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RESUMEN

Helicobacter pylori (Hp) €s uno de Ios palégenos dc mayor importancia ¢n la actualidad por

ocasionar una de lu en el Esta bacteria tiene Ia
idad de a célul; iteli ginncns. permnnece atli por largo tiempo y produce
p-mm cancleﬂndl por una P ica que pucde evolucionar a ulcera
1y gistrico. Al canctetinicu fenotipicas de la bacteria como: la
hidrofobicidad superficial, 1a prod ion de y P ser importantes en este
proceso.

(»mv-mom in vivo, muesiran que Hp s encuentra muy unido s la superficic de células
en las uni Audn sc ha cbservado trépismo in

vivo, Hp es cap.z de i a lineas in vitro. Sin embargo, a pesar de los
de i MHp-eélul.n son pocas las evidencias del fendémeno que sigue

& €313 union.

Los sistemas tradicionales in wero con apas de en superficies plisticas, no
permilcn Ia polarizacion ad da de las céh en sus inios apical ybual. por lo que Ia
de sus P es al azar. Por otro lado, los si mé p el uso
“mmmmmmmdoble para el medi
de

cOn sus receprtores

P de Estos

sissemas han sido de gran utilidad para Ia d de al 6 para
monocapas de c€lulas epitcliales, su forma de y sus ef en las células b

u&mmuummwwy como en los epiteli

Los objeti de este trabaj ir 1a yel.ndode-d.hemmude"pyloﬂ
a eélulas epiteliales asi como Ia relacion que existe entte sus ¥ evnlu-'
el fendmeno de transporte en células Caco-2 p Para plir con estos obj
seleccionaron @ cepas de Hp aisladas de b con dife o i con dnfenme
i ia a y expresién o no de ureasa y citotoxina. A esta cepas se les
cuantificé ln ividad de y Ia hi ' superficial. La capacidad y grado de
S por el yo de adh iaa cé HEp-2. El fen6meno de transporte
en células polanzuhsﬁne 1] d do el de bacterias P de
una monocapa de células polarizadas Caco-2. y Ia b de la fuc Tuad:
midiendo tanto 1a resistencia transepitelial como por microscopia electrﬁnicn

r 27

En tres de las cepas caracterizadas p d que Hp no sélo induce cambios

en la superficic apical de las célul: piteli sino n es capaz de atravesar las células




1a imegridad de I1a monocapa sin causar dafio céhular aparente en el

. transcurso de 8 hrs. Con estos hal de i i6n de Ia bacteria con hs células Caco—2
polarizadas. demostramos que H. pylan es un paté capaz de
a la observacion gencral de que no €s una bacteria invaslva. 1o cual podria explicar Ia imcién
de 1a P ia que enla propia, por la p: iade Ia b.cleti- enesie

cotnparnmenlo.

Poremnyosdeadheremuleelnlu HEp-Z' di cepas de H. pylori
€n mayor prop que las no con la p ia de dos p de ia en
estas célul. el difi yel g

La hi icid ad perficial fue Ia  dnica ipica en M. pylori que
cor ioné con la ia & células HEp-2. lo cuat no:pennmodimhrmcepu
hidrofébicas e hidrofilicas, yenhquepminmosobufvarel‘ 6n, no viswo

ames en H. pylori

Finalmeme, la severidad de la enla" # por M. pylori no tuvo ninguna
i6n con la d de con la hid d superficial, con la capacidad de

adherencia ni con el p. de adh a | HF.p-z ¥ solo hubo una correlacién con la
i6n de ci .

|



INTRODUCCION.

GENERALIDADES

- Helicobacter pylori €3 un bacilo gram negati b «fi filico que iza Ia
La colonizacid: esta b enhmyoﬁ-delnveeunom

sintomas por largo tiempo, o bien pucde p todo un p
que Ia infi urll.pyloﬂuunmkmt

aguda y/o onk Se ha p
ion y adaptaci sobre Ialihencnonloal jos (1). La
prog dela dad es un factor imp 1a patog is de dlceras ga ch
yeol de ck shatrico (2-4).
prbﬁcauuumd‘lu . mbs en el b Lai de la
con la edad(S), y Ia incidescia varia de do a las pobiacs

estudiadas (6 ). lmmmipnlum“nhnmampmmh
infoecloapor H. pylori son: la eded, la condicion Ins

y lung Ilalm(s.'l). e ha d Que hey ua mayor
riu.ocn V] grupos o &hclucuxhl(l). En paises desarroliados la
infeccitn €3 rara en los nifios y es més qQue en los
paisssen 1o s muy comin a edad temp yes .._,cnlo; ta dn
s¢ haya adquirido dusame la nifiez (6)

H. pylori es un claro cjempio de tropismo al sejido, M.wmwm
b lmnl ain cuando,

observarse en las células cpimliaies gi P i
ocasionalmemnte, pusde ser visto en forma enel findica. La infeccion
en d do se céiulas ' aet.nivel (metq:lui-) ).
Aun cuando H pylori ple con los - un patog existe gran
mvmh%lmmmmmwm i dad. Para iar estos
se han P en ani Sin 80, SON POCAS ¥y

limi las ptibles de én con esta b -

) (10-12). Tamb se han dek alvilm.mllﬂollmuoelumesepi‘elules
y cultivos primarios de cétul, y de con Ia fi de
o do que se més a jos p de ol ‘oblcrvldo.lnvlvo(l!—lG)

!




FACTORES DE PATOGENICIDAD DE Helicobacter pylori

La funcion que ti i de H. pylori como fi de patog dad ha sido

ampli da(17), ¥y p di en tres grup i de o

fi de imei de

P oo .

Son que le p a la oacteria enel P y entre clios s¢

encuentran: la movilidad, 1a produccion de y los de dela

(adih ala gistrica P )

" Movilidad

La forma espiral de H. pylori le permite desplazarse con facilidad en €l medio viscoso del
y su en forma de "tirabuzén™ le confiere flexibilidad y permiee el

ati P> a ias céhilas de 1a (18). La posee de dos

a ocho lla.eloaeonﬁhmemo.fotmuloc pordostiposdeﬂa.ehnn.qlnmoodlﬁudupotlu

genes flaAd y flaBB (19-20). En dios de idas en estos genes, nm:utqu

¢l gen flaA ¢s esencial para Ia movilidad. Estudi lizadk

en
corTelacion entre movilidad y virulencia de las cepas de H.pylori (21,22).

Ureasa

Emre las pri i P porH pyloﬁle 1a que al hi i
ia urea libera o y que gcalab ia de los
e del scido ghstri (18) Sehloblcrvdomiwdaddclluum en el citoplasma, loqu
ha sugerido que ticne un papel i enla de (23). La

excesiva de nmomopuedecauurpenhdadehlmezﬂdadtomudelmoeo'km lowul
induce hi forhidria, el cual es un prop como delap
de dlceras(24,25). por lo que la bién es iderad. nnﬂclot e de e o




Mecanismos de adherencia

In vivo, H. pvlori se adhi princip Tul listricu de moco,
en las criptas y las i su ion con la (ll) Por
microscopia cleclrémca, sc han descrito difctemes tipos de interaccién de Ia bactcria con la
8 Ia " que es similar a la observada en
Escherichia coli (EPEC) 13, 26 28) ’l‘.mbién sc ha oburvado la denp-ﬂcnén
de yia D izada por ion de las 1
infiltracion de linfocitos poli ¥ izacion de las células epi i e
a la bacteria (13,28).

Estudios im vitro han demostrado que H. pylori se adhicre a diversas lincas celulares, entre las
Que s¢ de de laringe (HEp-2). de cervix (Hela), de imestino de
embrion bumano (Im-407), géstrico humano (Kuo lII AGS y HGT-1),de colon humano (Caco-2)
y de adreno cortical (Y-1), asi como a cul de i del

(13,32). Sincembargo, pocos de estos estudios han descrito los l'enomcnocque ocumnponcrm
a dicha adherencia. Evans y cols. en de la
imsernalizacion de H.pylori a HEp-2, do 1a idad de 1a bacteria p.n
introducirsc a una c€lula eucarionte que no sea un fagocito (31).

AdResinas. La unién especifica de M. pylori con el b i idn dec las
con los P en las mperﬂcnle: En general, 1a mayoria de
Iuldhennnb.cwnlnnlon y emre si la propiedad de ser de
yla idad para P espec(ﬁcos. Las
h p ¥ potoep.sdellpylonnen:nh apacidad de de
varias y sc de por Ia lacién que hay entre la
cap.cidaddelueep.sde d lincas 1 y su habilidad de aglutinar
eritrocitos (33). Se han ndenuﬁudo en H. pylori una gran varicdad de adhesinas, entre las
sc encucntran: Ia adhesina de 31 kDa (34), una proteina de 19.6 kDa pulecld- a pili (35).
proteina de 63kDa parecida a exoenzima S (36), una p con prop a
lectinas (37), y una hemn;lunnmn fibrilar que se une - una si del eri Que
i N « 2,3 y tiene afinidad a (38). Las dos iltimas adhesinas

son especificas a scido sislico.

Receptores celulares. Los que sc han do para M. pylorl se

han clasi en P de idad alta ¢ i dia (39). Los P de alta

i la fosfatidil. ecn la

h y en ¢l cri i (40). y los glicolipidos sialilados GM. y GM ., Los receptores de
di d i y GM; y paragl (41,42). Otros receptores

s



importantes para H. pylori. gque son compomnlesde la malrlz
1V. Ia fibronectina y la laminina (43-45). Hay cvid C qQue sugi que la union

especifica de H. pylori a 1a superficie de las células det moco es da por gi P

fucosiladas( 46).

Factores de persistencia

Estos factores permitcn una lonizacion prol d medi.me mecanismos con’hjo- de

supervivencia, cvadiendo la y produci p ap los estudics

de mnclucoph electronica de H. pylori i . ln

de g W enlab ! podrhnﬁlm:omreomotemvudemhp.n

.ohevnvit(“l) L- b-ctem tiene <’ cotm formas de tratamiemto, como soa ¢l

1lo de a y de una dificultad de erradi de s infecci

que es e iderada como un i de supervivencia (48.49).

Para ir la P i se ha p 1 que H. pylonecmhmle.lamude
) ¥ sup i i i i en lai poc

fagocitos. Se sabe que ¢l gen que codi ia sup de H. pylodmuum

fhomologia Ia de otros i Sul 30). Por otro pare, los lipopolisacéridos de

H. pylori indk una dismi ionde la P i por 1a menor produccion de radicales

de i i de Sfilos y de cil . on o con otras entcrobacierias

(51.52).

F b de enf

Estos f: P bi d en ¢l epiteli gislrico 1 por H. pylori. Demro

de este grupo se i 1a prod ion de y de que up de

ia barrera mucoide g‘stnca. e mduccn lnllam.eidn. asf como los que produ #

fisiologicos gistricos. La p de urcaza y se ha do de gran

p en Ia induccion de la enfe i
La citotoxina de H. pylori se ap en S0% de las cepas(53,54): estd




e i en las

L Suad y " un

relacionada con ¢l desarrollo de P
células. La actividad de 1a ci inaes diada por una p de 87kDa codificada
por el gen vacA y sc ha d Que la for i6n de en cék Hel.a req de
Ia actividad de ATPasa-V vacuolar (53). Sc ha ik o ién una p de 128 kDa
codificada por ¢l gen cagA. que esth i con lap ia de 1a ci inayes

ia de ulcera pépti

inmunogénica (56.57). Sc ha encontrado una fuerie uoclaclonem lap
y céncer géstrico, con ¢l aislamiento de cepas de H. pylori cagA posinvo(!ﬂ.sa).

Mis que Ia se p la que el prody [ do por el boli de la urea, el amonio,
en Ia difusién dc iones hid: ¥ de esta indn dafio lar por &cido(24);
sin embargo, umblén:eham.eﬂdo que elnnoniopot:l mismo ejerce un efecto 16xico (60).




PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

El imiento de los p i L cl en la interaccién bacteria-célula es importante

para definir la patogénesis baclemn- Estos procesos tienen gran importancia en M. pylori,. ya

que csta bacteria ticne como son su forma espiral, movilidad

y la produccién de ureasa (18 ), que e permite sobrevivir en ¢l microambiente hostil del
gO y persistir por largo tiempo sin causar dafio.

La adherencia a 1a mucosa gastricaes un p quisi ialenel p de infi que
le confiere a H. pylori ciertas jas sobre el huésped para provocar enfermedad, como son: 1)
proteccion contra el arrastre de las secreciones gﬁuncas. asf como de los alimentos y liquidos
ingeridos; 2) persistencia a pesar del i del ;Y 3) una gran
eficiencia para causar daido en Ia célula b B a la lib ion de sus de

vir como Ia ivik de y ci i entre otros.

Los por los les M.pylori sec adhicre a la mucosa gistrk:l y causa dam no han sido
P dilucidados . A pesar de los de €stos ¢
han at dio del p de p li > alg: fi de ia de
manera aislada como son: movnhdad de la bacteria, prop des superfici de carga ¢
hidrofobicidad. actividad de ureasa y de citotoxina, as{ como los factores que determinan ila
adherencia bacteriana a células de la mucoea gistrica y a difi Ilnus Tul Hnu el
momento son pocos los estudios que involucran més de dos fi de virul 1,
con Ia adh ia, €l p o de is y el grado de dafho causado a) paciente (22,61.62).
Por lo tanto es io 1 que \ [¥ en forma intcgral los principsles
de vi iapr enlap isde H. pylori, nsi como su intervencion en
P de ia i i célul-—baccem. en la ick superficial y
su idad de adh

Para estudiar Ia interaccionde H. pyloriconla célula se han empl i in vitro de
epiteliales, que no iemp que ocurren in vivo. En estos
al i las célul Ppi en superﬁcles de plasuco o de vndno. |I monoc-pa
celular formada no adqui una . ni una ad or de
sus componentes de superﬁcne El cmplco de nuevos slslemas in vitro de monocapas de células
pollnud.u en de cél ia dos con varios enteropatégenos,
tiene gi j sobre las técni i (63-67), ya que tas célnlu adquicren una
i i i6n 2| ilar a la observada in vivo, con la for de llosidades y
ori T de sus p y les (68). La” incio Jular se
logra cultivando las células sobre un filtro que p dos L ala

céluta exponer su porcién apical al medio y la basal adherida a la superﬁcnc de soporte. Estos




de dos ¢k i b

[ Ia i 6m de bacterias en la parie apical, para

diar no s610 1a capacidad de ia supcrficial, $ino también la penetracion bacieriana de
dicha apa y el p a través de ésta. Por esto, s lievo a cabo un
estudio de H. pylori con FMONOCApAS de cétulas pohﬁudu empleando cepas bacicrianas
| pi de dro clinico de gastritis, dlcera
pép o ch h par diar e} de

luavademonocapu_

HIPOTESIS

Lacap ‘ndodc dhy § yel P de H. pylori en raonocapas celulares varian de
CEPA & Cepa Yy .

estir por ia expresion fenotipica de Ia
hidrofobicidad supetﬁchl. y bhnﬁvwdemyd.cmin

OBMETIVO GENERAL

Definir 1a capacidad de adherencia de H. pylori a eelulu epiaelnlel. ui como u relacidn que
cxiﬂe cntre sus isticas d de y

y * el fe de

P on céh Cano—Zpolanz.du

ORJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccwmrmdeﬂ.pyloﬁmh-uenelcudmclim mm:--
de

-cuvndaddcmenl. dsuperficial y capacidad de adher -ceun
HEp—Zdeesuleepu

2 Evaluar ¢l de adh i 1 y en apas de
célulaspol-riudu delueepud:" pvluiw-:utiudu

E



DISENO EXPERIMENTAL

Para poder plir ¢l objeti 1 el trab

P jo se dividio en dos objetivos especificos:
Objetivo 1
' l.aaehociﬁndelucepnde" pylori se llevo s cabo en base a: clinico (gastritis cré
dicera F: y gistrico). i ia & anti i
ol 6 b ia (MIC)). y expresi fe ica de y
cisotoxine.
Para la i ica se i bl 3 *‘aupcrﬁcm produccion dec ureasa
ymmuleﬂuluﬂep-z P e 6 la fase Opti Y bacteriano a
emplear en sodas las &b como pard de ion la cuantificacidn de
hidrofobicidad superficial por a ‘ alas 24, 48,72 y 96 hrs. Todas ias
fcni " d previ blecidas para H. pylori. La produccion de ureasa fuc
{ da por ¢l método de I con alasécnicadel (69). La
hi perficial fue medida emp dos métodos di agreg;
con de o ¥ ia al hid Fi . 6 Ia
idad de adh 'alll(neaoelulnllﬁp—Zporcl do de Cravioto, con alg
modlﬁcacionss(‘l!!)

Una vezuracmi.udn Incepu e -eleecmronu'esoepudell pyloﬂr.ondnfcnnciuenh
exptesnon e ¢h HEp-2, de

ip para el p

internalizacion y P en apas de células polarizadas.

Objetivo 2

Para de cél pi se seb G 1a linea lar Caco-2. Touundo en

cuemqueesulineanouh-bl- ajado antes en io, hubo la d de
. y la iinea cel .




Unn vez crecidas las células Caco-2 cn 5 la ica de
de polnnudn descrita por F-lkow (63) yse : establocié la cantidad de

wpleada y los P para las Esto se hizo
ck i T . Que i de un de dos chs (superior ¢ inferior),
commadnpornnﬁluoquemmm con;owporelobreel cual se cultivan las células. Este
crea un para p La ia e integridad de la
mwcapnnemndioporelvnlorde i ap
Las ap lari i [ con M. pylori, do como A p una
cepa de Sal; lla typhii capaz de nper la g de la y
apa de céhul como gativo se empleo una cepa de
Esch coli. Se 1a i idad de In apa midicndo la resistencia transepiselial,
Yy para ¢l fend de itosis, se i UFC/ml en funcién del tiempo. .
se fijaron de células p dasdesputs de 0.3, 1, 1.5 y 2 h. de infeccién
eonll pylori, paraobaervucl de adhe: y P por piack -

11



OWETIVO 1

Las cepas selecci con i pi pre i se en

ia Tabla 1.

Linens celulares empieadas

Células HEp-2 (ATCC CCL 23) ai de i de lari

Células Caco-2 (ATCC HTB 37) de i de colon

Establ ded ye de la adberencia de MH.pylori a n-hexadecane

El método de adh d en lo Se una id

b.cletun-eonocnd.y se lmde -bsorh-ncm(Abu)n 540 nm antes de agregar un volumen eonocndo

del‘ o I min. envomxyudejlnpoa.
Ision hasta 1a fase del hid b de la fase ia

milallf-e El je de adh ia es calculado con la sigui fo 1

Abs. despuds de agitar
% de = -~) X 100
Abs. antes de adicion de n-haxadecanc

Para valorar Ia adherencia de H. pylori a n-h d se blecié 1a técnica de la si

mancra:

1 Sedcterminél- idad de n-h d ( del 99%) capaz de lograr una méxima
dh ducibilidadde la técnica, con una cepa control de . pylori, empleando 0.1, 0.15

y02ml de n-helndecano por cada ml de suspension.

2 Se comptobél. reptoducnblhd-dde 1a ica con e} vola | do h d
P positivo y neg para este método y una cepa de H. pylori:

12




a.- Control positivo para adh iaa n-h . [A.cal i RAG-1 (ATCC31012)), con
una gran idad de ad} ia al hid b y acélulas HEp-2.
b.- Control ncgativo para adh ina n-h (A I i MR 481), mutante de 1a cepa
RAG-1 defici <n adh ia al hi b ya las HEp-2.
¢.- Cepa de referencia de H. pylori CCUGI15818
Tabla t. Cepas seleccionadas de H. pylori
CEPAS DE ORIGEN DE FENOTIPOS | GENOTIPO RESISTENCIA A
H. pylori AISLAMIENTO Uasa Cux CagA VacA [ANTIMICROBIANOS
ia) M ug/ml N
92-2 Mucosa + - ND + 16R 68
C©CUG13818 | Gautritis crénica | + + ND + 1.58 18
(Suecia)
84-183 Ulcera duodenal | + + + + ND ND
(EUA)
Hp 58 Gastritis crénica + - ND + 32R 12R
(México)
Hp 152 Gastritis crénica + - ND + 2R 12R
(México)
PCR 23 Chncer géstrico + +} ND + ND ND
(México)
88-23 Ulcera Duodenal | + +| + + ND ND
(Inglaterra)
88-23-4 Ulcera duodenal | - + + + ND ND
variante
(Inglaterra)
88-22 Dispepsia + - - + ND ND
R = Resistente N = Nitrofurantoina + = Presente
S = Sensible M = metronidazol - = Auscnte

Citx = Citotoxina

Uasa = Ureasa
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Seleccién de Ia fase de crecimiento 6ptima para cusntificar ia sdbherencia a n-H

De una suspension de 1a cepa de referencia de H. pylori ida en agar
corazén (BHI), se tomS un indculo y se sembr6 en caldo BHI durante 96 hrs.

Se tomaron muestras del caldo sembrado a las O, 24, 48, 72 y 96 hrs.

1a lbnotb-ncufue Ieidaasdomn ¥ sc cuantificé (UFC /mil) en las mueatras tomadas
alos npos de

Se d inG la L c para cada uno de los tiempos de crecimiento
bacteriano, y finalmente se unliznon ei P los

de dnd

Lab ia fué i da hidrof« si se obscrvaba ag i6n con una i6n de

Agregacién con sulfato de amonio

Se prep K de fato de jo a di molaridad (0.1. 0.25, 0.5, 1.0,

1.5y 2.0 M) en PBS y ajustando ¢l pH a 7.

Cada concemracion de sulfato de io s¢ en prop 1:1 con una suspensién

b i en p corto po. Posterionmemnte se observo Ia
in o ia de i

El control negativo fue PBS con l1a solucion bacteriana.

Como control positivo sec empled 1a cepa de E. coli emero(oxlgémca (ETEC) H-10407,
con un valor de agregacion <1M de de

de amonio < 1M
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Enaayo de adherencia de M. pylon a n-hexadecano

- Una suspension bactcriana en 3 ml de PBS (pH 7.4) se ajusté a una lectura de absorbancia
de 0.1S a S40 nm., de los siguienics cultivos:

a.- Cultivos de 48 hrs de H.pylori.

b.- C positi dh iaa

€.- Control ncgativo para

- A cada tubo se lc agrecgaron 0.45 ml de n-hexadecano y se agité por 1 minuto en voriex.

- Los tubos se mantuvicronen reposo hasta lograr la ionde las fases agua-hid
- Se midi6 la rh ia final y se elp je de adh i
Enasys de d de

Un cultivo de M. pylori de 48 hrs se suspendié en PBS-E ( PBS 0.1IM-EDTAI10 mM [pH
7.4D)) para dar una absorbancia final de 0.15 a 340 nm._

Se determiné la ion de p en la i6n bacteriana por el método de
Bradford(48).

La actividad de urcasa fue cuamtificada por ¢l mésodo de Bertheiat, con modificac de la
*cnica descrita por Ferrero y Labigne(49). .

10-50 ul de una dilucién 1:10 de Ia suspension inicial se puso a reaccionar con 2004t del
sustrao urca (50nm cn PBS-E) a 37°C durante 30 ,3S, 40 y 45 min por reaccion para cada
cepa bacteriana .

15



Como leo la mi P i bacteriana, inactivando la urcasa por
ebullicion duranle S min.
Las 6 yel fu [ al agregar 400 41 de nitroprusiatode fenoly 400
41 de hig ito ino, e incubando a 50°C.
Las i leidas p de 30 mi a 625 nm. L-cumdnddeamonio
liberado fue de!erlmnndo de una curva » correl In i con ia
jo. La lib Wnde 2 ul\mol de io fue equi alahi

de 1umol de urea

La actividad dc urcasa fué exp da en de urea i / min/ug de proteina.

Ensayo de adherescia de M pylori a céiuias HEp-2

1 Las células HEp-2 se culti a fh ia en mi 1 de cultivo de 8 pozos (8.9 x
8.9cm Lab-Tek). Cada pozo. contecniendo 400ul de una i6nde 1 x 10°
ml, fue incubado a 37°C e Osfera del S% de CO,porlBZlhn

2 Poswnormem lOO pl de las suspensiones con 3x10” UFC de H. pylori, se agregarona cada

pozo por 3.5 hrs a 37°C en atmosfera del $% de CO; .

3  Se lavaron las células en PBS, se fijaron con formalina al 10%, y se tifieron con colorante de
Gicmsa para ser observadas al microscopio.

4 La se i el de bacterias adhcridas en 100 células.

Una cepa fue considerada adhe se aron > 20 b ias adberidas por

16



OBJETIVO 2

Cultive de céiulas Caco-2

La células Caco-2 sc obtuvicron del ATCC (HTB37) y ! dio de imi fue
Medio Minimo Esencial Modificado de Eagle (MEM-E) con salcs de Earle, lmmoacidm no
esenciates, 10% de sucro fetal bovino (MEM-EEA-10% SFB) y antibiGticos.

) de célul al i de 2 lavados con PBS celular, fucron
delptttﬂldlsdehﬂtpzrﬁciecontﬂpnm-EDTA(oosﬂ 0.5 mM) durame S min a 37°C.

dh ind Ia ionde células viables

Las se i medio de cul yse
por ml con azul de tripano.
and 8 37°C du

En botellas de cultivo de 175 cm? s¢ umnron 1.08 x 10’ células,

6-7 dias para una
Eatabl Sk de la pr da de pas de células Caco-2 polarizadas
Para el k Optimo de Ia p i6n de p pohrizadas 1) se selecciond el

iempo Ggptimo y la d da de para y2)
se b Ia integ de la apa de célul midiendo nﬂmecumemeel valor de Ia

i ia en H det i y ifi do el bacteriano

utilizando: a) células sin bacterias; b) E. coli DHS« (conuol negativo), cepa no p-logcnl mpu
de romper la lmc.rid-d de la apa y de pa de células polari y
<) S. nph ium 17028 1 p i cepa p ‘, capaz de nper 1a integridad de la
monocapa y alravesar una pa de células polari:

6 de células Caco-2

1.- Seleccién del tiempo y

Los filtros Transwell (No. Cat. 3415 Costar EUA ) con mcmbrams de 0.33 cm? de didgmetro y
de tamafo de poro de 3 mu, se incubaron por 30 min en p de T | con MEM-
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EEA-10%SFB para la dicién de la i elctrica ames de agregar las células.

A cada filtro se Ie agregaron 100 ul de una suspension con 4.8 x 10‘6201 10° céhulas Caco-2
en MEM-EEA-10% SFB, y se transfirié a 1 ml de medio fresco.

Para medir la i lialse ! didor de i i Millicell-ERS
¥ 2 electrados Ag/AgCl ( Mnlhpole Corponuon USA).

Pnnc.d.unodelosﬁhronme id en ¢l medio de del

de la yelotroen compmimemoixnnor.-mmhnm-p-
eelulu.yaemww-rcmme-mmdclo:ehcuodos

La ia () ial fué lada por 1a si f6rmut

1 € de la monccapa cetular - O dsl filtro sin céhulas)) X Scea del filtro

Diari fué iado el medio de 1a parte apical y 1 y 1a resi i
pa, hasta obr una alta y

La i6nde celulas Caco-2 da y el tiempo Opti se idi los vak

de i i pa (Ohms/cm?) empo (hrs).

2.- Tmanmauwuumuummzm
csm b ! y el fo de te

Las bacterias fueron cosechadas a partir de placu de agary suspendndns en medio MEM-EEA-1%

SFB sin . auna de 1x10* UFC/ml.

Los filtros con células fi lavados y idos a placas de cuttivo con MEM-EE 1% SFB
sin antibidtico, incubindose por 1 hr. La | fue ida antes de las p
(tiempo 0).

ise



Las fi inf d conlmu(buupmiénh‘cwrumporhp-nelpkalyn
i determinando

ol b & del i lo inicial. por dilucion en placa
UFC/mt
Al ¥rmino de cada 2 hrs. de i bacion en una osfera de 10% CO,, S% O2y 8S% N;, 3¢
midio ba resi apa y ¢l filtro fué transferido a 1 ml de medio fresco a iemperatuns
ambicme.

Las bacecrias viables en ¢! medio basolateral fueron cuantificadas cada 2 hrs. deserminéndose
UFC/ml.

Al cocluir 0.5, 1, 1.Sy 2 h, lo.ﬁlnuuehvuon)kueonﬂ&ahhryum-um
anss.mmum para val in e apm
yelp 6
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RESULTADOS

ORJETIVO 2

Establecimnicnte del grado éptime de adherencia de H. pylori a n-heaadecane

Para el de n-h d cl b

0 e adh .
al b e de i p-ncadlumdelo.mw Los
mmono&nidosenh'hﬂnz que el de 1 QUE tUVO UN Mmayor
de adh yun coeﬁcicmdevnhcwn fucelde 0. ls-llnldtm&h
m por 1o que éste fue iderado €1 g
Tohia3 .- Ks . de la tm‘nl’.mupml’u-.—
| o 3 dife y reall
ol ensaye 6 veces on condicienss similares.
No. ds ) C d de % de adherencia [ 4
n-hexadecano® (ml) (x +0) (%)
0.1 T4.574+ 4.3 S.80
0.13 77.80+ 4.6 3.90
0.2 56.004+17.7 29.50
— M — N—
hd dad de n- por ml de da al 0.15 de absorbancia a
S40nm.
CV  Coeficiemte de variacion
Una vez el método de adh ia al hi . 8E o
sus pecti oles p ¥y negativo para
y una cepa de H. pylori. Los del p ), de adhy ia y coefici de variacion
aclaT qQue esta té fue 1 en8 yos de la cepa de H. pylori,
<cOn un > i de10%yuneoeﬁcnmdevnnci6n< 10%.




Tabls 3. Reproducibitidad de Ia técnica de adherencia de H. pylori a n-
hexadec:

AN0.

Cepas * ' No. de ensayos % de adherencia Ccv

(n) x t 0) (%)

CONTROL POSITIVO 10 89+3.43 3s

A. calcoaceticus
[RAG-1(ATCC31012))

CONTROL NEGATIVO 11 1.1+1.89 174.9
A. calcoaceticus :
no adhereme
(MRe81)
M. pylori s
74.74+6.64 a8

cepa de referencia
COCUG15818
e

CV Coeficiente de variscion
i6n bacteri. ji da a 0.15 de absorbanciaa 540 nm, con 0.13 ml de n-hexadecann

pormldenupemién

Seloccida de ia fase de crecimiente de H. pyleri

Para seleccionar 1a fase de crecimiento optima de K. p_vlori. en l- i en
l:Figun!ae_' la media aritmética del p de ia a n-h con
al ti imi bacteriano, enun yo por dupli los
coeﬂcmdev-rhcionwlcﬂnunodelou i de ion. En csta figura
lemnqlnlnadhenmhkﬂpyloﬂ- hexad se . mar
cdin npo de de Ia bacteria, ¥y que las variaci de adhb i
con al ¢ no fu aignificati
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Adherencia a n-hexadecano en funcion del
tiempo crecimiento de H. pylor

s 3 s
1 ! 1
{ i 1

9% DE ADHERENCIA A n-HEXADECANO
38
]
1

12 12
482 Cosficients de variacidn 89

® Adboroncia
*ure

15

|
S
UFC X 107

8

TIEMPO (Hrs)
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Caracterizacién fenotipicas de las cepas estudiadas

En la Tabla 4 s¢ muesira ¢l origen de mslamnemo de Ils DUEVE CEpas Y sus caracteristicas
fenotipicas. Se puede observar que s6lo 1a exp dec con el J
clinico de todas las cepas aisladas de tGicera 1y 1 deci gistrico, y s6lo una cepa
aislada de gastritis expreso la citotoxina.

mvalomdehmllvmdemenmhs cepuvanéenue m-”nmd/mwu.de
proteina y esta variacion no al i

de pr En cepes aisladas
deluncounonlulymln(uhacﬂvidldfnede&ydcﬂil”nmollminlu.deptwn-.
respectivameme; en upnnmadudoﬁlcen‘ d y i esta fue de 28 y 36
namol/min/ug de p P ’
.umﬂ-ﬂevﬂm’otlosdoo logré di 7 cepas hidrofGbicas y 2
hidrofilicas; sin L fue ol clinico de
procedencia; de 3 cepas ai de__ C 6ni 1 fue hidrofilica y 2 hidrofébicas.
Fi ll o a cétulas Hep-2 se observo en 77% de las cepas estudiadas. El grado
de ad & células fue independi delorlgende aislamiemo, oburvln‘o.eqtnumoen
una cepa aisiada de ulcera duodenal como en una aisl de & clp
de adherencia fue > 80%.
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Tabls 4. Carscierisaciéa cunlliativa y cvantitativa de la expresidn fenstipica de & pylori

CEPADE  |GENOTIPO |FENGTIPO | ACTIVIDAD |  DETERMINACIONDE | ADHERENCIA | PA
H. pylori DE UREASA HIDROFOBICIDAD ACELULAS JADHERENCIA
agAveA | On U HEp?
ORIGEN DE X ¢ o | (NH)SO, | shexadecomo
NTO . m)‘ xto.. X ta
73] ND +]- + [2028:28 02 Qx50 | 9338 Difuse
Mucoss sormal
CCUGIS8IS [ ND + | + + [ 52Mmi6l 0 N6£10 | BIS Difuso
Catri
W T+ ]+ +[wmen3| 0 B0 | W1l Difuso
(Ticers duodesal
Hp$S ND + |- +| B%5tsl 0% N8 L28 | BS£49 Difuso
Gastritis
Hets2 [ ND 4+ - | 9511446 [E7) 4 03 44038 Difuso
st
TMRB IND 4]+ +] %oies] 0N 8492 | 6458 Difuso
Claces gistrico
e - -
83 + 41+ ¢ B61z44 | Amgaiva | 628392 | 61535 | Agrepaive
(oces duodessl
B804 [+ + |+ -|Sowtividad| Agregalia [ TI2449 | 31 £14 | Agreguivo
. (varianc) als2h
Ulcera duoderal
53] Tt | -+ #8242 ] >20 | MIx12 | W7 difuso
odud

— ey v
¢ Es hidrokSbica i tc agrega con < 1M de (NH,S0, % Es droddbica si la adhereacia a o-beradecano es > 0%
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En los ensayos de adhcrencia bacicriana a células HEp-2, ademés de cvaluar el pomenlqje de
de adh ias cepas

células con bacterias adheridas, sc¢ observé cl Que p de
H. pylori, y se dos el dife en‘lcqns(ﬁcun?).yel

wwoendmdemoepuuuauu(ﬁ.whysb)

Por otra parne. se observé una correl emtre 1a hidrofobicidad y la adh ia a células

HEp-2; de 7 cepas hidrofébicas, en 6 la adherencia a céiulas fue > 50% ., micntras que en todas

h-c.puhumﬂlicuhmnmunn<sos Por otro lado, luzupnmepnumel
de

las cepas que 7 1 en de

Figura 2. Patron de adherencia difuso de H.pylori en células
Hep-2




Figura3a. Patron de adherencia agregativo de
H.pylori en células Hep-2

Figura 3b. Patrén agregativo de H. pylori sin
ctlulas
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 OBJETIVO 2

Establ op de la pr de lns pas de céinias Cace-2 pelarisadas
l_n’ ion grad: del. de células polarizadas en el de los dias de
# tuk 6 con la medicion diaria d.l. i § para
us. Ia e cdl polarizada. Para - ta 160 iniciel
*cﬂul-Cuo-Zycl iempo dpti 1a & ion de 1a larizad

Plimo pars
de24x10°, y 48 x10. L.Mienm&cﬂuln
.lweioa-hﬁ.hzixlﬂ’,m-mmm""d. El & de

pars Sos de idn b ria-célula fus de
5-7 disa, por ser cldaupeaclqnnumnbilmlo. b de ap
(Figwa 4y 5)

g de > clinins Cace-2 infoctadas con

. pyloci.

La i6n de la i idad de 1a ap lular infe da se realizé midiendo Ia resi i

m-mmbl apo de dels apa con b ias. Para la validaci

de esta wicnica ss % , que es capaz de per Ia i idad de

“M.meoﬂrolpoﬁuvo;y E. coli no queel de Iai idad de 1a
asi comoun 1 negativo de células sin b ind el T ’ de

ia resistencia en células no infe en funcion del tiemp (Fi‘unS)

En la Figurs 7 s fi los ik ia obtenidos cada 2 hes después de infectar

de células polarizad. Smkﬂmwdwmulmm“deluﬂﬁc-
conespondc.mdel-supum y se
dela cs muy p ido y no hay una disminucion significativa en ia
i ia por la ia de M. pylori. Enongmﬁcaq\n nohyln-mmwh

i idad cel d las 8 hrs en Que Ia 3 cepas de H. pylori estuvieron en contacto.




RESISTENCIA ( Ohms / cm® )
g

Figura 4, Formacién de monocapas de oéuias Caco-2 polrizades
con una concentracion inicial de 2.4 x 10° células
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Figura 5. Formacion de monocapas de células Caco-2 polarizadas

RESISTENCIA ( Ohms / cm? )
g g & g -] g

8

con una concentracion inicial de 4.8 x 16° .

TIEMPO (Dies)
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Figura 6. Evaluacion de la integridad de la monocapa de células
Caco-2 polarizadas, con S. typhimurium y E. coli
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Fiqura 7, Evaluaion def ntegridad de I monocapa de céuls Caco?2
polarizade, nfectadas con dierentes oepas de H. pyo
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Evak i6m dcl femd de tr perte a través de células Caco-2 polarizadas.

El fend de p se o i por la i ion del ni de b ias viables

de ble, desde Ia superﬁcnc .plc.l (superior) a la
snperﬁcle basal (mfenor) En ln Tabla 5 se Ios en UFC de las
bacterias de Ia apa P izad p de246ylhndelnfeec16ncon
tlesccpnsdeﬂpylorl S op ime (b ia capaz de la izada)
y E. coli (incapaz de Ia pa). Como se pucde observar, S. lemnurium fue capaz

de -traveurdelde las 2 primeras horas de mfeccuén.y al completar las 8 hrs del cnaayo la cantidad
ded fue muy similarala id. ‘.mcmldeb.ctenasqmaeempleuon Para
llceplnounvlll\lldeE coli, se probo la i idad de la b para pasar a través de la
monocapa después de 8 hrs de ensayo. anlmeme. para las tres cepas de H. pylori, la bacteria
fue capaz de atravesara las 2 y a Ias 4 hrs de infeccién, pero en una proporcion mucho menor que
S typhimurisum.

Tabla s Tramnsperte de H. pyiori sa P conS. OHp (» [ a)
y com E. coli (me )a travésde pas de células Cace-2 polarizndms
Camara S. yphimurium E. coli H. pylori H. pylori H. pylori
post- 17028 DHSa Hp S5 88-183 88-23
Tiempo UFC UFC UFC UFC UFC/mL
(hrs) min-max min-max mi i i
Apical (1] 4.8-9 x 107 3-4.4x107 0.16-1.4x107 1.7X 107 1.6 x 10"
Basal 2 1.4-2 x 10° <10 0.03-5x10° 0.04-3x10° 0.2-0.8x10*
4 2-3.6x10° <10 0.2-0.4x10* 0-0.2x10? 0-0.4x10?
6 3.6-4.6x10° <10 <10 <10 <10
6.4-12x 107 <10 <10 <10 <10
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Fend de inter

polarizadas duado por mi ,;dm-"

Las Fig 8atll fi fias de de isi en las que
se observael fenﬁmeno de lrnnscnoslsde la cepa 88-23 de H. pylori en las monocapas de células

Caco-2 pol

En Ia Figura 8 se¢ pucde ver ¢l contacto de M. pylori con la monocapa de células Caco-2

polnizadu detpuéSde:wmmdemfeccion donde la bacterias sc encuentran acumuladas y
A de Jas bacterias rmmucstran separaciones

por 110 tas
(evid )entre el b icoy el citopl. y parictales con vacuolizacidn
paddery A anitlos de polifosf;
Figura 8. Mi ) & i6nde apas de células p das fijadas
30 mlnutos después de ser i das con Helicob pyilori. A, b ia con
de fa ByC, b ias; D, mi losidades; E, célula.

ARt s e e e



En la Figura 9 se observa el comacto intimo de la bacteriacon Ia pi ica de cél

Caco-2 p i una adh: iaenp
Figura 9. Mi ] Snica o ision de apas de células Caco-2 p ized
infectadas con la cepa 88-23 de Helicob pylori. A, b ia; B, célula.




EnlaFuguulO:eobservathdeHp_vloﬂ‘ala ficie ds ds cédlulas Caco-2

polarizadas. La b ia csth C por Hlosidad ylu céiulas epiteliales ss encucniran
en un proceso metabolico activo, por lap ia de mi corca de la bacteria adherida.
Figuea 10 Mi pis el énica de inid los sitios de
dh ia de Helicob: pylorl.lcwpuﬁcicdcmb
“lual \arizadas. A-C, mi

3s



Finalmente en la Figura 11 se observa las celulas Caco-2 polarizadas con bacterias intracelulares.

Figurall. Mi P )| de isién que
pylorid de las células Caco-2 polari. A, las; b, bacteria

36

vt e T AT AT T

T



DISCUSION

El objelwo de este estudio fuc definir la capacidad de udhcnencln de cepas de H. pylon acélulas

¥y su relacion con de sus P igar si esta bacteria
ticne la pacidad de élulas Caco-2 larizad N lead | dos
hallazgos importantes. EI primero fue que H. pylon tiene la idad de 1a P
de cétulas Caco-2 pol das sin causar dafio iendo la i idad a
dife ia de otros o invasivos como S phimurium, que al i li pen la

idad de Ia pa . Este h en H pylori fue d do de dos

indi di 1a medicién de la resi iade la P lular, la cual se

d el ti del indicandola integridad de Ia yde di
fuc valorada por la observacion de Ia i ion célul ia por mi pia cl i
mostrando que H. pylori no prod: dafioen la b )] Atica al i ti en la célula
polarizada(figuras 9 y10).

El do hall i ﬁnque el i de i izacion de Ia ia en las
célulupolmz-du obacrv.dopor 1 oni d de de un
metabo

lico acuvodclu ¢lul pitclial imi ulobserv.do en la endocitosis. Esto se
porla dri <l )} al smode delab
con la mclnbtana de las células epnelulea. con Ia b i i6n dentro del
citoplasma (figura 10y 11).

Por otra parte identifi cepas clini dh ¥ no adh Ia gran mayoria

adherentes. Esta alia capacidad de adh ia de las cepas de M. pylori a células cpitcliales

eonﬁrma lo ito en i (28,30. 32) Sin emlnrgo. no sc habia deacnlo
previ lap ia de dos dife de uno difuso y otro agreg;

Dc.conocemos ln |mpomnc|- que pued- tener este hallazgo, pero pndlerl ser relevante como

de en i Por owro lado, una

lacion de la adh ia a célul HEp—2 con la hidrofobicidad superficial de las cepas. Esta

laci con lo blecido para otras bacterias, en que a mayor hidrofobicidad.
mayor es la capacidad de aih ia a célul

Este di 1a capacid; que nm H. pylori para adherirse al epitelio, ¥ apoya los

esludios in vivo qued d que d de b-:lcnu que colcmun €l epitelio géslnco es

1 ala sevendad de ll fe P quelai

con células ghmc-s es de gran imp en la virulencia de 1a infeccién por H. pylori. Sin

embargo, este cs ¢l asp did mel, de infeccio debido a que en los

esmdnosde lmenccnén no se ha definido claramente si /. pylori tiene 1a capacidad, o no, de invadir
P El d cn cste dio que H. pylori tienen la capacidad de atravesar una
pa dc célul izad sin causar daflo cclular aparentc, y que las bacterias que
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atraviesan pued i nos sugcnr que H. pyvlori es una bacteria invasiva.

I’nn apoyar esu evndencna de invasividad. exi los rep dos en otros dios que

n E) 1 1de biopsias de antro gastrico de p coanonrlmnestm
unai ionintimade lab iaconla pl At P lesy la
o ion de mi TNosidad 1y de I tuler b .
polimerizacion de actina en el sitio de con fa tia (adh ia en ped 1), y
ocasionalmente la bacteria se observa en el citop! y o de 1 d i
(26.28).

2) Labacteriay antigenoasde #. pyloruehanobserv.dodemmdcll ina propia de paci
con mfeccnbn activa, lo que sugiereque la p cste cpitelio puede ser resp bk
de P (26, 72-74)

3)

Estudios in vitro cn células HEp-2 han mostrado que 1a bacteria cs capaz de internalizar
células epiteliales, que no son fagocitos profesionales(31).

Sin embargo, si nwm-encncm-quc:nlo:m@osin vlvonrlvczse h.encornado- ta bacicria

dentro de 1a céluln epllelul y qne en el sblo alg que la
ser sc hace evidente que son necesarios otros. eundlos para

detcl'!mnlr n en cond:clones in vlvo H pylori puede ser

y si In é1 P
P pan acti para i lab ia del lumen g&
Los dios in vitro lizados hasta 1a fecha, se han llcvndo a cabo con monacapas de células
crecidas en superficics de plésti Estos si nop 1a polarizacién de las células en su
porcion apical y basal y por lo wnto. la ori i6n de sus P cs al azar (75). El uso de
como > para el imi y d llo de una ap
eelulu. utilizando una doble & para deposi el di ite polari fas células y
en una mi i6n como en los cpitelios de do una porci

.pcal con mi losidades ori das hacia el medio de culti 1a unién ha entre las

por d por su porcion lateral, y su porcién basal adherida a la de
policarbonato.

de i 'S &lul

Yy
p P in vitro, que len con las caracteristicas csu-uctutales de las
células in vivo, Para diar este feno se sel 6 Ia linea célular Caco-2, por scr una linea

En el bajo se di6é ¢ fend
de

Py

a8



queen dici tes de imi una mayor di
con otras lineas celul. dema élul ides al lgual que en cl estémago y tienc
receptores especificos para #. pylorl (68).

Para I lai idad de la lular y el fe de k i derylorlen

células Caco-2 polarizadas , se¢ seleccionaron dos cepas con actividad de-citotoxina y una sin ¢sta

ncllvudmf esto con Ia ﬁnahdad de analizar la imp de esta i en el d-no e
on con las cétul . Delucep-scon ividad de ci i e

dos que Ios dos | de a cél HEp-2 dos; conel p i

de d inar si las di de Ia distri ionde lab ia sobre la célul diera ser un factor

imp enlai i6n by ia-célul

Pars b lai idad de la tular se d iné la resi que
mide el i di al paso de o de un parti -ouo-tr-véadedlch-monoap-
1 [H ) Eli e} valor de la resi: ia csté di con la fc
dual de la apa celular. La estabilizaciondel valor de la resi ia s un indicativo de que
a Jular se ™

Al Ia i idad de la hul, pof'l apa en la cepas de
H. pylori, nenconlanuedelnslnscqns diad. i de la ia o no de
Ia y det de P las cepas en células HEp-2, ninguna fue capaz
de i ignificati en la resi i las 8 horas de contacto con
Julas Caco-2; mi que enhcepap.tégenndes ophimuriume, qneesclp-zderompcrh
i idad de 1a y la pérdid CISI total de la resistencia
tr-nsmonocap. ¢ observo a las 4 hrs de con las das. Esta gran diferencia
en la idad de la apa entre los dos paté podria 1i por el hecho de que
m €3 una b is i iva que causa una infeccién azudn, Y que es cap-z de de:u\nr
hs célulu epnelmles en un corto ti y & otros & para g
sistémica. Por otro l-do H. pylari que por observncnones tn vivo se ha visto que genen un dafo
local en célul de una i puede p 'porl-rgo
uempo.yhuuel no sc ha & do infeccion si porla ia de esta b

1, drod c 908 cmlual 1, 4

Es importante sm b que el para medir ia i el
wvalor dc i P i id iar la permeabilidad y Ia ruptura en uniones

¢lula-célula, pero no d bios muy p enlap bilidad transcelular, por
1o que se idera que este meétod €3 poco ibl do se p de medir daftos minimos. Por
otra partc, Ia resi i iteli bién es afe 4 a por los ios de pH del medio, y esto
se puede notaren los ttad btenidos de las cél das con E. coli no patdégena ya que
el imi de la b ia en ¢l medio de cultivo es muy répido, por lo que hay una pronta

acidificacién y, esto. podria icar el d enla ia que sc observa.
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Cuando se evalud el de 1 iGn con las tres cepas de M. pylori, se obscrvaron

- bacterias vnablcs que Iograton pasar de l- superficie apical a ta superficicbasal a las 2 y 4 horas del

Sin és de uste po se observaron formas cocoides de la bacteria, en los

ﬁons obtenidosdel 1 medm basal a las 6 Y 8 hrs del yo (datos no dos). Es importante hacer

notar que en cste fue fc culllvnbles de la bactweria, & pesar del

requerimiento de condiciones mucroacmﬁhcas y de enriq para cl de
H. pylori.

Las diferencias en la cantidad de baclenas que atravicsan Ia tul en S. by hi -'m y
H. pylorino es comp-nble. por ser b ias con di iempos de g i
paralapri p iénes de 20 mi parala d. de 12 hrs; loqucmdwa
que el tiempo en el que se d o el yo no fue sufici para que H. pylori se duplicara.

Los N de i ion e i . PO . \ 10 célul 1 das sc han
diado en 6 i como S. ryph -iserms y Slngelln sp. Yy ‘scha comprobado
que es!u ucnen la pacidad dc de con pérdida de la
] H i 63, 64) Snn embargo, cl mecnmsmo de

transiocacioén sin la ruptura de a i idad bién sc ha observado en Ia entcrobacteria
invasiva Campylobacterjejuni, que tienc la capacidad de p P 1 ¥ uno ¢ de los
mecamsmosposluldos para causar dafio es quec al las célul itelial la
la del epitelio si dlﬂarhcéluhy prolll'ernenhlimm-propmy nédulos

Imfthcos i do una infi La que tienen C. jejumi
y H. pylori para apas de células Caco-2 polanz-du sin dafio aparentc de Ia
integridad celul podri pli la gran P local infl que estas dos
bacterias, con la i ion de 1i 1 en ¢l lumen de eslémago Y. duodeno con
H. pyloriy en el lumen mlesun-l con C. jejuni. Asi, al ganar atal propia, las bacterias

y/0 sus prod lib una pronta y mayor respucsta inflamatoria.

En al| dioscon Saf; lia, Shlgellay E. coli pato se han do al,
diferenciasdistintivasenel modo de i y culas célulash d con el uso de estos
sistemas dc células polarizadas in vitro, y con Ia -yuda de i 1! ica. Por P
en el caso de S. lyphlmurlum. como ya s 6 antes, el p de 1 i6 d una
drasti la 1 w3)- i que en EPECla b tul ién
es afcctada en este proceso, pero mas grad con Ia duccion de la resi it ial
{66). En niveles ultracstructurales. sc han observado otras dnfmncnu dnsnnuvu en el Iuw de
penelracnén. Mientras que cn S, chol 1 sitiode mas <l lado
-plcll que 1 1 Yy, la ion es ds con I- pérdida de mi llosidades y la

for de d por mi = pia de video den a fc
a “ruffles™ (arrugamiento), en los sitios de da de la b ia; en S. fl i 1a da a

a0




T A (O e kg - “
et ity a4 s
- it s

élulas cs casi i por la parte basolaicral (76); observacion que sugirié que Shigella
p ! epitclio i llnvésdelucéluluMy-ednpempotmvns&nm- llscéluln
piselial En cste dio con #. pplori, las obser por de
ision, fi - ésde 0.5, 1, lsyzhnde de las Caco-2 polarizadas, con una

ina 88-23; on qumbnmﬁwcapzdemvm

cepa prods de ci
deade 1as 2 pri hocas de con las células p

&mmdehmmdsﬂpylorzlmhmuluhr ‘eob-ervéqnenl.unll

Eﬂunﬁlulmnelnnvinomcnﬂnlnﬂ indo a wjido ghstri eongr-ldmulul. Se

agerid que ctas I .:m.comonmdz "-llpylad. do hay
iade f A 47). Laf wonde i (ntimne b

célula en pedestal, que 3¢ Mmmmmll”aﬂ nhmmmm
de H. pylori en biopsias de y con y en células de

AGS. Emfmd.nﬂhemx.mucommen”l‘é‘yﬂ coli emeiohemosrigica,

fular con Ia p ion de actina en el sitio de contacto de

ghwtrico
(EHEC)(77), e una
kmconl-oélnh.E.n”pylorlemcfoc‘odepohmménhdocqquumm
bios en el ci de las de ghstri yqueel
l-hcwnaconlncéluh.yu e ia de al, [ drii mﬂmrenh
W.dehcélnh‘ ped alab i Fi -lob:ervnrqucpotmmmscopt-
de las ife i delai iSn dh prlorlconlnsmucon gtﬂm:nqne
se obeervan i vivo, eStas p fi das con ef ¥ de Caco-2
pohnudnl in vllro.yenemodelopuedcurunaallenudv.nouslopmesmdmr ¢l proceso de
sino peatog del. feccio porll pyiori, tomando cn
las o jas v Ia dificul .que. tica el iy para producir la
enfermedad.
Considerando que cn Jos di i no se hat lizado de global los fi
de virulencia descritos, que pudieran estar relaci dos con la i ién célula-b is, en
dio se fio g oo o e . de Ias < P ipicas més imp dc
ias nucve cecpas.
Las isticasya idas de las cepas sel das fi el d linicoy p denci
delacepa.la i. i imicrobi: a idazol y nitrofi de al, de clias, y la
de  ci ina. Las ity {picas que se " y
hunpomncudeeﬂupanh 1pk izaciéon fi la cuantificacion de ividad de
por estar implicadas en 1a lib idn de io como prodh de degradaci6 dehwn
y I hidrofobicidad P s que

dodafio a nivel )y por
a h bacteria es un proceso de dos pascs, en que la unm:én molecular especifica es inducida por
una asociacién inicial no especifica, entre la bacteria y 1a célula a la que se adhiere.
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Para cumplir la primera fase del bajo, dec val ion y ion de las isticas

l'cnéhpu:as du Ias nueve ccpas, fuc importante tomar en las sigui obser i DLa
ipicade H pylurl en este estudio scria a nivel de eslmcluras superficiales 2) El
llo de cstr iales en los mi pend dc 1a fase de
crecimiento en las que se encuentren, y 3) H. pylori tiene la propiedad de ser p fica 'y
encontrarse en forma cocoide en culuvos vicjos, biand dc esta su
superficial(78); por o que fue bl la fase opti de imi a 1 en todas
las wcnicas. y de esta poder p los tad btenid en hidi bicidad y
adberencia.
Paracvaluar la hids bicidad sup i o dos:laté i
ifato de que en i de posicio lecular de !a superfici itc la
\7 wndela hidrofobicidad del i I- & i dh iaa H s

que penmle 1a evnlunclén de la unién de Ia bacteria - un ligando hibrofébico, en este caso el
i esta ider hidrofébica a una cepa, si s6lo una fraccion de la
superficie h.cten-nn es I'ndmfébnca. Se selecciond mis de una técnica para medir l\ldrofohlad.ld
yaque, en los dos de hidrofobicidad han sido G i
y Sh (79.80) con el hal de que H. pylori posec uns suptrﬁclc celular
hidrofobica, do sc 1 a por el ¢todo de de i i

. PPy Y

.y h h 2

para ala que el

i Shel y Emody i que la superfici Tular de eepnsde H. pylori son p-rcmlmcme

filicas do se i por ion con de io(80,81). Por otro Iudo hay

dios que han d do que ¢l i delab ia con glicina écida, y en p de

1a hidrofobicidad rficial iriendo que en dici acidas del cstomago,

pnede haber una mayor exposicion de la regi hldroféblcus escondldns cn ta superficie de la
bacteria y , de esta ibuiralai ion de yp ion al moco (79).

El método de hidrofobicidad con n-h 3 no se ha utilizado en M. pylori; sin embargo el
ivo de 1 esie do fuc por dos razones : pnmeto. porla scncnllez de la técnica para

evaluar hidrofobicidad en otras bactcrias como aureus y Strep

que son. hidrofébicas _por este meétodo, siendo g que hubnhd.d para ldhenne - superﬁcles

esth rel 1 Su .--,u- c rla
hay cntre la adh i h dh ia a células HEp-2 en algunas luclcnas.
como ¢s ¢l caso de S. pyagenes, donde el gndo de adherencia tiene gran importancia en la
is de la infeccion (82,83).

T do en las jas que p Ia - i6n de hidrofobicidad por adt ina

hexad sc selecciono esta ica como park de P i6n pars ] 1a fase

imade imi b i a i en la val ion de las isti fe ipi Los
Hiados de hidrofobicidad obternid, Hivas b "

de 24, 48. 72 y 96 hrs de crecimiento,
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no p dife! i ignil i en los p jes de
embargo. para evitar variables que pudicran influir en la
se evaluaron a las 48 hrs de crecimiento.

2: - der hidrafohicidad 1£ato de

Los resultados que se obtuvicronen este
que una gran propon:nén de las cepas de H. pylori esludlldas fucron hldml'oblcas (77%) Sin
eslos 1 alos por Shel yCol. cl
lasifi n sus ccp-s enududu de H. pylori como Ilger-lntmc ludroﬁlu:n Las
4: " ichro foabui o, ser v la té sincmb
e3t0 No se pundk i ya que Shel no d ibe Ia ica utilizada. Porottoladoes
importante resaltar que con esta écnica, se ldenuﬁc-ton dos cepas autoagregativas (cepn que se
m-nporn.oluen-mmndemfmde ); y este fend de g no sc
habis descrito antes en cepas de H. pylori.

En los liados de adh i h no hay un punto de corte para determinar si una

wpnuhuhoféhc..Smcmbugo,n aetom.el mismo punto de catte de adherenciaacélulas HEp-2,

qncnz 50%. se las eep-shldmfébncueludmﬁlmobtemd-puel
e de i Sin estas di ins no 20n tan significativas, si setoma

en ll‘ i la técnica; ya que mi unacep.eonmtencm

a n-hexadecano del 48. Mnconndenhndmﬁhu. otra con cl 54.8% de adh

hidrofobica, (Tabla 4)

Los dos métodos pars d i hidrofobicidad superfici; revelnnqnel.mayoﬂ-delneepu

indas por b ¢todos fueron hid: bi Sin bargo, por el mét de sulfato de

las dife i hid bi hidrofilicas, fucron significativas. Por otro lado, con cste

mismo método, se observo el fe de gregacion no visto antes en otros estudios de
hidrofobicidad con H. pylori.

En E. coli se ha identificado ¢ petrdn de adherencia agregativo, en ccpas aisladas de nifios con
diarrea aguda, y esta propiedad en H. pylori pudicra ser importante en ¢l proceso de infeccion. Por
otro lado, considerando que lncepudescollconp-uénde-dhenncnwvo.mh

propicdad de adhetirse entre si en se Yy il conluecpnde
H. pylori conp de adb i gativo, y se ¢ "‘ennscep- 1a i

de autoadherirse.

Al los Itados de adh b con hidrofobicid. ficial se observé que hay
una mn conellclén entre cllos. De igual mancra, las dos cepas que puunluon el p.m'm de
adiy ¢lutas HEp-2 fi lucepnsque gar

de amonio. Ll correlacion que hay entre h y adh ia a células en ll pylori
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con lo
adherencia a células.

para otras bacterias: a mayor hidrofobicidad, mayor idad de

Al i los Itados de hidrofobicidad ficialy idad de adh ia de H. pylori
a células HEp—Z conel d tinico de p dencia dc las nueve cepas, No s¢ encontrd ninguna
correlacion entre estos dos iposy la idad de 1a infeccion con . p,vlorl. Eslos lcsultados
son diferentes a los observados para otras b i en que la d de

esta relaci da con lap is de la i i

Lai iade b la 3 ond: idad de entai ion céjula b 3

radica en que al inducir la infeccién por H pylorl en del i sc ha & do que 1a

wusajnegnun pnpel p enla do el cfecto del medio icido y
la i6n de cepas que muestran acti idad de que

e fici on . "

1a dad imales de
peri I (10) (‘ Py Py
en la i élul

-utrddnde 1acepa 88-23, con b iade
sino de una poblacién, fuc iderada como una cepa independiente.

dos de ividad de btenidos en las nueve cepas estudiadas, més que mostrar las

en la "“deutemqueproducec.d-mdelnsup‘l.wnun
dela iacion fe ipi ias cepas; sinemb esta tuvo ni
ia idad de la infeccion, ni con las otras i f i diad.

Los es!udlus lnles realizados, en relacion al daﬂo que pucde generarse en la célula por la ptcsencnl

de la acti oporlap ina, han _quue
hay i igad q! prucbanque ¢t efeclo dafiino a la celula s uni por
de laci i do sc empl cepas con defi en Por otro lado. otros
mvestlgpdorel observan un efecto dafiino en la célula cuando se cmplean cepas con ncnvtdad de
iade urca. Final en dios mas se q P de
amonio, medud. por la urcasa, contribuye a la icidad citoletat y bién p ia la actividad
de la citotoxina vacuolizante (61). Por 1o _antes i do y p sc ha d do que la
prescicia de citotoxina ¢s una p encl d o de vicera duodenal(54),
fue necesario considerar aquf este fenotipo.
La produccion de cil ina en las nucve cepas se pard con el origen de aislami y se
encomré que de cinco cepas que ptescnmon achvndad de ci i cuatro fi isladas de
P con yor grado de d de Ia i 3 fi isladas de paci con uicera
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dundennl Y l de c‘nwr uﬁnnco. mientiras que las 4 sin -cnvndadde 1] i de

el no de cepas das fue p se & "Iallla
1acio enmlu idad de ia i ion y la p ia de actividad de ci i antes
i da por otros i igad $0,61). Final al P 1aci ina con las otras
! diadas, no se % nil lacion con esta propiedad
Es i lar que . ind la pr del gen cagA, que es el primero

oﬂe.ﬂlesdey-\ " clp
de con ok d y ch ghetrico (62). S|n bargo €sta p {
20 se analiza en este estudio.

qnn.edﬂecu.wﬂpyloﬂ. quenoenl munod-luupu La mmw“exm-
tai una alta

5




CONCLUSIONES

H. pylori no sdlo induce cambios en la superﬁcne aplcal de lns células epnell‘lcl. sino

umblénesc-p.zde las P Ia i idad de la
ape sin daho celular ap

Estos haliazgos sobre lo que eniai ionde H. pyloricon las células polarizade

Caco-2,d Que es un & de' duci itosi ala i

general de que no es una b i i Yy P plicar la induccion de Ia

infi que en la lémi por 1a p ia de la ia en este

compartimento.

cha-yubmh.eﬂululll-:p-z uloyvbdif iar célules adh on una
MAyor proporcion que las no ady de dos p de adix A
eélul-HEp-z el difuso y ¢l agregativo.

La hidrofobicidad rficial foe Ia Gnica - pica que lacions con la

adherencia a células HEp.2

Los de hi bicidad rficial con H. pylori, penmuemn diferenciar entre

cepnhi&oféb-melndmﬂlmde”pyloﬂ ¥y se observé el fe de Agregn

no visto snwes en K. pylori

El linicode Ia i i6 porllpylorlno!uvo i lacién con la dad
hidh ! ial, ocon la iayel p _de dh a

de
células HEp-Z y 36lo hubo una con lap
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