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para ti papa,
en donde quiera que estés...

Marco A. Briones Torres (1950-1997)

“l 0§ hombres somos cual las hojas. El viento las esparce por la tierra y la floresta
hace germinar otras, y las primaveras se suceden. Asi nace y se extingue toda
generacion de hombres”

La lliada

Homero
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

En 1979, John Warren, un patdlogo de Perth, en el oeste de Australia, notd
la presencia de bacterias espiraladas parecidas a Campylobacter, sobre la
mucosa gastrica proveniente de pacientes con gastritis cronica activa. En
colaboracion con su colega Barry Marshall, lograron aislar y cultivar las bacterias
de sus observaciones a partir de muestras de 11 pacientes con gastritis (Warren y
Marshall, 1983). Originalmente, el nuevo organismo descubierto fue nombrado
Campylobacter pyloridis, pero el epiteto fue gramaticalmente incorrecto; asi que el
nombre fue corregido a Campylobacter pylori (Marshall y Goodwin, 1987). A pesar
de tener algunas caracteristicas del génerc Campylobacter, estudios mas
detallados que incluian diferencias en los acidos grasos, ultraestructura y
morfologia, diferencias en ia susceptibilidad a antibidticos, ademas de diferencias
en el ARN ribosomal 5S y 168, sugirieron que estos organismos deberian de estar
incluidos en un nuevo género llamado Heficobacter y ia bacteria finaimente recibié
el nombre de Helicobacter pylori (Goodwin et al., 1989).

El aislamiento de H. pylori ha sido responsable de un nuevo interés en la
microbiologia gastrica, ya que es reconocida como la causa de una de las
infecciones humanas mas comunes en e mundo. Se le han asociado diversas
enfermedades que pueden ir desde gastritis y Ulcera péptica hasta carcinoma y
linfoma gastrico (Hazell ef a/., 1986). No se conoce otro género de bacteria que se
establezca en este inhdspito nicho ecoldgico, por lo que la sobrevivencia de H.
pylori probablemente se debe a que ha desarrollado diversas caracteristicas
especializadas (Lee ef a/,. 1993).

Hasta e! descubrimiento de H. pylori se habia pensado que la gastritis,
ulcera péptica y otras enfermedades relacionadas, eran el resultado de
alteraciones en la secrecién del acido del estémago, asi como malos habitos



alimenticios. Los tratamientos que se daban a los pacientes con este tipo de
problemas gastricos eran principalmente medicamentos poderosas antisecretores
de é&cido, particularmente antagonistas de los receptores H,. Estas drogas
lograban una mejoria en los malestares que presentaba el paciente, pero no
prevenian ia frecuente recurrencia de la enfermedad.

Los medicamentos disenados contra [a infeccidn por H. pylori han
revolucionado la forma en que se trata la gastritis y la tlcera; ahora es posible
curar completamente las lesiones causadas por estas enfermedades; ademas de
prevenir ia recurrencia de la enfermedad con la completa erradicacion de la
bacteria del estdmago (Hosking et al., 1994; Sung ef al., 1995).

Oftro punto que hace destacar la importancia de H. pyfori, es que la captidad
de personas infectadas en el mundo es enorme. Se estima que el 50% de las
personas en los paises desarrollados y arriba del 90% en los paises en vias de
desarrolto pueden estar infectadas, haciendo de la infeccién por H. pylori una de
las mas comunes en el mundo. Por estas razones, a nivet mundial, hay un gran
auge en la investigacion sobre esta bacteria abarcando los mas diversos campos
como son. estudios en métodos de diagndstico, epidemioldgicos, vias de
transmision, patologia, patogénesis y erradicacion (Doolittle, 1997). '

1.2 CARACTERISTICAS DE Helicobacter pylori

1.2.1 Taxonomia

La bacteria pertenece al dominio eubacteria (Woese et af., 1990) dentro del
grupo de las proteobacterias o bacterias purpuras no sulfurosas (Stackbrandt ef
al., 1988), en la subdivisién épsilon y dentro del grupo de los Helicobacter. En la
subdivision épsiton se encuentra relacionada con géneros como Wollinella,
Campylobacter y Thiovulum, por similitud en andlisis de ARN ribosomal
principalmente.



1.2.2 Morfologia

Helicobacter pylori es una bacteria gram-negativa, no productora de
esporas, de forma bacilar espiralada o curva de 0.5-0.9 ym de ancho y 2-4 pm de
largo (Fig. 1). Presenta de 5 a 6 flagelos lofétricos (polares), los cuales tienen 30
nm de didametro con un filamento de 12-15 nm; ademnas tienen bulbos terminales
cuya funcién no se ha definido (Jones ef al., 1985).

Se ha sugerido al examinar biopsias humanas, que la morfologia espiral es
mas aparente cuando la bacteria es mévil, y menos aparente una vez que esta
adherida al epitelio gastrico (Hazell ef al., 1986). Sin embargo, en los cuitivos de
laboratorio se pueden encontrar ambas formas.

Fig. 1. Esquema de FL pylori X10, 000

H. pylori es microaerofilica y requiere de condiciones muy especiales para su
cuitivo en el taboratorio por la atmésfera que necesita y por los requerimientos
nutricionales tan complejos que tiene (estas condiciones se detallan en la seccién
de Materiales y Métodos). Ademas, es una bacteria de lento crecimiento con un



tiempo de duplicacién de 4-8 haras en condiciones dptimas, comparado con E. coli
que necesita un tiempo de duplicacién de 20 min (Morgan et a/., 1987).

Otra caracteristica de H. pylori, es que los cultivos in vitro en su fase
terminal tienen cambios morfoldgicos de la forma caracteristica bacilar espiralada
a una forma cocoide {Cafrenich y Makin, 1991). El cambio de forma lleva a una
pérdida de la capacidad de culiivar a la bacteria y a un incremento de pH de los
cultivos. Hay cierta controversia en cuanto a este punto, ya que aungue las
bacterias ya no son cultivables, hay autores que afirman que la forma cocoide
permanece viable (Bode ef al, 1993; Shahamat et al, 1993);, por lo que
mencionan que este estadio pudiera representar un mecanismo de supervivencia
para cuando las condiciones del medio e son hosliles y que pudiera estar
involucrado en el contagio de la infeccion o en la reaparicion de ta misma (Bode ef
al., 1993). Sin embargo, no hay evidencia de que las formas cocoides puedan
originar nuevamente formas bacilares y H. pylori no seria la dnica bacteria en este
caso, de hecho existe el término “viable pero no cultivable” para varias bacterias
(Oliver, 1993).

Estudios realizados por Kusters ef a/. (1997), muestran que la inhibicién de
la sintesis de proteina o de ARN no se afecta la conversion a cocos y que las
células cocoides no tienen un potencial de membrana detectable, 1o cual indicaria
que jos cocos estan muertos y que el cambio de forma es el resuitado de un
proceso pasivo de conversion a partir de la forma espiralada. Esta idea es
apoyada por {a mayor parte de los investigadores en esta area.

1.2.3 Habitat

H. pylori es una bacteria que infecta exciusivamente al humano
estableciéndose en la capa mucosa que cubre al epitelio gastrico, principaimente
en el antro y fondo del estdmago, donde se expone a gradientes de pH en un
intervalo de 2 a 7 (Chen et al., 1986; Quigley y Turnberg, 1987). A la fecha, el
género Helicobacter abarca a 26 especies de bacterias que colonizan, como en el



humano, la mucosa géastrica de otros animates y muchas de las especies incluidas
son también patégenas.

1.3 PATOLOGIA

La bacteria H. pylori presenta varios determinantes patogénicos, que le
permiten colonizar y persistir en el estomago, como son: 1) la forma espiralada y Ia
presencia de flagelos, con los que puede penetrar y desplazarse dentro de la
viscosa mucosa gastrica, permitiendo al organismo escapar de una exposicion
prolongada a pHs extremadamente bajos y de ser desalojado por los movimientos
peristalticos del estébmago (Hazell ef al., 1986); 2) el metabolismo microaerofilico,
que le permite vivir dentro de este ambiente, donde los niveles de oxigeno son
bajos; 3) la produccidon de una ureasa que hidroliza urea a amonio y didxido de
carbono, elevando el pH, lo cual se requiere para que el organismo pueda llevar a
cabo la colonizacién del estdmago (Dunn et al., 1990; Eaton y Krakowka, 1994,
Eaton ef al., 1991); 4) la produccion de catalasa que puede proteger a la bacteria
del peroxido de hidrégeno producido por los polimorfonucleares (Hazell et al.,
1991); 5) la produccién de adhesinas, que fe permiten que se adhiera a las células
epiteliales gastricas (Evans et al., 1988; Piotrowski ef al., 1992) y 8) ia sintesis de
una citotoxina que induce la formaciébn de vacuolas en células en cullivo,
nombrada comunmente como citotoxina vacuolizante (VacA) (Cover y Blaser,
1992).

El desarrollc de gastritis o Ulcera péptica por la infeccion de H. pylori
depende de muchos factores que incluyen el genotipo bacteriano (ya que cada
cepa varia mucho en sus caracteristicas), la fisiologia, genotipo, los habitos
alimenticios y modo de vida dei hospedero; ademas, la presencia de H. pylori
puede incrementar la susceptibilidad a ofras infecciones (Clemens ef al., 1995).

La infeccion de H. pylori persiste por afos y posiblemente toda la vida
(Blaser, 1993), si no se administra el tratamiento adecuado. Se encuentra



presente en casi la mitad de la poblacién mundial (Cover y Blaser, 1996), aunque
la mayoria de las personas infectadas no presenta manifestaciones clinicas de la
infeccidn inducida por esta bacteria, por lo que se le asocia a la gastritis crénica
activa tipo B. Existe la hipdtesis de que la infeccién se transmite de persona a
persona a través de la ingestion de comida o agua contaminada con saliva, heces
fecales, contenido gastrico o mascotas (Lee et al., 1991; Vaira et al., 1992).

1.3.1 Gastritis

La gastrilis es una inflamacion de !a mucosa gastrica. La gastritis se
clasifica en aguda o cronica con base en el modo evolutivo de aparicion. La
gastritis aguda es de aparicion brusca. Los sintomas son generalmente leves, la
sintomatologia suele ceder a los pocos dias, siempre y cuando se retire el factor
causal. Las causas mas frecuentes de este tipo de gastritis son el alcohol,
farmacos (principalmente antiinflamatorios no esteroideos), tdxicos, quimicos,
radiaciones y estrés. Histopatoldgicamente, en la gastritis aguda se observa
inflamacién de la mucosa gastrica de aparicion brusca, con infiltracién de
neutréfilos, destruccién epitelial mas o menos extensa y profunda, edema en la
zona que bordea y sobre la que se asienta la lesion. Puede coexistir 0 no
hemorragias subepiteliales puntiformes o extensas, Las endoscopistas hablan de
‘lesiones agudas de la mucosa gastrica’ para referirse a las gastritis
hemorragicas, y a las Ulceras y erosiones agudas gastrointestinales ligadas a los
factores etiopatogénicos antes mencionados (alcohol, farmacos, etfc). Antes se
clasificaba a estas gastritis como Tipo | (Lopez, 1993).

En cuanto a las gastritis cronicas, se han clasificado desde diferentes
puntos de vista. Desde el punto de vista anatomopatolégico, Whitehead vy col,, en
1972 clasificaron a la gastritis crénica en: a) gastritis crénica superficial,
caracterizada por una infiltracion de linfocitos y mononucleares a nivel de la ldmina
propia, con indemnidad glandular (o sea, sin pérdida en el numero y la estructura
glandular gastrica), y b) gastritis cronica atréfica, en donde ademas de la
infiltracion de linfocitos, se encuentra infiltrado de células plasmaticas, con pérdida



de glandulas gastricas, pudiendo llegar estas a desaparecer. En fases muy
evolucionadas de la enfermedad, las células normales gastricas pueden ser
sustituidas por las ceélulas caliciformes, se habla entonces de metaplasia intestinal.
Otros autores como Strickland y Mckay en 1973, la clasificaron de acuerdo al sitio
del estomago en donde se localiza la inflamacion y dieron el término de gastritis
tipo A a las formas de gasiritis que afectan el cuerpo gastrico y se asacian a
anemia perniciosa (se piensa que estas tienen una base autoinmune), y gastritis
tipo B, a las gastritis que se localizan en el antro géstrico. Correa en 1988 hace
una distincion de las formas de gastritis crénicas, denominandolas superficial,
difusa antral, difusa corporal y multifocal. Estas y otras clasificaciones de gastritis
cronicas no erosivas quedaban englobadas en gastritis tipo 1. Las gastritis
incluidas en gastritis tipo Il son aquelias de caracter especifico enfermedad de
Menetrier, enfermedad de Crohn, sarcoidosis, etc, etc (Lopez, 1993).

Esta ampliamente aceptado que la gastritis crénica antral es el resultado de
una infeccion por la bacteria H. pyfori. Este tipo de gastritis que se localiza
predominantemente en el antro, se asocia con hipoclorhidria y ulceracion péptica,
no involucra una respuesta autoinmune (aunque si hay una respuesta
inmunoldgica de parte del hospedero hacia la infeccién por H. pylori), y estd
clasificada como una gastritis “tipo B” debido al sitio en el que se localiza (Ldpez,
1993). Est& distribuida mundialmente y la prevalencia aumenta con la edad. La
gastritis “B" se caracteriza por una degeneracién de! epitelio, infiltracién de
neutrdfilos, influjo de linfocitos y plasma, atrofia glandular y metaptasia intestinal,
Antes de la asociacion de H. pylori a la gastritis no se conocia la etiologia de la
inflamacién antral, aunque se sugerian como causas irritantes, como en el caso de
la gastritis aguda: el reflujo biliar, algunos medicamentos como los
antiinflamatorios no esteroideos, bebidas calientes y comidas muy condimentadas
o saladas. A fa fecha, no todos los investigadores estén convencidos de que todas
las gastritis no autoinmunes son causadas por H. pylori; io anterior se debe a que
existen distintos patrones de inflamacion acompafiados de diferentes estados de
la enfermedad, ya que como se menciond anteriormente, muchos individuos



infectados exhiben sintomas de gastritis que pueden derivar a una Ulcera géstrica,
y ain al desarrollo de un carcinoma, mientras que una gran parte son
asintomaticos (Dixon, 1994). La evidencia mas fuerte que se tiene para proponer a
H. pylori como el principal agente causal de la gastritis aguda es el hecho de que
cuando voluntarios humanos no infectados y sanos ingirieron un cultivo de la
bacteria, desarrallaron los sintomas de gastritis después de algunos dias (Marshall
et al, 1985). La subsecuente erradicacién de la bacteria resultd en fa total
desaparicion de los sintomas de gastritis.

1.3.2 Ulcera Gastrica y duodenal

La inflamacion cronica del epitelio gastrico, puede llevar a la aparicién de
lesiones o flagas en el recubrimiento del estémago o del duodeno llamadas
dlceras. El 70% de los pacientes con Ulcera gastrica son H. pylori positivos,
mientras que casi el 100% de los pacientes con Ulcera duodenal tienen la
infeccidn (O’Connor, 1994). Esto sugiere que 30% de las tlceras géstricas pueden
ser causadas por otros agentes, principalmente por farmacos antiinflamatorios no
esteroideos. La propuesta de que H. pylori podria estar relacionada con el
desarroito de Ulcera en el duodeno tuvo un problema inicial, ya que la bacteria
solamente coloniza epitelio gastrico (Moss y Calam, 1992). Sin embargo, células
del epitelio gastrico pueden estar presentes en el duodeno (metaplasia) (Wyait
et al., 1987). La colonizacién puede derivar en duodenitis con fa predisposicién a
una Ulcera duodenal. La metaplasia géstrica esta presente solamente en un 5-30
% de la gente que estd infectada por H. pylor, pero no hay desarrolio de
ulceracion de! duodeno (Wyatt ef al, 1987, Fitzgibbons et al., 1988). Se piensa
que H. pylori una vez establecida en el duodeno, puede causar la ulceracidn al
inducir una inflamacion y por la liberacién de una toxina ulcerogénica VacA.
También se ha sugerido que las cepas que se establecen en el duodeno son
genéticamente diferentes a aquellas que estdn asociadas a otros trastornos
gastricos (Moss y Calam, 1892). Un hecho que comprueba lo anterior, es que el
100% de fos pacientes con Ulcera duodenal presentan anticuerpos especificos



contra la citotoxina vacuolizante, en comparacidén con un 61% de los pacientes con
H. pylori que no tienen Gicera (Cover et al., 1990).

Otra evidencia adicional que liga a H. pyfori con las tlceras duodenales, es
que la erradicacion de la bacteria previene una recaida de la enfermedad
(O'Connor, 1994), por lo que la terapia actual contempla tanto un tratamiento para
la dlcera, asi como una total eliminacion de {a infeccién.

1.3.3 Cancer Gastrico

Algunas gastritis cronicas pueden degenerar en atrofia y por Ultimo en
cancer gastrico. Teniendo en cuenta que se ha identificado a H. pylori como el
agente causal de la gastritis cronica, se ha propuesto que la infeccion bacteriana
podria estar involucrada en el desarrolie de cancer gastrico (Forman et al.,, 1991).
Lo anterior fue posteriormente apoyado al descubrir que ia poblacién en alto riesgo
para cancer géstrico tenia una alta prevalencia de la infeccidn con H. pyfori desde
una edad temprana (Fox ef al., 1989).

Otro tipo de neoplasia que se encuentra asociada a la infeccion por H. pylori
es el linfoma tipo MALT (tejido linfoide asociado a mucosa) de bajo grado, llamado
comunmente maltoma gastrico. Algunos estudios han demostrado que el
tratamiento de erradicacion en contra H. pylori praduce una completa remision de
los maltomas de bajo grado, sin embargo, loes maltomas que evolucionan a alto
grado son resistentes al tratamiento contra este microorganismo (Wotherspoon
et al., 1993)

Los mecanismos por los que H. pylori causa cancer son indirectos, ya que
no se conoce que la bacteria dafe directamente el ADN de la células. Se ha
propueste que el amonio 0 substancias que contienen amoniacales producidas por
la actividad de la ureasa de la bacteria, pueden actuar como agentes
cancerigenos, ya que causarian un incremento en la tasa de divisiéon celular (Tsuji
et al., 1992). Las fosfolipasas de la bacteria podrian dafiar la bicapa de fosfolipidos



del epitelio de la membrana celular y degradar la capa protectora de mucus
(Goggin ef al, 1991, Marshall, 1991), ademés se ha reportado que las cepas
productoras de citotoxina vacuolizante se encuentran en los pacientes con mayor
riesgo de desarrollo de cancer (Fox et al., 1992). Otro factor importante es fa
respuesta inmunolégica de!l hospedero a H. pylori; las citocinas y especies
reactivas de oxigeno que se producen durante estos procesos, pueden estimular
la proliferacidn de las células epiteliales y causar dafios al ADN de las células que
estan en la zona infectada (O’Connor, 1992).

1.4 GENETICA

A la fecha se ha secuenciado completamente el genoma de dos cepas de
H. pylori, 1a J99 y la 26695. Esto ha permitido visualizar que el tamafio del
genoma, et contenido gendmico y el orden de los genes de estas dos cepas son
muy similares (Alm ef a/, 1999). Los genomas fueron secuenciados de
cromosomas circulares teniendo 1, 643, 831 pb en fa cepa J98 y 1, 667, 867 pb en
la 26695. El tamafio de los genomas es similar al genoma de Haemophilus
influenzae y cerca de un tercio del genoma de E. coli (Blattner et a/, 1997
Fleischmann et al., 1995). El contenido de G+C es de 39%, pero cinco regiones
del genoma en la cepa 26695 (nueve en la J99) tienen una composicion distinta.

Con el conocimiento del genoma de la bacteria, se ha entrado en una nueva
etapa en la investigacion de este organismo, ya que es mucha la informacién que
puede ser obtenida a partir de los genes que se encuentran identificados. Ef tener
disponible el genoma de H. pylori ha permitidoc que se tenga un mejor
entendimiento de cémo es la fisiologia y patologia del organismo.

1.5 METABOLISMO

Por muchos afios, aspectos bioldgicamente importantes de M. pylon
permanecieron sin ocupar un lugar importante para las investigaciones que sobre

10



esta bacteria se realizaban, siendo el metabolismo uno de ellos. Hasta hace
algunos anos eran muy contados los reportes que habia sobre este rubro,
existiendo muchas dudas acerca de los mecanismos basicos que la bacteria tenia
para llevar a cabo sus funciones vitales; por ejemplo, la obtencion de energia o la
respiracion celular. Con la liberacion del genoma de la bacteria ha aumentado el
interés por su metabolismo. Las investigaciones se estan dirigiendo a corroborar la
informacién experimental que se tenia previamente, comparando los genes
identificados con las actividades enzimdticas presentadas por las bacterias. La
mayor parte de la informacion que se tenia ha coincidido, pero quedan por analizar
muchos detalles, ya que las predicciones de las vias metabdlicas y funciones que
se realizan a partir de las secuencias que se tienen, necesitan forzosamente de la
comprobacion experimental. Ademds, algunos datos experimentales que se
tienen, sugieren que se tiene que hacer un andlisis mas detallado dei genoma,
pues existen funciones para las cuales no se encuentran identificados genes y
varios marcos de lectura que no tienen ningtn homoélogo en las bases de datos
disponibles.

En la actualidad se tiene un panorama general de cémo es el metabolismo
de H. pylori, siendo de vital importancia este conocimiento, pues ademas de ser
informacion fundamental es de utilidad, ya que con ella se podrian elaborar
nuevas terapias contra la bacteria. A continuacion se presentara informacion
basica del metabolismo de la bacteria, que esta relacionada principaimente con la
bicenergética del organismo. En la literatura existen revisiones muy extensas que
brindan detalies en cuanto a otros aspectos del metabolismo vy fisiclogia de H.
pylori {Hazeli y Mendz, 1997, Marais et al, 1999; Doig ef al,. 1999), no siendo la
intencion de este trabajo llegar a ese punto.

Inicialmente a H. pyfori se le realizaron una serie de pruebas de laboratorio,
con las que se pudo elaborar un esquema basico de caracteristicas (Megraud et
al., 1985; MacNuity y Dent, 1987). Las cepas clinicamente aisladas tenian
actividad de oxidasa, catalasa, ureasa, fosfatasa alcalina, y-glutamil
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aminopeptidasa, leucina aminopeptidasa y ADNasa. Estas actividades fueron
rapidamente usadas como pruebas para la identificacion de H. pylori y mostraron
que la bacteria era homogénea en cuanto al perfil enzimatico que presentaba; no
fueron investigados los mecanismos metabdlicos de estas pruebas y no
permitieron detectar alguna actividad fermentativa u oxidativa en la bacteria para
carbohidratos. Algunos grupos empezaron estudios mas detallados para dilucidar
el metabolismo de este patébgeno, aunque es realmente hasta afos recientes
cuando se despierta un mayor interés en este aspecto como ya indicamos.

1.5.1 Metabolismo energético

1.5.1.1 Glucdlisis y gluconeogénesis

Recién descubierta, se creia que H. pylori era incapaz de catabolizar
carbohidratos como los ofros miembros del grupo de fos Campylobacter, aungue
estudios posteriores de la fisiologia de la bacteria han demostrado que es capaz
de metabolizar glucosa, tanto por via oxidativa como fermentativa, pero siendo un
microaerofilico obligado (Burns ef al., 1993; Chalk ef al., 1994; Mendz et al, 1995;
Mendz y Hazell. 1991, 1994; Mendz et al., 1993; Mendz ef a/., 1994)

La glucosa es transportada a la célula por una permeasa que es especifica
para D-glucosa y galactosa. Este transporte es dependiente de sodio y no es
afectado por ios inhibidores que inciden sobre otras permeasas bacterianas (Burns
et al., 1993; Mendz, 1995). La glucosa después de entrar a la célula es fosforilada
por una glucocinasa, en lugar de una hexocinasa, lo cual puede ser una razén de
fa limitada capacidad de utilizacion de carbohidratos por la bacteria. Ademas en H.
pylori no se han identificado los genes del metabolismo de carbohidratos que
estarian involucrados en la degradacién de azlcares complejos a azicares
simples (Mendz y Hazell, 1993).

La utilizacién de la glucosa muestra caracteristicas bifasicas, con un inicio
lento seguido de un catabolismo més rapido, cuyo consumo depende de las
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condiciones de culiivo de la bacteria, 1o cual sugiere que H. pylori no utiliza
preferentemente esta molécula como fuente de energia, pero que es usada
cuando otras fuenies de energia se han agotado (Mendz y Hazell, 1994; Mendz ef
al., 1993).

Una vez que la glucosa se encuentra en el interior de Ia célula, en forma de
glucosa-6-fosfato, puede tomar los siguientes caminos: Ia via de las pentosas
fosfato, fa via de Entner Doudoroff y la via de la glucdlisis. Algunos autores no
detectaron ta presencia de todas las enzimas de la glucdlisis en H. pylori (Mendz
ef al. 1994; Chalk et af., 1994), pero otros reportan la actividad, tanto de la
glucdlisis como de ja gluconeogénesis {(Hoffman ef al,, 1996). Las dos vias tienen
siete pasos reversibles comunes y se distinguen por tres pasos opuestos
irreversibles (Fig. 2). Una actividad enzimatica gue no se ha observado es la de
fosfoglicerato mutasa, aunque un gene muy parecido {44.6 % de similitud) se ha
identificado. En la actualidad se han identificado los genes homdlogos para cada
una de las enzimas que llevan a cabo los pasos reversibles en la glucdlisis y la
gluconeogénesis, ademas de dos pasos no reversibles de la gluconeogénesis, el
de la fructosa-1,6-bifosfatasa y de la fosfoenol piruvate sintasa. No se han
identificado los genes de las enzimas glucoliticas de la fosfofructo cinasa y
piruvato cinasa (Tomb et al., 1997).

Tomando en cuenta que se han encontrado dos de los genes gue codifican
a enzimas de pasos irreversibles de la gluconeogénesis y no se han identificado
dos de los genes de los pasos irreversibles de la glucdlisis se ha sugerido que H.
pylori utiliza las enzimas de las vias glucolitica/gluconeogénica para biosintesis
anabdlica mas que para la obtencidn catabdlica de energia. La evidencia
experimental apoya ésto (Hoffman ef a/., 1996).
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1.5.1.2 Entner-Doudoroff y via de las pentosas

La glucosa-6-fosfato puede ser utilizada alternativamente por ia via de
Entner-Doudoroff (Chalk et al., 1994; Mendz ef al., 1994) (Fig. 2). La diferencia
mas importante con la via de la glucblisis es que, aunque genera sblo una
molécula de ATP (en la glucdlisis se generan dos), la molécula de piruvato se
sintetiza en menos pasos, 10 que Ia hace mas eficaz para este fin. Esta via es
inducible en E. cofi y raramente empleada por las cepas silvestres, sin embargo,
en H. pylori parece ser constitutiva. Aungue la via de Entner-Doudoroff tiene un
potencial de generacion de energia menor en comparacion al de ia glucdlisis,
ofrece la posibilidad de llevar a cabo el metabolismo de acidos alddnicos. Estos
acidos organicos, como el gluconato, pueden representar una fuente importante
de nutrientes cuando la bacteria se encuentra en el estdmago (Fraenkel y
Levisohu, 1967).

Mendz y Hazell (1991) aportaron las primeras evidencias acerca de la
existencia de la via de las pentosas en H. pylori. Esta via proporciona NADPH y
NADH para la sintesis de moléculas en las que se necesita poder reductor y de
carbohidratos Cs fosforilados, esenciales para {a sintesis de nucledtidos (Mendz y
Hazell, 1991; Mendz et a/., 1993; Mendz et af., 1994; Mendz ef al., 1995). Todos
los genes involucrados en la via han sido identificados en el genoma, excepto ei
gene de la fosfogluconato-6-deshidrogenasa, una enzima clave, lo cual sugiere la
existencia que una prateina con una funcion similar (Marais ef a/., 1999).

La via de Entner Doudoroff podria ser utilizada como un mecanismo més
eficiente que la glucdlisis para la produccién de piruvato para fines biosintéticos.
Existe controversia en que la glucdlisis sea la principal via para llevar a cabo la
degradacion de la glucosa, considerando la coexistencia de esta via, también
llamada Embden-Mayerhof-Pamas y la via alterna de Entner-Doudoroff, algo que
es inusual en el metabolismo bacteriano, lo que hace necesaric mas
investigaciones al respecto para dilucidar este punto.
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Fig. 2. Glocolisis, gluconeogénesis, vias de 1as pentosas fosfato abreviada (subrayado) y Entner-Doudoroff
(negritas). La gluconeogénesis se¢ presenta con los mismos pasos que la gluclisis pero sefialando los pasos
unidireccionales (). Los asteriscos denotan las enzimas para las que no se ba identificado ningan gen. El +

denota la actividad gue no se ha identificado pero gue tiene un gen identificado (modificado de Marais et al.,
1999),

1.5.1.3 Metabolismo del piruvato

El piruvato es un producto terminal tanto de la via glucolitica, como de la via
de Entner Doudoroff y es un importante intermediario en la fisiologia de la bacteria,
ya que puede ser convertido a Acetil-CoA y entrar al cicle de Krebs, o bien, ser
usado como substrato en la via fermentativa. Por la via anaerdbica, Chalk et al.
(1994) muestran que el piruvato es metabolizado para producir lactato, etanol y
acetato, mientras que aerdbicamente el principal producto acumulado es acetato.
Ofros estudios hechos por Mendz et al. (1994) demuestran que células de H.
pylori, incubadas microaerofilicamente con piruvato producen lactato, acetato,
formato, succinato y alanina. La formacion de succinato sugiere que H. pylori es
capaz de utilizar al piruvato como un precursor del ciclo de Krebs hacia la parte
reductiva. Por otro lado, la sintesis de alanina muestra que el piruvato puede tener
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un valor muy importante para la biosintesis de moléculas. L os estudios realizados
par Mendz et al. (1994) sobre el metabolismo aerébico de H. pylori revelan la
produccion de acetato, con pequefas cantidades de lactato, etanol y alanina,
ademas de muchos otros productos no identificables.

El piruvato puede ser descarboxilado para formar acetil-CoA mediante la
accion de la piruvato:flavodoxina oxidoreductasa (POR), en vez de una piruvato
deshidrogenasa aerodbica (Hughes, 1995) y entrar al ciclo de Krebs (Fig. 3). La
POR es una enzima caracteristica del metabolismo anaerébico y se piensa que la
flavodoxina es el aceptor de electrones in vivo de esta enzima.

1.5.1.4 Ciclo de Krebs

La funcion principal del ciclo de Krebs es la oxidacion de acetit-CoA, para ia
produccion de didxido de carbono y la generacion de nucledtidos reducidos, que
son utilizados posteriormente para la biosintesis de moléculas o para la
produccion de energia a través de la cadena respiratoria acoplada a la
fosforilacion oxidativa. El ciclo también provee de  precursores para la
biosintesis como son: oxaloacetato, succinil CoA y a-cetoglutarato.

En H. pylori se ha reportado la ausencia del complejo de la a-cetoglutarato
deshidrogenasa (Hoffman et al,, 1996) y de la succinil-CoA sintetasa (Pitson ef al.,
1988). Sin embargo se reportd la existencia de una a-cetoglutarato:aceptor
oxidoreductasa (OOR), la cual cataliza |a conversion directa de a-cetoglutarato a
succinato.

Existe evidencia de que en H. pylori, el ciclo de Krebs esta bifurcado, con el
brazo de los acidos dicarboxilicos trabajando en reversa (reductivamente) de
oxalacetato a succinato, muy similar al que tiene E. coli; mientras que el brazo de
los &acidos ftricarboxilicos procede oxidativamente de oxaloacetato a
a-cetoglutarato (Pitson ef a/., 1999) .
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Una caracteristica interesante que apoya el concepto de la rama reductiva
del ciclo es la identificacion de una fumarato reductasa que produce succinato. Por
esta via metabdlica el fumarato podria actuar como un aceptor terminal de
electrones en la respiracion anaerdbica (Mendz et al., 1995).

Piruvato
l POR
Acetil-CoA
cm sintass
Oxaloacetato Citrato
Malato Aconitato
um:mmu Glioxilato Acontasa
Fumpmss
Isocitrata
Fumarato
1500itraty desivdrogenasa NADP
Funarsto reductass
NADPH
Succinato a-cetoghutarato

Fig. 3. El ciclo de Krebs de 1a bacteria H. pylori. En el esquema se observa que setia un ciclo incompleto, con
el lado de }os 4cidos dicarboxilicos corriendo reductivamente desde oxaloacetato a succinato y €l de los
4cidos tricarboxilicos trabajando oxidativamente desde oxalaloacetato hasta a-cetoglutarato, Los signos +
denotan aquellas enzimas cuya actividad se ha observado pero no se ha identificado el gen.

La fumarato reductasa en H. pylori es una enzima constitutiva y ligada a la
membrana plasmatica; esta enzima no esta presente en los humanos por lo que
se ha propuesto como un blanco terapéutico potencial contra H. pylori.

La importancia de la fumarato reductasa en la respiracién depende de las
condiciones ambientales y su papel adn estd en discusion. En condiciones
microaerofilicas la enzima no es esencial, lo que explica que se necesiten
concentraciones muy altas de inhibidor especifico de la enzima para matar a H,
pylori o inhibir su crecimiento (Mendz ef al, 1995); en estas condiciones a
respiracion oxigénica se utilizaria prefereniemente. En ausencia de O, Ia fumarato
reductasa ahora si seria esencial. En presencia de O, y fumarato, H. pylori debe
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preferir el fumarato como aceptor de electrones terminal, que llevar a cabo
respiracion oxigénica (Holt et al., 1994).

No se ha encontrado el gen para la succinato deshidrogenasa o algun
homébiogo, aunque se ha observado tal actividad {Doig y Trust, 1994; Hoffman et
al., 1996). Esta discrepancia podria deberse a que la fumarato reductasa puede
convertir succinato a fumarato in vitro.

La actividad de la malato deshidrogenasa y la malato sintasa ha sido
detectada (Pitson et a/., 1999), sin embargo los genes correspondientes no se han
identificado, sugiriendo que debe haber enzimas homélogas (Fig.3).

La presencia de enzimas como OOR y la POR, que son altamente
sensibles a O, y la actividad de la fumarato reductasa en la respiracion anaerobia
apoyan el concepto de que H. pylori sea una bacteria microaercfilica.

1.5.1.5 Catabolismo de lipidos

La degradacion de lipidos también puede ser una fuente importante de
carbono, fosfato y energia para H. pylori (Ottlecz et al., 1993); sin embargo, hay
poca informacién disponible acerca de su metabolismo general. Se ha demostrado
la existencia de las fosfolipasas Aq, Az y C. Existe también acetil-CoA carboxilasa,
enzima para la biosintesis de acidos grasos (Burns et af., 1995).

Hasta la fecha se han identificado todos los genes necesarios para ltevar a
cabo el catabolismo de acidos grasos de cadena corta 0 Co, asi como el de un
transportador de los mismos, peroc no se han identificado los genes involucrados
en la B-oxidacién de acidos grasos de cadena larga. Acorde con estos resultados,
se ha observado que H. pylori puede utilizar acetoacetato y no acetobutirato como
una fuente de catabolitos de los acidos grasos de cadena corta (Corthesy-Theulaz
et al., 1997).
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1.5.1.6 Metabolismo de aminoéacidos

El desarrolio de un medio definido para el cultivo de H. pylori, asi como la
posterior determinacion del requerimientc de aminoacidos fueron pasos
importantes en el estudio de su metabolismo (Nedenskov, 1994; Reynolds y Penn,
1894). Todas las cepas probadas requieren arginina, histidina, leucina, isoleucina,
metionina, fenilalanina y valina y solo algunas requieren alanina y serina. Las
necesidades para arginina e histidina se pueden explicar debido a la ausencia en
el genoma de las correspondientes enzimas de las vias biosintéticas para estos
aminoacidos, a excepcion del gen para la glutamato deshidrogenasa que cataliza
la sintesis de glutamato a partir de a-cetoglutarato (Glansdorff; Reitzer; Winkler:
1996).

Los aminoacidos son fuente importante de carbono, nitrégeno y energia
(Reynolds y Penn, 1994, Mendz y Hazell, 1995). El aspartato es un aminogcido
importante ya que es el paso clave para la biosintesis de muchos otros
aminodcidos; es formado a partir del oxaloacetato por transaminacion del
glutamato como donador del amino (Reitzer, 1996). La sintesis de metioning,
treonina y de isoleucina se encuentra igualimente ligada al aspartato (Greene;
Patte, 1996).

H. pylori es capaz de crecer en un medio libre de glucosa, pero
suplementado con arginina, aspartato, asparagina, glutamato, glutamina y serina
(Mendz y Hazell, 1995). Los principales productos observados del catabolismo de
aminoacidos fueron acetato, formato, succinato y lactato, por lo que los
aminoacidos pueden ser utilizados como nutrientes basicos; ademas, se ha visto
que en presencia de glucosa y aminodcidos, H. pylori no utiliza la glucosa hasta
que los demas metabolitos san utilizados (Mendz et a/., 1994). La comparacion de
los datos experimentales y moleculares del genoma muestra una buena
correlacién y revelan que el catabolismo de los aminoacidos se lleva a cabo
practicamente por las vias convencionales.
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Por otro lado, la desaminacién de los aminoacidos conduce a un aumento
del nitrégeno intracelular, que se resuelve por la accién acoplada de la ureasa vy el
ciclo de la urea, actuando como una "bomba" de nitrégenc hacia el espacio
extracelular para mantener el balance nitrogenado (Mobley et al, 1995). Ademas,
la urea podria funcionar como una fuente de nitrégeno para ciertas vias
biosintéticas, como lo demuestran ios experimentos hechos por Chalk et al. (1994)
en el que incubando urea y piruvato, se obtiene como producto a la alanina.

1.5.2 Cadena respiratoria

Muchos substratos pueden ser oxidados por la célula para generar energia
metabdiica. El objetivo principal de la respiracién es utilizar poder reductor para
generar fuerza protonmotriz, la cual serd utilizada para sintetizar ATP. Las
cadenas respiratorias bacterianas tienen un caracter modular, que comprenden
complejos de deshidrogenasas, una poza de quincnas, citocromos v
oxidoreductasas terminales (Genis y Stewart, 1996). Los aceptores terminales de
la cadena pueden ser el oxigeno (respiracién aerdbica) u otros substratos
{respiracidn anaerdbica). En H. pylori podemos encontrar la maquinaria celular
necesaria para llevar a cabo ambos tipos de respiracion. Ademas de la
generacion de fuerza protonmotriz, las cadenas respiratorias desempefian un
papel en el mantenimiento del balance redox intracelular (regeneracion de NAD") y
en el control de {a cantidad de dioxigeno.

En cuanto a los componentes de la cadena respiratoria de H. pylori se han
identificado diversos tipos de deshidrogenasas. Los experimentos con membranas
mostraron que hay oxidacion de NADH, NADPH, D-lactato y succinato. Con el
substrato que se observa una mayor oxidaciéon es con NADPH (Chang et al.,
1995). Los genes para una NADH-quinona oxidoreductasa se encuentran en un
operdn codificando para un complejo NDH-1. En las bacterias este complejo se
encuentra constituide por 14 proteinas y sus genes estén arreglados con el mismo
orden siempre, aunque puede faltar alguno (Yagi ef a/., 1998). El complejo NDH-1
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de H. pylori presenta 12 subunidades, pero carece de los genes que codifican para
2 subunidades del complejo, involucradas en la union y la oxidacion de NADH.
Estos genes no se encuentran en ninguna ofra parte de! genoma y su lugar lo
ocupan dos genes que no tienen ninguna secuencia de unién para el NADH, para
el flavin mononucledtido o para un centro FeS, 10 que sugiere que en realidad, el
complejo NDH-1 en H. pylori es una quinona reductasa y una bomba de protones,
y no una NADH deshidrogenasa (Finel, 1998). En el genoma de H. pylori no se
encuentran {os genes que codifican para el complejo NDH-2, otro tipo de NADH
quinol reductasa que sirve, en otras bacterias, como punto de entrada en la
cadena respiratoria para los electrones que son donados a partir del NADH, pero
que no es un sitio de acoplamiento, por lo que no transloca protones a través de la
membrana {Gennis, y Stewart, 1996). Se ha visto que el NADPH es un substrato
oxidable en preparaciones de membranas (Chang ef af., 1995) y sobrenadantes
bacterianos (Smith y Edwards, 1997), por lo que en un principio se pensé que el
NADPH pudiera ser el substrato para el complejo NDH-1, pero los estudios hechos
por Finel (1888) muesiran que es improbable.

Las otras deshidrogenasas involucradas en el transporte de electrones que
el andlisis del genoma de H. pylori revela, incluyen a la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, la D-lactato deshidrogenasa y un complejo hidrogenasa (Tomb
et al, 1997). La aclividad de la enzima gliceraidehido-3-fosfato deshidrogenasa
sirve para donar eleclrones, convirtiendo el gliceraldehido-3-fosfato en
dihidroxiacetona fosfato. Se han identificado posiblemente 2 de estas enzimas en
H. pylori, una de las cuales estaria involucrada en la respiracion aerdbica y otra en
la respiracién anaerébica. La D-lactato deshidrogenasa también puede servir
como donadora de electrones (Marais ef a/., 1999). El compiejo de hidrogenasa
que se propone tiene H. pylori es del tipo NiFe, que puede actuar como un
denador de electrones a la quinona en la cadena respiratoria, si el hidrégeno
molecular se encuentra presente (Fig. 4).
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En cuanto a las quinonas, se ha identificado que el principal componente en
las membranas es la menaquinona tipo 6, trazas del tipo 4 y la ausencia de
ubiquinona (Marcelli etf al., 1996). Estos tipos de menaquinonas son caracteristicos
en las bacterias con metabolismo anaerobio. Lo anterior nos habla nuevamente
del metabolismo microaerofilico de H. pylori.

Los andlisis especiroscépicos revelan que en H. pylori estan presentes
citocromos tipo b y ¢, pero no hay evidencia del tipo a 6 d (Marcelli ef a/., 1996). E|
citocromo ¢ debe estar localizado en el periplasma y es el responsable de la
oxidacion de ascorbato en extractos de células (Odum y Andersen, 1995).

Los datos bioquimicos y genéticos sugirieren la presencia de un complejo
bcy y una citocromo ¢ oxidasa del tipo cbbs (Clayton et al., 1995; Marcelll et al.,
1996; Nagata et al.,, 1996;Tomb et al., 1997). Este tipo de oxidasa tiene una alta
afinidad por oxigeno, 1o que permitiria una respiracion aerébica eficiente en un
ambiente microaerofilico (Garcia-Horsman et al., 1995), con una Km de 0.4 uM por
Oz y una Iso por KCN de 2.6 uM (Tsukita et al., 1999).

Sin embargo, existen datos que sugieren la presencia de mas de un tipo de
oxidasas terminales en H. pylori. La fumarato reductasa, que como se describid
anteriormente puede utilizar fumarato como aceptor final de electrones y la N-
Oxido reductasa cuyos genes se han identificado y que puede usar 6xidos de
nitrégeno (dimetilsulféxido y trimetit amina-N-6xido) como aceptores terminales de
electrones. Estas oxidasas terminales serian responsables de la respiracion
anaerobica en H. pylori (Doig ef al., 1999). Se ha reportado que la hidrogenasa y
la fumarato reductasa podrfan ser los componentes de una cadena respiratoria
anaerobia en H. pylori, que utilizaria fumarato como el aceptor terminal de
electrones (Marais ef al., 1999).



LAATATO ATPasa F-F,

Fig. 4. Esquema de la membrana de H. pylori que muestra a cadena respiratoria y la ATPasa. MQ,
menaguinona 6; bey, citocromo ¢ quinol oxidasa; cbbs, citocromo ¢ oxidasa.

Como ya se menciond (pag. 16 en Ciclo de Krebs), no se han encontrado
en el genoma genes homdlogos que codifiquen para la succinato deshidrogenasa,
aunque tal actividad se ha observado en extractos de H. pylori (Doig y Trust, 1994;
Hoffman ef al., 19986).

1.5.3 ATPasas

1.5.3.1 ATPasa F-Fp

Las ATPasas Fi-F son enzimas compuestas de muitiples subunidades y se
encuentran en las membranas citoplasmicas de las bacterias. Su funcién principal
es utilizar el gradiente electroquimico de H" generado por la respiracién para la
sintesis de ATP, aunque al ser reversibles pueden catalizar la hidrélisis de este
compuesto energético para la generacién de un gradiente electroquimico en
sentido inverso. Estas enzimas estdn muy conservadas en la naturaleza y tienen
basicamente la misma estructura a pesar de que se encuentren en diferentes
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organismos. El sector Fy, que es la parte catalitica, consta de las subunidades: «,
B. v, 8 y &, y puede ser solubilizada conservando la actividad hidrolitica (ATPasa).
E! sector membranal o Fp, se compone de las subunidades a, b, y ¢, y funciona
como un canal que transioca protones a través de la membrana (Fig. 5). De las
ocho subunidades, ia § es la mas conservada, con un 40 % de identidad entre las
secuencias bacterianas (Futai et a/., 1989).

H. pylori posee una ATPasa F-Fp que es la encargada de sintetizar at ATP
de una manera acoplada al gradiente electroquimico de protones generado por la
respiracién celular (Matin et a/., 1996; McGowan ef al., 1997). En E. coli todo el
complejo enzimatico esta codificado por un operdn, el atp operon. En H. pylori las
5 subunidades del compiejo F; y la subunidad b del Fq se encuentran contiguas
en el cromosoma. Las otras dos subunidades del complejo Fp, estédn en ofras
regiones del cromosoma. H. pylori tiene una subunidad adicional que es homdloga
a la b, la cual es una forma divergente y duplicada de la subunidad b, que se
encuenfra en plantas y bacterias fotosintéticas. El gene que codifica para esta
subunidad esta localizado al final del grupo de genes de la ATP sintasa.

Debido al nicho ecoldgico en que se desarrolla H. pylori, se ha destacado
que {a ATPasa Fq-Fp tiene un papel muy importante en la tolerancia a la acidez. La
estrategia basica seria mantener la fuerza protonmotriz ajustando la diferencia de
potencial en la membrana para compensar el gradiente de pH (Meyer-Rosberg, et
al., 1996). Se ha visto que la bacteria posee mecanismos analogos a los de otras
bacterias que son acidotolerantes y que habitan el tracto gastrointestinal como
Salmonella typhimurium y E. coli. Entre estos mecanismos estaria la induccién de
sintesis de nuevas proteinas con la exposicion a un estrés moderado a 4cido (pH
6) que le permitirian soportar cambios subsecuentes en el pH = 4.5, lo cual
requeriria la actividad de la ATPasa Fy-Fq. Ofro ejemplo serian los estreptococos
orales que muestran varios niveles de acidotolerancia, que parecen depender de
la actividad transportadora de protones de ia ATPasa Fy-Fp del interior al exterior
de la célula (Kobayashi y Unemoto, 1986).
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Fig. 5. Esquema de la ATPasa F,-F; bacteriana.

1.5.3.4 ATPasa tipo P

Las ATPasa tipo P se encuentran distribuidas ampliamente dentro de ios
organismos vivos. Constan usualmente de una subunidad, son exclusivamente
hidroliticas y se caracterizan por la presencia de un intermediario fosforilado. El
sitio de fosforilacion es una region altamente conservada, en donde se encuentra
un residuo de aspartaio responsable de formar el intermediario B aspartil fosfato
durante el ciclo catalitico (Glynn y Karlish, 1990). El resto de la secuencia de
aminoacidos de estas ATPasas divergen ampliamente, lo que refleja en parte su
diversidad funcional en el transporte de iones. Los anélisis de hidrofobicidad
muestran que pueden ser divididas en dos grupos: las de 8 y las de 10 hélices
transmembranales.

Se han encontrado en H. pylori tres ATPasas translocadoras de H* tipo P.
Se han clonado y caracterizado parcialmente dos de ellas (Ge et al, 1995:
Melchers et al., 1996). Una estd relacionada con el transporte de cobre, otra que
participa en el suministro de nique!l, un componente esencial en la actividad de la
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ureasa y relacionada con el transporte de cadmio (Melchers ef al., 1996) y la
tercera no esta bien caracterizada, pero por su secuencia parece estar relacionada
con transportadores de cationes divalentes (Tomb et al., 1997). Se pensaba que
estas ATPasas tipo P podrian estar relacionadas con el bombeo de H* hacia el
exterior de la célula (Meichers ef al, 1996), pero estudios posteriores han
corroborado que la funcidn de estas ATPasas tipo P en H. pylori esta mas
estrechamente relacionada con el fransporte de cationes divalentes y la
eliminacion de metales toxicos (Marais et a/., 1999).

1.5.4 Pirofosfato y polifosfatos

La fuente principal de energia de H. pylori, como en los demas sistemas
vivos, es el ATP, pero existen otras moléculas de aita energia, como el PPi y los
polifosfatos (Kornberg, 1995; Lathi, 1983), que también pueden ser utilizadas
como fuente de energia y a la fecha no se ha evaluado su papel.

La pirofosfatasa es la enzima encargada de hidrolizar el pirofosfato
inorganico (PPi) a fésforo inorganico (Pi). Existen dos tipos de pirofosfatasas: las
citoplasmicas y las membranales. Las pirofosfatasas citéplasmicas se encuentran
en practicamente todos los organismos y tienen la funcién de hidrolizar el PPi que
se produce en varias reacciones biosinteticas como son la sintesis de proteina,
ARN y ADN por mencionar sblo algunas de ellas, dandole direccionalidad a estas
vias. Las pirofosfatasas membranales se encuentran en algunas bacterias
fotosintéticas, en la membrana interna mitocondrial y en el tonoplasto de las
plantas. Las pirofosfatasas membranales flevan a cabo la misma funcion de
hidrdlisis de pirofosfato, pero acoplada al transporte de H*, y en el caso de las
bacterianas pueden llevar a cabo la sintesis de pirofosfato.

La presencia de polifosfatos ha sido reportada para numerosas bacterias

(Harold, 1963; Kjedstad et a/., 1991) y para H. pylori en tres diferentes partes de la
célula (Bode ef al,, 1993). La acumulacién més importante que ocurre en H. pylori
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es la de granulos de polifosfatos intracitoplasmicos, que pueden representar un
reservorio para el almacenamiento energético y de fosforo, y una fuente alternativa
de energia cuando el ATP esta en niveles bajos (Dawnes y Senior, 1973). Otros
puntos en los que hay acumulacion de polifosfatos es cerca de Ia base del flagelo
y en pequefas agregaciones en asociacién con la membrana celular; el depésito
cercano al flagelo podria estar relacionado con la fuente de energia para ia
movilidad en la bacteria (Berg y Tuner, 1979), los que estan cerca de la membrana
podrian estar relacionados con el mantenimiento de la integridad de la membrana
citoplasmica (Storko, 1989).

Sin embargo, la importancia y metabolismo de estas moléculas de alta
energia en H. pylori no se ha estudiado a la fecha.

1.6 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

H. pylori representa un problema de salud para el humano que en los
altimos afios ha tomando mayor relevancia. Como se menciond antes, la infeccion
causada por esta bacteria esta distribuida ampliamente en la poblacién general,
pasando muchas veces sin la atencion médica adecuada, pudiendo provocar
serios dafios a la salud del individuo que la padece, por lo que el tratamiento es
uno de los topicos principales sobre esta bacteria. Cabe destacar la gran atencién
que se le ha prestado en los Ultimos afos al disefio de nuevas terapias para su
erradicacién, habiendo un gran campo de investigacién en este rubro, ya que
ademas se ha observado que la resistencia de la bacteria a los medicamentos que
tradicionalmente se emplean para su tratamiento va en aumento. Por esta razén y
por ser el estudio del metabolismo de la bacteria un campo de gran interés
biolégico por si mismo, la evaluacion de la respuesta de H. pylori a inhibidores
clasicos, tanto de cadena respiratoria, ATPasas y pirofosfatasas podria ser, en el
futuro, de vital importancia en la implementacién de nuevas estrategias en la
creacion de nuevos farmacos para el tratamiento de ia infeccion por esta bacteria.
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A la fecha se han hecho diferentes estudios sobre el efecto terapéutico de
farmacos en el crecimiento de Helicobacter pylori y sobre cudl es el blanco de
estos compuestos en la bacteria. Hay pocos experimentos sobre el efecto de
inhibidores especificos para las ATPasas tipo P y la ATPasa Fq-Fy, la cadena
respiratoria y la pirofosfatasa, sobre el crecimiento de la bacteria in vivo 0 en la
inhibicidn especifica de la enzima in vifro y de los que se tiene referencia,
muestran resultados contradictorios (Belli y Fryklund, 1995; Beil et al., 1995). Por
lo tanto, la evaluacion de diversos tipos de inhibidores de las ATPasas tipo P y
F1-Fo, asi como de la cadena respiratoria en el crecimiento de H. pylori, permitiréa
profundizar en la importancia del papel que estan jugando estas proteinas en el
metabolismo energético de ia bactena.

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo general
e Evaluar el efecto de diversos inhibidores del metabolismo energético en H.
pylori.

1.7.2 Objetivos particulares

e Cuantificar el efecto de inhibidores de la cadena respiratoria, ATPasas y
pirofosfatasa en el cultivo bacteriano de H. pylor.

o Cuantificar el efecto de inhibidores de la cadena respiratoria, ATPasas y
pirofosfatasa en la actividad de sus enzimas blanco in vifro.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. GENERALIDADES DEL CULTIVO DE Helicobacter pylori

H. pylori presenta caracteristicas que hacen de su cuitivo un trabajo
laborioso. En primer lugar, es una bacteria de crecimiento fento, necesita de una
atmosfera microaerofilica con un contenido de 10% de CO., 5% de 02 y 85% de N»
y no se tienen definidas completamente sus necesidades nutricionales. Se ha
cultivado tradicionaimente en medios complejos, que contienen suero, sangre u
otros derivados sanguineos, gue no tienen una composicidn exacta y que
dificultan el trabajo con la bacteria (Olivieri et al., 1993; Nedenskov, 1994). Para
solucionar este problema se ha intentado sustituir a fa sangre y sus derivados
adicionando al medio de cultivo almidén, carbdn y catalasa (Olivieri, 1993). Sin
embargo, no se obtiene el mismo rendimiento como cuando se utilizan derivados
sanguineos. Una alternativa que se ha utilizado con buen resultado es el adicionar
al medio ciclodextrinas (Olivieri, 1993), que son moléculas que se producen a
partir del almidén, por la accion de la enzima ciclodextrina glicosiltransferasa. Se
componen de 6, 7 u 8 unidades de D-glucopirandsido, lo que tes da el prefijo de
ciclodextrinas «, f y v, respectivamente. Las unidades de D-glucopirandsidos se
encuentran unidas por enlaces glicosidicos a-1-4. Tienen una conformacion en
forma de toroide (la parte inferior de un cono), con una parte abierta grande y una
pequefia, en donde se encuentran grupos hidroxilos secundarics y primarios
respectivamente. El interior del toroide es hidrofébico como resultado de un
ambiente rico en electrones proporcionado, en gran parte, por los atomos de
oxigeno glicosidico. Estos compuestos pueden formar complejos estables en su
cavidad apolar (Bar, 1989). E! uso de la ciclodextrinas en microbiologia y en
procesos biotecnoldgicos se ha incrementado, ya que con la formacién de
complejos pueden incrementar la solubilidad de ciertos compuestos necesarios,
como pueden ser substratos, y disminuye la concentracibn de sustancias
perjudiciales como inhibidores o toxinas (Szejtli, 1988). En medios de cultivos en
los que se han utilizado ciclodextrinas se ha observado un incremento en el
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crecimiento celular de microorganismos (Imaizumi et af., 1983). Sin embargo, en el
cultivo de H. pylori no se ha generalizado su uso.

2.1.1. Material biolégico

La cepa utilizada en el trabajo fue la 8823, que produce citotoxina VacA.

2.1.2 Culfivos

Para la realizacion del trabajo se cultivd a la bacteria en medios sdlidos y
liquidos, a continuacién se describen las caracteristicas de cada uno de elios:

2.1.2.1 Cultivos sélidos

Placas de agar-sangre

El medio de cultivo empleado es agar Casman (Difco) 43 g/l de agua
desionizada o destilada, con sangre desfibrinada de carmnero al 5% (Microlab),
adicionado con 10 ug/ml de vancomicina. Tanto fa vancomicina como Ia sangre se
deben afiadir cuando el medio alcance una temperatura alrededor de los 50°C, ya
que la sangre se puede agiutinar y los antibidticos pierden su actividad si se
someten a altas temperaturas. Se dejan las placas en una incubadora a 37°C por
24 h para eliminar las cajas que pudieran tener contaminaciones. Posteriormente
se guardan en envolturas de piastico, a 4°C. No se usaron cajas con més de 3
semanas de almacenamiento en estas condiciones, ya que se ha visto que
disminuye el rendimiento de! cultivo. Las cajas se inoculan con células de H. pylori
que se almacenan hasta ese momento a -70°C en caldo brucella (Difco), con 10%
de suero bovino fetal y 10 % de glicerol. La cantidad del indculo es variable pero
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los mejores resultados se obtienen al sembrar aproximadamente 3 mg de
bacterias en cada caja.

Placas de agar-ciclodexirinas

La preparacion es basicamente ia misma que para las placas con sangre.
Se utiliza agar Casman (Difco) 43 g/l de agua desionizada o destilada, con 0.2 %
de o-ciclodextrina C Cavitron 82000 (Cerestar) y 10 ug/ ml de vancomicina. El
tratamiento posterior a la elaboracién de las placas y la forma de inoculacion es la
misma que en las placas de sangre.

2.1.2.2 Cultivos liquidos

Medio caldo brucella

Su preparacidn consiste en resuspender 28 g/l de caldo brucella (Difco)
agregando 0.2 % de a-ciclodextrina C Cavitron 82000 (Cerestar) y 10 pg/ml de
vancomicina. Los cultivos se llevan a cabo colocando 100 m! del medio en
matraces de 250 ml. El medio caldo brucella se inocula con 1 ml del material
obtenido de una caja de petri recién cultivada y resuspendido a una densidad
optica de 1.0 (dilucién 1:10).

2.1.3 Incubacién

Una vez sembradas las bacterias ya sea en medio sélido o fiquido, se
infroducen en una incubadora Nuaire TS autoflow (mod. 3500) con un tiempo de
CO; de 8 para la obtencién de 10 % de CO, calibrando en contra de aire. El CO;
que se inyecta a la incubadora es de una pureza estdndar (INFRA). La
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temperatura en la estufa es de 37 °C y se incuba por 40 hrs, tanto a los cultivos
solidos como liguidos. Los cultivos liquidos se mantienen durante este tiempo en
agitacion constante, a una velocidad de 120r. p. m.

2.1.4 Cosecha de bacterias

Las bacterias cultivadas en placa se cosechan por medio de asas de
siembra de piastico, con una capacidad en el aro de 10 pl (El Crisol). El asa se va
pasando sobre el cultivo, tratando de cosechar solamente la capa de bacterias
sobre el agar, dejando intacto este Ultimo para no sobrestimar el peso. En el caso
de cultivos liquidos la cosecha se efectda por centrifugacion a 3, 000 r.p.m. por 10
min en una centrifuga clinica. En todos los casos las bacterias se cosechan en
medio caldo brucella, al que se le adiciona 10 % de glicerol y 10 % de suero
bovino fetal. En este medio se conservan a -70 ° C, se descongelan cada vez que

se vayan a utilizar, una vez descongelado no se vuelve a utilizar Ia alicuota.

2.1.5. Pruebas

Las siguientes pruebas se elaboran a cada cultivo obtenido para verificar su
pureza y corroborar la morfologia de la bacteria H. pylori.

Actividad de oxidasa: en un cuadro de una placa de Dry Slide Oxidase (Difco) se

pone un poco de cultivo de la placa o del sedimento con la asa de siembra. En
unos cuantos segundos ocurre la reaccion, obteniéndose una coloracion azul si la
bacteria es oxidasa positiva y ninguna si es oxidasa negativa.

Actividad de catalasa: en un portaobjetos se ponen unas gotas de peréxido de
hidrégeno y se les adiciona con el asa de siembra una pequefia asada de cultivo.
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La prueba es positiva si se comienzan a producir burbujas en la muestra de cultivo
expuesta al peréxido.

Actividad de ureasa: se prepara una solucion de urea6MaunpH de 70y se le

agrega un poco de 0.05% de rojo de fenol hasta que tome un color rosaceo. A
300 pl de esta solucién se agrega una asada de bacterias. El color variarda a un
color rojo si en el medio hay actividad de ureasa, ya que el rojo de fenol toma este
color si el medio se alcaliniza.

Tincion de gram: con el asa de siembra se toma un poco de cultivo y se extiende

en una gota de solucién salina, sobre un portacbjeto. Se realiza [a tincién de gram
estandar. La bacteria se tifie del color rojizo de la safranina, lo que indica que es
una bacteria gram negativa. La morfologia también es tomada en cuenta, ya que
las bacterias deben de tener una forma bacilar espiralada.

2.1.6 Curva de crecimiento

Para determinar la etapa de crecimiento en que se utilizarian las bacterias
se hicieron curvas de crecimiento en medio liquido. Se probaron diferentes
volumenes conservando la proporcion de 100 pl de indculo a una densidad éptica
de 1 (dilucién 1:10) en 3 ml de caldo brucella, en las mismas condiciones de
incubacidn que para los cultivos liquidos.

2.2. DETERMINACION DEL EFECTO DE INHIBIDORES DEL METABOLISMO
ENERGETICO IN VIVO

El efectoc de los inhibidores se determind midiendo la diferencia de
absorbencia de cultivos en presencia y en ausencia del compuesto probado a
diferentes concentraciones. Se prepararon tubos de plastico estériles de 50 ml con
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3 mi de medio de cultivo caldo brucella; a este medio, se afiaden los inhibidores a
la concentraciéon deseada y en el caso del control sin inhibidor, se afiade el mismo
volumen del solvente correspondiente.

Utitizando un vial de cultivo con aproximadamente 21 g de bacterias, se
diluye con el medio de cosecha a una absaorbencia de 1.0 a 600 nm, de una
dilucion 1:10. De este indculo se toman 100 i para sembrar en cada uno de ios
tubos ya preparados con los inhibidores. Después de la incubacion se lee Ia
absorbencia de los tubos haciendo una dilucion 1:10 a la misma longitud de onda
anterior. Los porcentajes de inhibicidn de crecimiento se hacen con respecto al
controi sin inhibidor.

Los inhibidores utilizados, las enzimas blanco, el solvente usado para su
preparacién asi como la concentracion de la solucidn madre se indican en la
siguiente tabla:

INHIBIDOR BLANCO SOLVENTE CONCENTRACION
Oligomicina ATPasa FiFy Etanoct S mg/ ml
Azida de sodio ATPasa FiFy Agua desionizada 05 M
Rotenona Complejo | cadena respiratoria Etanol 7 M
Antimicina Complejo N cadena respiratoria Etanol SmM
Clanure de potasio Complejo IV cadena respiratoria Agua desionizada 1M
Fluoruro de sodio Pirofosfatasa, fosfatasas Agua desionizada (ajustar pH 7) 1M
CCCcP Desacoplante Dimetiiformamida TmM
Molibdato de amaonio Fosfatasas Agua desionizada 100 mM

Tabla 1. Método de preparacién de los inhibidores, se indica la enzima blanco, asi como el solvente v la
concentracién de la solucién madre. Los inhibidores disueltos en agua se esterilizan por filtracién. Cuando los
inhibidores estdn disueltos en etano), no se esterilizan. La concentracién maxima de etanol usada fue de 1%,
que se ve no tiene ningn efecto sobre el crecimiento de la bacteria.

Los porcentajes de inhibicién del crecimiento se grafican y se determina la
concentracién minima inhibitoria (MIC), que es la menor concentracion de un
compuesto a la que se logra inhibir el crecimiento de bacteria.

34




2.3. OBTENCION DE FRACCION CITOPLASMICA Y FRACCION MEMBRANAL
DE Helicobacter pylori

Las células cosechadas se lavan dos veces por centrifugacion en una
solucién de 20 mM de TRIS-HCi pH 8.5, 10 mM MgCI2 (1/86 v/v) para eliminar el
glicerol presente, se agrega una pizca de ADNasa, la muestra se divide en
fracciones de 35 ml, y se someten a 1 min de sonicacién por medio de en un
sonicador Branson 250 con 40 watts de salida en un bafio de hielo; este aparato
produce vibraciones mecanicas que se transmiten a las moléculas de! medio, lo
que provoca gue se agiten intensamente y se rompan las bacterias que contiene la
muestra. Para separar a las bacterias sin romper, se centrifuga la preparacion a
27,000 X g por 20 min. a 4°C. El sobrenadante se colecta y se centrifuga a 100,
000 X g por 80 min. a 4°C. El precipitado obtenido contiene la fraccion membranal
que es resuspendida en el mismo amortiguador. E! sobrenadante contiene la
fraccion citoplasmica. Las membranas resuspendidas se lavan dos veces con el
mismo amortiguador. Si las membranas se van a utilizar para experimentos de
oximetria, se resuspenden finalmente en una solucion de sacarosa 0.25 M, KCl
10 mM, PIPES 50 mM, a un pH 7.5. Si se van a utilizar para actividad de ATPasa
se resuspenden en el primer amortiguador.

PREPARACION DE MEMBRANAS DE H.pylon

8 gr de bacterias
lavadas 2 veces en Tris-HCI 20 mM pH 8.5, 10 mM MgCi,

Sonicacidon 1 min 4°C

{

Centrifugar 20,000x g, 26 min 4°C

\

Sobrenadante Preclpitado
Cemmuqar 100,000x g,
1:20 h, 4°C

N

Precipitado: fraccion membranal Sobrenadante: fracclon coplasmica
Lavar 2 veces en e mismo amortiguador

Fig. 6. Diagrama de flujo de 1a preparacién de membranas de H. pyiori.
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2.4 DETERMINACION DE PROTEINA

La determinacion de a concentracion de proteina se llevd a cabo mediante
el meétodo de Lowry ef al. (1951). Se hace una curva patrén empleando una
solucién estandar de albumina sérica bovina para preparar varias diluciones en un
intervalo de concentracién de 10 a 100 ug.

2.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ATPasa

La actividad hidrolitica de la ATPasa se determina en un sistema
regenerador de ATP. El ensayo contiene TRIS-acetato 50 mM pH 7.5, ATP 2 mM,
MgClz 3mM, fosfoenal piruvato 1.5 mM y 7 g de piruvato cinasa. La reaccién se
inicia al adicionar las membranas o fraccidn citopldsmica de la bacteria en un
volumen final de 500 ul. Las diferentes concentraciones de proteina se especifican
en los pies de cada figura en la seccion de Resultados y Discusion.

Para determinar el efecto de los inhibidores en la actividad de ATPasa, se
preincuban los inhibidores y las membranas en TRIS-acetato 50 mM pH 7.5, en un
volumen de 250 pl, por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
adicionan 250 ul del medio de reaccidn que contiene en concentracion final TRIS-
acetato 50 mM, ATP 2 mM, MgClz 3mM, fosfoenol piruvato 1.5 mM y 7 ug de
piruvato cinasa y se deja transcurrir 12 reaccion por 30 min a 37 °C. La reaccion
se detiene adicionando é&cido tricloroacético a una concentracién final de 6.0%. Se
centrifugan las muestras a 3, 000 r.p.m. durante 10 min y se determina en el
sobrenadante el fosfato liberado.

La concentracion de fosfato liberado se mide colorimétricamente (Sumner,
1944). Se toman 0.4 mi de sobrenadante y se afora a 2 mi con agua desionizada.
Al mismo tiempo se hace una curva patrén de fosfatos con HsPQ: 2.5 mM al
mismo volumen de las muestras. Se adicionan los siguientes reactivos: 0.25 mi de
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una mezcla de (NH4)6 Mo;024 ¢ 4 H20 40.5 mM con 111 ml de H.SO4 36 N vy se
agita en el vortex. Después se adicionan 0.25 ml de la mezcla de p-
metilaminofeno! sulfato (Elon) 29 mM y metabisulfito de sodio 157.8 mM y se agita
nuevamente. Se esperan 10 min para que se estabilice el color. E! aumento de
color es proporcional a la concentracién de fosfato; éste se cuantifica tomando 0.3
mi de cada tubo y leyendo en una placa de ELISA, con un filtro de 700 nm. Las
nmolas de fosfato liberado se calculan interpolando la lectura de los tubos
experimentales con los valores obtenidos de la curva patron de fosfatos.

2.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA

La determinacién de la actividad de fosfatasa se llevd a cabo midiendo la
liberacion de fosfato utilizando como substrato artificial p-nitrofenilfosfato (p-NPP),
el cual puede ser utilizado casi exclusivamente por fosfatasas.

El ensayo de actividad se realiza en un amortiguador TRIS-acetato 50 mM
pH 7.5 p-NPP 2 mM, MgCl, 3 mM v 0.1 mg de membranas en un volumen final de
500 ul. Los inhibidores 'se preincuban con las membranas por 20 min a
temperatura ambiente, habiendo un control al que no se agrega ningun inhibidor
sino agua desionizada, completando e! volumen a 500 pl. La reaccion se incuba
30 min a 37 °C y se detiene adicionando acido tricloroacético a una concentracion
final de 6.0%. La determinacion del fosfato se calcula por el método de Sumner
(1944), como se hizo para la actividad de ATPasa.

26 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PIROFOSFATASA
CITOPLASMICA

La actividad de pirofosfatasa se realiza en amortiguador TRIS-maleato 50
mM pH 8.5, NaPPi 2 mM, MgClz 3 mM y 10 ug de proteina citoplasmica en un
volumen final de 500 L. Para los ensayos de inhibicidn, el NaF se agrega al medio
de reaccion sin alterar el volumen y las concentraciones de los compuestos del
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ensayo. La reaccion se incuba 15 min. a 37 °C y se detiene adicionando acido
tricloroacetico a una concentracién final de 6.0%. La determinaciéon del fosfato
liberado de la hidrdlisis de PPi se realiza por el método de Sumner (1944).

2,7 DETERMINACION DEL EFECTO DE INHIBIDORES DE LA CADENA
RESPIRATORIA EN EL CONSUMO DE OXiGENO

El consumo de oxigeno se usa como una herramienta para evaluar la
actividad de los complejos enziméticos que hay en la cadena respiratoria de
H. pylori. La sensibilidad de estos complejos a los inhibidores clasicos para cada
uno de ellos se determina midiendo la diferencia en la velocidad de consumo de
oxigeno, con y sin inhibidor.

En este caso, el consumo de oxigeno se realizé utilizando un oximetro YSI
modelo 5300 provisto de un electrodo tipo Clark. Las membranas se
resuspendieron en la camara del oximetro, cuya capacidad es de 3 ml, en un
amortiguador de sacarosa 0.25 M, KCI 10 mM, PIPES 50 mM, a un pH 7.5, La
concentracion de membranas utilizada fue de 0.5 mg de proteina y ios ensayos se
llevaron a cabo con agitacion constante a 25 °C. La solubilidad dei oxigeno en el
agua, a una temperatura de 25 °C, se considerd de 400 ngatomos de O,/ ml a una
aititud de 2240 metros.

En el oximetro se deja correr una linea basal con el amortiguador y las
membranas antes de comenzar el experimento y se inicia la reaccién adicionando
el substrato especifico. Se dejd que consumieran oxigeno por un periodo de 15
min, tiempo suficiente para obtener una pendiente adecuada.

En la siguiente tabla se muestran las concentraciones de los substratos
utitizados para probar la actividad de los complejos respiratorios y ios inhibidores
empleados para cada uno de ellos.
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COMPLEJO DE CADENA SUSTRATO | CONCENTRACION | SOLVENTE | CONCENTRACION INHIBIDOR
RESPIRATORIA MADRE UTILIZADA
Complejo | NADH Agua Rotenona
NADPH 05M Desionizada 5mM
NADH
. 05M Agua _—
Complejo 11l NADPH 5 mM Antimicina
Succinato M Desionizada
NADH
. 0C5M Agua .
Complejo IV NADPH 5mM Cianuro de
Succinato 1™ Desionizada potasio

Tabla 2. Se indica ¢l complejo respiratorio y los substratos que se utilizaron para medir el consumo de
oxigeno de cada uno de ellos. También se sefiala el solvente utilizado para su preparacién , asi como la
concentracion de la solucién madre y la concentracion final utilizada,

Todos los substratos fueron preparados en agua desionizada y para la
elaboracion del succinato se utiliza acido succinico y se ajusta la solucion acuosa
a un pH 7.0 con NaOH. Los inhibidores se preparan igual que para los ensayos de
inhibicién de crecimiento, excepto el cianuro, que se prepara en el mismo

amortiguador que se utiliza en el ensayo a un pH 6.8.

El control respiratorio de las membranas se realiza adicionando ADP a una

concentracion final de 0.2 mM, Pi 1 mM y MgCl; 2 mM.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

31 CULTIVOS

El primer objetivo para cumplir con la elaboracién del presente trabajo, era
obtener cultivos de Helicobacter pyfori en suficiente cantidad y con todas las
caracteristicas de la bacteria en buen estado. Esto se consiguié utilizando las
condiciones que se mencionan en Materiales y Métodos. A este respecto hay que
resaltar el uso de las ciclodextrinas, ya que estos compuestos hacen mas eficiente
el crecimiento de las bacterias, el desarrolio de las formas cocoides de ios cultivos
tradicionales se retarda y en general los cultivos son mas limpios, pues no se
utilizan derivados sanguineos; ésto es importanie en materia de seguridad, en
virtud de que la persona que los elabora no tiene contacto con este tipo de
sustancias. Por otra parte se reducen costos, ya que las ciclodextrinas son
baratas, faciles de conseguir y se pueden almacenar a temperatura ambiente por
un largo periodo de tiempo, cosa que no se puede hacer con los derivados
sanguineos que caducan en poco tiempo. E! rendimiento promedio de cada caja
de cultivo esta entre 30 a 50 mg de pesc hiimedo de bacteria.

3.2 CURVAS DE CRECIMIENTO

Para decidir la fase de crecimiento en que se encontraban las bacterias al
momento de la cosecha y el tiempo adecuado para determinar el efecto de los
inhibidores sobre H. pylori, se realizaron curvas de crecimiento. En la Fig. 7, se
muestra una curva de crecimiento de H. pylori en medio liquido, donde se puede
observar el tipico comportamiento logistico de la poblacién. La pendiente de la
curva en la fase de crecimiento exponencial y el maximo de poblacion en la fase
estacionaria varian de acuerdo con el indculo de bacterias sembrado y el volumen
de cultivo.
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Fig. 7. Curva de crecimiento de I, pylori en un experimento representativo para. E1 volumen utilizado fue de
18 ml de caldo brucella con 600 pi de indculo, las condiciones de incubacidn se detallan en la seccién de
Materiales y Métodos.

Se busco una forma practica y econdémica de monitorear los cultivos
continuamente para evaluar el efecto de los inhibidores sobre los cultivos. Se
midié la densidad dptica del cultivo en la etapa inicial y en la fase estacionaria,
para lo cual se verificd que en esta fase de la curva las bacterias tuvieran todas
sus caracteristicas morfolégicas tipicas y cumplieran con las pruebas de
identificacidn de la bacteria.

3.3 EFECTO DE LOS INHIBIDORES SOBRE LOS CULTIVOS DE
Helicobacter pylori

Cada uno de los compuestos probados fueron capaces de inhibir el
crecimiento de la bacteria de una forma dependiente de su concentracion; de esta
manera, se pudo obtener la concentracién inhibitoria minima (MIC) para cada uno
de los inhibidores. A continuacién se describen los resultados obtenidos para cada
uno de los compuestos.
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3.3.1 Inhibidores de Cadena Respiratoria

Rotenona. Es un inhibidor clasico del complejo 1 NADH — ubiquinoi
oxidoreductasa. En la Fig. 8 se muestra que inhibe el crecimiento de la bacteria a
bajas concentraciones, obteniéndose una MIC de 0.5 yM.
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Fig. 8. Inhibicién del crecimiento de H. pylori con rotenona. El ensayo se llevd a cabo en tubos con 3 ml de
caldo brucella afiadiendo 100 pl de un indculo a una densidad dptica de 1 (dilucién 1:10) de bacterias. Los

cultivos se incuban con el inhibidor a diferentes concentraciones en una atmésfera con 10 % de CO», a 37°C
duranic 40 hrs.

Antimicina. El blanco de este compuesto es el complejo Ill, ubiquinol — citocromo ¢
oxidoreductasa. La antimicina inhibe los cultivos de H. pylori a concentraciones
bajas en el orden uM (Fig. 9}, con una MIC de 0.25 pM,
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Fig. 9. Inhibicién del crecimiento de . pylori con antimicina. Las condicioncs experimentales son las mismas
que para rotenona.
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KCN. El cianuro es un inhibidor clasico del compigjo IV, citocromo c oxidasa. El
efecto inhibitorio de este compuesto sobre el crecimiento de H. pylori es del orden
mM, a diferencia de los dos inhibidores anteriores. La MIC es de 0.5 mM (Fig. 10).
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Fig. 10. Inhibicion del crecimiento de H. pyvlori con cianuro de potasio. Las condiciones experimentales son

las mismas que en la Fig, 7.

3.3.2 Inhibidores de ATPasas

Qligomicina vy azida de sodio. Ambos compuestos tienen como blanco a la ATPasa
F.-Fy. La oligomicina es un inhibidor clasico de la ATPasa mitocontrial y sélo de

algunas bacterianas, la azida inhibe a ambas. En las Figs. 11 y 12 se muestran las

curvas de inhibicion para dichos compuestos, obteniendose los valores de MIC de

30 uM para la oligomicina y 2 mM para el azida de sodio.
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Fig. 11y 12. Inhibicion del crecimiento de #. pylori con oligomicina y azida de sodio. Las condiciones
experimentales son las mismas que para la Fig. 7

DCCD. Esta carbodiimida hidrofdbica inhibe a todas las ATPasas que involucran
un movimiento de protones a través de la membrana. En el caso de las ATPasas
tipo F4-Fq se sabe que inhibe en el sector Fy bloqueando el bombeo de protones al
interactuar con la subunidad c. El crecimiento de H. pylori fue inhibido por DCCD
con una MIC de 25 uM (Fig. 13).
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Fig. 13. Inhibicién del crecimiento de H. pylori con DCCD. Las condiciones experimentales se indican en la
Fig. 7.

Vanadato. Es un compuesto que se emplea principaimente para inhibir a las
ATPasas tipo P. En este caso la MIC que se obtuvo fue de 5 mM (Fig. 14).

100

75 -
S
3
a
g 50 -
°
&*

25

O T o L 1
(¢} 1 2 3 4 5
[vanadato] mM

Fig. 14, Inhibicién del crecimiento de H. pylori con vanadato Las condiciones experimentales s¢ indican en la
Fig. 7.

3.3.3 Inhibidores de Pirofosfatasas y Fosfatasas
NaF. El fluoruro es un inhibidor clasico de pirofosfatasas, sin embargo tambien
tiene efecto sobre algunas fosfatasas acidas (Zoliner, 1993). Este compuesto
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inhibe el crecimiento de H. pylori a concentraciones elevadas (Fig. 15), ta MIC
obtenida fue de 100 mM.
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Fig. 15. Inhibicién del crecimiento de [ pyleri con fluoruro de sodio. Las condiciones experimentales se
indican en la Fig. 7.

Molibdato _de sodio. Este inhibidor tiene como blanco a las fosfatasas. Como
puede observarse en la Fig. 16, inhibe a los cultivos de H. pylori con una MIC de
10 mM.
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Fig. 16. Inhibicién del crecimiento de M. pylori con molibdato. Las condiciones experimentales se indican en
la Fig. 7.



3.3.4 Desacoplantes
CCCP. En general este tipo de compuestos desacopla la fosforilacion oxidativa de
la sintesis de ATP. El cultivo de H. pylori es altamente sensible a CCCP, la MIC es

de 500 nM (Fig. 17).
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Fig. 17. Inhibicién del crecimiento de H. pylori con CCCP. Las condiciones experimentales se indican en la
Fig. 7.

El efecto de los inhibidores sobre el crecimiento de H. pylori se resume en
la Tabla 3:

COMPUESTO MIiC
| Oligomicina 30 uM
Azida de sodio 2mM
DCCD 25 uM
Vanadato 5mM
NaF 100 mM
Rotenona 0.5 uM
Antimicina 0.25 uM
KCN 0.5mM
Molibdato de sodio 10 mM
CCCP 0.5 uM

Tabla 3. MIC para cada uno de los inhibidores probados en H. pylori

Todos los compuestos probados tienen efecto inhibitoric sobre el
crecimiento de la bacteria, lo que indica la presencia de las enzimas blanco y que
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dichas enzimas tienen caracteristicas similares a las de otros organismos, al

menos en cuanto a la sensibilidad a los inhibidores.

En términos generales, se puede observar que las concentraciones
necesarias para inhibir 100% a los cultivos de H. pylori estéan en funcion de ia
naturaleza hidrofilica o hidrofébica del compuesto probado. Los compuestos de
naturaleza hidrofobica como oligomicina, rotenona, antimicina, CCCP y que de
hecho se disuelven en solventes organicos, tienen una MICs en el orden de UM,
mientras que los demas compuestos lo hacen en el orden de mM. Esto nos
sugiere la facilidad que tienen el compuesto para cruzar o particionarse a la
membrana plasmética de la bacteria y llegar a su enzima blanco. Ahora bien,
tedricamente el inhibidor debe ir a ejercer su accion sobre la enzima blanco; sin
embargo, al estar realizando los experimentos sobre la bacteria integra, cabe la
posibilidad que los inhibidores interactGen inespecificamente en otros sitios.

A la fecha no existen datos en la literatura referente a MIC para ninguno de
los compuestos sabre H. pylori, excepto para el DCCD del que se tiene un reporte
de una MIC de 10uM (McGowan et al., 1997), que es parecida a la que se
encontré en el presente trabajo; para los demas inhibidores se muestran por
primera vez dichos valores.

3.4 EFECTO DE LOS INHIBIDORES SOBRE LAS ENZIMAS BLANCO

Una vez determinado que los diferentes compuestos inhiben a los cuitivos
de H. pylori, se procedid a probar su efecto sobre las enzimas blanco midiendo la
actividad correspondiente en la fraccion membranal o en la citoplasmica.

3.4.1 Actividad de ATPasas en membranas y el efecto de inhibidores

Como ya se describidé enla introduccién, por el andlisis del genoma de
H. pylori, se sabe que presenta ATPasa tipo F1-Fg y también tres ATPasas tipo P
en su membrana; ninguna de estas ATPasas se ha purificado. Por o tanto, se
midié la actividad ATPasa total de ia fraccion membranal de la bacteria para,
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mediante el uso de los inhibidores especificos, se cuantifico la contribucion de los
dos tipos de ATPasas (tipo F1-Fo y P) a la actividad total.

En la Tabla 4, se muestra la actividad de ATPasa total de la fraccion
membranal y el efecto de los diferentes inhibidores sobre la actividad, a una
concentracién, que por la bibliografia, se sabe inhibe a las ATPasas (Cover et al.,
1990; Dean et al., 1984; van Dyke ef a/., 1985).

CONCENTRACION | ACTIVIDAD ESPECIFICA (nmo! Pilmin/mg)
Control 22.6 ]
Oligomicina 50 uM 226
Azida de sodio 1t mM 20.92
DCCD 20 UM 21.15
Vanadato 100 uM 7.66
CCCP 0.06 uM 226

Tabla 4. Actividad de ATPasa en las membranas de H. pplori y el efecto de cada uno de los compuestos
sefialados. La concentracién del compuesto utilizada es 1a que normalmente inhibiria la enzima blanco. Las
condiciones experimentales del ensayo fueron preincubar el inhibidor con las membranas 20 min a
temperatura ambiente en un amortignador de TRIS-acetato 50 mM, pH 7.5, en un volumen de 250 pl. La
actividad se inicia agregando 250 pul del medio de reaccién que contiene como concentraciones finales ATP 2
mM, MgClL 3mM, fosfoenol piruvato 1.5 mM y 7 ug de piruvato cinasa. Se incuba la reaccion por 30 min a
37 °Cy se detiene adicionando 4cido tricloroacético a una concentracién final de 6.0%.

Belli y Fryklund (1995) midieron la actividad de ATPasa total de bacterias de
H. pylori permeabilizadas con cloroformo y reportaron una actividad de ATPasa, a
pH 7.5 de 27 nmoi de Pi/min/mg de proteina, la cual coincide con nuestros valores.
Sin embargo, en su preparacion podrian estar participando otras enzimas
citoplasmicas que degradan al ATP, a diferencia de nuestra preparacion que es
membranal (nicamente; un indicio de ésto podria ser que, a pH 6 ellos reportan
mas actividad que apH 7.5.

£l otro trabajo que existe en la literatura y que mide actividad de ATPasa es
el de Beil et al. (1995). Estos autores miden la actividad de ATPasa de la
subunidad F; solubilizada y reportan un valor de 160 nmot Pi/min/mg de proteina.
La diferencia en la actividad de este trabajo con el nuestro, refleja un paso de
purificacion mas de la ATPasa FoF4, por lo que explicaria su mayor actividad
especifica.
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Como puede observarse en la Tabla 4, existen compuestos que no
modifican la actividad, por lo que se decidié hacer curvas de concentracion para
tratar de definir si ésto era un problema debido a la concentracion utilizada.

Para la inhibicion por oligomicina se realizaron ensayos a diferentes
concentraciones pero en ningun caso hubo un aumento significativo en la
inhibicién de la actividad. La concentracion maxima usada fue de 126.5 M, mas
de!l doble de la lsp para la ATPasa F-Fg en otros sistemas (Van Dyke ef al., 1985).

En el caso de la curva de concentracién con azida de sodio se obtiene un
maximo de inhibicién alrededor del 20% de la actividad de ATPasa a partir de
2 mM del compuesto y hasta 10 mM (Fig. 18).
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Fig. 18. Curva de inhibicién de la actividad de ATPasa por azida de sodio. El compuesto se preincuba con las
membranas 20 min a temperatura ambiente en un amortiguador de TRIS-acetato 50 mM, pH 7.5, en un
volumen de 250 ul. La actividad se inicia agregando 250 pl del medio de reaccidn que contiene como
concentraciones finales ATP 2 mM, MgCl; 3mM, fosfoenol piruvato 1.5 mM y 7 pg de piruvato cinasa. S¢

incuba Ia reaccién por 30 min a 37 °C y se detiene adicionando 4cido tricloroacético a una concentracién
final de 6.0%.

Los resultados con los inhibidores de ATPasa F1-Fo sugirieron las siQuientes
posibilidades para el caso de la oligomicina:

1) Que la enzima sea insensible a la oligomicina: se ha reportado que la mayor
parte de las ATPasas de procariotes, a diferencia de las ATPasas
mitocondriales, son insensibles a la oligomicina (Downie et al., 1979), por lo
que esto podria explicar nuestros resultados.
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2) Que el tratamiento de sonicacién al que se someten las bacterias en la
obtencién de membranas esté afectando la estructura de la enzima, haciendo
que la oligomicina no sea capaz de inhibirla.

Sin embargo, con azida de sodio encontramos un maxime de inhibicion
del 20 %, lo que muestra que al menos este porcentaje de la actividad de ATPasa
total se debe a la ATPasa Fi-Fp y el resto a ofras enzimas. Por tanto, ésto sugiere
que la ATPasa F4-Fo de H. pylori no es sensible a oligomicina, aunque quedaria
aun por demostrar si ta sonicacion no afecta a la enzima, quizé liberando al sector
Fi de la membrana, lo cual haria subestimar la cantidad de ATPasa Fq-Fo de la
membrana. Para estimar esta posibilidad, mas adelante se midi6 la actividad de
ATPasa en la fraccion citoplasmica.

Por otra parte, con el DCCD se obtiene un méximo de inhibicién del 30%
con una concentracion de 200 uM (Fig. 19). La inhibicidn por el DCCD, que afecta
a la ATPasas que fienen. canal de protones en general, se esperaba que fuera
mayor a la obtenida con azida, ya que estaria afectando a otras enzimas ademas
de la ATPasa F;-Fo. Esto sugiere que a las ATPasas transiocadoras de protones
no se les puede relacionar con el resto de la actividad de ATPasa que el azida de
sodio no es capaz de inhibir. Por ello queda por definir qué enzimas son
responsables de un 70% de la actividad de ATPasa fotal.
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Fig. 19. Curva de inhibicién de la actividad dec ATPasa por DCCD. Las condicioncs del cnsayo fucron las
mismas quc para la Fig. 18, a excepcién que se preincubd con ¢f inhibidor por 30 min en hiclo, para tratar de
encontrar mejores condiciones de inhibicidn,
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Al comparar nuestros resultados con el trabajo de Belli y Fryklund (1995),
que como ya referimos trabajan con células permeabilizadas, cbservamos que, al
igual que nuestros resultados, reportan inhibicion por azida y DCCD. No obstante,
los valores que muestran son del 75% con 100 UM de azida y 35% con 100 pM de
DCCD a pH 6.0. El valor del DCCD es cercano al obtenido por nosotros, sin
embargo con azida su valor es mayor. Esto podria deberse a la diferente
preparacion empleada y al pH utilizado (ver paginas 47 y 48).

FlI CCCP no tiene un efecto significativo sobre la actividad de ATPasa,
como se reportéd anteriormente en la Tabla 4. Esto estaria indicando que las
membranas estan rotas o desacopladas.

Con vanadato se obtiene una inhibicidn maxima del 70% con una
concentracion de 100 pM de compuesto (Fig. 20). El gran efecto que tiene el
vanadato sobre la actividad de ATPasa podria hacer pensar que ta mayor parte de
ella se debe a ATPasas del tipo P, ya que este es un compuesto que, como se ha
sefalado, se usa tradicionalmente para estudiar a este tipo de enzimas, inhibiendo
en el orden de micromolar. El vanadato inhibe impidiendo la hidrélisis del ATP al
unirse en el sitio catalitico de estas enzimas (Cantley ef al., 1977).

Sin embargo, este porcentaje de inhibicion no coincide con el 30% de
inhibicién obtenido con el DCCD. Un dato que cabe sefalar aqui, es que el
vanadato inhibe algunas fosfatasas acidas, que son enzimas capaces de hidrolizar
ATP, por lo que es necesaric estudiar el efecto de los inhibidores de fosfatasas
antes de sacar conclusiones con respecto al efecto inhibitorio del vanadato.

Comparando nuestros datos para el vanadato con los que reporta Belli y
Fryklund (1995) observamos que sélo reportan un 15 % de inhibicién con
vanadato sobre la actividad de ATPasa en las células permeabilizadas.
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Fig. 20. Curva de inhibicion de la actividad de ATPasa por vanadato. Las condiciones son las mismas que se
especifican en la Fig. 18,

Asi, se procedié a determinar el efecto de inhibidores de fosfatasas sobre la
actividad total de ATPasa. Se utilizé el molibdato de sodio, como inhibidor de
fosfatasas (Zollner, 1993) y al NaF, que aungue es inhibidor de pirofosfatasas, se
ha visto que puede ejercer efecto inhibitorio scbre las fosfatasas &cidas (Zoliner,
1993). La inhibicién méxima obtenida con molibdato es de aproximadamente 60 %
con 2 mM y de ahi se mantuvo constante hasta 5 mM (Fig. 21). Esto indica que de
la actividad total de ATPasa, un 60% es debido a fosfatasas y del tipo membranal.
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Fig. 21. Curva de inhibicién de la actividad de ATPasa por molibdato. Las condiciones son las mismas que se
especifican en la Fig, 18.

La inhibicion por NaF de la actividad de ATPasa fue del 80% a una
concentracion 150 mM (Fig. 22).
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Fig. 22. Curva de inhibicién de la actividad de ATPasa por NaF. Las condiciones son las mismas que se
especifican en la Fig, 18,

Los resultados con los inhibidores de fosfatasas nos permiten apreciar que
probabiemente en las membranas de H. pylori existe una actividad de fosfatasas
muy importante y que esta actividad contribuye en gran parte a la actividad de
ATPasa que nosotros queremos caracterizar. Esta interferencia que encontramos
en el estudio de la ATPasa, por parte de las fosfatasas, se tratara de caracterizar a
continuacion.

3.4.2 Actividad de fosfatasas en membranas y el efecto de inhibidores

La actividad de fosfatasa en la fraccion membranal de H. pylori se
determind por medio de la hidrdlisis de p-NPP, que como ya se menciond es un
sustrato artificial especifico para fosfatasas. En la Tabla & se muestra el efecto de
diferentes inhibidores a una concentracion que inhibe considerablemente la
actividad de ATPasa.

COMPUESTO CONCENTRACION % DE INHIBICION
Molibdato de sodio 1 mM 38 %
NaF 50 mM 98.5 %
Vanadato 100 uM 21 %
Azida de sodio 5mM 3%

Tabla 5. Inhibicién de la actividad de fosfatasa en membranas de H. pylori. El ensayo de actividad se realiza
¢n un amortiguador tris-acetato 50 mM pH 7.5, p-NPP 2 mM, MgCI2 3 mM y 0.1 mg de membranas cn un
volumen final de 500 wl. Los inhibidores se preincuban con las membranas por 20 min a temperatura
ambiente, habiendo un control al que no se agrega ningun inhibidor sino agua desionizada, completando el
volumen a 500 pl. La reaccidn s¢ incuba 30 min a 37 °C y se deticne adicionando dcido tricloroacético a una
concentracidn final de 6.0%. La actividad de fosfatasa control fue de 21.16 nmolPi/min/mg.
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Dentro de los inhibidores para fosfatasas el molibdato inhibid la actividad
fosfatasa en un 38% y el NaF en un 98.5%, a una concentracion de 1 mM y 50
mM respectivamente. Esto permite corroborar lo que los resultados de actividad de
ATPasa ya sugerian, que una importante actividad de fosfatasa esta presente en
las membranas. Esta actividad no habia sido reportada anteriormente, aunque
existen en el genoma los genes para fosfatasas a las cuales se les puede atribuir
la actividad. El que no haya sido reportada la actividad puede deberse a que los
estudios que se han hecho no toman en cuenta que el ATP puede ser hidrolizado
inespecificamente por otras enzimas, principalmente fosfatasas, por lo que, la
actividad de estas enzimas estaria siendo tomada como actividad de ATPasa. La
actividad de fostasa puede ser de gran importancia para una bacteria como H.
pylori, ya que en un ambiente tan hostil como puede ser la mucosa gastrica, estas
enzimas pueden estar involucradas en los procesos de desfoforilacion de
proteinas que son necesarios para la sefializacion intracelular, que harian posible
a la célula responder a cambios en el medio ambiente .

Por otra parte el vanadato, que se utiliza principalmente como un inhibidor
de ATPasa tipo P, pero que puede ejercer un efecto inhibitorio sobre algunas
fosfatasas, inhibié un 21% a una concentracién de 100 mM. Esto nos indica que
de la inhibicién que tenemos de vanadato en la actividad de ATPasa, una parte se
debe a la inhibicién que ejerce este compuesto en las fosfatasas y por lo tanto el
efecto del vanadato se esta sobrestimando.

El azida de sodio no tiene un efecto significativo en la actividad de
fosfatasa, alin a una concentracion inhibitoria para la actividad de ATPasa, con lo
gue se puede observar la especificidad de este compuesto.

3.4.3 Actividad de ATPasas en citoplasma y el efecto de inhibidores

Al existir la posibilidad que la actividad debida a la ATPasa Fi-Fg en
membranas estuviera siendo subestimada, debido a la liberacién de la subunidad
F4 al citoplasma (ver pag. 49), se procedid a analizar la fraccidn citoplasmica que
se obtiene al preparar las membranas de H. pylon. Los inhibidores que se
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emplearon fueron la azida de sodio para ATPasa F1-F¢ y el molibdato y el fluoruro
de sodio para fosfatasa, que son los dos tipos de enzimas que pudieran estar
presentes en el citoplasma.

En la Tabla 6 se puede observar que el azida efectivamente tiene un efecto
inhibitorio de alrededor del 47 % como maximo sobre la actividad de ATPasa en el
citoplasma, lo cual esta sugiriendo que la subunidad F; de esta enzima se
solubiliza y esta presente en la fraccion citoplasmica. Lo anterior podria explicar el
que la actividad especifica de ATPasa en las membranas tenga un valor bajo y
también que se tenga una inhibicién solo del 20 % por azida de sodio. Por lo tanto,
se puede concluir que en realidad ia membrana‘ de H. pylori debe tener una
cantidad mayor de ATPasa F4-Fg que la cuantificada.

COMPUESTO CONCENTRACION{mM) | % DE iNHIBICION
Azida de sodio 5 42.0
20 47.0
Molibdato de sodio 1 52
NaF 100 30.0

Tabla 6. Actividad de la ATPasa en citoplasma y ¢l efecto de inhibidores. La actividad especifica de ATPasa
en citoplasma foe de 41.89 nmolPi/min/mg,

El molibdato tuvo un efecto poco significativo sobre la actividad de ATPasa
en el citoplasma, (5.2 % de inhibiciéon con 1 mM de este compuesto) para ef NaF la
inhibicién fue de 30 % con 100 mM; ésto nos indica que hay un porcentaje de
fosfatasas en la fraccion citoplasmica.

3.4.4 Actividad de fosfatasas en fraccién citoplasmica y efecto de
inhibidores

La inhibicién por NaF y molibdato en la actividad de ATPasa en citoplasma
nos sugirié la presencia de fosfatasas en la muestra, por lo que se determind la
actividad de fosfatasa (p-NPPasa) en la fraccidn citopldsmica.

La actividad especifica de fosfatasa en el citoplasma fue de 13.54
nmolPi/min/mg de proteina, menor que en las membranas. Esta actividad es
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inhibida 73 % por NaF a una concentracion de 25 mM y un 58 % con 10 mM de
molibdato de Na. Esto sugiere que si bien hay una pequeia cantidad de fosfatasas
en el citoplasma, la mayor parte de ellas estédn ancladas a la membrana de Ia
bacteria. Se requeririan estudios mas detallados para determinar la naturaleza de
las fosfatasas citoplasmicas.

Con los resultados anteriores podemos obtener un perfil general de qué
clase de enzimas y en qué proporcién contribuyen a la actividad total de ATPasa.
Primeramente a la ATPasa Fq-Fg se le puede atribuir el 20 % de la actividad de
ATPasa, pues ese es el porcentaje de inhibicidn maxima que se encuentra con
azida. El resto de la actividad seria debido a la actividad de fosfatasas , por lo que
son responsables de la mayor parte de la actividad. Las ATPasa tipo P en realidad
no estan participando en la actividad de ATPasa total, ya que no son activas sin la
presencia del catidn que fransportan. H. pylori cuenta con ATPasas tipo P para el
transporte de cationes divalentes como Ni**, Cu**, Cd** y cationes divalentes (Ge
et al., 1995; Melchers ef al., 1996, Tomb et al., 1997). Con base en io anterior
podemos decir que en nuestro caso no estamos midiendo actividad de ATPasa
tipo P porque los cationes que transportan estas enzimas y que son necesarios
para su actividad no estan presentes. En los reportes acerca de la actividad de
ATPasa en la literatura (Belli y Fryklund; Beil et al, 1985), la inhibicion por
vanadato se atribuye al efecto que tiene sobre las ATPasas tipo P; lo mas
probable es que esta inhibicion sea en realidad el efecto del vanadato sobre la
actividad de fosfatasas principalmente, pues aunque puede haber una muy
pequefia actividad basal de ATPasa tipo P debida a ia presencia de Mg?" en el
medio, su actividad quedaria encubierta por la inhibicidn de fosfatasas, a las que
corresponderia la mayor parte de la actividad .

Un punto adicional para apaoyar lo anterior es que la accidn combinada de
NaF y azida nos permite obtener un 82 % de la inhibicion en la actividad de
ATPasa total, con lo que se estarian alcanzando casi la inhibicidn total de esta
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actividad, debido a la inhibicién de las dos clases de enzimas que participan en la
actividad de ATPasa.

Dentro de las perspectivas que se pueden desprender de este trabajo esta
el estudio de las fosfatasas en H. pylori. Este tipo de enzimas puede ser ¢l objeto
de una investigacion més detallada para definir si es posible incluir a los
inhibidores de estas enzimas dentro de los compuestos que, ademas de tener una
actividad bactericida, pueden ser buenos candidatos a convertirse eventualmente
en medicamentos en contra la infeccion H. pylori.

3.4.5 Actividad de Pirofosfatasa en citoplasma y efecto de inhibidores

Los resultados acerca de la pirofosfatasa que se muestran a continuacion
son parte del trabajo de doctorado de la Mtra. Guadalupe Oliva realizado en el
iaboratorio 323-N, del Instituto de Fisiologia Celular, U.N.A.M. {Oliva ef a/., 2000).

La pirofosfatasa citoplasmica de H. pylori fue parciaimente purificada,
presenta una actividad especifica de 30 pmol Pi/min/mg de proteina,e hidroliza
Unicamente al complejo Mg-pirofosfato como substrato. No se inhibe por molibdato
de sodio y se inhibe 100 % por NaF, clasico inhibidor de pirofosfatasas. La Iso para
NaF es de 40 uM (Fig. 23), esta inhibicion estaria en el mismo orden que las
pirofosfatasas de eucariontes, con una lsp de 6.7 yM para la pirofosfatasa de
levadura y de 50 pM para la porcina. Las pirofosfatasas bacterianas son menos
sensibles al NaF con una Isg de 5 mM para ia de Rhodopseudomonas palustris
(Schwarm, ef al., 1986) y de 0.9 mM para Methanobacterium thermoautotrophicum
(van Alebeek, et al., 1994). La pirofosfatasa de E. coli se inhibe 91 % con 1 mM de
fluoruro (Josse, 1966), por lo que se puede ver que la pirofosfatasa de H. pylori es
una enzima con una alta sensibilidad al NaF si se compara con sus similares
bacterianas.
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Fig. 23. Curva de inhibici6én de la actividad de pirofosfatasa por NaF. La actividad de pirofosfatasa se mide en
amortiguador TRIS-maleato 50 mM pH 8.5, NaPPi 2 mM, MgCl, 3 mM y 10 pg de proteina citoplasmica en
un volumen final de 500 pl. En los ensayos de inhibicién, el NaF se agrega al medio de reaccion sin alterar el
volumen y las concentraciones de los compuestos del ensayo. La reaccion se incuba 15 min a 37 °C y se
detiene con Acido tricloroacético a una concentracién final de 6.0%. La determinacion del fosfato liberado de
la hidrélisis de PPi se realiza por el método de Sumner (1944). La actividad especifica de 1a enzima fue de 30
pmol Pi/min/mg de proteina.

3.6 MEDICION DEL CONSUMO DE OXIGENO Y EL EFECTO DE
INHIBIDORES EN LOS COMPLEJOS I, Il Y IV

Con el método descrito en Materiales y Métodos se pudo obtener una
medicién del consumo de oxigeno en las membranas de H. pylori, que permitid
evaluar el efecto de cada uno de los inhibidores utilizados. Un ejemplo de ¢como
se lleva a cabo el experimento y el efecto que ejerce un compuesto sobre la tasa
de consumo de oxigeno se puede observar en la Fig. 24.
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Fig. 24. Consumo de oxigeno de las membranas de H. pylori. Se observa la estabilizacion del trazo al agregar
3 ml de amortiguador sacarosa 0.25 mM, KCI 10 mM, PIPES 50 mM pH 7.5 y las membranas de A. pylori.
Con la adicién del substraio se inicia el consumo de oxigeno v al agregar el inhibidor (antimicina en esie

caso) se puede apreciar el cambio en la pendiente.

Los consumos de oxigeno utilizando NADH, NADPH y succinato como
donadores de electrones se muestran a continuacién en la Tabla 7.

SUBSTRATOS ngatomos O min~ mg™
NADH 5 mM 5.68
NADPH 5 mM 575
Succinato 5 mM 1.77

Tabla 7. Consumo de oxigeno en la preparacion de membranas de /. pylori con diferentes substratos. Las
condiciones del ensayo son las descritas en ia Fig. 24.

Como puede apreciarse el NADH y NADPH son mejores substratos que el
succinato para el consumo de oxigeno. Debido a que el citocromo ¢ es una



proteina periférica en la membrana, que une al complejo Il y IV, cabia la
posibilidad de que durante el proceso de sonicacidon se desprendiera de las
membranas y ésto disminuyera la tasa de respiracién. Por tal razon se realizaron
algunos ensayos en donde se afiadio citocromo ¢ (de corazén de caballo, tipo I,
Sigma) al ensayo; sin embargo no hubo ninglin cambio en la actividad con 1o que
se descartd esta posibilidad.

A continuacion se muestra la tabla 8 comparativa de las diferencias que
existen entre los consumos de oxigeno con succinato, NADH y NADPH que se
reportan en otros trabajos para membranas de H. pylori vy los obtenidos en esta

tesis.
SUBSTRATOS | ngatomos O min™ mg” Autor
Succinato
5mM 1.77 presente trabajo
2mM 11.4 Nagata et al., 1996
5 mM 32.0 Chang ef al., 1995
NADPH
5mM 575 presente trabajo
1 mM 66.0 Chang ef af., 1995
0.5mM 9.0 Chen et al., 1999
NADH
5mM 5.68 presente trabajo
0.5 mM 29.0 Nagata ef al., 1996
1 mM 11.6 Chang et al., 1995
0.5 mM 2.8 Chen et al., 1999

Tabla 8. Consumo de oxigeno utilizando como sustratos succinato, NADH y NADPH, tanto del presente
trabajo como los reportados en la literatura.

Como se puede obhservar en la Tabla 8 el NADH y el NADPH son los
substratos con 10s que se obtiene una tasa de respiracién mayor, con el succinato
se obtiene el menor consumo de oxigeno entre los tres substratos utilizados. LLa
tasa de respiracion que se obtiene con NADH y NADPH esta dentro de lo que se
reporta en ofros trabajos, aunque existen algunas diferencias, como ias que
encuentra Chang ef al. (1995) que utiliza a NADPH y NADH y reporta un consumo
de oxigeno diferente para cada uno de ellos, teniendo el NADPH una tasa de
consumo de oxigeno 5 veces mayor que para el NADH. Chen et al (1999}
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también encuentra que para el NADH la tasa de consumo de oxigeno es
aproximadamente 3 veces menor que la del NADPH. En el caso del succinato
nuestras actividades de consumo de oxigeno son aproximadamente un orden de
magnitud menor a los valores reportados en ofros trabajos {Chang et al., 1995;
Nagata et al., 1996). Tomando en cuenta ésto, no utilizamos este substrato para
los experimentos con inhibidores. Las diferencias de consumo de oxigeno con los
ofros trabajos se pueden deber a que las preparaciones de membranas se obtiene
de manera diferente en cada unos de ellos: variaciones en los tiempos de
sonicacion y centrifugacion, el emplec de diferentes amortiguadores y
concentraciones del substrato empleadas en la medicidon del consumo de oxigeno.
Otra diferencia importante en el trabajo de Chen ef al. (1999) es que utiliza el
citoplasma y las membranas combinadas al momento de medir el consumo de
oxigeno, con lo que deshidrogenasas citoplasmicas pueden estar contribuyendo a
la actividad. A pesar de gue existen en algunos casos diferencias entre la tasa
respiratoria que se obtuvo en este frabzjo y los trabajos antes mencionados,
nuestra preparacién de membranas permitid evaluar el efecto de los inhibidores en
el consumo de oxigeno. Otra variable que pudo influir fue las diferentes
concentraciones de substrato empleadas en algunos de ellos.

Se intentd medir el control respiratorio en et consumo de oxigeno, para to
cual se agrego al ensayo de oximetria 0.2 mM de ADP, con 1 mM de Piy 2 mM de
Mg?*, pero no hubo ninglin efecto en ia tasa de consumo de oxigeno, lo que indica
que las membranas estan rotas, sin control respiratorio y por lo tanto no se puede
medir la estequiometria que existe entre el consumo de oxigeno y la produccion
de ATP en la membrana. Este hecho corroborod el resultado obtenido al medir la
actividad de ATPasa en presencia de desacoplantes.

3.6.1 Efecto de los inhibidores de la cadena respiratoria sobre el consumo
de oxigeno.

En la tabla 9 se muestran los porcentajes de inhibicién méxima obtenidos
utilizando como substrato NADH y NADPH.
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% DE INHIBICION
INHIBIDOR
NADH NADPH
Rotenona 30 M 28.5 31.0
Antimicina 25 UM 85.0 77.0
KCN 5 mM 57.0 65.0

Tabla 9. Efecto de los inhibidores de Ia cadena respiratoria de H. pylori en el consumo de oxigeno

La inhibicion maxima por rotenona fue de 28.5 y 31.0 %, usando como
substrato NADH y NADPH respectivamente, con 30 uM del compuesto. Este es el
primer reporte que se tiene de inhibicidn por rotenona en el consumo de oxigeno
en este organismo. Esta sensibilidad indica la presencia de una NADH
deshidrogenasa del tipo NDH-1, que es inhibida por este compuesto (Yagi ef al.,
1998). La concentracion inhibitoria de la rotenona para otros organismos varia, por
ejemplo, la NADH-quinona reductasa de Thermus termofilus es inhibida s6lo en un
63 %, a una concentracion de 25 pM y la Is para la enzima mitocondrial de
corazén de bovino es de 2.3 M (Zoliner, 1993). Con base en lo anterior se puede
decir que la inhibicidn que se observé en las membranas de H. pyloni estuvo
dentro del intervalo de concentracion que hay para otras enzimas de este tipo. En
el caso de la inhibicidn de la actividad cuando se suministra como subtrato
NADPH, la actividad no corresponde a una NADPH deshidrogenasa, ya que esta
enzima es diferente a NADH deshidrogenasa tipo NDH-1 que es la que presenta
sensibilidad a rotenona (Yagi et al,, 1998), por lo tanto, esta inhibicidn estaria
sugiriendo que el NADPH esta siendo reducido por la NADH deshidrogenasa de
alguna forma. La manera en que o anterior podria estarse llevando a cabo es por
medio de una conversién del NADPH a NADH, para que de esta manera ser
usado por la NADH deshidrogenasa. Otra posibilidad es la que propuso Finel
{1998), que consiste en que debido a las modificaciones que presenta la enzima
NADH deshidrogenasa en H. pylori de no tener las dos subunidades involucradas
en la unién al NADH que se encuentran conservadas en las deshidrogenasas de
otros organismos, pueda ser capaz de unir también NADPH ademas del NADH y
de esta manera llevar a cabo la transferencia de electrones, o cual explicaria que
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la inhibicidn por rotenona sea similar para ambos substratos. Aun no se conoce el
sitio de union de rotenona a la NADH deshidrogenasa, pero se sabe que en
presencia de este compuesto el FMN y los centros Fe/S se encuentran en forma
reducida por lo que es posible que la inhibicion se de a nivel de la etapa final de
transferencia de electrones a la quinona (Nicholls, 1987).

En el caso de la antimicina, con 25 uM se inhibe el consumo de oxigeno un
85% usando NADH y un 77 % para el NADPH. Nuestros resultados coinciden con
los reportados por Nagata ef af. (1996) quien encontré 90 % de inhibicidn en el
consumo de oxigeno de las membranas con 50 M del compuesto. Baer ef ai.
(1993) inhibe solamente 54.1 % la respiracién de células completas con 23 mM de
antimicina.

Desde hace algunos afios se conoce que la antimicina bloquea el paso de
electrones de la guinona al complejo bec1 (Trumpower y Gennis, 1994). Estudios
cristalograficos confirman que el sitio de unién de la antimicina es el centro-N de la
proteina (lado negativo de la membrana) donde ocurre la reduccién de la quinona,
bloqueando de esta manera la transferencia de electrones (Xia et al., 1997). Los
resultados indican la presencia de un complejo ll clasico inhibible por antimicina,
dato que ya habia demostrado previamente Baer ef al. (1993) y Nagata et al.
(1996). La inhibicién incompleta de la respiracién de membranas de H. pylori por
antimicina sugiere fuertemente la presencia de una quinol oxidasa, que seria
alimentada directamente por la menaquinona, y esta dltima a su vez seria capaz
de reducir a la quinol oxidasa que se ha propuesto.

Con 5 mM de KCN y usando NADH y NADPH como substratos se inhibe el
consumo de oxigeno un 57.0 % y el 64.8 % respectivamente, lo que refleja el
efecto del compuesto sobre la actividad de citocromo oxidasa. El grupo de Nagata
(1996 y 1999) purificd e identificd a la citocromo ¢ oxidasa, como una oxidasa del
tipo cbbs y reporto una Isp para KCN de 2.6-4uM dependiendo del substrato usado.
Estos autores inhiben complietamente a la oxidasa ya que sus resultados los
obtuvieron midiendo exclusivamente a la oxidasa utilizando como substrato



citocromo ¢ © TMPD-ascorbato. En nuestro caso, nosotros medimos el consumo
de oxigeno dando como substrato NADH y NADPH, por lo que con 5 mM de KGN
tendriamos inhibida completamente a la citocromo oxidasa cbbs, pero solamente
estariamos inhibiendo la parte final de la cadena. El que exista una actividad
remanente apoya lo sugerido por los resultados con antimicina de la presencia de
oxidasas alternas, del tipo quinol oxidasa que tienen una nuia o baja sensibilidad
al cianuro, lo cual habian propuesto Maier ef al. (1996), sugiriendo a la quinol
oxidasa tipc bd como un posible candidato responsable de esta actividad,
basdndose en los primeros espectros de las membranas de H. pylori, hechos por
Marcelli et al. (1996) gue indicaron la presencia de citocromos del tipo b, c y d. ‘

La inhibicion por KCN en el consumo de oxigeno también ha sido reportada
por Baer et al. (1993), que como ya se menciono, realiza sus experimentos con
células completas. En este trabajo el grado de inhibicion con cianuro 5 mM es del
87.9 % y la diferencia con Baer et al. (1993) puede deberse al hecho de usar
células completas a solamente utilizar membranas. Por Ultimo cabe sefalar que el
cianuro actda al unirse a los centros binucleares de los citocromos donde también
se une el oxigeno (Trumpower y Gennis, 1894).

Los resultados de oximetria en las membranas de H. pylori permiten
corroborar parte de la informacion que ya existia en la literatura acerca de la
fisiologia de la cadena respiratoria de esta bacteria, asi como aportar nuevos
resultados que nos sugieren ofras caracteristicas: la inhibicién por rotenona que se
detectd en el consumo de oxigenc y que se relaciona con la presencia de una
NADH deshidrogenasa en la membrana, capaz de usar tanto NADH como NADPH
como substrato. Los datos generados en el presente trabajo, asi como con la
informacién gue hay en la literatura, hacen de la cadena respiratoria de H. pylori
uno de los aspectos del metabolismo energético con mas estudios hasta la fecha
(Baer et al., 1993; Chang et al., 1995; Chen et al., 1999; Marcelli ef al., 1996,
Maier ef al., 1996, Nagata ef a/., 1996). La informacién en conjunto nos permitié
generar un esquema de como puede estar constituida la cadena respiratoria en
esta bacteria (Fig. 25).
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Fig. 25. Cadena respiratoria esquematizada basada en los resultados obtenidos del presente trabajo. Los
niimeros romanos indican los diferentes complejos estudiados. Los porcentajes indican la inhibicién que se
obtuvo con los diferentes inhibidores, para NADH y NADPH. MQ = menaquinona, b y d = quinol oxidasas
de este tipo.

La cadena respiratoria de H. pylori estaria compuesta de diversas
deshidrogenasas, capaces de tomar los electrones de diferentes substratos, entre
ellas se encontraria la NAD(P)H deshidrogenasa que se menciond anteriormente.
Posteriormente los electrones serian transportarios a la menaquinona-6, punto en
el cual pueden tomar dos caminos: uno seria ser transportados al complejo I,
para después ser transportados al citocromo ¢ y por ultimo a la citocromo ¢
oxidasa. El otro camino seria ser transportados de la menaquinona-6 a la quinol
oxidasa bd. En ambos casos el aceptor final de electrones seria el oxigeno
molecular.,

Comparando los resultados de inhibicion del crecimiento de la bacteria y el
efecto de los mismos compuestos en la actividad de la enzima se puede notar que
hay grandes diferencias entre ellas; en otras palabras, un compuesto que tiene un
gran efecto inhibitorio en el crecimiento de la bacteria no necesariamente tiene un
gran efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima blanco. El caso mas
representativo de lo anterior es el de la oligomicina que inhibié el crecimiento de H.
pylori a una concentracién de 30 uM pero no inhibe la actividad de la enzima. Lo
anterior probablemente se debe a que el compuesto que tradicionalmente se
emplea en el estudio de la actividad de ATPasas F-Fo esta afectando a otra clase
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de enzimas. Esto es importante tomario en cuenta, sobre todo en investigaciones
sobre compuestos que tienen como objetivo a largo plazo, aportar informacidn que
ayude al tratamiento de una infeccién, como en el caso de H. pylori, ya que
pueden existir grandes diferencias entre el efecto del compuesto para la bacteria
in vivo y la actividad de la enzima in vitro.

En el caso del fluoruro se observa que tiene un efecto significativo para el
crecimiento de la bacteria y es un inhibidor potente para la pirofosfatasa y para las
fosfatasas en H. pylori. Este es un compuesto interesante ya que se utiliza como
un agente anticaries en humanos, aunque la concentracion utilizada para fluorar el
agua es de 0.5-1 mg/ litro (0.023 mM) y la MIC que se obtuvo en este trabajo fue
de 100 mM, lo cual es una gran diferencia de concentraciéon. Sin embargo el uso
de este compuesto puede tener importancia para la prevencion de la enfermedad
causada por H. pylori, ya que se ha sefialado que el agua contaminada puede ser
una via de transmision de la bacteria (Klein ef al., 1991) y no existen estudios del
efecto que tenga el fluoruro en la prevencién de la infeccidn en donde se utiliza el
agua fluorada.



4. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se logré implementar en ¢l laboratorio cultives reproducibles, econdmicos y de
buen rendimiento para la bacteria Helicobacter pylori.

Todos los inhibidores del metabolismo energético utilizados fueron capaces de
inhibir el crecimiento de la bacteria. Se pudo determinar la MIC o la
concentracion minima para inhibir el crecimiento de la bacteria para cada uno
de los inhibidores.

Se obtuvo una preparacion membranal que se puede utilizar, tanto para el
ensayo de ATPasa con una actividad de 22.6 nmol Pi/min/mg de proteina,
como para los experimentos de oximetria, en que las membranas tienen una
actividad maxima de 5.75 ngatomos de oxigeno/min/mg de proteina para el
substrato NADH.

La bacteria H. pyfori presenta una ATPasa Fy-Fo membranai con una actividad
hidrolitica de ATP de al menos 20% de la actividad total de ATPasa. La
ATPasa F1-F¢ es insensible a oligomicina y sensible a azida de sodio.

Aproximadamente el 80 % de la actividad de ATPasa corresponde a fosfatasas
parcialmente sensibles a vanadato y molibdato, e inhibidas por completo por
NaF. Estas fosfatasas podrian ser blancos de medicamentos que se disefien
en un futuro para el tratamiento contra la infeccion por esta bacteria, pero
harian faita mas estudios al respecto, teniendo los antecedentes que los
resultados de este trabajo ofrecen.

En la cadena respiratoria de H. pylori se encontrd una sensibilidad a rotenona,
gue aungue es pequeia, no habia sido reportada y es un punto mas a la
discusion acerca de la existencia o no del complejo | clasico en la bacteria. El
NADH y el NADPH son substratos que no tienen diferencias importantes en la

68



actividad de consumo de oxigeno. Se sugiere la presencia de una quinol
oxidasa probablemente del tipo bd por la sensibilidad incompleta a antimicina y
a cianurc que se presenta en el consumo de oxigeno.

Por Ultimo cabe sefialar que el propdsito de este frabajo no era encontrar un
compuesto que curara la infeccidn por H. pylori, sino generar mas informacion
acerca de los efectos que tienen inhibidores de enzimas que juegan un papel
importante en el metabolismo de la bacteria. Los resultados obtenidos se espera
que puedan ayudar a futuras investigaciones, las cuales esten encaminadas a una
aplicacién mas practica en el campo de la erradicacién de la bacteria y la
prevencion de su infeccion.
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