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RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria asociada con el desarrollo de enfermedades
gastroduodenales como gastritis cronica, ulceras pépticas, linfoma tipo MALT vy
cancer gastrico. El desarrollo de cancer gastrico asociado con la bacteria, se ha
relacionado fuertemente con el factor de virulencia CagA, una proteina que
presenta sitios de fosforilacion EPIYA que estan relacionados con la capacidad
oncogénica de la proteina. El objetivo de este estudio fue determinar los motivos

EPIYA presentes en la proteina CagA en aislamientos de Helicobacter pylori.

Se analizaron 85 aislamientos de H.pylori cagA positivos y mediante PCR se
amplifico la region 3’ del gen cagA. Los productos de PCR fueron secuenciados y
finalmente analizados con herramientas bioinformaticas. Adicionalmente para
confirmar la prediccién sobre el numero de repeticiones EPIYA basados en el
tamafo del producto de PCR se realizé re-amplificacion y posterior analisis de

secuenciacion.

Se observé que el tamafio de los productos de PCR oscilé entre 400pb - 700pb.
58 de los 85 aislamientos (68,2%) presentaron Unicas bandas y 27 aislamientos
(31,8%) dos o méas bandas. La cepa de referencia NCTC11637 presento Unica
banda de 500pb.

Los aislamientos presentaron la siguiente distribucion EPIYA: 7/85 AB (8,2%),
34/85 ABC (40%), 26/85 ABCC (30,6%) y 18/85 ABCCC (21,2%), sin embargo en
27 aislamientos existio coinfeccion con diferentes genotipos de cagA entre los mas
predominantes: 7 ABC-ABCC (26%) y 6 ABCC-ABCCC (22,2%).



Se identificd que todos los aislamientos poseen cagA de origen occidental siendo
el motivo EPIYA ABC el méas predominante (40%), sin embargo 51,8% de los
aislamientos presentaron multiples repeticiones EPIYA-C: 26/85 ABCC (30,6%) y
18/85 EPIYA-ABCCC (21,2%), indicando que la mitad de poblacion de Bogota-
Colombia infectada con Helicobacter pylori cagA positivo tiene un alto riesgo de

desarrollar cancer gastrico

Palabras claves: Helicobacter pylori, proteina CagA y motivo EPIYA



ABSTRACT

Helicobacter pylori is a bacterium associated with the development of gastro
duodenal diseases such as chronic gastritis, peptic ulcers, MALT lymphoma and
gastric cancer. The development of gastric cancer associated with H.pylori has
been strongly related with the virulence factor CagA, protein having EPIYA
phosphorylation sites, which are related with the oncogenic capacity of the CagA
protein. The objective in this study, was to determine EPIYA motif present in the

CagA protein in Helicobacter pylori isolates

85 cagA-positive Helicobacter pylori strains were analyzed and to amplify the 3
'region of cagA gene by PCR. The PCR products obtained were sequenced and
finally analyzed with bioinformatic tools, additionally to confirm this prediction about
the number of EPIYA repeats, based upon size of the PCR amplicons, we perform

re-amplification and subsequent sequencing analysis

We observed PCR products ranging in size between 400 bp to 700 bp. 58 of 85
Helicobacter pylori isolates (58, 2%) were observed a single band PCR product
and 27 isolates (31, 8%) showed two or more bands. The reference strain NCTC
11637 exhibited to single band with size of 500 bp.

The Isolates showed the following distribution EPIYA: 7/85 AB(8,2%), 34/85
ABC(40%), 26/85 ABCC(30,6%) y 18/85 ABCCC (21,2%), however observed
coinfection with different cagA genotypes in 27 isolates among the most
predominant: 7 ABC-ABCC(26%) y 6 ABCC-ABCCC(22,2%).

We identified that all isolates were the Western cagA type being the most
predominant EPIYA-ABC motif (40%), however 51, 8 % of isolates shown multiples
EPIYA-C repetitions: 26/85 ABCC (30,6%) y 18/85 EPIYA-ABCCC(21,2%)



indicating that half of the population of Bogota- Colombia infected with cagA

positive Helicobacter pylori have higher risk of cancer gastric.

Key words: Helicobacter pylori, CagA protein and EPIYA motif



1. INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H.pylori) es una bacteria Gram negativa, patdgena capaz de
colonizar el epitelio gastrointestinal y subsistir en el ambiente acido del estbmago
(1). Esta bacteria causa enfermedades gastroduodenales como gastritis cronica,
ulceras pépticas y estd asociada a linfomas tipo MALT y cancer gastrico (2).De
acuerdo a las estadisticas arrojadas por Globocan en el 2012 la incidencia de
cancer gastrico a nivel mundial es del 6,8% con 951,594 casos, siendo este el
cuarto cancer mas comun y la segunda causa de muerte por cancer mas frecuente

a nivel mundial (3).

El cancer gastrico es una enfermedad multifactorial, donde estan involucrados
antecedentes genéticos, factores ambientales y la infeccién por H.pylori. Dentro
de las caracteristicas atribuidas al microorganismo se encuentran los factores de
virulencia, entre los cuales el mas estudiado e importante es la proteina CagA (4-
5).

CagA es una proteina altamente polimérfica, inyectada al interior de la célula
epitelial gastrica a través del sistema de secrecion tipo IV, una vez liberada
intracelularmente en la membrana plasmaética, esta es fosforilada por medio de la
familia de las Src quinasas en residuos de tirosina en los motivos denominados
EPIYA (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala) localizados en la regién carboxi-terminal de la proteina
(36). Luego de ser fosforilada, CagA interactia con la tirosina fosfatasa (SHP-2)
una oncoproteina que se ha visto asociada a procesos malignos en humanos
causando de esta manera que se generen cambios morfolégicos en la célula
epitelial (7, 34).

En la proteina CagA existen 4 segmentos peptidicos EPIYA (A, B, C, D) que se
combinan contribuyendo al polimorfismo de esta proteina, en donde los
segmentos A y B estan presentes en todos los aislamientos, el segmento C se

encuentra en cepas de origen occidental y el segmento D en las asiaticas (6),
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dicho segmento D presenta una alta afinidad de union a la proteina SHP-2 a

diferencia del segmento C, presentando asi una mayor actividad morfogenética

(8).

Sin embargo existen variaciones de la proteina las cuales se relacionan con el
namero de segmentos y con sus repeticiones en CagA, encontrando que en la
proteina CagA occidental, el nimero de repeticiones EPIYA-C se correlaciona
directamente con los niveles de fosforilacidon de la tirosina, es decir que las
proteinas CagA occidentales con mayor niumero de repeticiones EPIYA-C son
biolégicamente mas activas que las que poseen un menor numero de repeticiones
(8). Debido a que son pocos los estudios realizados en Bogota que determinen los
sitios de fosforilacion EPIYA, el objetivo de este estudio fue determinar los motivos

EPIYA presentes en la proteina CagA en aislamientos de Helicobacter pylori.
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En 1994, Helicobacter pylori fue clasificado como carcinégeno tipo | por la Agencia
Internacional de Investigaciones del Cancer y es considerado como un factor
primario para el desarrollo de cancer gastrico (CG), siendo este el cuarto cancer
mas comun, la segunda causa de muerte por cancer mas frecuente a nivel

mundial y la primera causa de muerte por cancer en Colombia (3).

El cancer gastrico producido por la bacteria es atribuido a uno de sus factores de
virulencia: la citotoxina CagA, la cual es una proteina que es inyectada al interior
de la célula gastrica a través de un sistema de secrecion tipo IV. A nivel
intracelular la citotoxina activa vias de sefializacion que se reflejan en alteraciones

en la estructura celular, uniones epiteliales, diferenciacion celular entre otros (15)

CagA puede dividirse en dos tipos de acuerdo a los sitios de fosforilacion EPIYA:
occidental (EPIYA-C) y oriental (EPIYA-D), encontrdndose que poblaciones que
expresan una alta incidencia de cancer gastrico estan estrechamente relacionadas
con el CagA de tipo oriental y por el contrario las poblaciones de Africa, Asia del
Sur y Europa que expresan una baja incidencia de cancer gastrico estan

relacionadas con el CagA de tipo occidental (12).

En Colombia la prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori es del 80% al
90% Yy el cancer gastrico es la primera causa de muerte por cancer en el pais (2).
A pesar de estas estadisticas, existen pocos estudios realizados en Colombia que
profundicen en el conocimiento de los factores de virulencia de la bacteria y su
relacion con el desarrollo de cancer gastrico, por lo tanto en este estudio se
analizé el origen y la distribucién de los motivos EPIYA presentes en la proteina
CagA de aislamientos colombianos procedentes de la ciudad de Bogota.
Adicionalmente se describid la circulacion actual de los aislamientos presentes en
la poblacién estudiada, contribuyendo de esta manera al conocimiento de la

carcinogénesis gastrica en la ciudad de Bogota.
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3. MARCO TEORICO

Helicobacter pylori es una bacteria que pertenece a la subdivision Proteobacteria,
orden Campylobacteriales y a la familia Helicobacter, es patégena, Gram
negativa, mide de 2-4 ym de largo y de 0,5 a 1 ym de ancho, posee de 4-8
flagelos polares, es microaerofilica (5% de oxigeno, 10% dioxido de carbono) y
crece de 3-5 dias a una temperatura de 37°C observandose en el cultivo colonias

pequefias, brillantes y translicidas que son catalasa, oxidasa y ureasa positiva (9).

La prevalencia de la infeccion por Helicobacter pylori a nivel mundial se encuentra
entre el 50% y el 90%, la cual varia entre paises desarrollados y paises en via de
desarrollo, siendo los paises en via de desarrollo quienes presentan una mayor
prevalencia de la infeccion (70-90%). En el caso de Colombia la prevalencia de
infeccion por Helicobacter pylori es alta (80% al 90%) (Figura 1), en la cual mas
del 50% de la poblacién se encuentra infectada a los 10 afios de edad, mientras
gue en los paises desarrollados solo del 5% al 10% de los nifios estan infectados
a los 10 afios de edad (10).

30%5770%  709%
0,
40%30% 504,70% 80%; _50%
g 90% 70%
70% - 70%
0,

2:. 80% A
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Figura 1. Prevalencia de la infeccion por Helicobacter a nivel mundial.
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A patrtir del descubrimiento de la infeccion por H. pylori en 1983 por los médicos
australianos Barry Marshall y Robin Warren de un cultivo de mucosa géstrica (5)
se ha fomentado un gran interés acerca de realizar estudios relacionados con este
microorganismo patogeno de los cuales se han estudiado sus vias de trasmision y
aunque del todo aln no se conoce cudl es la principal via, se han descrito estudios
encontrando que las posibles vias de trasmision son oral- oral, fecal-oral aunque
también se ha encontrado que ingerir agua contaminada es una fuente potencial

de transmision (11).

Helicobacter pylori coloniza el epitelio gastrico y causa enfermedades
gastroduodenales como gastritis crénica, ulceras pépticas y se asocia a linfomas
tipo MALT y cancer géstrico (1). Se estima que los pacientes con H. pylori positivo,
el 100% desarrollan gastritis cronica, del 10 al 20% ulcera péptica y del 1-2%
cancer gastrico (2).

El cancer gastrico es una enfermedad multifactorial en donde estan involucrados
antecedentes genéticos (polimorfismos IL-1B-511T, TNF-308 y IL-1RN*2/*2),
factores ambientales (dieta-adicion de sal, tabaquismo), ubicacion geogréfica y la
infeccién por H.pylori. Dependiendo el area geografica, existen diferencias entre la
incidencia de cancer gastrico y la infeccion por Helicobacter pylori (12), en donde
se observa que en las poblaciones del Este de Asia la prevalencia de la infeccion
por Helicobacter pylori es del 50-80% y la incidencia por cancer gastrico es de
73,6/100.000 habitantes, a diferencia de lo encontrado en Africa donde la
prevalencia de la infeccion por H.pylori es alta (79-90%) pero la incidencia de
cancer gastrico es de 2,8/100.000 habitantes (Globocan, 2012) dando origen al
enigma africano: el cual existe una alta prevalencia de la infeccion pero una baja
incidencia de cancer gastrico (Figura. 2) (13). Esto puede ser explicado segun
Correa P et al.,, 2010 a la presencia de aislamientos CagA positivos de origen
occidental con un EPIYA ABC con raras repeticiones del segmento C y también
puede deberse al parasitismo intestinal por helmintos, el cual modifica la respuesta

inmune a la infeccion por Helicobacter pylori hacia una reaccion de tipo

18



antiinflamatorio mediado por células T ayudadoras tipo 2 (Th2), contrastando con
la respuesta inmunologica en ausencia de helmintos que es de tipo proinflamatorio
(Thl), este tipo de respuesta Thl estd asociado con mayor grado de atrofia
gastrica, debido a que genera una respuesta inflamatoria mediada por
interleuquina 1 (IL-1) , interferon gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa
(TNF- a), a diferencia de la respuesta Th2 la cual esta mediada por la produccion
de IL-4, IL-6, IL-10 y IL-13.

Incidencia de Cancer gastrico - Prevalencia de la infeccion por -
(& casos/100.000 habitantes) Helicobacter pyiori (%)

Jfliana Rodriguez £

Figura 2. Distribucion mundial de la incidencia de cancer géastrico y la prevalencia
de la infeccion por H.pylori

CagA es una proteina polimérfica, altamente inmunogénica, tiene un peso
molecular de 120-140 KDa, presenta una diversidad estructural compuesta por
una region N-terminal, C-terminal y una region de repeticion EPIYA. Esta
codificada por el gen cagA, el cual se encuentra localizado en el extremo de la isla

de patogenicidad cag (cagPAl), la cual esta constituida por un segmento de ADN
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de 40-Kb, por un contenido de G+C del 35% y patrticipa en la capacidad infecciosa
de la bacteria. cagPAl esta rodeada por secuencias de repeticiones directas (DR),
por secuencias de insercion y adicionalmente esta constituida por dos regiones
cagl y cagll, en la cuales en la region cagl se encuentra el gen cagA y en la regién
cagl y cagll se encuentran genes que codifican para el sistema de secrecion tipo
IV (7,8) (Figura 3)

DR | cag | DR
cag Il cagA
- J
Y

Codifica sistema de secrecion tipo IV
Jliana Rodriguez §-... Modificado de fArévalo Zalvis, 2072
Figura 3. Isla de patogenicidad (cagPAl).

El sistema de secrecion tipo IV inyecta CagA en las células epiteliales gastricas
del hospedador (7,12). Su morfologia se ha observado a través de micrografia
electrénica y se ha visualizado que es un organelo filamentoso localizado en un
polo de la superficie bacteriana y es conocido como una jeringa molecular que

inyecta la citotoxina CagA en la célula epitelial gastrica (Figura 4) (14).
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oBackettdl et al 2008.

Figura 4. Micrografia del sistema de secrecion tipo IV

El sistema de secrecion tipo IV esta compuesto por proteinas que se ensamblan
para formar dicho sistema, como primera medida se encuentra a nivel de
membrana interna la proteina chaperona (CagF), a nivel de peptidoglucano la
proteina (CagE) y a nivel de membrana externa se encuentran proteinas que
hacen parte del pili (CagC y CagL). Una vez ensamblado el sistema de secrecion
tipo 1V, para que CagA pueda transportarse a la célula epitelial, se requiere que el
sistema de secrecion tipo IV interactie con un receptor en la célula huésped
llamada la integrina a5B1. Posteriormente dicha integrina interactia con la
proteina CagL, causando la inyeccion del SSTIV en la célula gastrica, abriendo un
poro y finalmente la proteina CagA es translocada en la célula epitelial gastrica
(Figura 5) (14, 15).
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Jliana Rodriguez §- cflodificado de Steffen PBackert et al 2008.

Figura 5. Ensamblaje y organizacion de proteinas que conforman el sistema de
secrecion tipo IV

Una vez CagA se encuentra en la célula epitelial gastrica, esta es fosforilada por la
familia de las Src quinasas y dicha fosforilacidén se lleva a cabo en los residuos de
tirosina en los motivos denominados EPIYA (Glu, Pro, lle, Tyr, Ala). CagA puede
variar de tamafo entre las distintas cepas de H. pylori, esta variacién proviene de
la presencia de numeros de repeticiones del motivo EPIYA. Existen cuatro
segmentos EPIYA distintos (A, B, C, D) cada segmento estd rodeado por una
secuencia de aminoacidos, 32 aminoacidos, 40 aminoé&cidos, 34 aminoacidos y 47
aminoacidos respectivamente (Figura 6a) (6). La proteina CagA que contiene
EPIYA-A y EPIYA-B seguida por repeticiones de EPIYA-C es frecuente en cepas
de H. pylori aisladas de pacientes occidentales, mientras que la proteina CagA
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que contiene EPIYA-A y EPIYA-B seguida por EPIYA-D es frecuente encontrarlo

en cepas aisladas de pacientes asiaticos (Figura 6b) (16).

a
(a) - SPVAA EPIYA (32 amino acids)
- EPIYAB : EPIYA (40 amino acids)
CD EPIYA.C EPIYA (34 amino acids)
Gj EPIYAD EPIYA (47 amino acids)
|
(b) 'A N-terminal region EPIYA-ropoat region C-terminal tail
( - B J
lostern CagA EPIYAA EPIYAB
- Graeh
~
EPIYA segment l EPTYA mott
-’ - -
ervaA  Eriva8 (EPrvao
J
d[atake#ama d't 2010

Figura 6. Anatomia molecular de la regién EPIYA que contiene CagA.
(a) Secuencias de aminoacidos de cada motivo EPIYA.
(b) Subdivisién de CagA: occidental y oriental

Las proteinas CagA de origen occidental presentan diferentes combinaciones, en
donde el 66,5% presentan un EPIYA ABC, un 20,3% un EPIYA ABCC y un 4,0%
un EPIYA ABCCC (Figura 7a), dichas repeticiones se correlacionan con los
niveles de fosforilacién de la tirosina, es decir que las proteinas CagA occidentales
con mayor numero de repeticiones EPIYA-C, presentan mayor fosforilacion,

cambios morfologicos mas pronunciados en las células epiteliales y finalmente
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mayor incremento en el riesgo de cancer gastrico a diferencia de las que poseen
un menor numero de repeticiones EPIYA-C (8). En la literatura se encontraron 5
estudios que evaluaron el riesgo de desarrollar cancer segun el numero de
repeticiones EPIYA-C. Dos de estos estudios fueron realizados en Europa por
Basso et al., 2008 y Ferreira et al 2012, quienes reportaron que el riesgo para
desarrollar cancer gastrico con 2 0o mas repeticiones EPIYA-C fue de 32 y 51
veces mas, respectivamente. Los 3 estudios restantes fueron realizados en el
continente Americano, por Anaya F et al 2014 (México), Batista S et al., 2011
(Brasil) y Quiroga et a 2010 (Colombia) reportando riesgos para desarrollar cancer
gastrico de 5.9, 3.8 y 12 con las siguientes repeticiones: 2 EPIYA-C, 2 y 3 EPIYA-
C y 3-EPIYA-C respectivamente (23, 19,20).

En las proteinas CagA asiaticas, el segmento EPIYA-D rara vez se duplica y el
98,8% representa EPIYA ABD (Figura 7b), sin embargo la secuencia flanqueante
del EPIYA-D presenta una mayor afinidad de union con la secuencia consenso en
el dominio SH2 de la proteina SHP-2, al no encontrar cambios en la secuencia de
aminoécidos, diferente a lo encontrado en la secuencia flanqueante EPIYA-C que
presenta cambios en la secuencia de aminoacidos en la posicidon pY + 5 de una
fenilalanina por &cido ascorbico, generando asi una menor afinidad de union con la
secuencia consenso de la proteina SHP-2 . Es por esta razén que la proteina
CagA de origen asiatico es mas carcinogénica que la proteina CagA de origen

occidental (6).
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Figura 7. Diversidad estructural de CagA en la region EPIYA.
(a) Polimorfismos del segmento EPIYA-C en aislamientos de tipo CagA occidental.
(b) Polimorfismos del segmento EPIYA-D en aislamientos de tipo CagA oriental

Una vez CagA es fosforilada, interactia con la tirosina fosfatasa (SHP-2) la cual es
una oncoproteina que actia en vias de sefalizacién, regulacién del crecimiento
celular, morfogénesis y motilidad celular (15,34), dicha interacciéon CagA-SHP-2
activa la cascada Erk MAP quinasa tanto de manera dependiente como
independiente a la fosforilacion (Figura 8). De manera dependiente CagA al
interactuar con SHP-2, conduce a la activacion de ERK, activando NF-Kb el cual
induce la produccién de IL- 8. (21,35) Adicionalmente la interaccion con SHP-2
estimula cascadas de sefalizacion involucradas en la reorganizacion del
citoesqueleto, causando cambios morfoldgicos en la célula epitelial conocido como
el fenotipo colibri, el cual se caracteriza por una prominente elongacion y

propagacion de la célula huésped (22).
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Por otro lado, CagA interactda con la quinasa CSK promoviendo una regulacién
negativa que conlleva a la disminucion del complejo CagA-SHP-2, causando la

desfosforilacion de FAK quinasas que estan involucradas en la adhesion focal (15)

CagA también causa efecto sobre la célula epitelial gastrica de manera
independiente a la fosforilacion, debido a que tiene la capacidad de unirse a Grb2,
promoviendo la proliferacion de las células epiteliales gastricas a travées de la
activacion de la Ras-MAP quinasa. Ademas CagA tiene la capacidad de asociarse
a proteinas de uniones estrechas como zonulina (ZO-1), a proteinas de adhesién
celular como E-caderina y a la quinasa PAR1 promoviendo dafios en uniones
estrechas, uniones célula- célula, perdida de polaridad e induciendo cambios en
las células epiteliales cuyas alteraciones han mostrado tener un papel importante

en la carcinogénesis gastrica. (24, 25,26) (Figura 8)

drévalo galviﬁ 2072

Figura 8. Mecanismo de accion de CagA
(a). Dependiente de fosforilacion
(b). Independiente de fosforilacion
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar los motivos EPIYA presentes en la proteina CagA en aislamientos

de Helicobacter pylori

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. ldentificar el origen oriental u occidental de los aislamientos de

Helicobacter pylori presentes en la poblacion estudiada.

b. Analizar el nUmero de repeticiones del motivo EPIYA relacionados con la

capacidad oncogénica de la proteina CagA

c. Caracterizar genéticamente los aislamientos de Helicobacter pylori en la

poblacion estudiada
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5. METODOLOGIA

5.1. Disefno del estudio

El presente estudio es de tipo descriptivo retrospectivo, el cual se identificaron las
variantes genéticas del factor de virulencia CagA de H.pylori procedentes de

pacientes con dispepsia funcional entre los afios 2009 y 2010

5.2. Poblacién y muestra

5.2.1. Poblacion universo: Aislamientos clinicos de Helicobacter pylori
pertenecientes al estudio “Erradicacion de H. pylori: Triple terapia con

Levofloxacina”

5.2.2. Poblacion de estudio: Aislamientos de Helicobacter pylori cagA

positivos.

5.2.3. Muestra: El tamafio de muestra fue de 85 aislamientos clinicos de
Helicobacter pylori cagA positivos que se obtuvieron entre el afio 2009-2010.

5.2.4. Definicion de variables
El estudio evalu6 la frecuencia de las variantes CagA de Helicobacter pylori.

Tabla 1. Definicion de variables por escala y unidades de medicion

TIPO DE VARIABLE ESCALA UNIDAD DE
VARIABLE MEDICION
Occidental Nominal Presencia/Ausencia
Oriental Nominal Presencia/Ausencia

. Variante CagA
Dependiente EPIYA ABC Nominal Presencia/Ausencia

EPIYA ABCC Nominal Presencia/Ausencia
EPIYA ABCCC Nominal Presencia/Ausencia

Edad Razén ARos

Independiente _ ' _
Genero Nominal Femenino/Masculino
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5.3. PROCEDIMIENTO

5.3.1 Obtencién de muestras

Los aislamientos clinicos de H. pylori, provenian de biopsias géstricas de antro y
cuerpo de 85 pacientes (52 hombres y 33 mujeres) mayores de 18 afios, con un
promedio de edad de 53 afios (rango 18-70 afios), Estos pacientes fueron
diagnosticados con dispepsia funcional en la Clinica Fundadores de Bogotéa
(2009-2010)

Los aislamientos fueron caracterizados y genotipificados molecularmente
previamente por nuestro grupo de investigacion y fueron almacenados en la
Coleccion de Microorganismos en la Pontificia Universidad Javeriana Bogota-

Colombia

5.3.2 Amplificacion de PCR y secuenciacion

La region 3" del gen cagA fue amplificada por reaccion en la cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando los primers reportados por Yamaoka et al., 1999 (27)
Forward (CAGTF 5-ACCCTAGTCGGTAATGGG-3) y Reverse (CAGTR 5
GCTTTAGCTTCTGAYACYGC 3, Y: C + T) posicion 2536 a 3044 (namero de
acceso a GenBank L11714). Como control positivo se utilizé la cepa de referencia
NCTC 11637, la cual es cagA positivo.

La amplificaciéon de PCR fue realizada en un volumen de 50 pl conteniendo 0,3uM
de primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1ul de DNA genomico y 1U de Go-

Taq master mix (Promega, Madison, USA).

Las condiciones de la PCR estandarizadas para la amplificacion gen cagA fueron

las siguientes:
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Tabla 2. Condiciones amplificacion gen cagA

Denaturacion inicial 95°C por 10 minutos
Denaturacion 95°C por 30 segundos
Hibridacién 52,3°C por 30 segundos
Extensién 72°C por 36segundos
Extensidn final 72°C por 5 minutos

NUmero de ciclos 39

Finalmente los productos de PCR fueron revelados en gel de agarosa (2%) con
Syber Safe.

En los aislamientos en los que se observaron dos o mas bandas, se realiz6 como
estrategia metodoldgica la re-amplificacion, en la cual cada banda de gel con
diferentes tamafios de producto de PCR fue cortada a través de un
transiluminador UV, posteriormente cada pedazo de gel de agarosa se le realizo
purificacion a través del Kit Wizard SV Gel and PCR Clean- Up System de
Promega. Para determinar la concentracion de DNA de cada muestra se utilizd
espectrofotometria con NanoDrop 2000. Al DNA extraido y purificado a partir del
gel de cada banda se le realiz6 nuevamente PCR y el producto final fue revelado

en gel de agarosa al 2%.

Posteriormente los productos de PCR fueron enviados a secuenciar a Macrogen
Inc., Korea en sentido Forward y Reverse por el método de Sanger. Se utilizd
como control la cepa NCTC 11637 de tipo cagA occidental (EPIYA-ABC).
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5.3.3 Analisis bioinforméatico de las secuencias que contienen el motivo
EPIYA

Mediante el programa BLASTx en la plataforma NCBI se analizaron las
secuencias de nucleétidos, incluyendo la secuencia cagA de la cepa de referencia
NCTC 11637 (numero de acceso al gen bank AF202973)

A partir de Clustal W2 en EMBL-EBI se realizé el alineamiento de las secuencias
peptidicas que contienen los motivos EPIYA.

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/)
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6. RESULTADOS

6.1. Amplificacion de laregion 3" del gen cagA

De acuerdo a lo reportado por Yamaoka et al., 1999 (27), se realiz0 la
estandarizacion de PCR realizando diferentes ensayos para evaluar distintas
concentraciones de primers (0,1uM, 0,3uM y 0,5uM), volimenes de DNA (1ul, 3ul,
5 ul) y temperaturas de hibridacion (48.3°C, 50.8°C, 52.3°C, 54.5°C). Finalmente

se estandarizo la PCR con las siguientes condiciones:

Concentracion de primers: 0,3uM
Volumen de DNA: 1l
Temperatura de hibridacién: 52,3°C

1U master mix Taq DNA polimerasa

A partir de la estandarizacion, se amplifico la region 3" del gen cagA de 85
aislamientos de Helicobacter pylori y se observé que el tamafio de los productos
de PCR oscil6 entre 400pb-700pb (Figura 9), de los cuales 7 aislamientos
presentaron fragmentos de 400pb, 34 aislamientos de 500pb, 26 aislamientos de
600pb y 18 aislamientos de 700pb (Tabla 3).
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8 9 10 11 12

Figura 9. Analisis de los productos amplificados de la regidén 3’ del gen cagA.

Los DNA de los aislamientos de H.pylori fueron amplificados y los productos de
PCR fueron analizados en gel de agarosa al 2% (carril 3-12). Se encontraron
fragmentos de 400bp (carril 6,8), 500 pb (carril 3,4,5,6,7,11,12), 600 pb (carril
4,5,7,8,9) y 700 pb (carril 9,10). Carril 2: control negativo, carril 12: NCTC 11637,
Carril 1: marcador de peso 100 pb (Promega, USA)

Tabla 3. Tamafio de los productos de PCR de aislamientos clinicos de H.pylori

Tamario del producto o ne .
N° Aislamientos

(pb)

400 7
500 34
600 26
700 18

En 58 de los 85 aislamientos (68,2%), se observo la presencia de Unicas bandas,
2 aislamientos presentaron un tamafio de 400pb, 24 aislamientos de 500pb, 18
aislamientos de 600pb y 14 aislamientos de 700pb (Tabla 4). Sin embargo en 27
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de los 85 aislamientos (31,8%) se observd la presencia multiples bandas, en
donde la mayoria de los aislamientos presentaron dos bandas con tamafos que
variaron entre 500, 600 y 700 pb. (Tabla 5) La cepa de referencia NCTC 11637
presento Unica banda de 500pb (Figura 9)

Tabla 4. Aislamientos de H.pylori con Gnicas bandas

Tamaiio del producto ] ]
MN® Aislamientos

(pb)

400 2
500 24
600 18
700 14

Tabla 5. Aislamientos de H.pylori con multiples bandas

Tamano del producto

N°® Aislamientos N° Bandas
(pb)
7 2 500 - 600
6 2 600 - 700
5 2 400 - 500
5 3 400 - 500 - 600
1 3 500 - 600 - 700
1 3 400 - 500 - 700
2 4 400 - 500 - 600 - 700
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6.2. Analisis bioinformatico de los motivos EPIYA en aislamientos
clinicos de Helicobacter pylori

De acuerdo al alineamiento de las secuencias peptidicas de la region 3" del gen
cagA utilizando ClustalW2, se observo que todas los aislamientos son de tipo
cagA occidental, encontrando 3 tipos de motivo EPIYA: EPIYA-A:
EPIYAKVNKKKAGQ, EPIYA-B: EPIY(A/T) QVAKKVNAKI 'y EPIYA-C
EPIYATIDDLGGP. No se encontraron aislamientos de tipo cagA oriental EPIYA-
D: EPIYATIDFDEANQAG (Figura 10)

A
NCTC 11637 ENGVNGTLVGNGLSGIEATALAKNFSDIKKELNEKFKNFNNNNNNGLE
24c ENGVNGTLVGNGLSGIEATALAKNFSDIKKELNEKFKNFNNNNNNGLE
3582 ENGVNGTLVGNGLSGIEATALAKNFSDIKKELNEKFKNFNNNNNNGLE
2c ENGVNGTLVGNGLSQAEATTLSKNFSDIKKELNAKLGNFNNNNNNGL
252 ENGVNGTLVGNGLSQAEATTLSKNFSDIKKELNAKLGNFNNNNNNGL
B
NCTC 11637 TGQVASPE QVAKKVNAKIDRLNQARSGLGGVGOAG
24c TGQVASPE QVAKKVNAKIDRLNQARSGLGGVGOAG
3582 TGQVASPE QVAKKVNAKIDRLNQARSGLGGVGOAGEFPLKRHDKVDDLSKVGRSVS
ac AGOAASLE QVAKKVNAKIDELNOIASGLGVVGQARGPLERHDKVDDLSKVGRSVS
252 AGOAASLE QVAKKVNAKIDELNOIASGLGVVGQARGPLERHDEVDDLSKVGRSVS
C C
NCTC 11637 PEPI¥AT I DDLGGPFPLRREDEVDDLSK-—————————=————————————————————
240
3582 EEPIVAT IDDLGEPFPLKRHDEVDDLSKVGRSVSE TIDDLGGPFPLKRHDEVDDL
ac PEPIYATIDDLGGPFPLKRHDEVDDLSKVGRSVSE TIDDLGGPFPLKRHDEVDDL
25R PEPIYATIDDLGGPFPLKRHDEVDDLSKVGRSVSE TIDDLGGPFPLKREDKVDDL
C
NCTC 11637 = ————mm———mm - AGFPLKRHDEVDDLSKVGLSRNQELAQRIDNLSQAVSERK
24c e AGFPLKRHDEVDDLSKVGLSRNQELAQRIDNLSQAVSERK
3582 e AGFPLKRHDEVDDLSKVGLSRNQELAQRIDNLSQAVSERK
ac SKVGRSVSPEPIYATIDDLGGPFPLKRHDKVDDLSKVGLSRNQELAQKIDNLNQAVSEAK
252 SKVGRSVSPEPIYATIDDLGGPFPLKRHDKVDDLSKVGLSRNQELAQKIDNLNQAVSEAK

Figura 10. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la region 3" del gen
cagA de 5 aislamientos colombianos de Helicobacter pylori.
La cepa de referencia NCTC11637 contiene el motivo EPIYA (ABC), la cepa 24C
(AB), la cepa 358A (ABCC) y las cepas 2C y 25A (ABCCC).
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La distribucion total de los motivos EPIYA fue: 7/85 AB (8,2%), 34/85 ABC (40%),
26/85 ABCC (30,6%) y 18/85 ABCCC (21,2%) (Figura 11). 58 de los 85
aislamientos presentaron un solo genotipo cagA en el mismo paciente con la
siguiente distribucion EPIYA: EPIYA: 2 AB/58 (3,5%), 24/58 ABC (41,4%), 18/58
ABCC (31%), 14/58 ABCCC (24,1%) (Tabla 6). Sin embargo 27 aislamientos
presentaron coinfeccion con diferentes genotipos cagA encontrando que el 44,5%
de los aislamientos presentaron 2 y 3 repeticiones EPIYA-C (ABCC 8/27 (29,7%))
y (ABCCC 4/27 (14,8%)) (Tabla 7). De los pacientes que presentaron coinfeccion,
el 81,5% presentaron motivos EPIYA con 2 y 3 repeticiones EPIYA-C, siendo las
combinaciones EPIYA maés frecuentes: (ABC-ABCC 7/27 (26%) y 6/27ABCC-
ABCCC (22,2%). Adicionalmente se encontraron coinfecciones con 3 patrones
EPIYA (AB-ABC-ABCC 5/27 (18,5%), AB-ABC-ABCCC 1/27 (3,7%), AB-ABCC-
ABCCC 1/27 (3,7%)) e incluso con 4 patrones EPIYA (AB-ABC-ABCC-ABCCC
2127 (7,4%)) (Tabla. 8).

NH; COOH
A|B— 82%

A|lB|C—40%

A B|C|CH+——30,6%

AlB|c|c| cl— 212%

Figura 11. Distribucion total de los motivos EPIYA en los aislamientos
Colombianos de Helicobacter pylori.
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Tabla 6. Motivos EPIYA en aislamientos de pacientes sin coinfeccion

N® Aislamientos Tipo de motivo EPIYA % motivo EPIYA
2 AB 3,5
24 ABC 41,4
13 ABCC 3l
14 ABCCC 24,1

Tabla 7. Motivos EPIYA en aislamientos de pacientes con coinfeccion

N° Aislamientos Tipo de motivo EPIYA % motivo EPIYA
5 AB 18,5
10 ABC 37
8 ABCC 29,7
4 ABCCC 14,8

Tabla 8. Combinaciones de motivos EPIYA en pacientes con coinfeccion

T Coml‘)inacic‘)n de % Contbinacién de
motivos EPIYA motivos EPIYA

5 AB-ABC 18,5
7 ABC-ABCC 26

6 ABCC-ABCCC 22,2
5 AB-ABC-ABCC 18,5
1 AB-ABC-ABCCC 3,7
1 AB-ABCC-ABCCC 3,7
2 AB-ABC-ABCC-ABCCC 7,4
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7. DISCUSION

Todos los aislamientos incluidos en este estudio presentaron cagA de tipo
occidental, no se encontraron aislamientos de tipo cagA oriental en nuestra
poblacion, estos resultados concuerdan con lo reportado por Yamaoka et al 1999,
Quiroga et al 2010 y Schneider et al 2010 quienes en sus estudios también
incluyeron pacientes Colombianos (27, 20, 28). Adicionalmente estudios
realizados en Europa, América y Africa (15, 16,17 y18) reportan la presencia de
cagA de tipo occidental, lo cual verifica lo planteado por Hatakeyama et al 2010y
Suzuki et al 2012 sobre la variacion geografica de cagA, en donde poblaciones de
Africa, Asia del sur, Europa y las Américas presentan cagA de tipo occidental y
poblaciones del Este de Asia presentan cagA de tipo oriental (6,7)

Se encontrdé en todos los aislamientos analizados, la presencia del segmento
EPIYA -A y EPIYA-B, tal como lo reporta en sus estudios Quiroga et al 2010 y
Batista et al 2011 (20,19). Sin embargo Torres et al 2012 y Panayotopoulou et al
2006 (29,16) reportan la presencia de algunos aislamientos con segmentos
EPIYA-A pero no EPIYA-B, lo cual explican se debe a la presencia de deleciones
de aminoacidos en el segmento EPIYA-B, reflejando de esta manera la alta
recombinacién intragénica de la region variable de cagA. Tanto los resultados de
estos autores como los encontrados en este estudio, confirman lo reportado por
Hatakeyama et al 2012, quien afirma que los segmentos EPIYA-A y EPIYA-B se

encuentran en casi todos los aislamientos cagA positivos (6)

De los aislamientos cagA de tipo occidental se observd la presencia de uno a tres
segmentos EPIYA-C, siendo el motivo EPIYA-ABC (40%) el mas frecuente
encontrado en nuestra poblacion, lo cual concuerda con los estudios realizados

por Sicinschi et al 2010 quién encontr6 que el 51,8% de los aislamientos
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presentaron EPIYA-ABC, Yamaoka et al 1999 el 55% y Quiroga et al 2010 el 49%
(30,27,20) Dichos resultados sustentan lo afirmando por Hatakeyama et al 2010,
quien describe que la mayoria de los aislamientos cagA occidentales presentan un
motivo EPIYA-ABC (6).

De acuerdo a la distribucion de los motivos EPIYA, se encontré que el 51,8% de
los aislamientos presentaron mudltiples repeticiones EPIYA-C (ABCC: 30,6%-
ABCCC: 21,2%), siendo este porcentaje, mayor a lo encontrado en los estudios
realizados en Colombia por Yamaoka et al 1999 a quien reporto que 31% de los
aislamientos presentaron mdultiples EPIYA, Sicinschi et al 2010 el 35,8%,
Schneider et al 2010 el 37% y Quiroga et al 2010 el 41% (27,30,28,20). Estas
diferencias pueden ser explicadas, debido a que los estudios anteriores incluyeron
pacientes con diferentes patologias (gastritis, ulceras, cancer) a diferencia del
presente estudio donde se describid la circulacion de aislamientos con multiples

EPIYA-C, Unicamente a partir de pacientes con gastritis cronica.

Igualmente, en otros paises se han realizado diferentes estudios para determinar
los motivos EPIYA y se ha encontrado menor numero de aislamientos con
multiples EPIYA-C que los encontrados en este estudio: Grecia (20,7%), Cuba
(22.1%), México (33,4%) y USA (14,8%) (16,29,22,27), lo cual puede deberse al
proceso de microevolucion en el gen cagA, el cual describe un cambio genético
gue conduce a un cambio en la virulencia del fenotipo presentando implicaciones
importantes en la patogénesis de H.pylori (40,22,41) siendo esta una explicacién
parcial del por qué en este estudio se observo un mayor nimero de repeticiones
EPIYA-C en pacientes con gastritis cronica, es decir que la relacion entre la

virulencia bacteriana y la enfermedad no mostro una asociacion estricta.

Adicionalmente otras posibles razones del resultado de nuestro estudio, se debe a

que los estudios anteriormente reportados, utilizaron pacientes con diferentes
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patologias (gastritis, ulceras, metaplasia, displasia, cancer), a la variacion en el
tamafio de la muestra y posiblemente a la incidencia de cancer gastrico de cada
pais; esto ultimo explicaria que las multiples repeticiones EPIYA-C encontradas en
este estudio, pueden estar también relacionadas con la alta incidencia de cancer
gastrico en Colombia, ya que segun Torres et al 2012, Basso et al 17 y Sicinschi et
al 2010, los aislamientos cagA occidentales que poseen mayor numero de
segmentos EPIYA-C son mas carcinogénicos que los que poseen menos
repeticiones, asi como lo reportan los siguientes estudios realizados a nivel
mundial (Tabla 9) (29,17,30).

Tabla 9. Asociacion entre el nimero de segmentos EPIYA-C y cancer gastrico

AUTORES pals | REFEIEIONES 1 or | ic 95%-
Ferreira R etal 2012 Portugal 2 o mas EPIYA-C 51 13-198*
Basso D et al 2008 Italia 2 0 méas EPIYA-C 32,5 | 8,41-125.58*
Anaya F et al 2014 México 2 EPIYA-C 5,9 1.5-22.1*
Batista S et al 2011 Brasil 2y 3 EPIYA-C 3,08 1.74-5.45*
Quiroga A et al 2010 Colombia 3 EPIYA-C 12,4 2.32-66.3*
*p <0.003

Sin embargo otros estudios uno realizado en Colombia, en Venezuela y otro en
Iran (37,38,39), no encontraron asociacion entre el nimero de motivos EPIYA y
diferentes enfermedades gastroduodenales asociadas a la infeccion por H. pylori 'y
esto puede ser explicado a que aunque CagA es el marcador de virulencia de H.
pylori asociado a cancer gastrico, Unicamente la determinacion de CagA no es
suficiente para predecir un resultado clinico, ya que el cancer gastrico es una
enfermedad multifactorial donde ademas de la infeccion por Helicobacter pylori
deben tenerse en cuenta otros factores como caracteristicas genéticas del
individuo y variables como dieta, adicion de sal, tabaquismo entre otros, que

también pueden influir en el desarrollo de cancer gastrico. Adicionalmente estas
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diferencias pueden también deberse al disefio de los estudios, a las variaciones
geograficas y al tamafio de la muestra analizada.

Segun Suzuki et al 2012 y Alarcén et al 1999 en paises occidentales,
aproximadamente el 60% de los aislamientos de H.pylori son cagA positivos
(7,31). En el caso puntual de Colombia, Arévalo et al 2012 reporta la presencia de
cagA en el 71% de los aislamientos (32), lo que significa que de los aislamientos
cagA positivos analizados, 21,2% de la poblacion tiene un riesgo 12 veces mas de

desarrollar cancer géstrico presentando 3 repeticiones EPIYA-C (20).

27 de los 85 aislamientos analizados, presentaron multiples bandas en el mismo
paciente, similar a lo reportado por Yamaoka et al 1999, quien en su estudio
encontr6 mas de 26 aislamientos con dos o mas bandas (27), lo cual segun
Acosta et al 2010 esto puede deberse a la presencia de subclones atribuibles a un
proceso de microevolucion con altas tasas de recombinacion del genoma plastico
de H. pylori o también al proceso de coinfeccion con multiples cepas de H. pylori
gue coexisten en el mismo paciente asi como también lo reporta Yamaoka et al
1999, Panayotopoulou et al 2006, Argent et al 2004, Torres et al 2012.

Para confirmar esta prediccion de coinfeccion, se realiz0 como estrategia
metodolodgica la re-amplificacion, siendo este el primer estudio en Colombia que
utiliza este método, encontrando que cada una de las mdltiples bandas son
secuencias cagA especificas y que existe coinfeccion con diferentes genotipos de
cagA. Este método aunque fue costoso y dispendioso, presento una gran robustez
debido a que ayudo a predecir exactamente de acuerdo al tamafio de cada banda
los motivos EPIYA correspondientes, lo cual adicionalmente fue confirmado con
secuenciacion. Sin embargo otras metodologias como la realizacion de 3 PCR, a
partir del disefio de primers especificos para cagA occidental, cagA oriental,
segmento EPIYA A, EPIYA B y EPIYA C han sido utilizadas en los estudios de
Argent et al 2005 y Torres et al 2012, consiguiendo igualmente detectar

coinfeccién con cepas con mas de un motivo EPIYA en el mismo paciente (33,29).
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Dicha coinfeccién segun Panayotopoulou et al 2006 puede ser debida a que para
aislar H.pylori a partir de biopsias gastricas, se recoge todo la biomasa posible en
masivo, mas no se selecciona una colonia individual (16); razén por la cual se
observo la presencia de multiples genotipos de cagA en el mismo paciente. Los
genotipos mayormente encontrados en los pacientes fueron EPIYA-ABCC vy
EPIYA-ABCCC, lo cual significa que estos pacientes pueden presentar un mayor
riesgo de desarrollar cancer gastrico que los pacientes que presentaron menor

namero de repeticiones EPIYA-C.
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8. CONCLUSIONES

Se identifico6 que todos los aislamientos analizados poseen cagA de origen
occidental, siendo el motivo EPIYA ABC (40%) el mas frecuente en la poblacion
estudiada. Sin embargo de acuerdo a la distribucién de los motivos EPIYA el
51,8% de los aislamientos presentaron mdultiples repeticiones EPIYA-C: 26/85
ABCC (30,6%) y 18/85 EPIYA-ABCCC (21,2%), indicando asi que la mitad de la
poblacion analizada, infectada con Helicobacter pylori cagA positivo tiene alto

riesgo de desarrollar cancer gastrico.

Se confirm6 con la estrategia de re-amplificacion, la correlacion entre los
diferentes tamafos de productos de PCR y los motivos EPIYA (EPIYA AB: 400pb,
EPIYA ABC: 500pb, EPIYA ABCC: 600pb y EPIYA ABCCC: 700pb)

Se observé que un paciente puede presentar coinfeccién con diferentes genotipos
de cagA, de los cuales el 81,5% del total de los pacientes con coinfeccién
presentaron motivos EPIYA con 2 y 3 repeticiones EPIYA-C, indicando que la
poblacién estudiada tiene un alto riesgo de desarrollar cancer gastrico si la

infeccién no es erradicada.
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9. RECOMENDACIONES

Conociendo la circulacion actual de los aislamientos colombianos en la
ciudad de Bogota, es necesario realizar estudios poblacionales que
incluyan distintas ciudades o regiones del pais, en donde se realice una
asociacion de los motivos EPIYA con diferentes patologias y otras variables

como la edad y sexo de los pacientes.

Adoptar los patrones de bandeo por andlisis de PCR convencional para
determinar los motivos EPIYA en pacientes con coinfeccion

Se recomienda realizar posteriores estudios donde se analice la influencia
de las secuencias EPIYA con eventos epigenéticos, debido a que CagA y
los motivos EPIYA generan un proceso inflamatorio y dafio severo en la
mucosa gastrica, induciendo asi posiblemente mayores cambios

epigenéticos.
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