipertensivo. Este medio inflamatorio, compuesto de IL-17, IL-6, catecolaminas,
angiotensina Il y especies oxigeno reactivas (ROS) promueven la retencion de sodio en
los rifiones y en la vasculatura causando vasoconstriccion y remodelamiento vascular.

Estos eventos causan progresion de pre-hipertension a severa hipertension.

Hipertension y Modelos Murinos

Por muchos afios, la hipertension fue estudiada en modelos de ratas, pero la nueva
sefalizacion de genes y las tecnologias transgénicas han permitido desarrollar al raton
como modelo de estudios de hipertension (Sugiyama y col., 2001). La manipulacion del
genoma del raton ha brindado a la investigacion cardiovascular muchos nuevos modelos
de enfermedad. La extraccion de la maxima informacion de estos modelos requiere de
sistemas que puedan obtener cambios reales en la funcion cardiovascular del ratéon

(Whitesall y col., 2004).

Los modelos animales de hipertension en raton comparten muchas caracteristicas
comunes con la hipertension humana. Muchos de estos modelos han sido desarrollados
mediante la utilizacion de factores etioldgicos que presumiblemente son responsables de
la hipertension en el humano como son ingesta excesiva de sal, hiperactividad del

sistemas renina-angiotensina-aldosterona y factores genéticos (Badyal y col., 2003).

La medicion de presion sanguinea es generalmente realizada en ratones conscientes
usando ya sea sistemas no invasivos de bandas elasticas inflables acopladas a un
transductor de sefiales o mediante radiotelemetria con catéter implantados
quirtirgicamente. El sistema de bandas elasticas inflables detecta el flujo de sangre
arterial en la cola, con presion sistolica siendo determinada mediante la presion que es
aplicada a una banda elastica colocada en la base de la cola. Este procedimiento es
realmente sencillo para medir gran nimero de ratones y detectar incrementos
sustanciales en la presion sanguinea. Sin embargo, han existido algunos problemas con

respecto a las mediciones de presion por este método, incluyendo la imposibilidad de
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mediciones continuas (24 horas por dia), el estrés potencial inducido por la necesidad de
inmovilizar al raton, y la precision de los datos. Un procedimiento alternativo es el uso
de radiotelemetria para mediciones de presion sanguinea. Esta técnica tiene el beneficio
de permitir la continua adquisicion de presion sanguinea a lo largo del dia en ratones en
libre movimiento. Sin embargo, hay advertencias acerca del uso de la radiotelemetria,
especialmente en lo relacionado a estudios de aterosclerosis en modelos murinos. Un
problema practico es el costo de este método, el cual puede prohibir estudios que

involucran muchos ratones por grupo experimental (Lu y col., 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Modelo Animal y Mantenimiento

Se utilizaron 30 ratones machos de 6 a 8 semanas de edad, cepa CD1 singénica, como
modelo experimental. Se formaron 2 grupos: control (15) y experimental (15). Los
ratones se mantuvieron 12 horas en ayuno y sin agua, previo a las inoculaciones; y se
conservaron en un ciclo luz-oscuridad de 12 horas, a temperatura de 20-25°C, con libre
acceso a agua y alimento. No se utiliz6 ningun pre tratamiento especial (como inhibidor
de acido o antibioticos) antes de la inoculacion intragéastrica o antes del sacrificio de los
animales. Los ratones se mantuvieron en un sistema de alojamiento metéalico con jaulas
individuales. Los ratones tuvieron libre acceso a agua purificada y alimento estéril
durante el experimento, este ultimo fue de la marca Harlan Taekland 18% de proteina

2018S (No. Catalogo 8604) y agua purificada (Wirth y col., 1998).

Cultivo de Helicobacter pylori

Se utilizo la cepa ATCC 43504 de Helicobacter pylori, que proviene de epitelio antral
humano y genotipicamente corresponde a una cepa CagA'/VacA”, la cual se sembro en
el medio so6lido agar Brucella enriquecido con suero fetal bovino utilizando un
aplicador, para esparcir la cepa en toda la placa, y asi obtener mayor recuperacion en la
siembra. Una vez sembradas las placas se incubaron a 37°C, en condiciones
microaerofilicas de 15% CO,, 80% N, y 5% O,, (se utilizd una jarra BBL Campy
GasPack) por 3 — 5 dias (Sawai y col., 1999). Cuando se observd crecimiento se
procedid a realizar las pruebas bioquimicas para su identificacion; las cuales fueron la
prueba de ureasa, catalasa y oxidasa. Ademdas de confirmo la presencia de H. pylori

mediante la tincion de gram (Ver Anexos).
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Turbidimetria de McFarland

Esta prueba se utiliza para producir un cultivo de una densidad deseada (MacFaddin,
2003). De la cepa aislada e identificada de Helicobacter pylori se tomaron cuatro o cinco
colonias aproximadamente, del mismo tipo morfologico y se inocularon en un tubo con
caldo Brucella, se colocaron en incubacion bajo condiciones microaerofilicas hasta
observarse turbidez; posteriormente se ajusté la turbidez del indculo problema con
respecto a la turbidez obtenida del tubo correspondiente, en base a la escala del
nefelometro de McFarland sobre un fondo blanco bien iluminado que presenta lineas
negras gruesas, y asi se obtuvo la concentracion aproximada de bacterias viables en el

caldo de cultivo.

Inoculacion de Helicobacter pylori

Se prepard una suspension de la cepa obtenida para en caldo Brucella de 1 x 10°
bacterias/mL, concentracion ajustada por turbidimetria segiin la escala de McFarland.
Inmediatamente, se inocularon con 100 pL de esta suspension bacteriana a los ratones.
La inoculacion se realizo6 mediante sonda intragéstrica, en caldo Brucella estéril a través
de una jeringa. Los animales control se inocularon con idénticos volimenes de caldo
Brucella sin bacteria (Wirth y col., 1998). La inoculacion se realizo por duplicado a los

0y 7 dias (Figura 1).

Medicion de Presion Arterial

La presion arterial se midio en la cola de los animales del grupo control y experimental,
en un equipo automatizado: IITC Life Science/Blood Pressure Amplifier with Built-in
pump. Las mediciones se realizaron por quintuplicado a tiempo cero y post infeccion
con Helicobacter pylori cada 15 dias durante un periodo de 90 dias en total. El equipo
IITC mide la presion arterial sistolica, es un método indirecto no invasivo, en la cola de

los ratones conscientes. Estos se acondicionan en una camara térmica por 10-20
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minutos por dia, por al menos 3 dias antes de la medicion. Después de estos 3 dias de
entrenamiento, los ratones permanecen tranquilos e inperturbados cuando se colocan
dentro del posicionador biomecanico (restreiner) el dia de la prueba. El
acondicionamiento ocurre mas rapidamente cuando el raton ha sido manejado
gentilmente y no es forzado a entrar en el posicionador. La camara es mantenida de 31-
33°C, y un tubo en la oscuridad ayuda a calmar y asegurar el raton en el posicionador

(Whitesall y col., 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estandarizacion Para la Medicion de la Presion Arterial

El grupo de 30 ratones, se mantuvieron en entrenamiento previo en el posicionador
biomecanico. El equipo se mantuvo encendido antes de su uso por 25 minutos para
lograr tener la temperatura de 34°C. Se introdujeron los ratones dentro de los
posicionadores y se probd con diferentes tiempos de incubacion dentro de la cdmara
térmica (5, 10, 15 y 25 minutos) y con diferentes presiones de inflado (100, 150 y
200mmHg), Con base en el registro y estabilidad del registro cardiaco y disminucion de
la variabilidad en las determinaciones de presion, se concluyd que las condiciones
optimas son 25 minutos dentro de la cdmara térmica a una presion de inflado de 150
mmHg, y mediciones por quintuplicado cada 3 segundos para asi obtener mediciones
precisas, estas condiciones resultaron ser similares a las utilizadas por Whitesall y col.
(2004). En base a los resultados obtenidos en esta prueba, se lograron establecer los
valores de presion arterial sistolica y diastélica para nuestro grupo de estudio; se
obtuvieron medias de 115.6 mmHg para la presion sistolica y 94.27 mmHg para la
diastolica (Tabla I). Cholewa y Mattson (2001) reportaron en su estudio una media de
122mmHg para la presion sistolica y 102mmHg para la diastolica, al medirla en ratones
machos de la cepa Swiss-Webster de 6-8 semanas de edad. Considerando esta referencia
podemos decir entonces, que nuestros valores son similares a los reportados, aun cuando

esta reportado que los valores pueden presentar pequeiias variaciones de cepa en cepa.

Es Posible Inducir Hipertension en la Cepa CD1

Se realizd6 una prueba en un grupo de ratones cepa CDI1 a los cuales se les indujo
hipertension con norfenefrina via oral y se les determind posteriormente la presion

arterial, esto para comprobar que nuestra cepa es susceptible a desarrollar hipertension.
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Tabla I. Estandarizacion para la medicion de la presion arterial en ratones CDI.
Condiciones 6ptimas: 25 minutos de calentamiento (34°C), a 150 mmHg y 5 mediciones

cada 3 segundos. N=30.

PRESION SISTOLICA PRESION DIASTOLICA

(mmHg) (mmHg)
Media 115.6 94.27
DS 9.65 10.31
Minimo 87.49 66.96
Maximo 139.3 123.17
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La norfenefrina es un agente simpaticomimético con actividad predominantemente
alfa-adrenérgica. La respuesta cardiovascular principal a la administracion de
norfenefrina, es la elevacion de la presion sanguinea. Los ratones fueron clasificados en
2 grupos de 5 ratones cada uno, grupo I (GI) a los cuales se les administraron via oral 4
mg de norfenefrina/kg peso del raton (GI), mediante sonda intragastrica; y grupo II (GII)
al cual no se le administré medicamento. A ambos grupos se les midi6 la presion arterial
antes del tratamiento y posteriormente a las 2 horas. Los resultados obtenidos para el
grupo I (GI) mostraron un incremento significativo en la presion arterial sistolica (35.65
mmHg, p=0.0000), siendo estos de 115.46+4.37 mmHg para la presion sistélica basal y
151.11£9.41 mmHg para la post-tratamiento; de igual manera GI mostré un incremento
significativo en la presion diastdlica (36.47 mmHg, p=0.0000) siendo tales resultados de
94.68+5.92 mmHg para la presion diastolica basal y 131.15+10.6 mmHg en la posterior
al tratamiento, en comparacion con el grupo control (GII) al cual no se le administré el
medicamento, donde observamos que no hubo incremento significativo en la presion
arterial sistélica (p=0.0147) ni en la diastolica (p=0.2397) (Tabla II). Esto indicod que la
cepa CD1 si puede desarrollar hipertension y puede ser utilizada en nuestro estudio.
Bivalacqua y col. (1999) utilizaron ratones CD1 anestesiados para analizar el papel de
los receptores AT1 y del sistema nervioso autdbnomo, en respuesta a la administracion de
Angiotensina II y norepinefrina, donde pudo obtener elevaciones en la presion arterial y
pulso cardiaco en respuesta a esta administracion. Lu y col. (2007) mencionan que el
raton cepa C57BL/6 tiene transgenes que expresan tanto angiotensindgeno como renina
humana, resultando en un incremento en la presion sanguinea (hasta 23 mmHg). De
igual manera comentan que procedimientos quirtrgicos como son la colocacion de 1 clip
en un rifion, genera un incremento mayor de 60 mmHg en la presion arterial, en el raton

apoE-/- la cual es asociada con estimulacion en el sistema renina-angiotensina.
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Tabla II. Resultados de prueba para inducir hipertension en la cepa CDI1.

GRUPO PRESION p* PRESION p*
SISTOLICA (mmHg) DIASTOLICA (mmHg)
Antes Después Antes Después

GI 115.46+4.37  151.11£9.4  0.0000 94.68+5.92  131.15£10.6  0.0000

GII 116.53£3.70  119.43+2.18  0.0147 96.77+4.32  98.64+4.18 0.2397

GIL: Grupo de 5 ratones CD1 a los cuales se les administraron via oral 4 mg de
norfenefrina/peso del raton.GII: Grupo control de 5 ratones sin la administracién, Datos

son Promedio de 5 mediciones + DS, * T de student pareada.
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Cultivo e Identificacion de Helicobacter pylori

Se realiz6 la reactivacion de la cepa ATCC 43504 de H. pylori, la cual se sembrd en el
medio agar Brucella, el cual fue suplementado con suero bovino al 10% previamente
inactivado con calor, posteriormente se incubd por 15 dias en condiciones
microaerofilicas. Obteniendo crecimiento lento de colonias pequefias y transparentes

como gotas de rocio, a los 15 dias de incubacion (Figura 2).

Se preparo6 el medio para la prueba de ureasa, y debe ponerse especial cuidado en el
pH final del mismo, que debe ser 6.8+0.2. Como mencion6 Hernandez (2004) el rojo de
fenol es un indicador de pH bastante sensible, por lo que si el pH del medio no es el
adecuado, no podra hacerse la interpretacion de los resultados. Se utilizé el N,N,N,N-
tetrametil dihidrocloruro de p-fenilendiamina para la prueba de oxidasa, el cual debe ser
preparado al momento de utilizarse, ya que se oxida rapidamente. El indculo para esta
prueba y para la catalasa debe ser abundante, para que la observacion de la reaccion sea
adecuada. Los resultados obtenidos para esta cepa fueron ureasa, oxidasa y catalasa
positiva (Figura 3). Mientras que en la tincién de gram, pudimos observar bacilos curvos

gram negativos, con lo cual se identifico totalmente a la bacteria.

Inoculacion de Ratones

A partir de la cepa de H. pylori 43504 confirmada en agar Brucella, se prepararon los
in6culos en caldo Brucella para la infeccion de los grupos de estudio, los cuales fueron
ajustados segun la escala de McFarland. Los ratones se mantuvieron en ayuno sin agua
ni alimento por 12 horas para permitir una mejor absorcion de la suspension. Las
inoculaciones se realizaron por duplicado a los 0 y 7 dias para asegurar el

establecimiento de la infeccion, mediante el uso de sonda intragéstrica (Figura 4).
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Figura 2. Crecimiento de H. pylori en agar Brucella con suero bovino al 10%.
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Figura 3. Pruebas bioquimicas de Helicobacter pylori A) Ureasa, izquierda cepa ATCC
43504, derecha control negativo. B) Catalasa, arriba control negativo, abajo cepa ATCC

43504 C) Oxidasa, cepa ATCC 43504.
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Figura 4. Inoculacion de modelo murino con suspension de H. pylori.
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Evaluacion de la Presion Arterial en Ratones CD1 Infectados por H. pylori

Se midi6 la presion arterial a los grupos control y experimental antes de ser inoculados
con caldo Brucella estéril y con H. pylori (T=0), respectivamente, obteniéndose los
resultados mostrados en la Tablas III y IV. Donde los valores, tanto de la presion
sistolica como de la diastdlica para ambos grupos, estuvieron dentro de los valores
normales obtenidos en la estandarizacion de la medicion al inicio del estudio. Se
realizaron pruebas de normalidad con los valores obtenidos, y en base a que nuestros
resultados no son semejantes a la curva normal (no paramétricos), se decidio utilizar la
prueba de la suma de rangos de Wilcoxon, la cual se utiliza para comparar dos muestras
tomadas de poblaciones independientes. En esta prueba se evaluaron los resultados de
las mediciones a T = 0 donde pudimos observar que no hay diferencias significativas en
los valores de presion sistdlica al comparar los grupos (p= 0.8323) (Tabla V); por el
contrario si se observaron diferencias significativas en la presion diastolica (p= 0.0025),
esto puede deberse a varios factores individuales como son la edad, el peso, estrés, etc.
A los 15 dias después de la primera inoculacion, encontramos que los valores de presion
arterial fueron normales para el grupo control, mientras que el grupo experimental
mostr6é una incremento significativo en ambas presiones de 10-13 mmHg (p=0.0000) al
compararse con las mediciones obtenidas, antes de la infeccion con H. pylori (Figura Sy

6).

Ademas podemos decir que hay diferencias significativas al comparar ambos grupos
(control vs experimental) a los 15 dias (p=0.000) (Tabla V). Elevaciones similares se
han observado en otros estudios al inducir hipertension, mas no se han reportado
elevaciones por efecto de la infeccion por H. pylori en ratones como en el presente
estudio. Cholewa y Mattson (2001) describieron un incremento en la presion arterial de
40 + 3 mmHg al inyectar una dosis unica de sustrato de renina sintética en ratones
consientes de la cepa C57BL/6J, adicionalmente probaron la influencia de una

administracion intravenosa sostenida de sustrato de renina sintética donde observaron un
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Tabla III. Resultados de presion arterial de grupo control.

TIEMPO PRESION SISTOLICA PRESION DIASTOLICA
(dias) (mmHg) (mmHg)

M DS Min Max M DS Min Max
0 117.38 379 107.04 125.61 94.12 440 79.67 105.33
15 119.50 425 11046 13441 97.92  3.58 88.95 110.95
30 115.94 3.80 105.08 122.68 96.06 3.28 86.27 102.88
45 117.43 322 104.11 12121 9625  3.67 74.05 100.20
60 118.79 447 101.17 136.85 97.31  5.05 6891 119.50
75 117.54 3.61 107.4 124.63 97.13  3.15 85.04 104.11
90 116.88 3.57 108.99 122.68 97.69  3.20 90.42 103.37

*promedio de mediciones de 15 ratones

M= media

DS= desviacion estandar

36



Tabla IV. Resultados de presion arterial de grupo experimental.

TIEMPO PRESION SISTOLICA PRESION DIASTOLICA
(dias) (mmHg) (mmHg)
M DS Min Max M DS Min Max

0 117.05 4.61  102.15 124.14 96.61 3.78  83.82 106.55
15 130.16 4.56  118.28 139.30 107.52 4.94  97.02 118.52
30 123.83 537 1129 13636 100.93 432  90.66 109.97
45 119.81 3.45 11437 13294 9867 343  93.11 111.93
60 120.51 6.14 9922 148.09 99.12 725  69.16 137.1
75 119.72 3.14 11241 12757 98.74 456 7576 108.02
90 118.86 8.63 9091 13881 98.08 7.59 6324 11584

*promedio de mediciones de 15 ratones

M= media

DS= desviacion estandar
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Figura 5. Efecto de la infeccion por H. pylori sobre la presion sistolica. Se muestra

Media + DS, n=15. *p=<0.05. Wilcoxon.
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Tabla V. Comparacion de presion sistdlica y diastolica, entre grupos (Gl=grupo control,
G2= grupo experimental), en los diferentes tiempos A) T=0 (A1 sistdlica, A2 diastolica),

B) T=15, C) T=75 y D) T=90. Comparacion de medias, mediante prueba Wilcoxon.
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incremento significativo en la presion arterial de 119+5 mmHg hasta 129+6 mmHg al

administrar el sustrato por 3 dias.

La razén por la cual el grupo experimental presentd valores mayores de presion
arterial fue la presencia de la bacteria en el epitelio gastrico. Podemos postular que la
interaccion de la bacteria con las células de la superficie epitelial, puede haber producido
liberacion de mediadores pro inflamatorias (Bodger y Crabtree, 1998), las cuales fueron
liberadas hacia la vasculatura epitelial; este proceso inflamatorio puede haber conducido
a la remodelacion y engrosamiento de las paredes vasculares y producido asi la
elevacion de la presion arterial en el modelo animal. Las mediciones siguientes para el
grupo control se siguieron manteniendo normales hasta los 90 dias. Mientras que el
grupo experimental mantuvo elevaciones estadisticamente significativas hasta los 75
dias en ambas presiones. En cambio a los 90 dias, para la presion sistolica aun pudimos
obtener diferencias significativas (p=0.0110), al contrario de la presion diastolica donde
se perdi6 significancia (p=0.0596). Esto nos habla de un comportamiento de adaptacion,
ya que al finalizar los 90 dias, los valores de presion disminuyeron hasta dejar de

presentar diferencias con el grupo control (Tabla V).
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CONCLUSIONES

Podemos concluir qué: 1) El raton cepa CD1 es susceptible de presentar elevaciones en
la presion arterial, 2) al parecer H. pylori esta relacionado con hipertension arterial en el
modelo animal utilizado, al menos en tiempos cortos y 3) esto puede ser deberse a un

efecto de adaptacion.
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ANEXO

Pruebas bioquimicas para la identificacion de H. pylori.
Ureasa

Para esta prueba se utiliza un caldo con urea, la cual sera degradada por la bacteria, ya
que es capaz de producir la enzima ureasa. Esta degradacion produce amoniaco que hara
virar el color del indicador de amarillo a rojo, poniéndose asi de manifiesto la actividad
de la ureasa. El medio de cultivo para ureasa se prepard segun la formula descrita por
Goodwin (1997), el cual lleva: 60 g/L de urea, 0.012 g/L de rojo de fenol, 2 g/L de
KP,PO4, 1 g/L de peptona, 5 g/ de NaCl y 10 g/L de glucosa. Se esterilizd por
filtracion en acrodisc de poro 0.2 um. Se colocaron 3 mL del medio filtrado en un tubo

estéril y se refrigeraron hasta su uso. Este caldo puede sembrarse con crecimiento de un

medio de cultivo so6lido, con asa de aluminio. Se incub6 a 37°C durante 5 minutos como

minimo y 120 minutos como maximo; y se observo el desarrollo de la coloracion

(MacFaddin, 2003).

Catalasa

Se requiere la preparacion de una solucioén de agua oxigenada al 3% v/v y se coloco una
gota de la solucioén con un pipeta Pasteur en un portaobjetos limpio. Posteriormente se
tomo una placa de agar Brucella con crecimiento de 48 horas y con la ayuda de un
aplicador de madera estéril se tomaron una o dos colonias. La porcion de cultivo se
coloco sobre la gota de agua oxigenada, y se toma como prueba positiva si se observa la

produccién inmediata de burbujas (liberacion de gas) (Encinas y Fonseca, 2008).

Oxidasa

El reactivo de la oxidasa mas recomendado es la solucidon acuosa al 1% de diclorhidrato

de tetrametil-p-fenilendiamina (Reactivo de Kovacs). Este reactivo le confiere a las
47



colonias oxidasa positivas un color lavanda, que se oscurece de manera gradual a un
purpura-negruzco, pero también puede impartir color al medio circundante. Para esto se
tom6 un trozo de papel filtro Whatman no.l de 6 cm? en una placa de Petri,
posteriormente se agregaron 2-3 gotas de reactivo de Kovacs en el centro del papel, y
con una aplicador de madera estéril, se colocod una ansada de la colonia de el cultivo de
48 horas de Helicobacter pylori. El cultivo se extendio sobre el papel. La reaccion

positiva ocurre dentro de los 5 a 10 segundos (MacFaddin, 2003).

Tincion Gram

Se realiz6 una extension de colonias sobre un portaobjetos con un asa bacterioldgica
sobre una gota de solucion salina, se dejo secar y se fijo sobre la llama de un mechero de
Bunsen. Después se procedio a tefiir la extension con el primer colorante, la solucion de
cristal violeta, durante 1 minuto. Se retird el exceso de colorante y se aplico solucion de
lugol durante 1 minuto. Después se lavo con agua destilada y se decolord con alcohol
acetona de 96° por 30 segundos; se lavo con agua destilada y se aplico el colorante de
contraste safranina durante 1 minuto. Finalmente se lavé con agua, se dejo secar al aire y

se observo al microscopio (MacFaddin, 2003).
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