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Resumen

Objetivos: Evaluar la histopatologfa géstrica en pacientes colombianos con gastritis infectados con Helicobacter pylori CagA-positivo y su
asociacion a la integridad del islote de patogenicidad Cag (CagPAl) y el nimero de motivos EPIYA-C presentes en la proteina CagA. Métodos:
Se incluyé a 31 individuos con diagnéstico de gastritis. A partir de biopsias géstricas se aislo H. pylori CagA-positivo y se caracterizd, mediante
secuencia, la composicion de motivos EPIYA. La histopatologia fue evaluada segun el sistema Sidney actualizado. Los genes CagA, Cagl, Cagk
y Cagl0 fueron genotipificados mediante PCR y electroforesis en agarosa. Resultados: En total, 24 aislamientos (el 77% de los casos) portaban
CagPAl integro. De los aislamientos negativos para uno o mas genes del CagPAl, 7 de ellos (22%) fueron considerados como portadores de un
CagPAl defectuoso. No se observaron diferencias significativas en los promedios de densidad de H. pylori, el grado de inflamacién crénica ni la
presencia de atrofia glandular o de metaplasia intestinal entre aislamientos con el CagPAl integro, en comparacion con aislamientos con el CagPAl
defectuoso. Tampoco se observaron diferencias significativas en los parametros histopatolégicos entre los aislamientos con un motivo EPIYA-C
0 mas de un motivo EPIYA-C, ni en antro ni en cuerpo, excepto para la infiltracion por neutréfilos, que fue significativamente mayor en cuerpo
en aislamientos con mas de un motivo EPIYA-C (p=0,018). Conclusiones: No se hall6 asociacidn entre la diversidad en los factores de virulencia
CagPAl'y CagA de aislamientos colombianos, y los hallazgos histopatoldgicos en la gastritis, otros factores del hospedero o ambientales podrian
afectar las caracteristicas histopatoldgicas de la gastritis.
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Abstract

Objectives: To evaluate gastric histopathology in Colombian patients infected with CagA-positive Helicobacter pyloriand its association with the
integrity of Cag (CagPAl) pathogenicity island and the number of EPIYA-C motifs present in the CagA protein. Methods: Thirty-one (31) individu-
als diagnosed with gastritis were included in the study. Using gastric biopsies, CagA-positive H.pylori was isolated and EPIYA motif makeup was
characterized by sequencing. Histopathology was evaluated with updated Sydney system. The CagA, CagT, CagE and Cagl0 genes were genotyped
using PCR and agarose electrophoresis. Results: A total of 24 isolates (77% of cases) carried a complete CagPAl. Among the negative isolates for
one or more genes with CagPAl, 7 (22%) were considered to be carriers of a defective CagPAl. No significant differences were observed in H. pylori
density averages, degree of chronic inflammation, presence of glandular atrophy or intestinal metaplasia between isolates with complete CagPAl
and isolates with defective CagPAl. No significant differences were observed in the histopathological parameters between isolates with one EPIYA-
Cmotif and those with more than one EPIYA-C motif, neither in antrum nor in body, except for infiltration by neutrophils which was significantly
greater in bodies with isolates with more than one EPIYA-C motif (p=0.018). Conclusions: No association was found between the diversity of
virulence CagPAl and CagA factors in Colombian isolates and the histopathological findings in gastritis, or in other host or environmental factors

that could affect the histopathological characteristics of gastritis.

Key words: Helicobacter Pylori, gastritis, virulence factors, polymorphism, genetic

Introduccion

Helicobacter pylori (H. pylori) es un microorganis-
mo que coloniza de manera permanente la mucosa
gastrica humana, donde causa una respuesta in-
flamatoria aguda (1). La colonizacion persistente
de la mucosa gastrica induce gastritis y se asocia
al desarrollo de gastritis atréfica, tlcera péptica,
linfoma tipo MALT y adenocarcinoma géstrico (2).
El resultado clinico de la infeccién se ha asociado
a factores de virulencia de la bacteria, factores del
hospedero y factores ambientales (3).

Se ha demostrado en estudios epidemiolégicos
que la infeccion con cepas de H. pylori que portan
el gen asociado a citotoxina ( CagA) se asocia, por
su parte, a un mayor riesgo de desarrollar tlcera
péptica y cancer gastrico (4); sin embargo, en in-
dividuos con gastritis superficial hasta un 50% de
las cepas identificadas porta el gen CagA (5). El
gen CagA es uno de varios genes de un islote de
patogenicidad denominado CagPAI, de, aproxima-
damente, 40 kb (6). El CagPAI contiene 31 genes;
6 de ellos codifican un sistema de secrecion tipo
IV (SST4) que permite el transporte de moléculas
a través de la membrana bacteriana al interior de
la célula epitelial (7). El producto del gen CagA es
una proteina de entre 125 y 140 Kd, denominada
CagA (8). Durante la infeccién la proteina CagA
es directamente traslocada desde la bacteria hacia

el interior de la célula epitelial; via el SST4, se lo-
caliza en la membrana y es fosforilada en tirosinas
por cinasas de la familia src (SFKs) (9).

La proteina CagA fosforilada se une a la tirosina
fosfatasa SHP2 y desregula su actividad (10); la
enzima SHP2 activada altera vias que conducen a
motilidad celular incrementada y progresién del ci-
clo celular, caracteristicas de células transformadas,
y por tal razén se propone que la desregulacion de
SHP2 por CagA puede ser importante en el desa-
rrollo del cancer gastrico (11).

La proteina CagA es fosforilada en varios sitios
Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala (EPIYA), presentes en su
region C-terminal (12); esta regién de la proteina
presenta alta divergencia entre cepas, y en aisla-
mientos del hemisferio occidental estd compuesta
por combinaciones de 3 tipos de motivos EPIYA,
denominados A, B y C, definidos, a su vez, por la
secuencia de aminodcidos que los rodea (10). En
varios estudios se ha encontrado que en cepas con
mayor namero de motivos EPIYA-C se da una ma-
yor fosforilacion de CagA, y, por ende, sus efectos
celulares son mas intensos (13,14). En consecuencia,
el namero de motivos de fosforilacion EPIYA-C
puede considerarse como probable determinante
de virulencia de la proteina CagA, y podria ser
un marcador clinico para predecir el potencial de
virulencia de aislamientos de H. pylori.
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En el presente estudio se investiga la asociacién
potencial entre determinantes bacterianos de viru-
lencia y las manifestaciones histopatolégicas de la
infeccién en individuos colombianos con diagnés-
tico de gastritis. Especificamente, aislamientos de
H. pylori que provenian de pacientes con gastritis
se caracterizaron en relacién con la integridad de
islote de patogenicidad Cagy el naimero de motivos
EPIYA-C en la proteina CagA, y se analiz6 la posi-
ble asociacion de estos determinantes de virulencia
bacteriana a las caracteristicas histopatologicas de
la gastritis.

Métodos

En el grupo a cargo de la presente investigacion se
hizo un estudio que incluy6 evaluacién del islote
de patogenicidad Cag 'y caracterizacion de motivos
EPIYA de la proteina CagA de H. pylori para 151
aislamientos (15). Un porcentaje de dichos aisla-
mientos provenia de un estudio epidemiolégico
previo titulado: Helicobacter pylori: prevalencia
internacional, ulcera duodenal y neoplasia gastrica,
en el cual se hizo una caracterizacién completa de
la gastritis en todas las biopsias.

En el reporte actual se quiso evaluar en aquellos
aislamientos que se habian caracterizado molecu-
larmente (y de los cuales se tenia la informacién
sobre las caracteristicas histopatolégicas de la
gastritis, que eran, en total, 31) si existia relacién
entre la integridad del CagPAl y los polimorfismos
en el gen CagA con la severidad de la gastritis.
Se incluy6 en el presente estudio a 31 individuos
(edad promedio = 49,7 afios; rango: 30-80 afios),
con diagnostico de gastritis sin evidencia de en-
fermedad ulcerosa.

A todos los individuos reclutados en el estudio
Helicobacter pylori: prevalencia internacional, tilce-
ra duodenal y neoplasia gastrica se les tomaron 12
biopsias (5 del antro, 5 del cuerpo y 2 de la incisura
angularis). De las biopsias (de antro y cuerpo), 6
fueron fijadas en formalina e incluidas en parafina.
Se hicieron secciones de 3 pm, que fueron colorea-
das con hematoxilina-eosina. Los pardmetros histo-
patologicos de densidad de H. pylori, inflamacién
crénica, actividad de polimorfonucleares, atrofia
glandular y metaplasia intestinal fueron evaluados
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por dos patélogos con amplia experiencia en pato-
logia gastrica. Se emple6 una escala ordinal de 0 a
3, segtin los criterios establecidos en la clasificacién
actualizada de Sidney (16).

Con el propésito de evaluar la integridad del
CagPAl, las cepas de H. pylori se cultivaron por
3 dias en agar sangre suplementado con un 7% de
suero de caballo, Vitox al 1%, y suplemento selec-
tivo de Campylobacter, a 37 °C, en atmosfera de
CO, al 10%. Se obtuvo ADN genémico de H. pylori
a partir de cajas de cultivo de cada aislamiento,
mediante el método de extraccion con DNAzol
(Invitrogen), segtn instrucciones del fabricante.

Para determinar la integridad del CagPAI se eva-
lué la presencia de los genes CagA, CagT, CagE, y
Cagl0, mediante reacciones de PCR. Las reacciones
se realizaron en un volumen de 25 pl con Tris 10
mM, KC1 50 mM, MgCl, 1,5 mM, 200 sM dNTPs,
25 pmol de iniciadores, 100 ng de ADN genémico
de H. pyloriy 1U de Taq polymerase. Se emplearon
condiciones de PCR descritas en estudios previos
(17,18). Los productos de PCR fueron analizados
mediante electoforesis en gel de agarosa. Como
control positivo de la integridad del CagPAI se em-
pled ADN de la cepa NCTC 11637, y como control
negativo ADN, la cepa 3063.

La asociacién entre el diagnéstico global y el
namero de motivos EPIYA se evaludé mediante la
prueba de ¥%; se emple6 la prueba exacta de Fisher
cuando fue necesario. Las diferencias entre los pa-
rametros histologicos, segin la combinaciéon EPIYA
y la integridad del CagPAlI, fueron analizadas con
la prueba de Mann-Whitney.

Resultados

Se incluyeron en el estudio 31 aislamientos pro-
venientes de pacientes con diagnoéstico global de:
gastritis no atrofica (n=12), gastritis atrofica (n=8)
y gastritis atréfica con metaplasia intestinal (n=11);
todos ellos, positivos para el gen CagA, y a los cuales
se les caracterizé en un estudio previo la composi-
ci6n de motivos EPIYA en la regién carboxiterminal
de la proteina CagA (15). En la figura 1 se presenta
la distribucion de las diferentes combinaciones de
motivos EPIYA; la combinacién ABC fue la mas
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Figura 1. Combinaciones de motivos EPIYA de la proteina CagA
de los 31 aislamientos de H. pylori incluidos en el presente estudio.
Todos los aislamientos portaban de 2 a 5 motivos EPIYA del tipo
Occidental (A, By C).

comin, con el 54,8%, seguida de la ABCC (32,3%).
De cada paciente se disponia de biopsias de cuerpo
y antro, cuyos parametros histopatologicos fueron
evaluados de acuerdo con el sistema de clasificacién

de Sidney (16).

De los 31 aislamientos CagA positivos incluidos
en el estudio, 27 (87%) fueron positivos para el gen
CagE; otros 26 (83%), positivos para el gen CagT;
y 24 (77%), positivos para el gen Cagl0. En total,
24 aislamientos (77%) fueron positivos para los 4
genes del CagPAI analizados por PCR, por lo cual
se predijo que portarian un islote de patogenicidad
integro. Los 7 aislamientos restantes que resultaron
negativos para 1 o mas genes del CagPAI (22%)
fueron considerados como portadores de un CagPAI
defectuoso o incompleto.

Se observé una mayor proporciéon de cepas
con més de un motivo EPIYA-C en pacientes con
diagnéstico de gastritis atrofica (7/19; 36,8%), en
comparacion con las cepas provenientes de gastritis
no atrofica (3/12; 25,0%); sin embargo, tal diferen-
cia no fue estadisticamente significativa (P > 0,05
prueba exacta de Fischer).

No se observaron diferencias en la frecuencia de
cepas con el CagPAI integro segtn el diagnostico
global; la mayoria de los aislamientos, tanto de
gastritis no atrofica (3/12; 75,0%) como de gastritis
atrofica (15/19; 78,9%) portaba un islote de pato-
genicidad integro.

En la figura 2 se presentan los pardmetros histo-
logicos evaluados en los pacientes con diagndstico
de gastritis segan el estatus del CagPAI (integro o
defectivo). En la tabla 1 se reportan los valores de
promedio y de mediana de densidad de H. pylori,
de infiltracién por neutréfilos, de inflamacién, de
atrofia glandular y de metaplasia intestinal, luego
de subdividir a los pacientes segtn si la cepa de
H. pylori aislada de la biopsia portaba o no el islote
de patogenicidad integro. No se observé relacién
entre el estatus del CagPAl y el grado de infiltra-
cién por mononucleares o por polimorfonucleares
neutréfilos.

La densidad de H. pylori fue notoriamente ma-
yor en las biopsias de antro para aislamientos con
el CagPAI integro que en aislamientos con CagPAlI
defectuoso. En cuerpo, las densidades de H. pylori

Tabla 1. Relacion entre los hallazgos histopatoldgicos en las biopsias gastricas y la integridad del CagPA/

Estatus CagPAl

integro (n=24)

Defectuoso (n=7)

Parametros Localizacién g p Y4 P
Media + DE Mediana Media + DE Mediana
(rango) (rango)
R R Antro 1,87 £1,05 2(0-3) 1,14+ 1,06 2(0-2) -1,49 0,13
Densidad H. pylori
Cuerpo 2,17 £ 0,87 2(0-3) 1,85+ 1,06 2(0-3) -0,75 0,46
., , Antro 2,21 +0,95 2(0-3) 2,00+ 1,15 2(0-3) -0,61 0,63
Infiltracion por neutrdfilos
Cuerpo 2,26 +£0,86 2(0-3) 2,57 +£0,33 3(2-3) -1,40 0,16
L, L. Antro 2,26 £ 0,54 2(1-3) 2,14 £0,37 2(2-3) -0,42 0,70
Inflamacién crénica
Cuerpo 2,04+0,37 2(1-3) 2,28 +0,49 2(2-3) -0,73 0,53
Antro 0,80+ 0,93 1(0-3) 0,57 +0,78 0(0-2) -0,55 0,58
Atrofia glandular
Cuerpo 0,21 £ 0,67 0(0-3) 0,14+ 0,87 0 (0-1) -0,04 0,97
. . Antro 0,65 £ 1,07 0(0-3) 0,57 £1,13 0(0-3) -0,12 0,90
Metaplasia intestinal
Cuerpo 0,17 +0,65 0(0-3) 0 0 -0,79 0,43

2Mann-Whitney.
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Figura 2. Parametros histologicos determinados en biopsias de
antro y de cuerpo agrupados segun la integridad del CagPAl en las
cepas de H. pylori aisladas de pacientes con diagndstico de gastritis.
Patrones: blanco=negativo, gris claro=leve, gris oscuro=moderado,
negro= severo.
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fueron ligeramente mayores para aislamientos con
el CagPAI integro que con el CagPAI defectivo. En
antro y en cuerpo, la atrofia glandular y la meta-
plasia intestinal fueron ligeramente mayores para
aislamientos con el CagPAI integro; sin embargo las
diferencias observadas no alcanzaron significancia
estadistica.

En la figura 3 se presentan los pardmetros histo-
logicos evaluados en los pacientes con diagnéstico
de gastritis segtin el namero de motivos EPIYA-C
en CagA. En la tabla 2 los valores de promedio y de
mediana de la densidad de H. pylori, de infiltracion
por neutréfilos, de inflamacion, de atrofia glandu-
lar y de metaplasia intestinal son reportados luego
de subdividir a los pacientes segtn si la cepa de
H. pylori aislada de la biopsia portaba uno o mas
de un motivo EPIYA-C en la region C-terminal de
la proteina CagA.

El nimero de biopsias, tanto en antro como en
cuerpo, con densidad de H. pylori severa fue mayor
para aislamientos con un motivo EPIYA-C. No se
observaron diferencias en los promedios de densidad
de H. pylori, ni en el grado de inflamacién crénica,
ni en la presencia de atrofia glandular o de meta-
plasia intestinal entre aislamientos con un motivo
EPIYA-C o mas de un motivo EPIYA-C, ni en antro
ni en cuerpo. Se observo una mayor infiltracion por
neutréfilos en aislamientos con més de un motivo
EPIYA-C en cuerpo. Esta ultima diferencia fue
significativa estadisticamente (p = 0,018).

Discusion

La colonizacién de la mucosa gastrica con H. pylori
afecta a la mitad de la poblacién mundial (19). En
todos los individuos infectados la bacteria causa
gastritis crénica activa, la cual progresa a dlcera
péptica, a linfoma MALT o a cancer gastrico en
un 10%-20% de los individuos infectados (20-22).

Si bien el papel de la colonizacién persistente de
la mucosa gastrica con H. pylori en la patogénesis
del cancer gastrico ha sido confirmado en multi-
ples estudios de casos y controles (23), asi como
en modelos animales (24), los factores capaces de
determinar que un subgrupo de individuos desarro-
lle enfermedad gastroduodenal grave, mientras la
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Tabla 2. Relacion entre los hallazgos histopatoldgicos en las biopsias géstricas y el nimero de motivos EPIYA en la proteina CagA de H. pylori

# EPIYA-C
Parametros Localizacion 1(n=21) - >1 (n=10) - Y4 P
Media+DE  Mediana . jia pg Mediana
(rango) (rango)
) ) Antro 1,66 + 1,19 1,0 (0-3) 1,70+0,82  2,00(0-3)
Densidad H. pylori
Cuerpo 2,10+ 0,98 2,5(0-3) 2,02 +0,81 2,00 (0-3) -0,63 0,55
., , Antro 2,15+0,48 2,0(0-3) 2,20£1,03 2,50 (0-3) -1,90 0,88
Infiltracién por neutrdfilos
Cuerpo 2,10 £ 0,85 2,0 (0-3) 2,80+042  3,00(2-3) -2,37 0,018
., L. Antro 2,10+ 0,48 2,0(1-3) 2,40 £ 0,51 2,00 (2-3) -1,26 0,20
Inflamacidn crénica
Cuerpo 2,05+0,39 2,0(1-3) 2,20+ 0,42 2,00 (2-3) -9,51 0,55
Antro 0,85+ 0,98 1,0 (0-3) 0,55+0,68  0,25(0-2) -0,66 0,51
Atrofia glandular
Cuerpo 0,25+0,71 0,0 (0-3) 0,10 £0,31 0,00 (0-1) -0,41 0,68
. X Antro 0,65+ 1,08 0,0 (0-3) 0,60 = 1,07 0,00 (0-3) -0.41 0,68
Metaplasia intestinal
Cuerpo 0,20 + 0,69 0,0 (0-3) 0 0 -1,02 0,309

2Mann-Whitney.

mayoria permanece en un estado de portador, no
han sido establecidos.

El islote de patogenicidad CagPAI es conside-
rado como el principal factor genético de H. pylori
asociado al desarrollo de tlcera péptica o de can-
cer gastrico, y aunque las cepas CagPAI positivo
se encuentran muy a menudo en individuos que
desarrollan céncer, en su gran mayoria, los indivi-
duos colonizados por cepas portadoras del CagPAI
permanecen asintométicos. El gen CagA, localizado
en un extremo del CagPAI, es considerado como
marcador de la presencia del CagPAI En muchos
estudios se ha observado que la presencia de CagA

se asocia a mayor riesgo de gastritis atrofica (25),
de tlcera duodenal (26) y de cancer (4).

En Colombia, un pais con alta incidencia
de céncer gastrico, entre el 72% y el 90% de
los aislamientos de H. pylori porta el gen CagA
(5,27,28). Si bien se asume que el gen CagA es
marcador de la presencia del CagPAI completo,
en la presente investigacion se hallé que solo el
87% de los aislamientos CagA positivos portaba
un CagPAI completo. Tales resultados muestran
que la presencia del gen CagA no garantiza que los
genes criticos dentro del CagPAI estan intactos,
y refuerzan reportes previos, los cuales sefialan
que la presencia del gen CagA no es un marcador
adecuado de integridad del CagPAI (29-31), y que
para identificar cepas con mayor virulencia es
necesario identificar la presencia de un CagPAI
funcional (29).

Varios genes del CagPAI codifican proteinas
que incrementan la virulencia de la cepa mediante
el aumento de los niveles de IL-8 secretados por
las células epiteliales gastricas (32), lo que causa
infiltracién de polimorfonucleares neutréfilos, y
lleva, a su vez, a una actividad inflamatoria mas
pronunciada.

La relaciéon entre los genotipos de H. pylori
y la respuesta inflamatoria varia segtn la region
geografica: en paises occidentales se ha encontrado
que la infeccion con cepas CagA positivas se aso-
cia a mayor severidad en la inflamacién gastrica,
mientras que en cepas asiticas no se aprecia dicha

diferencia (33).

En el presente estudio no se demostré asocia-
ciéon entre el estatus del CagPAI y los hallazgos
histopatologicos de la gastritis. Aunque la densidad
de H. pylori, el grado de la atrofia glandular y la
metaplasia fueron mayores en pacientes infectados
con cepas con el CagPAI intacto, en un estudio
previo Hsu et al. reportan hallazgos similares a los
del presente estudio en cepas colombianas (29).
Ello sugiere que, si bien el CagPAI puede estar
involucrado en el establecimiento de las enfer-
medades gastroduodenales asociadas a H. pylori,
otros factores importantes para la patogenicidad,
como variaciones en la produccién de acido, la
genética del individuo infectado, el consumo de
alcohol, el tabaquismo y otros factores de viru-
lencia de H. pylori pueden afectar los hallazgos
histopatoloégicos.
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Figura 3. Parametros histolégicos determinados en biopsias de
antroy de cuerpo agrupados segun el nimero de motivos EPIYA-C
presentes en las cepas de H. pylori aisladas de pacientes con diag-
nostico de gastritis. Patrones: blanco=negativo, gris claro=leve, gris
oscuro=moderado, negro= severo.
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La diversidad en el nimero de motivos de
fosforilaciéon EPIYA en la proteina CagA ha sido
sugerida como un factor importante en la patogé-
nesis por H. pylori. En tal sentido, la caracterizaciéon
de los motivos EPIYA de aislamientos clinicos de
H. pylori podria brindar herramientas predictivas
de la patogénesis de H. pylori.

En los aislamientos evaluados la combinacién
ABC fue la mas habitual, con un 54,8%, seguida de
la ABCC, con un 32,3%; una distribucién similar a

la reportada en estudios previos para aislamientos
colombianos (15,34,35).

En los casos de gastritis atréfica, la presente
investigacion hallé una mayor frecuencia de cepas
con la combinacién ABCC, en comparacién con
los casos de gastritis no atrofica; sin embargo, tal
diferencia no fue significativa. En algunos estudios
se ha asociado la presencia de un mayor ntimero de
motivos EPIYA-C a lesiones géstricas mas severas
(35,36), mientras que en otros, incluyendo el tra-
bajo previo de este grupo, no se ha confirmado tal
asociacion (15,37).

No se observo relacion entre la diversidad en los
motivos EPIYA y la histopatologia de la gastritis,
excepto la actividad de polimorfonucleares neutro-
filos en cuerpo, que fue significativamente mayor
para aislamientos con méas de un EPIYA-C; dicho
resultado concuerda con los hallazgos de Argent
et al., quienes encuentran que las cepas con mas de
un motivo EPIYA-C producen mayores niveles de
IL-8, lo cual podria explicar el mayor grado
de actividad de polimorfonucleares neutréfilos
observado (14); sin embargo, en otros estudios no
se reporta asociacion entre un mayor namero de
motivos EPIYA-C y los niveles de IL-8 (38,39).
Esta investigacién no hall6 estudios previos
que evalten dicha asociacién en aislamientos
colombianos.

En conclusion, los resultados del presente
estudio sugieren que no hay asociacién entre la
diversidad en los factores de virulencia CagPAl y
CagA de aislamientos colombianos y la severidad
de los hallazgos histopatolégicos. Otros factores
del hospedero o ambientales podrian afectar las
caracteristicas histopatolégicas de la gastritis; sin
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embargo, no se puede excluir la posibilidad de que
la ausencia de asociacién observada obedezca al
pequefio tamafio muestral.
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