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RESUMEN. La bacteria Gram negativa Helicobacter pylori posee la capacidad de colonizar la mucosa gastrica humana e infectar
al hospedero durante décadas. La infeccién con este microorganismo promueve la aparicién de multiples patologias gastricas
como gastritis, Glcera gastrica y duodenal, carcinoma del tejido linfoide asociado a mucosa (IMALT) y cancer gastrico. Sin embargo,
solo una fraccién de las personas infectadas desarrolla alguna de estas patologias, que son provocadas por la accién combinada de
factores genéticos, inmunolégicos y bacterianos. Para adaptarse a un nicho tan adverso como es el estémago humano, H. pylori
posee una sofisticada bateria de factores de colonizacién, como son la ureasa y los flagelos, que le brindan las adaptaciones ne-
cesarias para su supervivencia y establecimiento en la mucosa del estomago. Adicionalmente, varias proteinas de la bacteria se
han reconocido como factores de patogenia, al estudiar su influencia en la aparicién de las lesiones gastricas mas severas. Son
varios los factores de virulencia que posee este patégeno, pero los tres més relevantes son: la adhesina BabA y las toxinas VacA
y CagA. En la tltima década, numerosos estudios han incrementado considerablemente el conocimiento sobre la funcion y los
mecanismos moleculares de estos factores de virulencia y su influencia en la induccién de enfermedades gastroduodenales en
los humanos. Esta revision constituye un resumen de los principales aportes que se han publicado en los tltimos anos en el
tema de los factores de patogenia de H. pylori.

ABSTRACT. The Gram-negative bacterium Helicobacter pylori has the capacity to colonize the human gastric mucus and remains
within the host during decades. The infection with this microorganism promotes the appearance of multiple gastric pathologies,
like gastritis, gastric and duodenal ulcer, mucosal associated lymphoma tumor (MALT) and gastric cancer. Nevertheless, only a
fraction of the infected people develops some disease by the combined action of genetic, immunological and bacterial virulence
factors. In order to adapt to an adverse niche, the human stomach, H. pylori possesses a sophisticated battery of colonization
factors, like urease and flagella, which offers it the necessary adaptations for their survival and establishment at the gastric mu-
cosa. Additionally, several proteins of the bacterium have been recognized as pathogenic factors, settling down their influence
in the appearance of severe gastric diseases. There are several virulence factors, but the most important are: the BabA adhesin
and the VacA and CagA toxins. In the last decade, several studies have significantly increased the knowledge into the function
and molecular mechanisms related to virulence factors and their influence in the induction of human gastroduodenal diseases.
This revision constitutes a summary of the main contributions published in the last decade related to the subject of H. pylori
pathogenic factors.

INTRODUCCION

El microorganismo Helicobacter pylori posee una
morfologia bacilar y espirilada, es microaerofilico y
coloniza de forma eficiente el estémago humano. Esta
bacteria fue aislada por primera vez en 1983 por Marshall
y Warren y desde entonces, ha cambiado notablemente
la perspectiva clinica de las enfermedades gastroduo-
denales.! Se estima que mas del 50 % de la poblacién
mundial estd infectada con este patégeno, particular-
mente, en paises en vias de desarrollo la tasa de infeccion
sobrepasa el 80 % de la poblacién.? La persistencia de la
infeccién con H. pylori puede ocasionar la aparicién de
diversas patologias como gastritis, Glcera gastrica o duo-
denal, carcinoma del tejido linfoide asociado a mucosa
(MALT) y cancer géastrico, por lo anterior es considerado
el principal agente etiolégico para la mayoria de los
desoérdenes gastroduodenales®* y fue declarado en 1994,
por la Organizacién Mundial de la Salud, como agente
carcinogénico para el hombre de tipo I.°

El patégeno H. pylori posee un conjunto de factores de
virulencia que le proporcionan multiples ventajas, convir-
tiéndolo en un microorganismo muy bien adaptado a su
nicho ecolégicoy con una gran capacidad de supervivencia
y multiplicacién. Los mecanismos moleculares de varios
de estos factores han sido dilucidados y se ha logrado
determinar su influencia en los procesos patogénicos que
ocurren en la cavidad géastrica. La proteina codificada por
el gen A asociado a la citotoxina (CagA) es el principal
factor de patogenia de la bacteria, las cepas que portan el
gen cagA son clasificadas como tipo I y estan asociadas con
unarespuesta inflamatoria tisular mas exacerbada que las
cepas CagA-negativas.f La proteina CagA en conjunto con
la citotoxina vacuolizante (VacA) y la proteina de adhesion
alos antigenos de Lewis B (BabA) son los tres factores de
patogenia mas importantes que posee H. pylori (Fig. 1). El
principal objetivo de esta revision fue actualizar el tema
de los factores moleculares patogénicos de la bacteria,
profundizando en los tres mas relevantes.
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Fig. 1. Principales eventos moleculares que estan involucrados
en la colonizacion y patogénesis de la infeccion por Helicobac-
ter pylori, relacionados con su interaccion con las células del
epitelio gastrico. Se pueden apreciar los flagelos, que permiten
el desplazamiento de la bacteria a través de la capa de mucus
y la presencia de la nube de iones amonio, producida por la hi-
drélisis de la urea gracias a la accion de la ureasa, que protege
al microorganismo del pH dcido en el lumen estomacal. Ademds,
se visualiza el anclaje a las células del epitelio gdstrico a través
de la adhesina BabA, la internalizacion de la toxina CagA
a la célula epitelial, a través del sistema de secrecion tipo IV y
la alteracion de la integridad celular por la accion de la cito-
toxina vacuolizante. (Esta figura constituye una modificacion
de una imagen publicada con anterioridad).'

Actividad ureasa

La ureasa es uno de los factores de colonizacién im-
prescindibles de H. pylori, ya que constituye su principal
adaptacién a un medio tan hostil como es el jugo gastri-
co. Esta enzima es secretada en elevadas cantidades y
representa alrededor de un 6 % del peso humedo de la
biomasa bacteriana, es ademas, el segundo microorga-
nismo con mayor actividad ureésica después del Urea-
plasma urealitycum.” La ureasa cataliza la hidrélisis de
urea en amonio y diéxido de carbono y la “nube” de iones
amonio que se forma alrededor de la bacteria eleva el
pH en el microambiente que la rodea (Fig. 1). La enzima
estd conformada por seis subunidades de UreA y seis
de UreB.? La sintesis de la ureasa es regulada por siete
genes contiguos (genes A-H, exceptuando la letra C),
que incluyen los que codifican para UreA y UreB, y los
que codifican para proteinas accesorias responsables de
la insercién del niquel en el sitio activo de la apoenzima.?
La actividad ureésica contribuye ademas, a la toxicidad
celular producida por el amonio, adicionalmente, la
ureasa acttia como factor quimotactico, activando a los
macréfagos a producir citocinas proinflamatorias.!’ Por
otro lado, se han establecido nexos entre la accién de la
toxina VacA y la ureasa, puesto que la actividad de la
citotoxina VacA se incrementa en presencia de elevadas
concentraciones de cloruro de amonio.!!

Flagelos

Este patégeno posee de dos a seis flagelos polares,
recubiertos con una membrana de composicién muy
similar a la capa de LPS.'? El flagelo esta formado por la
polimerizacién de dos subunidades proteicas diferentes,
las flagelinas A y B (Fla-A y B).»® Su papel en el estableci-
miento de la infeccién ha sido contundentemente demos-
trado, puesto que al construir cepas con mutaciones en
los genes flaA y flaB, ellas fueron incapaces de colonizar
eficientemente la cavidad estomacal en el modelo animal
del cerdo gnobidtico.* Con estos estudios de los flagelos,
se ha determinado que la motilidad es otra propiedad

esencial para la colonizacién de H. pylori, que le permite
a la bacteria desplazarse a través del mucus géastrico
(Fig. 1) y poder establecerse cerca del epitelio del estéma-
go, de esta forma, se protege del pH acido, més letal en el
lumen y accede a las multiples ventajas que representa
ubicarse cerca de las células epiteliales.

Proteina de adhesion a los antigenos de Lewis B (BabA)

La adherencia a las células del epitelio gastrico es otro
de los eventos de vital importancia en la infeccién por
H. pylori, ya que favorece la persistencia de la infeccién
y estimula mecanismos patogénicos, principalmente,
los vinculados a cambios en la morfologia celular y a la
activacion del sistema inmune." La adhesina BabA es
una proteina de membrana externa (OMP) codificada por
los genes babAl y babA2, aunque solo el gen babA2 es
funcional, ya que presenta una insercién de 10 pares de
bases (pb) que contiene un codén para iniciacién de la
sintesis de proteina, fragmento que se encuentra ausente
en el alelo babAl. La proteina BabA presenta una talla
de 78 kDa aproximadamente y constituye uno de los
principales factores de adhesién de H. pylori (Fig. 1).16
Laadhesina BabA interacttia con los antigenos de Lewis B
fucosilados que forman parte del glicocalix de la membra-
na del epitelio gastrico, de esta forma, facilita la adhesiéon
de la bacteria a las células epiteliales, la ocurrencia de
este evento depende del grupo sanguineo de la persona
en cuestion, puesto que la afinidad es solamente por el
antigeno de Lewis B. La adhesién de la bacteria al tejido
epitelial del estémago promueve eventos inflamatorios y
danos a las células parietales.!”

El gen babA puede estar repetido al menos dos veces
en el genoma del microorganismo, todas las cepas de
H. pylori cuyo genoma ha sido secuenciado presen-
tan una sola copia, mientras que la cepa de referencia
CCUGI17875, que fue la primera cepa cuyo gen babA fue
caracterizado incluye los dos alelos babAl y babA2.'" El
gen babA ademas puede localizarse en varios locis del
genoma de la bacteria y en estos otros sitios, se pueden
encontrar también genes con mucha homologia con
babA como babB y OMP9 (hopU), con los que comparte
zonas de gran homologia, dichos genes no realizan nin-
gun aporte en la patogénesis producida por H. pylori.'®
El principal papel patogénico de la proteina BabA2 con-
siste en el efecto sinérgico que presenta con los otros
factores de patogenia, ya que optimiza la accién de
estos ultimos, lo que da lugar a una mayor alteracién
del tejido epitelial gastrico.

En estudios de pacientes con desérdenes gastroduo-
denales se ha establecido la correlaciéon de la presencia
del alelo patogénico (babA2) con la aparicién de lesiones
premalignas,' metaplasia intestinal,” Glcera duodenal
y cancer gastrico.?! La distribucion geografica de cepas
portadoras de esta adhesina es variable, en las regio-
nes asiaticas més del 80 % de las cepas son portadoras del
gen babA2,'%% mientras que en regiones de paises occiden-
tales la prevalencia varia entre un 30 y un 60 %.2%

Citotoxina vacuolizante (VacA)

VacA es una de las principales toxinas de H. pylori
y en conjunto con BabA y CagA son los tres factores de
virulencia que mas han sido asociados a la incidencia
de enfermedades gastricas severas. VacA es una protei-
na de secrecién que es sintetizada como una protoxina
con un peso molecular aproximado de 140 kDa y esta
conformada por un péptido senal, la toxina madura y
un fragmento en su extremo carboxilo terminal que es
escindido proteoliticamente.?*? El péptido senal facilita
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el paso de la proteina a través de la membrana interna
y presenta por lo general de 30 a 33 aminoacidos. El
paso de VacA a través de la membrana externa ocurre
mediante un sistema de secrecién tipo 5 o de proteina
auto-transportadora, mecanismo muy similar al presente
en otras bacterias Gram negativas.?® Una caracteristica
de este sistema de secrecién es la abundancia de se-
cuencias aminoacidicas con estructura en hoja plegada
B en la region carboxilo-terminal del polipéptido, cuyo
plegamiento resulta en un dominio de barril B que
funciona como un canal por el que atraviesa el resto
de la proteina, luego, este fragmento sufre un clivaje
proteolitico y el extremo amino terminal del polipéptido
es secretado al medio extracelular.?” La proteina madura
de 87 kDa conforma oligémeros de alto peso molecular
en el medio extracelular que agrupan de 6 a 7 copias de
los monémeros, si bien, la mayor parte de esta toxina
se encuentra en la forma descrita anteriormente, una

parte permanece asociada a membrana.?

Variacion en el gen vacA

Existen cepas de H. pylori que no resultan citotéxicas
para la linea celular HELA en ensayos in vitro, pues
no inducen la formacién de vacuolas en las células, no
obstante, muchas de estas cepas si portan el gen vacA,
por lo que se determiné que la disminucién del efecto
téxico de VacA se debia fundamentalmente a variacio-
nes en la regién media del gen.?® Especificamente, se
encontraron dos regiones que presentan una elevada
variabilidad entre cepas. Una de ellas codifica para el
péptido senal, sus variantes son sla, slb, slcy s2. La otra
regién variable es en la parte media del gen, sus alelos
son ml y m2, este tltimo se distingue de m1 por tener
la insercién de un fragmento de ADN muy similar a su
regién precedente, lo que indica que surgi6 a causa de
una transposicion, el fragmento adicional codifica para
30 aminoacidos, los que solo estarian en las cepas con
el alelo VacA m2y es precisamente, esta variante la que
no resulta téxica para la linea celular HELA.?63° Aunque
se habia establecido la asociacién del alelo m1 con en-
fermedades gastricas mas severas, estudios epidemiol6-
gicos han demostrado que ambos alelos se encuentran
en cepas de pacientes con patologias nocivas,*' ademas,
se ha comprobado que al clonar un gen vacA m2 en las
células HELA es capaz de causar vacuolizacién, lo que
evidencia que la intoxicacién in vitro falla en algin
paso especifico con esta linea celular.®? Los niveles de
ml y m2 varian segin la regién geografica, siendo el
genotipo m1 mas frecuente en Sur América, Portugal
y Japén.?33® En Europa y Norte América cerca del 50 %
de las cepas presentan el genotipo m1, aunque existen
paises en que ambas variantes alélicas se encuentran en
proporciones similares, siendo posible la recombinacién
entre estos dos alelos.?® Apoyando esta Gltima hipétesis,
algunos trabajos han publicado el hallazgo de cepas con
alelos hibridos de m1l y m2 en infecciones multiples
con cepas de H. pylori.?** Con respecto al péptido senal
han sido clasificado en cuatro variantes, de las que se
conoce menos su papel en la toxicidad, las evidencias
apuntan a que el alelo s2 presenta algun tipo de defecto
que disminuye la cantidad de toxina secretada y se
ha correlacionado su presencia a patologias mas leves
como la gastritis.?** Con respecto a las combinaciones
de los alelos de ambas regiones se ha determinado que
el genotipo slml presenta mayor actividad vacuolizante
que s2m2 y por tanto, slm1 se asocia con la prevalencia
de ulcera péptica y cancer gastrico.’” La combinacién

s2m1 practicamente no se ha reportado.®®

Interaccion con la célula epitelial

Cada monémero de 87 kDa tiene dos dominios
estructurales, p37 y p58 en su extremo carboxilo termi-
nal, esta denominacién proviene de la masa molecular
que presentan. Los dominios se encuentran unidos
por un lazo hidrofilico, que es escindido por medio
de proteasas, quedando solo en contacto por interac-
ciones no covalentes.?**" El dominio p58 es clave en
la entrada de la toxina madura a la célula epitelial.*
Aunque ha sido reportado que el principal receptor de
este antigeno es una proteina tirosinfosfatasa similar
al receptor del factor de crecimiento (RPTP) (Fig. 2),
ya que se demostré que la presencia de este receptor era
vital en la induccién de tlcera gastrica en un modelo
animal de ratén.*? Otros estudios indican que VacA
puede unirse a la membrana de la célula eucariota
sin que medie un reconocimiento especifico, pues es
capaz de insertarse en membranas lipidicas artificia-
les sin la presencia de un receptor proteico, al parecer
interactta sobre todo, con balsas lipidicas en las que
existe abundancia de colesterol, glicoesfingolipidos y
proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol (Fig. 2),%
adicionalmente, varios autores han reportado que la
disminucién del colesterol en las membranas afecta
la insercién de VacA en ellas.** Estudios recientes
indican que existe un mecanismo complementario
al establecido inicialmente, en el cual la citotoxina
puede ser transferida directamente de la membrana
de la bacteria a la membrana de la célula epitelial.
Adicionalmente, la formacién de canales en la mem-
brana citoplasmatica de la célula epitelial afecta su
propia integridad, permitiendo el flujo de nutrientes
al espacio extracelular, lo que constituye una ventaja
para la bacteria.*
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Fig. 2. Esquema de una célula epitelial gdstrica, en el que se
muestran los principales mecanismos moleculares que induce
la citotoxina vacuolizante al entrar en contacto con ella. En la
imagen se muestra la interaccion de VacA con su receptor, la
glicoproteina superficial RPTE posteriormente la entrada al
interior de la célula a través de las vesiculas de la via endocitica.
VacA altera el ciclo normal de la endocitosis, impidiendo que el
endosoma tardio se fusione con el lisosoma. La vacuolizacion
comienza porla accion indiscriminada de bombas de hidrégeno,
que aumentan su actividad por el paso de iones Cl-a través de
VacA al interior de las vesiculas. Ademds se ilustra la afectacion
que provoca VacA en la membrana mitocondrial, como por ejem-
plo, cambios en el potencial de membrana (Ay, ), lo que promueve
la liberacion del citocromo c, protetna clave en la induccion de
apoptosis. (Esta figura constituye una modificacion de una
imagen publicada con anterioridad).!1
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Trafico y formacion de vacuolas

La endocitosis de los canales formados por VacA no
ocurre por la via de las vesiculas cubiertas de clatrina,
sino en una via dependiente de la integridad del citoes-
queleto.?” Al insertarse en la membrana, el extremo
amino terminal del dominio p37 forma un canal aniéni-
co, que incluye seis monémeros de la toxina madura,
dicho canal es dependiente de voltaje y selectivo a iones
Cl-, aunque también permite al paso a otros aniones como
HCO,” y a la urea (Fig. 2). El canal que forma VacA al
insertarse en la membrana de las células eucariota consta
ademas, de aproximadamente 100 aminoacidos del do-
minio p58.% Pese a que el dominio p37 es imprescindible
parala vacuolizacién ambos dominios deben interactuar
para que se pueda formar el canal.*** La regién hidro-
fébica del extremo amino terminal de p37 incluye el
motivo GXXXG@G, secuencia tipica de dimerizacién en
fragmentos transmembranales, por lo que se especula
que la interaccién entre los monémeros se establece
por la formacién de dimeros.’%? Una vez que ocurre la
internalizacién de VacA en la vesicula y la formacién
del canal, comienza la entrada de aniones al interior de
la vesicula, lo que potencia la accién de las bombas de
hidrégenos como la ATPasa 'V, que aumentan la entrada
deiones hidronio al interior de las vacuolas, lo que favo-
rece la internalizacion de bases débiles como el NH,*CI-,
que son osmoéticamente activas y promueven un influjo
indiscriminado de H,O, que es lo que finalmente causa
la formacién de la vacuola (Fig. 2).® La formaciéon de
vacuolas altera las funciones normales que ocurren en
la via endocitica, facilitando la liberacién de hidrolasas
al medio extracelular, evento que afecta la integridad
de las células del epitelio gastrico y ademads, impide la
degradacién de ligandos exégenos.*

Induccion de apoptosis

Esta proteina es capaz también de unirse a la mem-
brana interna de las mitocondrias, afectando la polariza-
ciéon de la membrana y promoviendo de esta forma,
la liberacién del citocromo ¢, que a su vez, desencadena
la cascada pro-apoptotica de la caspasa III. Al parecer, los
canales de VacA cambian el potencial de membrana de
la membrana interna, lo cual la vuelve mas permeable,
permitiendo asi, el paso del citocromo c (Fig. 2).” Resulta
interesante que VacA induce apoptosis en linajes celula-
res especificos, como en las células parietales,’ mientras
que en linfocitos T no se ha detectado este evento.?”

Acciones sobre el sistema inmune

Por muchos anos, los estudios de la patogenia induci-
da por la toxina VacA estuvieron enfocados en su efecto
sobre las células epiteliales gastricas. No obstante, muy
pronto se determindé que esta proteina al atravesar la
barrera epitelial es capaz de interactuar con otras célu-
las, particularmente, del sistema inmune. La primera
evidencia de que VacA interfiere con el funcionamiento
del sistema inmune se obtuvo al determinarse que
inhibe el procesamiento de péptidos antigénicos en los
linfocitos B y por consiguiente, la presentacién en el
MHC-II a las células T.® También afecta la activacion
total de los linfocitos T, ya que para activarse, estos
deben incrementar la expresiéon de IL-2 y de su receptor
IL-2Ra, encontrandose que VacA disminuye la sintesis
de ambas moléculas, y que una pequena porcion de bac-
terias es suficiente para inhibir la secrecién por parte de
las células T de la citocina IL-2.57 Otra de las acciones
negativas para el funcionamiento de las células T es el
bloqueo de la activacién de un factor activador de linfo-

citos T (NFAT), que constituye un factor de transcripciéon
de muchas proteinas claves en el 6ptimo funcionamiento
de los linfocitos T.* Ademas de bloquear la expresion
de citocinas por esta via, también implica una dis-
minucién en los niveles de sintesis de quimocinas
y factores de activacién de otras células del sistema
inmune, lo que causa disfuncién en la orquestacién
de la respuesta inmune integrada.®”

Proteina codificada por el gen A asociado a la cito-
toxina (CagA)

CagA es una proteina de 120 a 145 kDa, con una
regién carboxilo-terminal variable y fue el primer anti-
geno de H. pylori asociado a patologias géastricas. Este
polipéptido fue clonado y secuenciado por primera vez
en el ano 1993 y debe a su nombre a que al inicio se creia
que modulaba de alguna forma la accién de la citotoxi-
na vacuolizante, aunque posteriormente se determind
que estos antigenos actian de forma independiente.0-6!
Al inicio, el marcado interés en esta proteina se debi6 a su
inmnunodominacia en pruebas serolégicas. Es una pro-
teina soluble, con marcadas propiedades hidrofilicas y
no presenta ningun fragmento de transmembrana. Su
regién carboxilo terminal se caracteriza por la presencia
de repeticiones de un motivo de cinco aminoéacidos, cuyo
numero varia entre las distintas cepas.®

Islote de patogenicidad

Los islotes de patogenicidad (PAI) son bloques de
genes presentes en las bacterias y que codifican para ele-
mentos de virulencia que por lo general, estan vinculados
aun unico mecanismo patogénico. No todas las cepas de
H. pylori poseen esta estructura en su genoma, y las que
lo portan son clasificadas como cepas tipo I. El fragmento
cag PAI contiene aproximadamente 31 genes, de los que
en su mayoria codifican para proteinas que forman parte
de un sistema de secrecién tipo IV, similar al que poseen
otras bacterias Gram negativas, cuyo modelo es el del
Agrobacterium tumefaciens.’ El gen cagA se encuentra
localizado en el extremo 3~ del islote de patogenicidad.5
El sistema de secrecién tipo IV tiene una estructura
molecular equivalente al pili de conjugacién, por lo que
se plantea que es una adaptacién evolutiva que permite
a las bacterias liberar factores de virulencia al medio
extracelular. En el caso de H. pylori, el conglomerado
proteico forma una jeringuilla molecular que introduce
elementos bacterianos en células eucariotas.® Hasta el
momento, solo se ha comprobado la internalizacién de la
proteina CagA y de un péptidoglicano en el citoplasma
de las células del epitelio gastrico.®®%” Algunas protei-
nas del islote de patogenicidad promueven ademaés, la
secreciéon de IL-8 por parte de las células del epitelio,
aunque se desconoce cuél es el mecanismo exacto.
Para que la proteina CagA sea transportada de forma
6ptima ala célula epitelial se requiere de la integridad del
cag PAI En investigaciones recientes, se determiné que
el peptidoglicano en cuestiéon, induce la activacién del
NF-Kb, a través de la interaccién con Nod1, una molécula
de la célula epitelial, con el subsiguiente incremento de
secreciéon de IL-8.%°

Efectos de CagA en las células del epitelio gastrico

Se ha demostrado in vitro que la interaccién de cepas
CagA-positivas con células epiteliales provoca en ellas
marcados cambios morfolégicos, promovidos por reorde-
namientos del citoesqueleto celular. La célula epitelial
al entrar en contacto con la proteina CagA pierde su
estructura caracteristica y adquiere un fenotipo disperso
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denominado huming-bird (en inglés), que se caracteriza
por adoptar una morfologia similar a una estrella de cinco
puntas.™ Los diversos efectos en las células epiteliales son
causados porque CagA interactiia con diferentes proteinas
intracelulares de las células eucariotas.

Una vez dentro de la célula epitelial, la proteina CagA
se mantiene préxima a la membrana citoplasmaética y
puede ser fosforilada por quinasas de la familia de las
SRC o LYN, constituyendo el segundo ejemplo de una
proteina bacteriana que es fosforilada en residuos de
tirosina al ser introducida en células eucariota (Fig. 3).77
La fosforilacién de CagA ocurre en un residuo de tirosina

Célula epitelial
gastrica

Uniones
estrechas

ZO-1/
w\f T |
9P
UL
MEK O SHP-2

Q‘oliferacién
’ i &0
Incremento de enlogacion y motilidad

Fig. 3. Esquema de una célula epitelial gdstrica, en el que se
muestra la interaccion de la proteina CagA de H. pylori, con
miltiples moléculas de una célula eucariota. Cuando la protei-
na CagA es introducida a las células del epitelio gastrico inte-
ractua, con las moléculas ZO-1y JAM, afectando la estabilidad
de las uniones estrechas entre las células del epitelio. También
interactua con Grb2 y c-Met, dos proteinas que activan cascadas
de senalizacién, como la de las protetnas MEK quinasa. Porotra
parte, CagA al entrar a estas células es fosforilada por las qui-
nasas Srec, permitiendo la interaccion de CagA fosforilada con
la fosfatasa SHP-2, la que a su vez, promueve la activacion de
cascadas de senalizacion relacionadas con procesos mitogénicos
y de proliferacion celular. (Esta figura constituye una modifi-
cacion de una imagen publicada con anterioridad).’”

w
N

ubicado en sitios puntuales denominados EPIYA por
la secuencia aminoacidica que lo conforman (Glu-Pro-
Ile-Tyr-Ala).® Estos motivos EPIYA se encuentran en la
regién carboxilo terminal y existen variantes segun los
aminodcidos que los circundan, EPIYA-A, By C, el pa-
tron ABC es el més frecuente en las cepas de los paises
occidentales, aunque el motivo C se encuentra hasta en
tres repeticiones y es fosforilado con una mayor frecuen-
cia que los fragmentos A y B.” En las cepas asiaticas por
el contrario, predomina un sitio denominado EPIYA-D
que sustituye al C encontrado en las cepas occidentales
y solo se ha encontrado en una copia, siendo el patréon
caracteristico asiatico ABD (Fig. 4)." Existe también un lazo
de retroalimentacién negativa, en el que la toxina CagA
fosforilada activa a una proteina quinasa que fosforila
a la SRC quinasa y la inactiva (Fig. 3), evitando asi,
una fosforilacién desmedida de CagA, lo que provoca-
ria una activacién descontrolada de diferentes vias de
senalizacion que pudieran afectar la viabilidad celular.”
Dicho mecanismo de regulacién negativa contribuye a
mantener la integridad del epitelio gastrico, lo que ga-
rantiza que pueda ocurrir una infeccién crénica de este
patégeno, sin ocasionar danos letales al hospedero en
un tiempo muy reducido, evento que seria también letal
para el microorganismo. Por otra parte, CagA interactua
con otras moléculas de las células eucariotas:

m Laproteina CagA puede afectar la integridad del epi-
telio gastrico mediante la alteracién de las uniones estre-
chas, entre las células epiteliales. Al penetrar en la célula
epitelial, CagA interacttia con la proteina de la zona de
ocludina (ZO-1) y con una proteina transmembranal
denominada molécula de adhesién de las uniones (JAM)
(Fig. 3), ambas proteinas involucradas en el complejo
molecular que conforma las uniones estrechas en las
células del epitelio gastrico. El efecto sobre este com-
plejo proteico fue determinado in vitro empleando la linea
celular MDCK y especificamente promueve la migracién
de la proteina ZO-1 al sitio donde se localiza CagA en
la membrana citoplasmatica, lo que provoca afecta-
ciones al complejo molecular que forma las uniones
estrechas.” Esta accién de la proteina CagA es suma-
mente nociva, pues afecta la morfologia de la células del
epitelio, asi como su funcién como barrera de proteccion,
ademas modifica la polarizacion de las células epiteliales,
ocasionando la disfuncién de disimiles mecanismos de
transporte y senalizacién. Todos estos cambios ocurren
en el tejido cuando presenta una lesién cancerosa, por lo
que la accién de este factor externo potencia la aparicién
de una lesién maligna. La destruccién de las uniones
estrechas pudiera potenciar el establecimiento de un
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Fig. 4. Estructura genética de la region variable del gen cagA. Las letras A, B, C y D representan los
cuatro motivos EPIYA respectivamente. Se muestran las diferencias existentes entre el patrén EPIYA
predominante en los paises occidentales y el patréon de las cepas asidticas de H. pylori.
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estado crénico de inflamacién en el epitelio, ya que una
mayor cantidad de elementos antigénicos pueden atra-
vesar la barrera epitelial contribuyendo a la activaciéon
sostenida del sistema inmune.

m El antigeno CagA al penetrar a la célula epitelial
activa una proteina que se une al receptor del factor
de crecimiento (Grb-2), la que constituye un segundo
mensajero en la cascada de transduccién del fac-
tor de crecimiento. La proteina Grb-2 al activarse
induce cambios morfolégicos y la elongacién de la
célula epitelial por la activacién de la via de las MAP-
quinasas (Fig. 3)."” Grb-2 ademas dispara la actividad
de diversas vias intracelulares que promueven entre
otras acciones un aumento en las secreciones de I1-8 y
la sobreexpresién de una metalo proteasa (IMIMP-7) de la
célula epitelial con propiedades tumorogénicas.” De ma-
nera que CagA activa los mecanismos de senalizacién
de factores de crecimiento que desencadenan altera-
ciones en el citoesqueleto y aumentan la elongacién
y la motilidad celular. Este es uno de las efectos que
pueden considerarse como pro-cancerosos, ya que las
células tumorales presentan una expresion ilimitada
de receptores del factor de crecimiento, mientras que
en este caso, la activacién crénica de Grb-2 por parte
de CagA semeja este tipo de fenémeno. Otra molécula
que es activada por esta toxina bacteriana es el c-Met
(Fig. 3), que constituye el receptor del factor de creci-
miento de los hepatocitos y que se ha vinculado con
procesos neoplasicos y de metastasis, e induce efectos
similares al Grb-2. Esta accién fue demostrada in vi-
tro empleando como modelo la linea celular gastrica
AGS.™ Ambos resultados sugieren que H. pylori mo-
dula vias de senalizacién directamente involucradas
en la induccién y desarrollo de tumores.

m Al ser fosforilada la proteina CagA, también inte-
ractia con una fosfatasa citoplasmatica denominada
SHP-2 (Fig. 3). Esta enzima contiene dos dominios
idénticos que son complementarios a los fragmentos
EPIYA fosforilados, la interaccién de mayor afinidad
ocurre con EPIYA-C, del cual como se vio anterior-
mente, se pueden encontrar varias repeticiones en una
misma molécula de CagA. Esta interaccién produce un
cambio conformacional en SHP-2 que libera el sitio
catalitico con actividad fosfatasa. Las cascadas de se-
nalizacién que activa la SHP-2 incluyen las vias de las
quinasas MEK y quinasas ERK (Fig. 3). La alteracién
de una o varias de estas cascadas puede provocar un
desarrollo celular anormal, caracterizado por reorde-
namiento del citoesqueleto celular, ademéas de una
excesiva proliferaciéon, elongacién y motilidad de las
células epiteliales y promueve la apoptosis, provocan-
do la aparicién del fenotipo huming-bird en las células
del epitelio.?” Recientes estudios han clasificado al gen
que codifica para la proteina SHP-2 como un oncogen,
por la asociaciéon de mutaciones de él con enfermeda-
des cancerosas como la leucemia.?* Se ha observado
ademas, que el sitio EPIYA-D de las cepas asiaticas
presenta mayor afinidad por la proteina SHP-2, lo
que debe influir en la elevada prevalencia de cancer
géastrico registrado entre los pacientes de algunas zo-
nas de Asia. 82% El grado de virulencia de la proteina
CagA en las cepas occidentales depende del numero
de sitios EPIYA-C, lo que hace que también aumente
la afinidad de la proteina SHP-2 por CagA,* este hecho
estéd avalado por numerosos estudios epidemiolégicos
que correlacionan el numero de sitios EPIYA-C con la
atrofia y el cancer gastrico en pacientes infectados con
cepas CagA-positivas occidentales.?

En respuesta a la infeccién prolongada con este mi-
croorganismo se establece un estado inflamatorio cré-
nico que con el tiempo provoca danos irreversibles a las
células de la mucosa gastrica. Una de las citocinas clave
en la inmunopatogénesis de H. pylori es la IL-8, que
constituye un potente factor activador de neutroéfilos.828
Lainduccién de la expresion de IL-8 en las células del epi-
telio ocurre a través de la activacion del NF-Kb, que es un
factor de transcripcion de citocinas proinflamatorias.?87
En un estudio por mutagénesis, se determiné que la
expresion de varios genes incluidos en el cag PAT estan
involucrados en la estimulacion de la expresion de la IL-8
in vitro, aunque no se conoce el mecanismo por el que
se produce.??8 Sin embargo, han existido discrepancias
en cuanto a si CagA estd involucrada directamente en la
induccion de la I1.-8.8% En estudios recientes, se ha deter-
minado que efectivamente CagA o fracciones peptidicas
de esta proteina son suficientes para inducir la expresiéon
de IL-8 en las células epiteliales gastricas.®

Enfermedades asociadas

Varios estudios han revelado que la infeccién con
cepas CagA-positivas incrementa el riesgo a desarro-
llar tlcera péptica,®*8® solo en algunos no se ha encon-
trado una correlacién definitiva entre esta patologiay
la infeccién con cepas de H. pylori mas patogénicas.?
Por otra parte, se han obtenido evidencias que avalan
la gran correlacién que existe entre la infeccién de este
patégeno y el desarrollo del cancer gastrico.?9-% De
hecho, en el Concenso de Maastrich 2005, elaborado
por el grupo Europeo para el estudio del H. pylori y
especies relacionadas, se concluye de forma catego-
rica que se ha establecido la relacién entre infeccién
por H. pylori y cdncer gastrico y que es un hecho que
cepas de H. pylori CagA-positivas aumentan atiin mas
el riesgo de desarrollar tumores.?”® Se estima que el
efecto carcinogénico de CagA estad relacionado con
el efecto pro-apoptético que presenta, ya que al esti-
mular rondas continuas de replicacién del ADN, para
mantener constante el nimero de células epiteliales,
aumenta considerablemente la posibilidad de que
ocurran mutaciones que promuevan la aparicién de
células tumorales.?®” Como se analizé anteriormente,
la activacién descontrolada de la fosfatasa SHP-2 in-
fluye considerablemente en la aparicién de procesos
tumorogénicos en el epitelio gastrico. Recientemente,
se demostré en un modelo animal que este antigeno
bacteriano promueve la migracioén al nicleo y la acti-
vacién la B-catenina, un factor de transcripciéon de nu-
merosos genes involucrados en diversos mecanismos
patogénicos. Algunos de estos genes se encuentran
sobre expresados en el carcinoma gastrico y estan
involucrados en procesos de apoptosis, proliferacién
y carcinogénesis.” La proteina CagA también puede
inhibir la proliferaciéon celular de las células B (inde-
pendientemente de la fosforilacién de la tirosina), y
como consecuencia, CagA puede disminuir la respues-
ta seroldgica anti-H. pylori y promover la aparicién de
linfoma tipo MALT.%

Adicionalmente, se ha llegado al conceso de que la
infeccién con las llamadas cepas triples positivas, es
decir, que porten los genes cagA, y los alelos vacAsl y
babA2 estan asociadas con un incremento considerable
en el riesgo de desarrollar adenocarcinoma.!®® Este plan-
teamiento estd basado en las asociaciones establecidas
entre la infeccién con cepas de estas caracteristicas y la
elevada incidencia en esos pacientes de diversas enfer-
medades severas del tracto gastro intestinal.’®?!
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Otros posibles factores de patogenia

Proteina activadora de neutréfilos (NapA)

NapA es una de las proteinas de H. pylori mas
involucradas en la activacién del sistema inmune del
hospedero, su designaciéon proviene de la capacidad
para inducir a los neutréfilos a producir especies reac-
tivas del oxigeno.'”! NapA es un oligémero de 150 kDa
formado por polipéptidos de 12,5 kDa, el cual después
de ser secretado al medio extracelular interactiia con los
esfingolipidos de la membrana de los polimorfonuclea-
res y actiia como factor quimotactico para neutrofilos,
mediante la induccién en ellos de moléculas necesarias
para su translocacion a través del tejido endotelial.0>103
Esta proteina ademas, tiene la capacidad de inducir la
activacién de los mastocitos, los que garantizan la acti-
vacion sostenida del sistema inmune!™ y asi, propicia la
existencia de un proceso inflamatorio crénico que llega a
ser muy perjudicial para los tejidos circundantes. De for-
ma que lainfluencia de NapA sobre el proceso patogéni-
co desencadenado por la infeccién con H. pylori consiste
en un estado inflamatorio crénico que promueve el dano
tisular con la subsiguiente aparicién de las patologias
gastricas. La interacciéon de esta molécula bacteriana
con el sistema inmune del hospedero, constituye otro
ejemplo de cémo el proceso inflamatorio producido por
la infeccién con H. pylori resulta mas perjudicial que
beneficioso para la erradicacion del microorganismo.

Proteina inflamatoria de membrana externa (OipA)

Una de las OMP que ha sido involucrada en los me-
canismos de inflamacién inducidos por la infeccién del
H. pylori es la codificada por el gen oipA. Yamaoka y
cols. han establecido una correlacién significativa entre
la presencia del alelo activo de este gen y el desarrollo
de ulcera duodenal y cancer gastrico, asi como tam-
bién, un incremento in vitro de los niveles de secre-
ci6on de interleucina 8 (11-8),%1% no obstante, otros grupos
de investigacién no han podido encontrar la relacion de
diferentes niveles de I1-8 causado por la variabilidad
genética de OipA!’"1% ni con el desarrollo de patologias
mas severas.'” Sin embargo, estudios en modelos ani-
males reafirman la relacién entre la proteina OipA y la
inflamacién, ya que al infectar ratones C57 BL/6 con ce-
pas mutantes del gen oipA, estos desarrollan una menor
inflamacién gastrica con menos expresion de citocinas
proinflamatorias que los ratones infectados con cepas de
H. pylori portadoras del gen 0ipA funcional.'* La I1-6 y
RANTES son dos de las moléculas propuestas a formar
parte de los mecanismos inflamatorios promovidos por
OipA, ya que en experimentos in vitro, los ARNm de
estas moléculas se han incrementado por la interacciéon
con cepas cuyo gen oipA es funcional en comparacién
con aquellas cuyo gen es silente.!!! Deben realizarse
aun varios estudios adicionales que reafirmen la accién
de esta proteina en la patogénesis de este microorganis-
mo, sobre todo, asociado a la aparicién de enfermedades
gastroduodenales en pacientes, para que sea clasificado
como un factor de virulencia definitivo.

Gen promotor de la ilcera duodenal (dupA)

En los Ultimos anos, se ha identificado un nuevo
gen relacionado con los mecanismos patogénicos de H.
pylori, sobre todo, se ha correlacionado con la Ulcera
duodenal.'’? El gen dupA se encuentra presente en el
genoma de la cepa de referencia J99 como dos genes
que se sobrelapan (jhp0917 y jhp0918), aunque en varios
aislados clinicos de H. pylori cuyo gen dupA ha sido se-
cuenciado, se ha determinado la presencia de un Gnico

marco abierto de lectura (ORF). Por otra parte, dupA se
ha asociado con la secrecion de I1-8 tanto in vitro como in
vivo."? A pesar de que existen eventos moleculares en los
que dupA parece estar relacionado con la patogénesis de
H. pylori,aun falta evidencia experimental y estudios clinicos
que lo validen como un factor de patogenia.

Estudios en Cuba

En Cuba, solo se han realizado dos estudios que ana-
lizan la prevalencia de un factor de patogenia en cepas
de H. pylori provenientes de pacientes dispépticos. Es-
pecificamente en un estudio serolégico desarrollado en
conjunto con el Hospital Universitario Espanol de la Prince-
sa, realizado con 100 pacientes cubanos que padecian de
dispepsia se detect6 que el 73 % de ellos estaba infectado
con H. pylori, de los cuales el 81 % fueron seropositivos
a CagA. Se encontré ademas, una mayor frecuencia de
ulcera duodenal en los pacientes infectados con cepas
CagA-positivas con respecto a los pacientes portadores
de cepas CagA-negativas.!® En otro estudio desarrollado
en conjunto con el Hospital Universitario de Pellegrin en
Bordeaux, se determiné que de 117 muestras de biopsias
gastricas de pacientes cubanos, 83 (70,9 %) fueron positi-
vas para H. pylori, lo que indica una elevada prevalencia
delainfeccién. La presencia de cepas CagA-positivas
se determiné en 35 pacientes y 31 (88,5 %) portaban ce-
pas CagA-positivas, lo que pone de manifiesto una elevada
distribucién de cepas tipo I entre los pacientes dispépticos
infectados con H. pylori incluidos en este estudio. Es-
tos resultados no estan en correspondencia con la baja
incidencia de cancer gastrico existente en la poblacion
cubana, por lo que en ellos puede haber influido el
limitado nimero de muestras analizadas.!** Dada la
amenaza que presupone la infeccién con este patégeno,
resulta necesario continuar los estudios relacionados con
€él, asi como realizar una caracterizacion mas detallada de
las cepas cubanas con respecto a sus principales factores
de virulencia, las proteinas BabA, VacA y CagA.

CONCLUSIONES

Varias de las proteinas de H. pylori inciden en los
mecanismos patogénicos inducidos por la infeccién
con esta bacteria. En los tultimos anos, se han produci-
do notables avances en el conocimiento de los eventos
moleculares responsables del desarrollo de diversas
patologias gastricas como consecuencia de la infecciéon
con dicho patégeno. Existen antigenos cuyo papel en la
patogénesis ha sido ampliamente descrito y estudiado
a profundidad, como son: las proteinas BabA, VacA y
CagA, que desempenan un papel fundamental en la
promocién de diversas patologias gastricas y constituyen
factores patogénicos definitivos. La presencia combina-
da de las variantes mas virulentas de los tres genes en
las cepas de H. pylori aumenta considerablemente, la
probabilidad de que un paciente infectado desarrolle
algun tipo de enfermedad géastrica, particularmente el
cancer gastrico.

Por todas las implicaciones anteriormente mencio-
nadas, resulta de vital importancia el genotipaje de las
cepas circulantes en una regién determinada. En Cuba,
nunca se ha realizado un estudio de caracterizacién ge-
notipica de los tres principales factores de patogenia en
cepas de H. pylori. Por lo que tiene una gran relevancia
realizar este tipo de estudio en cepas aisladas a partir
de biopsias gastricas de pacientes cubanos. Se debera
también establecer la correlacién entre la presencia de
los tres principales factores de patogenia en los aislados
nacionales de H. pylori con la aparicién de patolo-
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gias gastroduodenales mas severas. Tales resultados pu-
dieran ayudar a decidir qué pacientes deben ser tratados
y en qué momento, con independencia de la patologia
que presenten. Es decir, pudiera llegarse al consenso de
erradicar el microorganismo en aquellos pacientes que
porten las cepas mas patogénicas como acciéon preventi-
va antes de la aparicion de lesiones mas severas.

Para abordar la caracterizaciéon del grado de pato-

genia de las cepas de H. pylori, se deberan desarrollar
herramientas analiticas apropiadas y particularmente,
las que sean menos invasivas para los pacientes. Dentro
de ellas, las técnicas serolégicas pueden ser una opcién
adecuada, sobre todo, aquellas que permitan detectar
la presencia de cepas que porten atributos de patogenia
como el antigeno CagA.
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El programa contempla visitas opcionales preseleccionadas a lugares turisticos, histéricos y econémicos de Cuba con
un médico costo adicional.

El transporte aéreo, el alojamiento, la alimentacion y el transporte interno se contratan a través de una econémica
oferta para este tipo de estudiantes y depende del destino hacia Cuba y el nimero de estudiantes.

El pago es en efectivo en el momento de la matricula en pesos convertibles cubanos (CUC) o su equivalente en délares nor-
teamericanos. Al profesor o estudiante que organice o venga al frente de un grupo, se le exime de cuota de inscripcion.

Al iniciar la solicitud de un curso o su prematricula es necesario enviar mensaje electrénico con los datos siguientes:
Nombre y apellidos, especialidad, institucion de trabajo, direccién del lugar de trabajo, cédigo postal, ciudad y pais de
residencia. Ademas, teléfonos, fax y correo electrénico.

Para mayor informacion:

Dr. Pavel Diaz Gonzélez de Mendoza, Director de Capital Humano.
Teléfonos: (53) 7 208 2553; Fax: (53) 7 208 0497. Correo electronico: pavel.diaz@cnic.edu.cu

Lic. Luis Delgado Pérez, Jefe de Departamento de Relaciones Internacionales.
Teléfono (53) 7 208 5277. Correo electronico: rrii@cnic.edu.cu

Dra. Gisela M. Cafedo Iglesias, Jefa del Departamento de Docencia.
Teléfono (53) 7 208 5277. Correo electronico: dpto.postgrado@cnic.edu.cu

CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
Avenida 25 No.15202 esquina a Calle 158, Playa, Apartados Postales 6412 y 6414, Cédigo Postal 11600, Ciudad de La Habana, Cuba.




