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RESUMEN

ANTECEDENTES: La proteina CagA de Helicobacter pylori se transloca al interior de las células

epiteliales a través del sistema de secrecion tipo IV codificado por la isla de patogenicidad cag
(cagPAl); en el citoplasma CagA se fosforila e interactia con la fosfatasa SHP-2 alterando la
morfologia celular. La presencia de multiples motivos EPIYA en CagA se han asociado con el
incremento de su actividad en células y el desarrollo de cancer gastrico.

OBJETIVO: Estudiar la heterogeneidad de cagPAI y el polimorfismo en la region 3’ variable del
gen cagA en colonias de H. pylori aisladas de pacientes infectados y su asociacién con la induccién
de actividad bioldgica en células epiteliales gastricas.

METODOS: La presencia de los genes cagA, cagE, cagT y cagl10 se determind por PCR y dot blot
en 318 colonias de H. pylori aisladas de cultivos primarios de biopsias gastricas de antro y de
cuerpo de 18 pacientes. De todas las colonias se seleccionaron 75 para infectar células epiteliales de
cancer gastrico humano (AGS) in vitro. Se evalud la induccién de IL-8, los rearreglos en el
citoesqueleto de actina (fenotipo hummingbird) y la translocacion y la fosforilacion de la tirosina de
CagA. Se determind por PCR el tamafio de la region 3’ variable del gen cagA y se seleccionaron 30
colonias para secuenciar el producto y determinar el nimero y tipo de los motivos EPIYA presentes
en la proteina CagA. Se analiz6 la asociacion entre el polimorfismo en cagA y la induccién de las
actividades biologicas en células AGS.

RESULTADOS: La mayoria de las colonias de H. pylori aisladas del mismo paciente tuvieron
genotipos iguales y una actividad biolégica similar en células AGS (induccion de IL-8 y la
induccién del fenotipo hummingbird). Sin embargo, algunas colonias aisladas del mismo paciente y
las colonias aisladas de diferentes pacientes tuvieron una amplia diversidad fenotipica aun cuando
los patrones EPI'YA fueron similares. Esta diversidad fue mayor en aquellas colonias con patrones
EPIYA-ABC, donde el rango de produccion de IL-8 fue de 200 a 1,200 pg/ml y del 20 al 70% para
la induccion del fenotipo hummingbird. En algunos casos, la diversidad en la secuencia de la region
3’ variable de cagA parece explicar la falta de actividad de las proteinas CagA en células AGS, ya
gue colonias con un patron EPIYA-ACC o con un motivo EPI'YA-B modificado tienen bajos o
nulos niveles de actividad biologica en células AGS.

CONCLUSIONES: Existe una gran diversidad fenotipica (induccién de IL-8 e induccién del

fenotipo hummingbird) entre colonias de H. pylori cagPAI" aisladas de diferentes pacientes y entre
colonias aisladas del mismo paciente. La ausencia 6 modificacién del motivo EPIYA-B esta
asociada con baja actividad bioldgica en células AGS. El nimero de motivos EPI'YA-C presente en

CagA no esta asociado con mayor actividad bioldgica en células AGS.

-7-



ABREVIATURAS

a.a. Aminoacido

ADN Acido Desoxirribonucleico

AGS Linea de células epiteliales de cancer gastrico humano

AlpA Adhesina de H. pylori

AP-1 Proteina activadora 1

ARN Acido Ribonucleico

BabA Adhesina de unién a antigenos Lewis de grupos sanguineos

cagA Gen asociado a la citotoxina A

CagA Proteina inmunogeénica de H. pylori codificada por el gen asociado a la citotoxina A
(cagA)

CagA — WSS Proteina CagA del tipo Occidental

CagA - ESS Proteina CagA del tipo Oriental

cagE Gen de cagPAI asociado a la induccion de citocinas

cagPAI Isla de patogenicidad cag

DAC Dolor abdominal crénico

DNU Dispepsia no ulcerosa

ELISA Ensayo inmunoenzimatico

EPIYA Motivo de 5 a.a.: Acido Glutamico, Prolina, Isoleucina, Tirosina y Alanina

ERK Cinasas reguladoras de sefiales extracelulares

GC Gastritis cronica

G - C Relacion en el contenido de Guanina - Citosina

glr Gen de glutamato racemasa

G (-) Gramnegativo

HP-NAP Proteina activadora de neutréfilos de H. pylori

H. pylori Helicobacter pylori

HopZ Adhesina de H. pylori

IgG, IgM InmunoglobulinaGy M

IL-8 Interleucina 8

IFN-y Interferon gama



IS605 Elemento de insercion 605

Kb Kilobases

Le Antigeno Lewis

LPS Lipopolisacarido

MALT Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa
MAPK Proteinas cinasas activadoras de mitdgenos
Mb Megabases

NF-kB Factor de transcripcién nuclear

OipA Proteina de membrana externa asociada a produccion de IL-8
OMP Proteinas de membrana externa

ORF Marcos de lectura abierta

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PMN Polimorfonucleares

ROI Especies reactivas al oxigeno

SabA Adhesina de union al antigeno Lewis

SFB Suero fetal bovino

SSF Solucidn salina fisiologica

SST-IV Sistema de secrecion tipo IV

TLR Receptores tipo Toll

TNF-o Factor de necrosis tumoral alfa

UG Ulcera gastrica

UD Ulcera duodenal

pm  Micrometros

vacA Gen que codifica para la citotoxina vacuolizante A
VacA Citotoxina vacuolizante A
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I. INTRODUCCION

I-1 Generalidades de la bacteria

I-1.1 Caracteristicas Microbioldgicas

Helicobacter pylori es una bacteria que aislaron y cultivaron Robin Warren y Barry
Marshall en 1983. Esta bacteria coloniza la superficie de la mucosa géstrica de humanos en
forma de parches y es capaz de sobrevivir en el ambiente acido del estdbmago con la ayuda
de la ureasa [87]. La ureasa hidroliza a la urea generando amonio y CO, que ayudan a

neutralizar el pH acido del estomago [143].

H. pylori es una bacteria Gram (-) de forma espiral que mide de 0.5 a 1 um de
diametro y de 2.5 a 5 um de largo; con la superficie lisa y los extremos redondeados; es
movil por la presencia de 4 a 6 flagelos polares con un extremo terminal en forma de bulbo
que le permite nadar a través del moco y anclarse a la mucosa géstrica. Esta bacteria es de
crecimiento lento, ya que tarda de 5 a 7 dias en generar colonias y en los aislamientos
primarios apartir de biopsias tarda en crecer hasta 10 dias. Es una bacteria fastidiosa que
crece en placas de agar base suplementado con sangre de carnero o de caballo al 5% bajo
condiciones microaerofilicas de 7 a 12% de CO, a 37°C y gran porcentaje de humedad [21];
las colonias que crecen son pequefas, circulares, convexas, lisas, transliicidas en forma de
““gotitas de rocio* que miden de 1 a 2 mm de diametro en cultivos jovenes de 24 o 48 hrs
[113]. En cultivos de mds de 12 dias, la bacteria cambia su forma espiral a formas cocoides
que son metabdlicamente activas pero no cultivables in vitro, este cambio de morfologia
también puede ser inducido por la falta de nutrientes; por condiciones de crecimiento no
Optimas como temperatura no adecuada, baja himedad y mayor cantidad de oxigeno; por la
adicion de sales biliares o sales de bismito al medio de crecimiento o por la exposicion

prolongada a antibidticos [90].

Las pruebas bioquimicas caracteristicas para la identificacion de H. pylori son la de

la ureasa, la de catalasa y de la oxidasa todas ellas positivas [96].

-11 -



I-1.2 Caracteristicas genéticas

El genoma de H. pylori es circular y tiene un tamano que va de 1,608 a 1,727 Kb
dependiendo de las caracteristicas propias de cada cepa (promedio 1.672 Mb) y el

contenido de G-C es del 39% [137].

Dentro del genoma hay 5 regiones con diferente contenido de G-C en donde estan
presentes la mayoria de los genes especificos de cepa con funciones asociadas a: Sistemas
de modificacion—restriccion, sintesis de envoltura celular, transferencia de ADN vy
proteinas, replicacion de ADN, metabolismo de fosfolipidos y principalmente virulencia
[139]. Tres de las cinco zonas tienen un contenido de G-C del 35% y se han denominado
“Zonas de Plasticidad”; se sugiere que las zonas de plasticidad fueron adquiridas por

tranferencia horizontal [3, 119].

Hay tres copias de los genes 16S y 23S, aparentemente no tienen un origen de
replicacién definido y aproximadamente el 40% de los aislados tienen plasmidos de un
tamafio de 1.5 a 23.3 Kb, que no contienen factores de virulencia reconocidos, sin embargo,
pueden ser los responsables de la integracion y transferencia de ADN entre cepas [137]. Se
sugiere que los mecanismos bésicos de replicacion, division celular y secrecion son

similares a los de Escherichia coli y Haemophilus influenzae [139].

I-1.3 Diversidad genética en Helicobacter pylori.

Una caracteristica importante del genoma de H. pylori es la gran variabilidad
genética que le da una ventaja selectiva y le permite co-evolucionar con el huésped durante
décadas e incluso le facilita la colonizacion de nuevos huéspedes [41]. En H. pylori la
variabilidad se debe principalmente a los rearreglos que sufre el genoma en respuesta al

estrés asociado a la colonizacion y a la adaptacion al nuevo ambiente. [134, 135].

-12 -



La diversidad genética se da a través de multiples mecanismos dentro de los cuales
estan incluidos: Las mutaciones puntuales, los eventos de recombinacion y los rearreglos
genéticos; en estos ultimos mecanismos la participacion de los elementos de insercion (IS)
y las secuencias repetidas juegan un papel fundamental.

Se ha documentado que H. pylori es una bacteria con altos indices de mutacion y
recombinacion. Es capaz de generar diversidad genética por recombinacion entre diferentes
cepas de H. pylori que estan colonizando el estomago del huésped al mismo tiempo
(“Infeccion mixta”) [152]. Dangeruta y colaboradores en 1999, demostraron que H. pylori
puede llevar a cabo el intercambio de material genético por medio de eventos de
recombinacion inter-especie, lo que en algunos casos ocasiona la pérdida de la isla de
patogenicidad cag, por lo tanto, el paciente tiene infeccion mixta y de esta manera también
se puede generar plasticidad genética [41].

El genoma de H. pylori también contiene muchas secuencias repetidas que permiten
los rearreglos o las deleciones dentro del genoma [135], con esto se incrementa el
polimorfismo en H. pylori. Generalmente el polimorfismo en esta bacteria se da por

sustituciones sinénimas que no afectan la secuencia de aminoacidos [34].

Por otro lado, H. pylori es una bacteria naturalmente competente, que posee un
mecanismo de conjugacion muy eficiente para la transformacion de ADN in vitro, esto le
permite incorporar ADN extrafio a su genoma, por medio de recombinacion 6 por medio de
transferencia horizontal. Hasta el momento, se ha determinado experimentalmente que la
presencia del locus comB en el genoma de la bacteria es esencial para la transformacion
natural [69]. Durante estos procesos se pueden perder algunos genes principalmente los que
se encuentran en las zonas de plasticidad, ocasionando rearreglos que le proporcionan cierta

flexibilidad y diversidad [19, 72, 73].

Hasta el momento se han secuenciado 3 genomas de H. pylori:

A) La cepa 26695 (ATCC 700392) se aislo en el Reino Unido de un paciente con gastritis,
tiene un genotipo cagA'/vacA" (s1b/m1). El tamafio de su genoma es de 1,667,867 pb y el

-13 -



91% esta codificado en 1,590 ORF’s. Se ha reportado que 117 de los genes son especificos
de esté cepa (Fig. 1) [139].

B) La cepa J99 (ATCC 700824) se aislé en Estados Unidos de un paciente con ulcera
duodenal, tiene un genotipo cagA’/vacA" (sla/ml). El tamafio de su genoma es de

1,643,831 pb y el 90.8 % esta codificado en 1,495 ORF’s. Hay 89 genes especificos de esta
cepa (Fig. 1) [3].

C) La cepa HPAGI se aislo en Suecia de un paciente con gastritis cronica atrofica, tiene un
genotipo cagA/vacA" (s1b/m1). El tamafio de su genoma es de 1,596,366 pb y contiene un
plasmido de 9,369 pb. Se ha reportado que 43 de los genes son especificos de estd cepa

(Fig. 1)[75].

1
1,600,000 1,600,000

o
\h 600,000

1,000,000 QMAML%

800,000 800,000

26695 J99 HPAG1
1,667,867 pb 1,643,831 pb 1,596,366 pb

Figura 1.- Genomas de Helicobacter pylori. Representaciéon circular de los 3
genomas secuenciados hasta el momento. 26695, fue aislado de un paciente con
gastritis; J99, fue aislado de un paciente con Ulcera duodenal y HPAG1, fue aislado de un
paciente con gastritis cronica atréfica.
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La variabilidad genética entre cepas de H. pylori no es tan grande como se habia
especulado, en 1999 Alm y colaboradores analizaron dos de los tres genomas secuenciados
(26695 y J99) y demostraron que solo el 7% de los genes son especificos de cada cepa y la
mayoria se encuentran en regiones variables llamadas Zonas de Plasticidad [3]; también
Israel y colaboradores demostraron que 2 aislados de la cepa J99 que fueron tomados del
mismo paciente en un intervalo de 6 afios tienen el 3% de diferencias en su genoma [73].
Sin embargo, al analizar un niimero mayor de cepas algunos otros autores han reportado
grandes porcentajes de variabilidad genética en H. pylori, este resultado probablemente esta

influenciado por el numero de cepas en donde los cambios se van acumulando [93, 119].

De hecho, en algunas cepas la isla de patogenicidad cag (cagPAI) se pierde
probablemente por eventos de recombinacion homologa que se llevan a cabo en las
secuencias repetidas de 31 pb localizadas en los extremos de la isla. Como resultado de la
recombinacion homologa, se pueden generan cepas cagPAI’y cagPAI" en el estdmago del
mismo paciente, originando una infeccion mixta [19].

También en la region variable de la proteina CagA (extremo carboxilo) se llevan a
cabo mecanismos de recombinacion entre secuencias repetidas directas, lo que ocasiona la

duplicacién o delecion de los motivos EPIYA [7].

Actualmente la diversidad en H. pylori se define como el resultado de la
acumulacion de mutaciones durante la colonizaciébn por largos periodos de tiempo
(décadas), lo cudl afecta el flujo genético dentro de las poblaciones bacterianas y esto a su
vez ocasiona diferencias genotipicas y fenotipicas [9].

A estas variantes genéticas que estan presentes dentro del estomago del mismo
huésped se les ha definido como “Quasi-especies”. Este término se refiere a todas aquellas
poblaciones que tienen diferencias genéticas inducidas por mutaciones, por recombinacion
o por tranferencia horizontal como resultado de los procesos de seleccion, pero a pesar de

esto tienen un origen comun [81].
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I-2 Epidemiologia

Hasta el momento no se ha determinado claramente cudl es la via de transmision de
H. pylori, aunque se han propuesto 2 posibles vias: Una, que es de persona a persona y la
otra que es fecal — oral. Actualmente, mas del 50% de la poblacion mundial esta infectada
con H. pylori y se ha descrito que la infeccion se adquiere principalmente durante la nifiez y
persiste por décadas en la mucosa gastrica [62].

La prevalencia de la infeccion en nifios menores de 10 afos es del 45 al 80% en
paises en vias de desarrollo y del 1 al 10% en paises desarrollados [35, 97] y en adultos es
del 70 al 90% y del 25 al 50% respectivamente (Fig. 2) [49, 108].

En Meéxico, el 50% de los nifios a los 10 afios de edad estan infectados y mas del 80% de

los adultos también estan infectados (Fig. 2) [141].

~®- Paises en vias de desarrollo Paises industrializados Meéxico

100 -
90
80 i
70
60
50 ,I
40 4
30
20 I
IOT
0 r T y T T T Y ]

10 20 30 40 50 60 70 80

+

Seroprevalencia (%)

Edad (afios)

Figura 2.- Prevalencia de la infeccidn. Seroprevalencia de la infecciéon por H. pylori

en paises en vias de desarrollo, en paises desarrollados y en México. Imagen tomada y
modificada de Blaser 1996 y Torres 1998.

-16 -



I-3 Infeccion por Helicobacter pylori y enfermedad

Cuando H. pylori coloniza la mucosa gastrica del humano hay una respuesta
inflamatoria aguda y dafo al epitelio géstrico ocasionado por el gran nimero de bacterias
presentes y por la disminucion del pH del estbmago (aumento de acidez); esta respuesta se
mantiene por semanas y si la inflamacion persiste se puede progresar a etapas mas severas

como el desarrollo de gastritis, de tlceras, de lesiones pre-cancerosas y de cancer gastrico.

1-3.1 Infeccion y enfermedad en nifios

De la infeccion por H. pylori en nifios se desconocen muchas cosas, lo que se sabe
es que aun cuando la infeccion se adquiere durante la nifiez muchos de ellos permanecen
asintomaticos y solo una fraccion desarrolla enfermedad como los adultos [33, 22, 82, 103].

La infeccion en nifios generalmente se manifiesta como una gastritis antral severa y
el grado de inflamacién en el antro es mas intenso en niflos con ulcera que en nifios con
gastritis [43]. La infeccion en ninos con H. pylori no se asocia con sintomas especificos; el
dolor abdominal recurrente (DAR), el vomito y la diarrea no son caracteristicas particulares
de la infeccion bacteriana. El desarrollo de ulcera duodenal (UD) es poco frecuente y se
desconoce el grado de incidencia ya que los sintomas que se presentan son inespecificos, sin
embargo, existe una fuerte asociacion (94%) entre ulcera duodenal e infeccion con H.
pylori en nifnos [25, 58]. Es raro el desarrollo de ulcera gastrica (UG), la incidencia es del

25% y la asociacion entre infeccion bacteriana y enfermedad es muy débil [40, 64, 142].

1-3.2 Infeccion y enfermedad en adultos
La mayoria de los adultos infectados con H. pylori al igual que los nifios, cursan la

infeccion de manera asintomatica. La infeccion se manifiesta como una gastritis superficial

cronica caracterizada por la infiltracion de células mononucleares en la mucosa.
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S6lo una proporcidon de aproximadamente el 20% desarrollan enfermedades gastro-
duodenales como: ulcera duodenal [33], tlcera gastrica, linfomas gastricos del tipo MALT
(Tejido linfoide asociado a la mucosa gastrica), gastritis cronica atréfica que se considera el
precursor del cancer gastrico y solo < 3 % llega a desarrollar cancer géstrico [22, 82, 103].

Los pacientes con un gran nimero de bacterias en la mucosa gastrica e inflamacion
severa inducen gran produccion de acido en el estobmago lo que favorece el desarrollo de
gastritis en el antro y estos pacientes tienen un alto riesgo para desarrollar tlcera duodenal
[45, 57, 78], mientras que en otros pacientes la infeccion por H. pylori disminuye la
produccion de acido produciendo gastritis en el cuerpo, lo que acelera el desarrollo de

gastritis atrofica, tlcera géstrica, metaplasma, displasia y cancer gastrico [42, 46].

La severidad y desarrollo de la enfermedad causada por la infeccion de H. pylori
depende basicamente de tres factores:
1.- Factores del huésped como el genotipo y la respuesta inmune.
2.- Factores ambientales como la dieta y la region geografica.

3. Factores de la bacteria como el genotipo, el fenotipo y la variabilidad genética

El proceso y los factores involucrados en el desarrollo de enfermedad por la
infeccion con H. pylori todavia no estan claros, pero hay indicios que demuestran que la
respuesta fisioldgica del huésped contribuye a la severidad del dafio al epitelio géstrico, por
lo que los factores del huésped juegan un papel importante, aunque no explican totalmente
el desarrollo de enfermedad, ya que cada persona es capaz de responder de diferentes
maneras ante la infeccion por H. pylori.

Con respecto al humano, se ha descrito ampliamente el polimorfismo en el grupo de
genes de la interleucina 1 (IL-1A, IL-B, IL-1RN) que es una citosina pro-inflamatoria que
actiia como inhibidor de la secrecion de acido en el estomago. El polimorfismo se origina
por transicion de bases de citosina (C) a timina (T), el cudl estd asociada con el incremento
de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico en pacientes infectados con H. pylori. Los
polimorfismo reportados hasta el momento en el gen de IL-1A se encuentran en las
posiciones -511 (C/T) y -31 (C/T). Cuando este tipo de polimorfismos estdn presente se

incrementa la produccion de IL-1B creando un ambiente de hipo-clorhidria inducido
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principalmente por la presencia de H. pylori [47, 115]. Por otro lado, el gen IL-1RN que es el
receptor endogeno de la IL-1B tiene un polimorfismo debido a la insercion de dos
secuencias repetidas en el intron 2 (IL-1RN*2), esto también afecta la respuesta a la
infeccion con H. pylori, incrementando la inflamacion y favoreciendo el desarrollo de
atrofia gastrica [47, 70, 114].

En interleucina 10 (IL-10), también se ha encontrado un polimorfismo por
transicion de bases en las posiciones: -1082 (G/A), -819 (C/T) y -592 (C/A), lo que se
considera como un factor de riesgo para el desarrollo de céncer géstrico; ya que en
presencia de estos polimorfismos se regular negativamente la produccion de IL-1p, TNF-a
e INF-y provocando un desequilibrio en los niveles de mediadores pro-inflamatorios y anti-
inflamatorios, esto favorece el desarrollo de atrofia géastrica asociado a la infeccion. La
regulacion en la produccion de citocinas es importante en la etapa inicial de la infeccion por

H. pylori pero también en la progresion a cancer [48, 115].

Se ha mencionado mucho que los factores ambientales juegan un papel importante
en el desarrollo de enfermedad en pacientes infectados con H. pylori; uno de ellos es la
dieta, ya que al parecer el consumo de grandes cantidades de sal esta asociada con el
incremento de riesgo para el desarrollo de cancer en el 50 al 80% de los casos. Se ha
sugerido que los altos niveles de NaCl pueden inhibir la apoptosis mediada por Fas que es
un evento clave en la transformacion celular [133]. También el origen étnico parece ser un

factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad después de la infeccion con H. pylori [53].

I-4 Factores de virulencia de Helicobacter pylori

La capacidad de la bacteria para causar enfermedad se ha asociado a la expresion de

varios factores de virulencia, cada uno con una funcion especifica (Fig. 3).
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Figura 3.- Factores de virulencia. Helicobacter pylori es capaz de expresar diferentes
factores de virulencia, los cuales contribuyen para el desarrollo de enfermedad en algunos
de los pacientes infectados con esta bacteria. Tomada y modificada de Montecucco 2001.
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I-4.1 Ureasa y colonizacion de la mucosa géstrica.

La ureasa es un factor muy importante para la colonizacion y la persistencia de H.
pylori en la mucosa gastrica, su actividad es indispensable para crear un microambiente
menos acido en el estobmago. Mediante la degradacion de urea por accion de la ureasa, se
forma una capa de amonio alrededor de la bacteria, esta capa sirve de escudo para proteger
a H. pylori del choque acido y de esta manera la bacteria puede sobrevivir en la mucosa
gastrica causando dafo al epitelio [44, 94].

La ureasa también participa en el reclutamiento de los neutréfilos y los monocitos al
sitio de infeccion, activando la produccion de citocinas proinflamatorias. Se ha demostrado
que la mayoria de las personas infectadas con H. pylori tienen una respuesta de anticuerpos

contra la ureasa de la bacteria [63].

I-4.2 Adhesina de union a antigenos Lewis (Le) de grupos sanguineos (BabA) y

otras adhesinas

En el genoma de H. pylori se identifico un grupo de 32 proteinas de membrana
externa (Outer Membrane Proteins / OMP) [139] y algunas de ellas se han clasificado como
adhesinas:

e Adhesina de unién a antigenos Lewis de grupos sanguineos (BabA / blood
group antigen-binding adhesin) [56].

e La adhesina de unidén al 4cido siélico de los antigenos Lewis (SabA / sialic
acid-binding adhesin) [86].

e AlpAy AlpB [101].

e HopZ [109].

BabA: Participa en la adhesion de H. pylori a los antigenos Lewis® (Le”) de grupos

sanguineos en humanos [26]. Hay 2 copias del gen babA (babAl y babA2) y la diferencia

entre ellos es la presencia de 10 pb en la region 5 del gen babA2 lo que corresponde al
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inicio de la region codificadora. En el caso de babAl la region de 10 pb se encuentra
ausente, por lo tanto, el gen no es codificado para la adhesina.

Se ha reportado que la presencia de babA2 esta asociada a la presencia de los genes
cagA y vacA tipo sl/ml y este genotipo esta relacionado con el desarrollo de la ulcera
duodenal y céncer gastrico [32, 56, 158]. Sin embargo, en poblaciones de origen asiatico, la
asociacion del genotipo con enfermedad no existe, ya que muchas de las cepas babA2"
fueron aisladas de pacientes asintomdticos [157].

La region media de BabA es altamente variable y puede ser la responsable de la

diversidad que tienen las cepas de H. pylori para unirse a los antigenos Lewis” in vitro [51].

SabA: Participan en la union de H. pylori con el acido sialico de los antigeno Lewis™ y
Lewis’. Su expresion esta regulada por la presencia de dinucledtidos repetidos CT en la
region 5’ del gen sabA justo 10 pb después del codon de inicio ATG. Dependiendo del
numero de repetidos presentes la proteina puede expresarse o no expresarse [86].

Se ha demostrado que el 40% de las cepas de H. pylori que tienen la adhesina SabA,
son capaces de adherirse a los neutrofilos humanos por medio de la unién de SabA con
receptores de acido sialico expuestos en la membrana de los neutréfilos lo que desencadena

la activacion de neutrofilos que favorece la fagocitosis de la bacteria [148].

AIpA vy AIpB: Los genes alpA y alpB que codifican para estas adhesinas forman parte de
un operdn llamado “alpAB”. Las cepas mutantes en estos genes son incapaces de adherirse

a células AGS en cultivos in vitro [101].

HopZ: Es una adhesina con dos alelos I y II. La diferencia entre ambos alelos es la
presencia de 20 aminoacidos en el alelo I y al igual que SabA, el gen hopZ esta regulado
por la presencia de repetidos CT en el extremo 5’ variable.

Las mutantes en hopZ pierden su capacidad de adhesion a células epiteliales
gastricas in vitro.

Actualmente HopZ se ha asociado al desarrollo de enfermedad gastrica en pacientes

infectados con H. pylori [109].
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I-4.3 Proteina Inflamatoria de Membrana Externa (OipA)

La proteina OipA pertenece a la familia de proteinas de la membrana externa
(OMP) y se considera un factor de virulencia muy importante asociado a la induccion de
secrecion de IL-8 en células epiteliales gastricas.

La expresion de OipA al igual que sabA y hopZ esta regulada por la presencia de
repetidos CT en la region 5° del gen, ademas el nimero de estos repetidos ayuda a
determinar el origen geografico de las cepas de H. pylori [6, 154].

Las cepas de H. pylori que expresan la proteina OipA, estan relacionadas a casos de
ulcera duodenal y céncer gastrico en el 90 y 76% de los casos respectivamente.

Generalmente este tipo de cepas tienen un genotipo cagPAI", vacA s1/m1 y babA2" [155].

I-4.4 Proteina activadora de Neutroéfilos (HP-NAP)

Durante el proceso de infeccion por H. pylori se produce una gran infiltracion de
neutréfilos y monocitos en la mucosa gastrica. Las células inflamatorias liberan especies
reactivas al oxigeno (ROI) por medio de una cascada de sefializacion intracelular que causa
daio local al tejido géstrico.

H. pylori posee una proteina activadora de neutrofilos (HP-NAP) que juega un papel
fundamental en la respuesta inflamatoria a la infecciéon por la bacteria, HP-NAP esta
codificada por el gen napA [50] y actlia como quimiotictico de neutrofilos y monocitos a
células endoteliales mediante la interaccion con carbohidratos. Posteriormente, se activa el
metabolismo oxidativo de células inflamatorias responsables de liberar ROI's, los cuales
generan especies mutagénicas que contribuyen a la patogénesis de H. pylori asociada al
desarrollo de cancer gastrico [138]. También se ha observado que ratones inmunizados con
HP-NAP tienen proteccion contra la infeccion por H. pylori en el 80% de los casos, lo que
sugiere que HP-NAP podria se un buen candidato para el desarrollo de vacunas contra la
bacteria [123]. Recientemente, se ha reportado que HP-NAP es capaz de estimular células de
la respuesta inmune inata para inducir la produccion de IL-12 e IL-23, promoviendo una

respuesta del tipo Thl [4].
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1-4.5 Citotoxina vacuolizante VacA

Uno de los factores de virulencia mas importantes y ampliamente descritos en H.
pylori es la citotoxina vacualizante (VacA) que induce in vitro vacuolizacion en células
epiteliales gastricas. El gen vacA codifica para una protoxina de 139 kDa que se disocia en
una toxina de 87 kDa, un péptido senal y un dominio autotransportador. El péptido sefial
conduce a VacA a la membrana citoplasmatica y el autotransportador la inserta en la
membrana externa; del 40 al 60% de la citotoxina producida est4 asociada a la membrana
externa y el resto se libera a la capa del moco y al dominio apical celular donde se activa a
pH &cido y resiste la digestion con pepsina [36, 37].

Todas las cepas de H. pylori tienen el gen vacA pero solo el 60% de ellas tienen el
genotipo vacA s1/ml por lo que son capaces de expresar la citotoxina vacuolizante activa e
inducir la formacién de vacuolas en células HeLa y AGS. El gen tiene dos tipos de alelos,
uno para el péptido sefial “s” (sla, slb, slc y s2) que se asocia al grado de inflamacion y
otro para la region media “m” (ml y m2) que es responsable del dafio al epitelio gastrico.
Las cepas con un genotipo vacA s1/ml producen mas citotoxina y estdn asociadas a mayor
grado de inflamacion, desarrollo de tilcera péptica y cancer gastrico, mientras que las s2/m2
son no inductoras de vacuolizacion [10, 11]. Ademas de causar vacuolizacion en células
epiteliales, VacA es capaz de desorganizar el citoesqueleto de células epiteliales gastricas e
interferir en las adhesiones focales que son indispensables para mantener la integridad
celular [106]; inhibe la migracion y proliferacion celular impidiendo el proceso de
regeneracion del epitelio gastrico [107]; induce apoptosis en células epiteliales géstricas
mediante la liberacion del citocromo C [38]; forma canales selectivos al paso de iones [80];
inmunosuprime la respuesta adaptativa del huésped inhibiendo la proliferacion de linfocitos
T [136] y es capaz de formar complejos oligoméricos responsables de inducir la
vacuolizacion de células [55].

De acuerdo al genotipo de la secuencia sefial de vacA las cepas pueden se agruparse
de acuerdo a su origen geografico. En México al igual que en Espafia, Portugal, Centro y

Sur América el genotipo predominante es vacA - slb [61, 150].
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1-4.6 Isla de patogenicidad cag (cagPAl)

Otro de los factores de virulencia de H. pylori es la Isla de Patogenicidad cag
(cagPAI), que es una region de 40 Kb, adquirido de manera horizontal e insertado en la
region 3’ del gen de la glutamato racemasa (glr), la isla esta flanqueada por secuencias
repetidas directas de 31 pb, lo que sugiere que este fragmento fue adquirido a trdves de
eventos de recombinacion, el contenido de G-C de cagPAl es diferente al resto del genoma
(35%); de hecho cagPAI se ha clasificado como una de las tres zonas de plasticidad de H.
pylori. En algunas cepas la isla se encuentra como una sola unidad y en otras cepas esta
dividida en dos partes (cagl y cagll) por un elemento de insercion (IS605). La presencia del
IS605 favorece la recombinacion dentro de la isla lo que en algunos casos da como

resultado la eliminacion parcial o total de cagPAI [2, 28].

cagPALI esta presente en el 60 y 80% de las cepas aisladas de paises occidentales y
asiaticos respectivamente. Algunos estudios han demostrado que existe una asociacion
entre la presencia de cagPAI completa y el desarrollo de ulcera y cancer gastrico, también
se ha confirmado que cagA no es un marcador confiable de la presencia e integridad de la
isla debido a la heterogeneidad en el contenido de genes encontrada en algunas cepas [17,
71, 74, 79, 85, 98, 100], sin embargo, en otros estudios, la correlacion entre la presencia de una
isla de patogenicidad integra y el desarrollo de enfermedad tampoco ha sido confirmada [12,
76, 77].

Dentro de las actividades bioldgicas asociadas a la presencia de cagPAI se pueden
mencionar la secrecion de IL-8 por activacion de NF-kB [130], la translocacion y
fosforilaciéon de la proteina CagA a través del Sistema de Secrecion Tipo IV [29] y la

induccién de la apoptosis en monocitos humanos [54].

cagPAI contiene 27 genes, algunos de ellos tienen homologia con genes de
Bordetella pertussis (ptl), Agrobacterium tumefaciens (vir) y Brucella suis (Fig. 4) que
codifican para proteinas involucradas en la formacion de un Sistema de Secrecion Tipo IV
(SST-IV) mediante el cual la proteina CagA se transloca (Fig. 5) y se fosforila en el interior

de la célula, cagPAI también participa en la induccion de IL-8 [35].
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De acuerdo a lo anterior, Fischer y colaboradores estudiaron la participacion de cada
uno de los genes de cagPAI en la induccidn de las actividades bioldgicas ya mencionadas
mediante un estudio de mutantes utilizando la cepa de referencia 26695 y de acuerdo a sus
resultados ellos proponen que 14 de los 27 genes de cagPAI son indispensables para la
induccién de IL-8 en células AGS y que 18 genes son necesarios para la translocacion de
CagA,; el resto de los genes (9 genes) no parecen tener una participacion importante en

estas actividades [52].
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Figura 4.- Isla de Patogenicidad cag (cagPAl). Esta constituida por 27 genes
denominados cag, algunos de ellos codifican para proteinas con homologia a proteinas
del sistema Vir y Ptl (color rosa) involucradas en la formacion del poro del Sistema de
Secrecion tipo IV (SST-IV), ademéas de CagA que es la Unica proteina efectora (color
verde) descrita para cagPAl.
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Figura 5.- Sistema de Secrecién tipo IV. Después del contacto de H. pylori con
células epiteliales gastricas se forma el SST-1V, por el cual CagA es translocada al interior
de las células para activar las vias de sefializacion que inducen la formacién del fenotipo
de elongacion celular “Hummingbird”. Tomada y modificada de Covacci 1999.
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I-5 Gen asociado a la citotoxina A (cagA) y mecanismo de accion de la proteina
CagA

El gen cagA es uno de los 27 genes de cagPAl, se localiza en el extremo 3’ de la
isla (Fig 4). Del 60 al 80% de las cepas de H. pylori poseen el gen y existe una fuerte
correlacion con el desarrollo de ulcera duodenal y del cancer gastrico en pacientes
infectados [33]. Este gen es uno de los mas grandes de cagPAI, su tamafio oscila entre 3,500
— 3,750 pb, se caracteriza por tener una region 5’ muy conservada y una region 3" altamente
variable. La variabilidad en esta region se debe a la presencia de secuencias repetidas que
determinan el tamafo del gen dependiendo del nimero de repetidos presentes [146]. Esta
variabilidad ayuda a marcar una diferencia significativa en la secuencia de nucleotidos
entre los aislados occidentales y los asiaticos [149]. cagA codifica para la proteina CagA de
120-128 kDa que es muy inmunogénica; se ha reportado que en paises como Estados
Unidos y Holanda la seropositividad para CagA es del 88 y del 56% en pacientes con ulcera
y dispepsia, respectivamente [88]. Mientras que en paises como Japén y China Ia
seropositividad entre pacientes con ulcera, gastritis, cancer gastrico y mucosa normal es del
90 al 94% lo que hace suponer que en estos paises no existe una asociacion entre la

presencia de la proteina y el desarrollo de enfermedad gastroduodenal [84].

La variabilidad en el extremo carboxilo de CagA permite agrupar a las cepas de
acuerdo a su origen geografico por la presencia de un fragmento de aminoacidos especifico,
antes del motivo EPIYA-C “QAASGLGGVGQAGFPLKRHDKVDDLSKV” para CagA
de origen occidental (WSS Western CagA-Specific Sequences) y antes del motivo EPTY A-
D “EATSAINRKIDRINKIASAGKGVGGFSGA” para CagA de origen asiatico (ESS East
CagA-Specific Sequences) [153]. En la region variable de CagA puede haber de 1 a 5
motivos EPIYA (Acido Glutamico, Prolina, Isoleucina, Tirosina y Alanina); los cuales se
han clasificado de acuerdo a la secuencia de aminoacidos alrededor de ellos: EPIYA-A,
EPIYA-B y EPIYA-C para los aislados occidentales y EPIYA-A, EPIYA-B y EPIYA-D

para los aislados asiaticos (Fig. 6) [67].
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Figura 6.- Region variable de CagA. La region carboxilo de CagA es altamente
variable debido a la presencia de motivos EPIYA que se clasifican como A, B, C o D. En el
panel inferior se muestran los fragmentos de aminoacidos especificos para CagA-WSS y
CagA-ESS. Tomada y modificada de Hatakeyama 2005.

Cuando H. pylori se adhiere a las células epiteliales gastricas se induce la formacion
del SST-IV a través del cudl CagA se transloca al interior de las células y donde las cinasas
c-Src fosforilan el residuo de tirosina de los motivos EPIYA (CagA-Y") [15, 102, 126]. Una
vez que CagA esta fosforilada, interacciona con uno de los dominios de la Fosfatasa SHP-2
[66, 156] formando un complejo CagA-Y'-SHP-2 que desorganiza el citoesqueleto de actina
e induce el desarrollo del fenotipo de elongacion celular “Hummingbird” el cual se
caracteriza por la elongacion y alargamiento de las células produciendo filapodias y
lamelopodias [124, 125]. El residuo de tirosina Y°'* de los EPIYA-C y D es el mas

importante para la fosforilacion de CagA [16] por lo que se ha sugerido que el nimero de
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motivos C 6 D correlacionan directamente con el nivel de fosforilacion, la actividad de
uniéon de SHP-2 y el desarrollo del fenotipo hummingbird [67]. Sin embargo, se ha
demostrado que el motivo con mayor afinidad a SHP-2 es el EPIYA-D porque conserva
integra la secuencia de union (EPIYATIDED), no asi el EPIYA-C en donde la secuencia
esta incompleta (EPIYATIDDL) [132]; esto resultados sugieren que las cepas de H. pylori
de origen asiatico son bioldogicamente mas activas, lo que podria explicar el alto indice de
cancer gastrico en estos paises. En algunos estudios se ha demostrado que cepas con mayor
numero de motivos EPIYA-C se aislan de pacientes con gastritis atrofica y cancer gastrico,
por lo que se sugiere una correlacion entre el tamafio de la proteina CagA y el desarrollo de
enfermedad (Fig. 7) [13, 14]. Otros autores han reportado resultados similares al estudiar

cepas de H. pylori aisladas de pacientes Sudafricanos y Chinos [8, 159].
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Figura 7.- Asociacion motivos EPIYA — Actividad bioldgica. Se ha reportado una
asociacion entre el nimero de repetidos C y mayor actividad bioldgica en células AGS,
aunqgue las proteinas con maxima actividad son las CagA-ESS ya que tienen motivo de

union a la fosfatasa integro en comparacion a las CagA-WSS. Tomada y modificada de
Hatakeyama 2005.
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Durante la fosforilacion de CagA se lleva a cabo la desfosforilacion de algunas
proteinas del huésped [112], como la Cortactina que es la proteina de unidén a actina que
regula la funcidn del citoesqueleto. Una vez que la Cortactina se desfosforila se inicia el
desarrollo del fenotipo de elongacion celular causado por la infeccion de H. pylori [127].

Otra proteina es la vinculina, la cudl regula la polimerizacion de actina mediante la
interaccion con el complejo Arp2/3 para la nucleacion y el ensamble de los filamentos de
actina en las adhesiones focales que son fundamentales para la integridad celular. Por ello,
al desfosforilarse la vinculina se inhibe la unioén de células a la matriz extracelular causando
dafio a la mucosa géstrica. Se especula que este proceso podria ser el mecanismo por el cual

H. pylori causa dafio a la mucosa gastrica e induce el desarrollo de enfermedad [91].

Después de la translocacion, CagA interactia con proteinas transductoras de senales
en el huésped jugando un papel importante en la sefializacion de factores de crecimiento, de
movilidad y de invasion celular durante la infeccion bacteriana. Todo esto de manera
independiente de la fosforilacion.

Una vez que se translocd, CagA se une al receptor del factor de crecimiento Grb2
para formar un complejo que induce la elongacién y la proliferacion celular causando
hiperplasia [89]. También, interactia con el receptor c-Met para inducir una respuesta
mitogénica que podria ser el paso inicial para el desarrollo de cancer gastrico; estimula la
fosforilacion de la tirosina del receptor c-Met a través de un SST-IV funcional lo que
ocasiona degradacion de la matriz extracelular y permite la invasion de H. pylori a las
células epiteliales gastricas [31, 104]. Se asocia con la proteina ZO-1 de las uniones estrechas
interrumpiendo el ensamble entre células epiteliales lo que afecta la permeabilidad celular
[5]. Recientemente se ha descrito que CagA se adhiere a la parte interna de la membrana
plasmatica de células epiteliales por medio de los motivos EPIYA alterando la sefializacion

intracelular [68].
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I-6 Respuesta inmune a Helicobacter pylori e induccion de interleucina 8
(IL-8)

La respuesta inmune hacia patdgenos bacterianos es de dos tipos:

A) Respuesta inmune inata: Es la primera respuesta de defensa contra los patégenos

invasores, generalmente es inespecifica pero rapida al reconocimiento de moléculas
bacterianas por medio de los receptores tipo Toll (TLR). Estos receptores los
expresan las células presentadoras de antigenos y al interactuar con sus ligandos
inician una cascada de sefializacion para la transcripcion y secrecion de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-8 y quimiocinas que ayudan a la

eliminacion del patogeno.

B) Respuesta inmune adaptativa: Es especifica pero lenta. Normalmente se rige por

la respuesta inmune inata para la activacion de células T o B de memoria.

En el caso de H. pylori hay una interaccion distinta entre la bacteria y el sistema
inmune; aun cuando se induce la activacion de células T para la produccion de TNF-a e
IFN-y la respuesta es ineficiente para erradicar la bacteria, por lo que H. pylori puede
permanecer en el estbmago humano por décadas [111]. Por otro lado, H. pylori es capaz de
inducir una respuesta inmune de tipo Th1 que se asocia a una mayor inflamacion gastrica lo

que favorece la patogénesis de ulcera péptica [92].

La infeccion de la mucosa gastrica por H. pylori se caracteriza por una gran
infiltracion de células plasmaticas, de linfocitos, de monocitos y de neutréfilos que causan
inflamacion aguda y crénica en la mucosa. Hay una produccién local de citocinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-8 y una produccion sistémica de

anticuerpos IgM en la fase aguda e IgG en la fase cronica de la infeccion [39] (Fig. 8).
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Figura 8.- Induccion de interleucina 8 en células AGS. Después del contacto
directo de H. pylori a las células AGS se induce la produccion de IL-8 con respuesta a la
infeccion.

En experimentos in Vitro, se ha observado que en células AGS se induce una gran
produccion de IL-8 después de la infeccion con las cepas de H. pylori cagPAI". IL-8 es una

citocina producida por los macrofagos, las células T, las células endoteliales y las
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epiteliales que actlia como quimiotactico para células T y neutrofilos ademds de que es un
importante mediador en el desarrollo de gastritis asociada a la infeccion por H. pylori [129].
Para la induccion de IL-8 en células AGS es indispensable el contacto directo de la
bacteria con la célula ya que de esta manera se regula la activacion del factor de
transcripcion citoplasmatico NF-kB via fosforilacion, ubiquitinacion y degradacion
proteolitica de la proteina IkB. Una vez liberado en el citoplasma el NFkB se transloca
rapidamente al niicleo donde se activa la transcripcion del gen de IL-8. Se ha observado que
los genes cagE, cagG, cagH, cagl, cagL, cagM, cagl5, cagl3/14 y cagll de cagPAlI se
requieren para la activacion de NF-kB y produccion de 1L-8 [59, 117, 130], ya que se necesita
de un SST-IV funcional y de las proteinas cinasas activadoras de mitogénos (MAPK) como
mediadores para la activacion de NF-kB [83]. Aunque el mecanismo de transduccion de
sefales para la produccion de IL-8 en células epiteliales géstricas después de la infeccion
con H. pylori no ha sido bien definido; se han propuesto nuevas vias de sefializacion para la
activacion de NF-kB y la secrecion de IL-8 en las que se involucra al Calcio, a la cascada
ERK de las tirosin cinasas [99] y a la proteina activadora 1 (AP-1) que es un factor de
transcripcion sensible a la oxidacion, que regula la expresion de factores de crecimiento y

es muy importante para la ulceracion y la carcinogenesis [122].

No obstante, H. pylori tiene la capacidad de suprimir o de evadir la respuesta
inmune del huésped utilizando algunas estrategias muy efectivas; una de ellas es la poca
actividad antigénica de su LPS y de sus flagelos que son poco reconocidos por los
receptores TLR-4 y TLR-5. El TLR-9 tampoco puede actuar para reconocer ADN no
metilado ya que el material genético de H. pylori se encuentra metilado, por lo tanto, se
minimiza el reconocimiento [18, 24, 110, 131], ademdas de que previene la produccion de
oxido nitrico que es un elemento fundamental para la respuesta inmune inata [60]. Sin
embargo, se ha demostrado que la expresion de TLR-2 y TLR-5 en células epiteliales
gastricas se incrementa después de la infeccion con H. pylori lo que favorece el inicio de la
via de senalizacion para la activacion de NF-«xB e induccion de IL-8, también se incrementa
la sefializacion de MAPK cinasas rio arriba de AP-1 lo que contribuye al aumento de

secrecion de IL-8 [140].
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II. JUSTIFICACION

Se ha reportado que las cepas de H. pylori aisladas de diferentes poblaciones tienen
diversidad en el contenido de genes en cagPAI Sin embargo, no existen reportes de estas
variaciones en nuestra poblacion y cémo se asocia la diversidad en cagPAI con las
actividades bioldgicas relacionadas a la patogenicidad como: La liberacion de IL-8, la
translocacion y la fosforilacion de CagA vy el fenotipo de elongacion celular hummingbird
en células epiteliales gastricas. Aunque en un estudio previo, nosotros encontramos
heterogeneidad dentro de cag PAI en cepas de H. pylori aisladas de pacientes mexicanos;
no sabemos realmente cudl es el efecto de esta diversidad con respecto a las actividades
biologicas. Por lo que consideramos que hacen falta estudios que documenten esta
asociacion durante la infeccion, lo que contribuird a entender mejor los padecimientos

ocasionados por H. pylori en nuestra poblacion.
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III. HIPOTESIS

Una proporcion de cepas de H. pylori estudiadas tendran deleciones parciales en
cagPAl y si los genes deletados son cagA, cagE, cagT y cagl0, estas cepas seran incapaces
de inducir la secrecion de IL-8, la translocacion y fosforilacion de la proteina CagA e
inducir el fenotipo de elongacion celular hummingbird, en células epiteliales gastricas.

Sin embargo, habra cepas de H. pylori que seran incapaces de inducir actividad

biologica en las células epiteliales gastricas, a pesar de tener una cagPAI integra.
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IV. OBJETIVOS

IV-1 Objetivo General

Estudiar la heterogeneidad en cagPAI y su asociacion con la actividad biologica en
células epiteliales gastricas infectadas con multiples colonias de H. pylori aisladas de
pacientes y la asociacion del polimorfismo en cagA con actividad biologica en células

epiteliales gastricas.

V-2 Objetivos Particulares

# Evaluar la integridad de cagPAI en colonias de H. pylori aisladas de pacientes

mexicanos.

& Determinar la asociacion entre la heterogeneidad en cagPAl y la capacidad de inducir la

liberacion de IL-8 en células epiteliales gastricas.

&  Determinar la asociacion entre la heterogeneidad en cagPAI y la capacidad de
translocar y fosforilar CagA e inducir el fenotipo hummingbird en células epiteliales

gastricas.

&  Analizar el polimorfismo en la region 3’ variable del gen cagA y determinar su

asociacion con las actividades bioldgicas antes mencionadas.
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V. MATERIAL Y METODOS

V-1 Diagrama de flujo

Biopsias gastricas de antro y cuerpo

A

10 pacientes nifios 8 pacientes adultos

'

Cultivo de Helicobacter pylori
(Agar sangre de carnero al 5%)

A 4

Identificacion de Helicobacter pylori
(Gram, Ureasa, Catalasa y Oxidasa)

|

Aislamiento de 318 colonias de Helicobacter pylori
Nifos: 10 colonias de antro y 10 de cuerpo (200 colonias)
Adultos: 7 colonias de antro y 7 de cuerpo (118 colonias)

|

Genotipificacion de Helicobacter pylori por PCR y Slot-Blot
(Genes cagA, cagE, cagT y cag10 de cagPAI)

|

Seleccion de colonias de Helicobacter pylori
Para evaluar actividad bioldgica en células AGS

|

Caracterizacion fenotipica de colonias de Helicobacter pylori

1

|
l 1

l

Induccion de IL-8
(Células AGS)
Técnica de ELISA

Translocacion y Hummingbird
fosforilacion de CagA (Células AGS)
(Células AGS) Microscopia de luz
Western — Blot
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V-2 Descripcion de la poblacion de estudio

Se estudiaron las cepas de H. pylori aisladas de 10 pacientes nifios (7 nifos y 3
nifas) con un intervalo de 7 a 16 afos de edad (x = 10.7 afios) y con dolor abdominal
cronico (DAC) atendidos en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI (CMN-SXXI), del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), en la ciudad de México; y de 8 pacientes adultos (5 hombres y 3 mujeres)
con un intervalo de 28 a 88 afios de edad (x = 57.2 afios) atendidos en el Servicio de
Gastroenterologia del Hospital de Especialidades del mismo Centro Médico. Tres de los
pacientes tenian un diagnostico de tulcera gastrica (UG), 4 de tulcera duodenal (UD) y uno
con dispepsia no ulcerosa (DNU).

Todos los pacientes se sometieron a endoscopia para obtener 2 biopsias gastricas de
antro y dos de cuerpo, una de las biopsias de cada region se utilizd para el cultivo de la
bacteria y la otra biopsia se utilizo para los estudios histologicos.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital de Pediatria del CMN-
SXXI, IMSS. Ciudad de México.

V-3 Aislamiento y cultivo de Helicobacter pylori

Las biopsias gastricas de antro y de cuerpo se homogeneizaron y se tomaron 100 pl
para el cultivo de H. pylori en placas de agar base (BBL, MD. USA) suplementado con 5%
de sangre de carnero. Las placas se incubaron bajo condiciones microaerofilicas a 37°C, 9%
de CO, durante 5 dias. El cultivo primario de H. pylori se identifico por morfologia
colonial y microscépica con tincion de Gram, por pruebas bioquimicas de ureasa, de
catalasa y de oxidasa.

De los cultivos primarios se aislaron de 7 a 10 colonias de antro y de 7 a 10 colonias
de cuerpo de cada uno de los pacientes, las colonias se propagaron en 2 placas de agar
sangre para su crecimiento bajo condiciones microaerofilicas a 37°C, 9% de CO, por 48

hrs, el cultivo de una placa se cosechd en 1 ml de caldo brucella con glicerol al 15% para
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congelar a —70°C y almacenar en la Coleccion de cepas del Laboratorio de Bacteriologia de
la UIMEIP-IMSS y la otra placa se cosechd para la extraccion de ADN.

En total se obtuvieron 318 colonias de H. pylori, 200 fueron aisladas de nifios con
un promedio de 20 colonias por paciente (10 de antro y 10 de cuerpo) y 118 de adultos con

un promedio de 15 colonias por paciente (7 a 8 de antro y 7- 8 de cuerpo).

V-4 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd con el método comercial de Wizard (Promega
Corporation. MA, USA). Brevemente, se cosecho el cultivo de H. pylori de una placa de
agar sangre en 1 ml de solucion salina al 0.9%, se obtuvo el paquete celular por
centrifugacion (Biofuge fresco. Heraeus), las células se lisaron con Solucion de Lisis de
Acidos Nucléicos (Wizard) a 80°C por 5 min, se eliminé el ARN con RNasa (10mg/ml)
durante 1 hr, a 37°C, y las proteinas con la Solucion de Precipitacion de Proteinas
(Wizard), durante 5 min, a 4°C, se precipitd el ADN con alcohol isopropilico a -20°C por
24 hrs y se lavd 2x con etanol al 70%. E1 ADN se resuspendi6 en 100 pl de agua estéril
grado biologia molecular, se cuantificd por espectrofotometria (NanoDrop) y se evalu6 la
integridad por electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiiddos con bromuro de etidio.
Finalmente el ADN se almacen6 a —20°C hasta su uso para la genotipificacion.

También se obtuvo el ADN de las cepas de referencia de H. pylori 84-183 (ATCC
53726) y 26695 (ATCC 700392) que se usaron como controles positivos y de la cepa
Tx30a (ATCC 51932) que se utilizé como control negativo.

V-5 Tipificacion de los genes cagA, cagE, cagT y cagl0 de cagPAI

La genotipificacion de cagPAI se realizo por Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR) para los genes cagE, cagT y cagl0. Estos genes se seleccionaron porque estan
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distribuidos a lo largo de la isla de patogenicidad cag y porque codifican para proteinas con
homologia a proteinas del sistema Vir y Ptl que forman un SST-IV. También se estudio el
gen cagA que codifica para la proteina que se transloca por el SST-IV y se fosforila en el

interior de las células epiteliales gastricas.

V-5.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La presencia de los genes de cagPAI se determiné en las 318 colonias de H. pylori
por PCR usando oligonucleotidos especificos (Tabla 1). Para cagA, cagE y cagT se usaron
2 juegos de oligonucleotidos (Tabla 1). Las mezclas de PCR se prepararon en un volumen
final de 25 pl con 1 pl (100 ng/pl) de ADN cromosomal como templado; 1 x de buffer de
PCR; 1.5 mM de MgCl; 0.2 mM de cada deoxinucleotido (Boehringer Mannheim,
Germany); 25 pmol de cada oligonucledtido y 1.25 unidades de Taq DNA polimerasa
(Invitrogen, Life Technologies, Brasil).

Las reacciones de PCR se realizaron bajo condiciones especificas para cada gen
(Tabla 2), en un termociclador GeneAmp PCR system 9700 (PE de Applied Biosystems).
En todos los experimentos se incluyeron controles positivos (26695, 84-183) y negativos
(Tx30a, H,0O) y las muestras se corrieron por duplicado.

Para determinar la ausencia de cagPAlI, se realiz6 el PCR de Empty-site con los
oligonucledtidos 2 y 25 (Tabla 1) que amplifican un segmento del gen de glutamato
racemasa (gIr) que es donde se inserta la isla de patogenicidad.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en el procesador de imagenes (GeneSnap,

Syngene. Synoptics Ltd).

V-5.2 Hibridacion tipo Slot blot

Para confirmar los resultados de PCR se realizé hibridacion tipo Slot blot con

sondas para los genes cagA, cagE, cagT y cagl0 preparadas por PCR con los primers F1 y
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B1; picB101 y picB102; cagT-F y cagT-R y cagl0-F y cagl0-R, respectivamente (Tabla 1).
Como templado, se us6 el ADN de la cepa de referencia 84-183, los productos de PCR se
purificaron con el kit Rapid Gel Extaction Systems (Marligen Bioscience, U.S.A) de
acuerdo al protocolo. La pureza y concentracion de los productos purificados se determind
por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% tefiiddos con bromuro de etidio y visualizados
en el procesador de imagenes GeneSnap. Las sondas se marcaron radioactivamente con [o.-
32p]dCTP usando el método de random primer extension (Megaprime DNA labelling
system kit, Amersham, Pharmacia Biotech).

La hibridacién se realiz6 de acuerdo a los protocolos estandar [121], utilizando
membranas de nylon Hybond-N" (Amersham, Pharmacia Biotech) con 20 ng de ADN
gendmico por pozo. Se realizd6 un paso de prehibridacion (6x SDS, 5x Reactivo de
Denhardt’s, 0.5% SDS, 100 pg/ml de ADN de esperma de salmoén desnaturalizado y 50%
de Formamida) durante 1 hr a 65°C y posteriormente se realizo la hibridacién (6x SSC,
0.5% SDS, 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado y 50% de
Formamida) con las sondas marcadas radioactivamente durante 24 hrs a 65°C. Se
realizaron 3 lavados (Lavado 1: 2x SSC y 0.5% SDS; Lavado 2: 2x SSC y 0.1% SDS;
Lavado 3: 0.1x SSC y 0.5% SDS), los dos primeros a temperatura ambiente durante 15 min
y el ultimo a 37°C durante 30 min. Las membranas se procesaron para autoradiografia con

peliculas KODAK en un casette de exposicion y se revelaron mediante rayos X.

V-6 Amplificacion de la region 3’ variable del gen cagA

A las 250 colonias que fueron positivas para la presencia de cagA, se les realizo
PCR con los oligonucledtidos cag2 y cag4 (Tabla 1) para amplificar la region 3’ variable
del gen cagA. La mezcla de PCR se preparar6 en un volumen final de 25 pl con 1 pl (100
ng/pl) de ADN cromosomal; 1 x de buffer de PCR; 1.5 mM de MgCly; 0.2 mM de cada
deoxinucledtido (Boehringer Mannheim, Germany); 25 pmol de cada oligonucledtido y

1.25 unidades de Tag DNA polimerasa (Invitrogen, Life Technologies, Brasil).
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La reaccion de PCR se realizo bajo condiciones especificas (Tabla 2), en un
termociclador GeneAmp PCR system 9700 (PE de Applied Biosystems). Se incluyeron
controles positivos (26695, 84-183) y negativos (Tx30a, H,0).

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%

tefiiddos con bromuro de etidio y visualizados en el procesador de imagenes GeneSnap.

V-7 Amplificacion al Azar del ADN genomico (RAPD-PCR)

Las mezclas de PCR se prepararon en un volumen final de 25 pl, con 1 pl (40 ng/pl)
de ADN genémico; 2.5 ul de Buffer de PCR 10X; 3.5 mM de MgCly; 20 pmol de
oligonucleotido 1254 6 1281 (Tabla 1); 0.25 mM de cada deoxinucledtido (Boehringer
Mannheim, Germany) y 1.2 unidades de Tag DNA polymerasa (Invitrogen, Life
Technologies, Brazil). Los productos se amplificaron en un termociclador GeneAmp PCR
system 9700 (PE de Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: Una etapa de
inicio a 94°C por 5 min, a 36°C por 5 min y a 72°C por 5 min durante 4 ciclos; una segunda
etapa a 94°C por 1 min, a 36°C por 1 min y 72°C por 2 min durante 30 ciclos y una
extension final a 72°C por 10 min.

Los patrones RAPD-PCR se analizaron mediante electroforesis horizontal en geles
de agarosa al 2%, 80 volts con 20 pl de producto, tefiidos con bromuro de etidio y

visualizados en el procesador de imagenes GeneSnap.
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Tabla 1.- Secuencias de oligonucleotidos utilizados en este trabajo.

Gen Nombre Secuencias de nucleétidos (5° — 3°) Producto (pb) Referencia
F1 GAT AAC AGG CAA GCT TTT TGA GG 349 146
cagA B1 CTG CAA AAG ATT GTT TGG CAG
cag? GGA ACC CTA GTC GGT AATG 450 - 850 118
cagd ATC TTT GAG CTT GTC TAT CG
picB 101 TTG AAA ACT TCA AGG ATA GGA TAG AGC 510 147
cagE picB 102 GCC TAG CGT AAT ATC ACC ATT ACCC
PBRT-F AAG GGT AAA GAA ATG GGA CTG 1,800 159
PBRT-R GGA AGC GTG ATA AAA GAG CAA TGT
cagT-F ATG AAA GTG AGA GCA AGT GT 823 85
cagT cagT-R TCA CTT ACC ACT GAG CAA AC
CAG13 TCT AAA AAG ATT ACG CTC ATA GGC G 489 74
CAGl14 CTT TGG CTT GCA TGT TCA AGT TGC C
cagl0 caglO-F ATG GAA GACTTT TTG TAT AA 2208 85
caglO-R TCA CAG TTC GCT TGA ACC CA
Empty site-2 ACA TTT TGG CTA AAT AAA CGC TG 360 2
Empty site-25 | TCA TGC GAG CGG CGA TGT G
1254 CCGCAGCCAA 1
1281 AACGCGCAAC
Tabla 2.- Condiciones de amplificacién de los productos de PCR.
cagA cage cagT cagl0 Empty site
F1-Bl1 cag2 — cag4 101 — 102 PBRT F-R | cagT F—-R | CAG 13-14 | cagl0 F-R 2-25
94°C 1 min 95°C 1 min 94°C 1 min 95°C 1 min 94°C 30 seg 94°C 1 min 94°C 30 seg 94°C 1 min
55°C 1 min 50°C 3 min 52°C 1 min 56°C 2 min 50°C 30 seg 53°C 2 min 57°C 30 seg 57°C 1 min
72°C 1 min 72°C 1:30 min 72°C 1 min 72°C 4 min 72°C 2 min 72°C 2 min 72°C 2 min 72°C 1 min
35 ciclos 35 ciclos 35 ciclos 35 ciclos 30 ciclos 35 ciclos 30 ciclos 35 ciclos
72°C 6 min 72°C 10 min 72°C 2 min 72°C 10 min




V-8 Actividad biologica en colonias de Helicobacter pylori

Para determinar la actividad biologica de diversas colonias de H. pylori, se
seleccionaron 75 colonias de acuerdo a los resultados de genotipificacion de cagPAI para
realizar experimentos de infeccion in vitro utilizando células epiteliales de cancer gastrico
humano AGS (ATCC CRL-1739) y cultivos bacterianos jovenes (24 hrs de crecimiento).

Las actividades biologicas que se evaluaron fueron:

Fenotipo de elongacion celular hummingbird

Induccion en la secrecion de 1L-8

Translocacion y fosforilacion de CagA

Adherencia y viabilidad de la bacteria durante el periodo de infeccion.

V-8.1 Fenotipo de elongacion celular hummingbird

Crecimiento las células AGS v colonias de H. pylori: Las células AGS se

crecieron en botellas de 75 cm? bajo condiciones microaerofilicas a 37°C, 5% de CO,,
durante 48 hrs, para alcanzar una confluencia del 90% en medio de cultivo celular F-12-
HAM con L-Glutamina (GIBCO, Invitrogen Corporation, USA) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) descomplementado a 56°C durante 30 min. Las células se
cosecharon y se sembraron en placas de 6 pozos, a una densidad de 2x10° células/2
ml/pozo, con medio F12-10% SFB a 37°C, 5% de CO; durante 48 hrs.

Al mismo tiempo se crecieron las cepas de H. pylori de las colonias seleccionadas

en placas de agar sangre a 37°C, 9% de CO; por 24 hrs.

Infeccion de células AGS: El crecimiento de 24 hrs de H. pylori se coseché en medio
F-12 sin SFB (F-12 s/SFB). La densidad bacteriana se midi6 por espectrofotometria a 550
nm y se prepard un indculo bacteriano a una densidad optica de 0.1 a 550 nm para infectar
las células AGS a una proporcion de 100 bacterias x célula (MOI 100:1) con medio F-12
s/SFB a 37°C, 5% de CO, durante 48 hrs.
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El fenotipo de elongacion celular “Hummingbird” se evalud por microscopia de luz
blanca en por lo menos 3 campos seleccionados al azar, a un aumento de 20x y los
resultados se reportaron como porcentaje de células que mostraron el fenotipo
hummingbird. Las cepas de referencia de H. pylori 26695 y 60190 (ATCC 49503) se
utilizaron como controles positivos y Tx30a como control negativo, ademés de las células
AGS sin infectar como blanco.

Cada una de las muestras se evalud por lo menos 2 veces en experimentos por separado.

V-8.2 Induccion de interleucina 8 (IL-8) in vitro

El crecimiento de células AGS y H. pylori asi como la infeccion se realizaron de la
misma manera que se describe para el experimento de elongacion celular hummingbird
excepto que las células AGS se prepararon en botellas de 25 cm® y se infectaron con 5 ml
de suspension bacteriana durante 6 hrs.

Después de la incubacion de 6 hrs se colectdé 1 ml de sobrenadante y se congel6 a —
70°C hasta la determinacion de los niveles de IL-8. La cantidad de IL-8 secretada después
de la infeccion con H. pylori se evalu6 por la prueba de ELISA, con 100 pl de
sobrenadante, usando el kit comercial OptEIA human IL-8 kit (BD Biosciences, USA), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los niveles de IL-8 se expresaron en pg/ml. En todos los experimentos se
incluyeron controles positivos (26695, 60190, J99), negativos (Tx30a) y blanco (AGS sin

infectar). Todas las muestras se corrieron por duplicado en cada experimento.
V-8.3 Translocacion y Fosforilacion de la proteina CagA

Después de haber tomado 1 ml de sobranadante para IL-8, se elimin6 por completo
el sobrenadante que quedo y las células se lavaron 2x con PBS estéril. Se adicionaron 5 ml

de PBS-Vanadato Sodio 1 mM para cosechar las células con un gendarme desechable

estéril y se colectd la pastilla de los extractos celulares del co-cultivo (AGS — H. pylori),
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por centrifugacion a 2,500 rpm, a 4°C por 10min. La pastilla se resuspendi6 con 100 ul de
PBS-Vanadato de Sodio 1 mM vy las muestras se hirvieron 5 min con 50 pl de buffer de
muestra 4x (Tris-HCl 0.2M pH 6.8; Ditiotritol 0.4M; SDS 8%; Glicerol 40%; Azul de
bromofenol 0.4%) y se almacenaron a -70°C hasta la realizacion del Western-blot.

En total se prepararon 10 ml de suspension bacteriana (DOssonm = 0.1) y solo se
utilizaron 5 ml para la infeccion de células AGS. Los 5 ml restantes se incubaron bajo las
mismas condiciones de infeccion para obtener los extractos celulares de las bacterias por
centrifugacion a 4,000 rpm, a 4°C, 10 min. La pastilla se resuspendié con 100 pl de PBS-
Vanadato Sodio 1 mM, se hirvieron por 5 min con 50 pl de buffer de muestra 4x y se
almacenaron a -70°C hasta la realizacion del Western-blot.

Las muestras se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE), a una concentracion del 9% para el gel separador y 4% para el gel concentrador. Se
corrieron 2 geles con 12 ul de muestra/pozo; el gel concentrador a 10 mAmp/gel y el
separador a 20 mAmp/gel. Un gel se utilizdé para determinar la presencia de CagA por
tincion con azul de Coomassie y el otro se utilizo para realizar la transferencia de proteinas
a membranas de nitrocelulosa bajo las condiciones estandar [121].

En todos los geles se incluyé un marcador de masa para las proteinas (Precision
Plus Protein™ Standard, BIO-RAD Laboratorios).

La transferencia de proteinas se realiz6 a 4°C, 75 volts durante 2:30 hrs. Las
membranas se bloquearon con alblimina al 2.5% preparada con PBS—Tween20 0.1% a 4°C
durante toda la noche. Se incubaron con los anticuerpos primarios: a-CagA policlonal
(bN20, Santa Cruz Biotechnology) dil 1:1,100 y a-Tirosina fosforilada monoclonal (PY99,
Santa Cruz Biotechnology) dil 1:3000 a temperatura ambiente y agitacion por 3 hrs,
posteriormente las membranas se lavaron por 4 min 7x con PBS-Tween20 0.1%, se
adicionaron los anticuerpos secundarios de conejo a-cabra y de cabra a-raton acoplados a
Peroxidasa para CagA y Tirosina fosforilada respectivamente (Zymed Laboratories,
California) dil 1:20,000, se incubaron a temperatura ambiente y agitacion por 1 hr.
Finalmente las membranas se lavaron por 4 min, 7x con PBS-Tween20 0.1% y revelaron
por quimioluminiscencia con el kit comercial “ECL Western Blotting detection reagents”

(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) y rayos X.
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En algunos casos la proteina CagA translocada se detectd usando sueros (dil 1:50) de
pacientes infectados con H. pylori y altos titulos de anticuerpos contra CagA. Las
membranas se incubaron con los sueros durante 3 hrs a temperatura ambiente y agitacion,
los lavados se realizaron de la manera antes descrita; se adicion6 el anticuerpo secundario
de cabra a-IgG humana acoplado a Peroxidasa dil 1:1000 (Zymed Laboratories, California),
se volvio a lavar y se reveldo con el kit comercial “ECL Western Blotting detection
reagents” (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) y rayos X.

Cada una de las muestras se evaluo por lo menos 2 veces en experimentos por separado.

V-9 Secuenciacion de la region 3’ variable del gen cagA

Se amplifico por PCR con los oligos cag2 y cag4 la region 3’ variable del gen cagA
en 30 colonias (18 de nifios y 12 de adultos) de H. pylori seleccionadas de acuerdo a los
resultados de actividad bioldgica (induccion de IL-8, fenotipo de elongacion celular
hummingbird y translocacion y fosforilacion de CagA).

Los fragmentos amplificados se purificaron con el kit Rapid Gel Extraction Systems
(Marligen Bioscience, U.S.A) de acuerdo al protocolo, la pureza y la concentracion de los
productos purificados se determind por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos
con bromuro de etidio y con la ayuda de un marcador de masa A-HindIlIl (ADN del
plasmido A digerido con HindIII). Los productos purificados se utilizaron como templado
para la reaccién de secuenciacion de la cadena positiva y negativa usando el método de
secuenciacion automatica en gel con el kit de BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems) en un secuenciador automatizado ABI PRISM 377 (Applied Biosystems) [13].

La reaccion de secuenciacion se preparardn en un volumen final de 20 pl con 5 a 10
ul de templado (= 50 a 100 ng), 3.2 pmol de oligonucledtido; 3 pl de BigDye y cuanto baste
para 20 pl de agua destilada estéril; en un termociclador GeneAmp PCR system 9700 (PE
de Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 96°C por 10 seg; 50°C por 5 seg 'y

60°C por 4 min durante 25 ciclos.

- 48 -



Las secuencias de nucledtidos obtenidas se analizaron y alinearon con los
programas Chromas (version 1.62 Technelysium) y DNAMAN (version 3.0 Lynnon

BioSoft), de igual que las secuencias de aminoacidos obtenidas para el resultado final.

V-9.1 Numeros de acceso en el GenBank

Algunas de las secuencias de nucleotidos obtenidas en este estudio se depositaron

en el GenBank bajo los numeros de acceso del EF552407 a EF552424 (Tabla 3) [116].

Tabla 3.- NUmeros de acceso de las secuencias de nucleétidos registradas en el
GenBank

Fuente Colonia NUumeros de Acceso
Nifio 646a5 EF552407
Adulto 259c¢2 EF552408
Adulto 259c4 EF552409
Nifio 236¢6 EF552410
Nifio 291a7 EF552411
Nifio 525c1 EF552412
Nifio 555al EF552413
Nifio 648c6 EF552414
Adulto 248c7 EF552415
Adulto 259a6 EF552416
Adulto 261al EF552417
Nifio 307a1 EF552418
Nifio 475a3 EF552419
Nifio 555a9 EF552420
Adulto 249c5 EF552421
Adulto 261cl EF552422
Adulto 256a5 EF552423
Nifio 646¢10 EF552424
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V-10 Adherencia y viabilidad de Helicobacter pylori durante la infeccion
de las células AGS

Para evaluar la adherencia y la viabilidad de H. pylori durante la infeccion de
células AGS se utilizaron dos cepas cagPAI": Una induce la secrecion de IL-8, elongacion
celular y translocacién y fosforilacion de CagA (291-a7). La otra es negativa para la
induccion de IL-8, pero positiva para el resto de las actividades biologicas (646-c10).

La preparacion de las células y las bacterias se realiz6 igual que para el fenotipo
hummingbird. La adherencia se evalu6 por microscopia de luz, a un aumento de 40x,
durante diferentes periodos de tiempo (5, 10, 15, 20, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360 min;
24 y 48 hrs), en los cuales se tomaron fotos para documentar el fenomeno de adherencia.

Para el experimento de viabilidad se tomaron alicuotas de 110 pl del sobrenadante
de los co-cultivo a diferentes tiempos (1, 24 y 48 hrs). En placas de agar sangre se
sembraron 100 pl de manera directa y 100 ul de una diluciéon 1:10 (10 pl suspension
bacteriana + 90 pl de F-12 s/SFB) para crecer la bacteria a 37°C, 9% de CO, durante 48
hrs. Como control se tom¢ una alicuota de 110 pl de la suspension bacteriana antes de la
infeccion y se crecid la bacteria bajo las mismas condiciones.

Los resultados se reportaron como positivo o negativo al cultivo.

V-11 Analisis estadistico

Para el andlisis de la posible asociacion entre la heterogeneidad en la isla de
patogenicidad cag (cagPAl) y la induccion de IL-8, elongacion celular y translocacion y
fosforilacion de CagA en células AGS, ademas de la asociacion del polimorfismo en cagA
con las actividades biologicas, se utilizé la prueba t de Student’s. Los resultados con un

valor de p menor a 0.05 (p = < 0.05) fueron considerados estadisticamente significativos.
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VI. RESULTADOS

VI-1 Presencia de los genes cagA, cagE, cagT y cagl0 de cagPAI

La presencia de los 4 genes de cagPAI se determind por PCR y se confirmoé por
hibridacion tipo slot blot. Los resultados indican algunos falsos negativos por PCR que se
confirmaron como positivos por spot blot; la correlacion de resultados positivos por ambos

métodos fue del 90, 95, 83 y 78% para cagA, cagE, cagT y cagl0 respectivamente.

De las 318 colonias de H. pylori estudiadas: 250 (78.6%) poseian los 4 genes de
cagPAI y a este grupo de colonias se les denomino “cagPAI™ ya que se considerd que la
isla se encontraba integra (Tabla 4). En 48 colonias (15.1%), se confirm¢6 la ausencia de los
genes cagA, cagE, cagT y cagl0 y de la isla de patogenicidad cag por el PCR de “Empty-
Site”, por lo que a este grupo se le llamo “cagPAI*; estas colonias se aislaron de 4
pacientes adultos (251, 252, 254 y 259). Se encontr6d que el paciente 259 estd colonizado
con colonias cagPAI" y cagPAI” y ambos tipos de colonias tuvieron diferentes patrones
RAPD por lo que se determind “infecciéon mixta” (Tabla 4; Fig. 9). En las 20 colonias
restantes (6.3%) se confirmo la presencia de cagE, cagT y cagl0 pero no la de cagA, por lo
que a este grupo de le denomind “cagPAIl parcial” (Tabla 4), todas estas colonias se
aislaron del mismo paciente (365). En los pacientes con cagPAI no se observd relacion

entre el estatus de la isla y el diagnostico clinico.

VI-2 Diversidad en la region 3’ variable del gen cagA

La region 3’ variable del gen cagA se amplifico en todas las colonias cagPAI" por
PCR. Los resultados muestran gran diversidad en el tamafio de los productos amplificados,

que van de 500 a 850 pb (Tabla 4; Fig. 10).
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Generalmente todas las colonias que se aislaron del mismo paciente tuvieron
fragmentos de cagA 3" de igual tamafio, sin embargo, en algunos casos (pacientes 555, 259

y 261) hubo colonias que tuvieron diferentes tamafios en cagA 3" (Tabla 4; Fig. 10).

De las 20 colonias analizadas del paciente 555, 19 tuvieron un fragmento de cagA 3’
de 550 pb (ejem. al) y solo una colonia (a9) tuvo un fragmento de 650 pb. Los patrones
RAPD para al y a9 fueron diferentes (Fig. 9) lo que sugiere que este paciente esta

colonizado con mas de una cepa de H. pylori cagPAI".

En el paciente 261 sucedi6 algo similar: Una colonia (c1) de las 14 tuvo un tamafio
de cagA 3" de 800 pb y el resto de ellas tuvo un tamafo de 550 pb (ejem. al). Los patrones
RAPD fueron diferentes entre al y cl, sugiriendo infeccién mixta con cepas cagPAI"

(Tabla 4; Fig. 9 y 10).

El paciente con mayor diversidad fue el 259 ya que ademés de estar colonizado con
cepas cagPAI” y cagPAI’; tuvo dos colonias (c2 y c4) cagPAI" con diferente tamafio de
cagA 3’ (500 pb), comparado con el resto de las colonias que tuvieron un tamafio de 550
pb. Sin embargo, en este caso no se encontraron diferencias en los patrones RAPD entre
colonias con 500 y 550 pb, lo que sugiere que se trata de la misma cepa cagPAI" (Tabla 4,
Fig. 9y 10).
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Tabla 4.- Caracteristicas de las colonias de H. pylori estudiadas para cagPAI, region 3’ de cagA y actividad biolégica en células
AGS.

No. de | cagPAI" cagA 3’ No. de colonias probadas en AGS/ | Patrones
Paciente | Diagnostico” | colonias (tamaiio, pb) No. de colonias secuenciadas EPIYA®
365 DAC 20 Parcial - 4/0 -
646 DAC 20 + 500 6/2 ACC
525 DAC 20 + 550 3/2 ABC
648 DAC 20 + 550 5/2 AB&C
236 DAC 20 + 570 4/2 ABC
Nifios 291 DAC 20 + 570 5/1 ABC
482 UD 20 + 570 3/2 ABC
475 DAC 20 + 650 9/2 ABCC
307 DAC 20 + 650 4/2 AB¥CC
555 DAC 19 + 550 3/2 ABC
1 + 650 1/1 ABCC
251 UD 14 - - 3/0 -
252 UG 14 - - 2/0 -
254 DNU 17 - - 2/0 -
248 UG 15 + 550 4/2 AB*C
249 UD 15 + 800 2/2 ABCCC
Adultos 256 UD 16 + 850 4/2 ABABC
8 + 550 5/2 ABC
259 UD 2 + 500 2/2 ABC
3 - - 2/0 -
261 UG 13 + 550 1/1 AB&C
1 - 800 1/1 AB*AB&C
Total 318 75730
*DAC = Dolor Abdominal Crénico; UD = Ulcera duodenal; UG = tilcera gastrica; DNU = Dispepsia no ulcerosa.

Y4 = Presente; - = Ausente.
¢ B*~EPTYAQVAKKYV; B*=EPIYTQVAKKV
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Figura 9.- Patrones RAPD-PCR. Diferentes patrones de RAPD-PCR obtenidos con
los oligonucleétidos 1254 y 1281 de algunas colonias de H. pylori aisladas de 3 pacientes
(555, 259 y 261) que tienen diversidad en los tamafios de la region 3’ variable de cagA y
diversidad fenotipica en células AGS. Se corrieron 20 pl de producto en un gel de agarosa
al 2% a 80 volts tefido con bromuro de etidio. M es el marcador de peso molecular de 1
Kb. El experimento se realizé por duplicado y los resultados fueron los mismos.

236 646 365 475 307 256 249 __ 250 _261 555  Controles
6 a5 a4 a3 al c6 a5 a6 2 c4 al cl al 9 O (D M b

—'*-850

Figura 10.- Diversidad en la regién 3’ de cagA. Diversidad en el tamafio de los
fragmentos de cagA 3" en colonias de H. pylori aisladas de diferentes pacientes y del
mismo paciente (259, 261, 555). M, marcador de peso molecular.
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VI1-3 Diversidad en la secrecion de IL-8 en células AGS

Para evaluar la actividad biologica en células AGS se seleccionaron 75 colonias de

H. pylori: 62 cagPAI", 9 cagPAI y 4 cagPAI parcial.

Entre las colonias cagPAI™ se encontré una amplia diversidad en la capacidad de
inducir la secrecion de IL-8 ya que los niveles de produccion oscilan entre 50 y 1,500 pg/ml
(Fig. 11A). Las colonias cagPAI" y cagPAI parcial tuvieron niveles de induccion de 1L-8
significativamente menores a los niveles de las colonias cagPAI" (p = 0.0002; p = 0.0273).

No fue sorprendente encontrar niveles de induccion de IL-8 diferentes entre
pacientes, lo interesante fue observar que entre colonias aisladas del mismo paciente habia

diversidad en la induccién de la IL-8 (Fig. 12).

Para determinar el valor de corte en la inducion de IL-8 en células AGS infectadas
con H. pylori, se calculd el promedio de los niveles de IL-8 inducidos por las colonias
cagPAI y la cepa de referencia Tx30a, mas 3 desviaciones estandar. El valor de corte para
la induccion de IL-8 fue de 200 pg/ml, por lo que valores menores a este se consideraron
como negativos o “No inductores” de IL-8 en células AGS (Fig. 11Ay 12).

Dieciséis colonias cagPAI" (25.8%) se consideraron negativas o No inductoras (Fig.
11A) para IL-8; 5 de ellas se aislaron del paciente 646, 3 del paciente 248, 2 del paciente
555, 2 del paciente 648 y el resto de los pacientes 259, 256, 249 y 261 (Fig. 12).

VI-4 Diversidad en el fenotipo de elongacion celular hummingbird

Se probaron las mismas 75 colonias de H. pylori del experimento anterior y se
observé gran diversidad en la capacidad de las colonias cagPAI" para inducir el fenotipo de
elongacion celular hummingbird en células AGS; los porcentajes de induccion de

hummingbird fueron muy variables ya que oscilan entre el 10 y 70%.
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Entre pacientes, se observo gran diversidad en la induccion de elongacion celular;
por ejemplo: 475-a3 que induce el mayor porcentaje de células con hummingbird entre
colonias cagPAI". También se observaron diferencias entre las colonias aisladas del mismo
paciente (Fig. 13). Muchas de las colonias que tuvieron altos niveles de induccion de IL-8,
también tuvieron altos porcentajes de elongacion celular aunque hubo algunas excepciones
como en los pacientes 307, 475, 249 y 261 (Fig. 11) que tienen mayor produccion de IL-8 y

menor porcentaje de células con elongacion o viceversa.

Se calcul6 un valor de corte para la induccion de hummingbird del 20%, utilizando
el valor promedio de los niveles de induccion de hummingbird de las colonias cagPAI y la
cepa Tx30a, mas 3 desviaciones estandar. Las cepas cagPAI" y cagPAI parcial tuvieron
menos del 20% de elongacion celular (Fig. 11B) lo que fue significativamente menor al
porcentaje inducido por las colonias cagPAI™ (p < 0.0001; p = 0.0027). Todos aquellos
valores menores a este se consideraron como negativos o “No inductores” para este
fenotipo. Dentro de este grupo encontramos 11 colonias (17.7 %) cagPAI", 4 del paciente

248, 3 del paciente 648, 3 del paciente 646 y una del paciente 555 (Fig. 12).
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Figura 11.- Diversidad en la actividad biolégica de colonias de H. pylori en
células AGS. Existen diferencias significativas en la actividad bioldgica inducida por
colonias cagPAl*, cagPAl parcial y cagPAI" en células AGS. A) Induccion de IL-8. B)
Induccién del fenotipo de elongacion celular hummingbird. Se muestran los valores de

corte en el eje “X” y el valor promedio en las lineas horizontales.
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Figura 12.- Diversidad fenotipica entre colonias de H. pylori aisladas del
mismo paciente. Se observé diversidad fenotipica entre pacientes y dentro del mismo
paciente. Cada punto representa una colonia, las lineas horizontales el valor promedio y
las barras la desviacion estandar. Los resultados representan el promedio de 3

experimentos independientes.
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Figura 13.- Fenotipo de elongacion celular hummingbird en células AGS. Se
muestran imagenes de hummingbird de diferentes colonias de H. pylori a un aumento de
20x: A) AGS; B) Colonia cagPAI’; C) 365a3; D) 475a3; E) 259a6; F) 259¢2; G) 261a1 y H)
261c1. Hay diferencias en la induccién de hummingbird entre colonias de diferentes
pacientes (D, F, H) y del mismo paciente (Ey F; G y H). Las colonias con cagPAI" (B) y
cagPAl parcial (C) fueron incapaces de inducir elongacion celular en células AGS.
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VI-5 Translocacion y fosforilacion de CagA en células AGS

Con los resultados anteriores se documento la diversidad fenotipica de las colonias
cagPAI" de H. pylori en células AGS. Para tratar de explicar esta diversidad, se analizo la
translocacion y fosforilacion de CagA en células AGS usando las mismas 75 colonias.

Se observaron diferentes tamafios de la proteina CagA que coinciden con los tamafios del
producto de PCR para cagA 3’ (Fig. 14). De las 62 colonias cagPAI" 58 fueron positivas para
la translocacion y fosforilacion de CagA y 4 que se aislaron del mismo paciente (236), no
fueron reconocidas por el anticuerpo comercial policlonal a-CagA (bN-20) (Fig. 14).
Aunque, en todas las colonias la proteina CagA fosforilada fue identificada con el
anticuerpo comercial PY99. De manera interesante, CagA del paciente 236, si fue
reconocida cuando se utilizaron sueros de pacientes infectados con H. pylori y con altos

titulos de anticuerpos a-CagA (Fig. 15).

Las colonias con cagPAI" o parcial no expresaron CagA, por lo tanto, no hubo
translocacion y fosforilacion. Es interesante mencionar que las colonias cagPAI™ que
fueron No inductoras para IL-8 y elongacién celular fueron capaces de translocar y
fosforilar CagA; por lo que no se encontraron diferencias significativas con aquellas
colonias que fueron Inductoras para ambas actividades bioldgicas, aunque en algunos casos

como en la colonia 64829 (No inductora) la sefial de fosforilacion fue més débil (Fig. 14).

En todos los casos se document6 la produccion de CagA en cultivos de H. pylori,
con geles de SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomasie, excepto para el paciente 365 que
no tiene el gen cagA (Fig.14 Panel inferior). Sin embargo, no se logré identificar la proteina
en colonias aisladas del paciente 236 (236-¢c6) utilizando el anticuerpo comercial bN-20

(Fig.14 Panel inferior), tal y como sucedid con la proteina translocada.
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Figura 14.- Translocacion y fosforilacién de CagA en células AGS. Se realizd
Western blot para identificar a la proteina producida por H. pylori y la proteina translocada
con el anticuerpo policlonal a-CagA vy la proteina fosforilada con el anticuerpo monoclonal
a-Tirosina fosforilada. En 365a3 (cagPAl parcial) no hay sefal de la proteina CagA de H.
pylori, la proteina translocada y fosforilada; en 646a5, 248c7, 475c9 y 249c¢5 la sefal para
CagA de H. pylori y CagA fosforilada fue mas intensa que para CagA translocada y es
interesante mencionar que dos de ellas tuvieron poca actividad biolégica (248c7 y 249c5);
en 236¢6 CagA no fue reconocida en H. pylori y en la translocacién pero si en la
fosforilacion. Las colonias con variabilidad en la induccion de las actividades biolégicas
estdn marcadas con circulos y cuadros.
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475 525 236

c4 c2 c8
150 kDa Suero paciente
525
150 kDa
Suero paciente
LMP
AGS + H. pylori

Figura 15.- Reconocimiento de CagA translocada con sueros de pacientes.
Para el Western blot se utilizaron co-cultivos de 3 cepas y 2 sueros (nifo y adulto) de
pacientes infectados con H. pylori y altos titulos de anticuerpos contra CagA. Dos de las 3
muestras (475c4 y 525c2) si fueron reconocidas con el anticuerpo comercial a-CagA
(bN20). Con los sueros de los pacientes la proteina CagA si fue reconocida en todos los
casos, incluso en la muestra 236¢8 que no habia sido reconocida por el anticuerpo
comercial bN20.
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VI-6 Diversidad fenotipica entre colonias aisladas del mismo paciente

Aunque la mayoria de las colonias de H. pylori aisladas del mismo paciente
mostraron niveles de actividad bioldgica similares, hubo algunos casos en los que se
observaron diferencias fenotipicas importantes.

Se lograron identificar colonias con altos porcentajes de elongacion celular pero
fueron No inductoras para IL-8 (pacientes 555, 646, 249, 256, 259 y 261) o viceversa
(pacientes 555, 648 y 248) (Fig. 12).

Los resultados anteriores son muy interesantes, ademas de que llaman mucho la
atencion, ya que se esperaban resultados de induccion de ambas actividades biologicas muy

similares.

VI-7 Secuenciacion del extremo 3" de cagA.

De las 62 colonias cagPAI" que se probaron para la induccion de IL-8, la
translocacion y fosforilacion de CagA y la induccion del fenotipo de elongacion celular
hummingbird, se eligieron 30 de acuerdo a los resultados obtenidos para secuenciar la

region 3’ variable del gen cagA (Tabla 4).

En todas las colonias secuenciadas se encontro la huella occidental (WSS) definida
por la secuencia QAASGLGGVGQAGFPLKRHDKVDDLSKV (Fig. 16) [148]. Se
encontrd diferencias en el nimero y el tipo de motivos EPIYA presentes en nuestra
poblacion: 20 colonias (66.6 %) tuvieron 3 motivos EPIYA; cinco (16.7 %) tuvieron 4
motivos y cinco mas (16.7 %) tuvieron 5 motivos.

Todas las colonias con 3 motivos EPTY A tuvieron un tamafio de cagA 3°> <570 bp y
la mayoria de ellas tuvieron un patron EPIYA-ABC; aunque se encontraron dos colonias
aisladas del paciente 646 con un patron ACC (Fig 16). Las colonias con cuatro motivos
EPIYA tuvieron un tamafio de cagA 3’ de 650 bp y un patron EPIYA-ABCC (pacientes

307, 475 y 555). Entre las colonias con cinco motivos EPIYA, dos tuvieron un patron
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ABCCC (paciente 249) y dos un patron ABABC (paciente 256) y estas colonias tuvieron el
tamafio mas grande de cagA 3’ (850 pb) (Tabla 4; Fig 16).

En las colonias c2 y c4 del paciente 259 que tuvieron una tamano de cagA 3’de 500

pb, se encontrd una delecion de 24 y 15 a.a. respectivamente, después del motivo EPIYA-C

(Fig. 16). El resto de las colonias de este paciente tuvieron un tamafio de 550 pb.
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A B A B

1L-8(-)/Hm(-) 248c7 NFNNNNNNGLEN-------
646a5 NFNNNNN-GLKNST

555a1 NFNNNNNNGLKNGG
259c2 NFNNNNNNGLKNST
1L-8(-)/Hm(+) 249a5 NFNNNNNNGLKN-------
261cl  NFNNNNNNGLKN-------
256¢c6 NNNNNNNNGLKNST

261al NFNNNNNNGLKN-------
291a7 NFNNNNNNGLKNST
525c1 NFNNNNNNGLKNGG
259a6 NFNNNNNNGLKNST
259c4  NFNNNNNNGLKNST
1L-8(+)/Hm(+) 236¢c6 NFNNNNNNGLKNGKDKGPEEP I YAQVNKKKTGQVASPEEP I YAQVAKKVTKK IDQLNQAA-SGLGGVGQA-GFPLKRHD
648c6 NFNNNNN-GLKNST
475a3 NFNNNNNNGLEN-------
555a9 NFNNNNNNGLEN-------
249c5 NFNNNNNNGLKN-------
256a5 NNNNNNNNGLKNST

KVEDLSKVGRSVSPEP I YAT 1DDLGGPFPLKRHDKVDDLSKVGQ
KVDDLSKVGRSVSPEP I YAT 1DDLGGPFPLKRHDKVDDLSKVGR

Figura 16.- Secuencias de aminoacidos de la region variable de CagA. Secuencias de aminoacidos del extremo carboxilo
de la proteina CagA de colonias inductoras y no inductoras de IL-8 y hummingbird. En gris se marca la huella del tipo occidental
(WSS); los motivos EPIYA A, B y C se marcan en rojo, verde y azul respectivamente y el motivo de unién a SHP-2 en negrillas y
subrayado.
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VI-8 Asociacion del polimorfismo en la region 3’ variable de cagA con la

actividad en células AGS

Con los resultados de secuenciacion de la region 3’ variable de cagA se realizé un
analisis para tratar de encontrar una posible asociacion entre el polimorfismo observado en
esta region y la capacidad de las cepas de H. pylori para inducir secrecion de IL-8, la
translocacion y la fosforilacion de CagA y la elongacion celular hummingbird en células

AGS, especialmente en las colonias cagPAI" con baja o nula actividad.

De acuerdo al andlisis no hay una clara asociacién entre el nimero y tipo de los
motivos EPIYA presentes en la region 3’ de cagA y la capacidad de las cepas para inducir
las actividades biologicas antes mencionadas (Fig. 17). Sin embargo, se encontraron otros
resultados interesantes durante el andlisis de las secuencias: Las colonias del paciente 646
que tienen un patron EPIYA-ACC (Fig.16) tienen poca o nula actividad biologica lo que
sugiere que el motivo EPIYA-B podria ser importante para el desarrollo de actividad en
células. Las colonias del paciente 248 tienen una modificacion en el motivo EPIYA-B (B*
= EPTYA) y 3 de las 4 colonias estudiadas fueron No inductoras de IL-8 y todas fueron

negativas para la induccion de Hummingbird (Fig. 17). Algo similar se observo en las

colonias del paciente 307 en donde el EPIYA-B (B& = EPIYT) que fue diferente a la del
paciente 248. Estas colonias a pesar de tener un patrén EPIYA-ABCC fueron poco
inductoras de elongacion celular y de la secrecion de IL-8. En contraste, las colonias del
paciente 475 que también tienen un patron EPIYA ABCC, pero el motivo B normal
(EPIYA), fueron més inductoras de ambas actividades (Fig. 17). También fue interés fue la
identificacion de una secuencia corta de insercion de 5 aminoacidos (DKGPE) antes del
EPIYA-A (Fig. 16), en las colonias del paciente 236 que fueron cagA” (Fig. 10) pero que la
proteina CagA no fue reconocida por el anticuerpo policlonal comercial a-CagA utilizado
en este trabajo, aunque la proteina si se translocd y se fosforild, de hecho, las colonias

inducen niveles moderados de IL-8 y elongacion celular (Fig. 14).



Deleciones después del EPIYA-C también podrian estar asociadas con la pérdida de
actividad biologica ya que una de las colonias del paciente 259 con una delecion de
aproximadamente 24 aminoacidos (c2) fue negativa para la induccion de IL-8 mientras que
las colonias del mismo paciente al y a6 que no tienen delecion y c4 que tiene una delecion
mas pequeia fueron positivas para la induccion de IL-8 y elongacion celular en células

AGS.
Se observo una asociacion entre los patrones EPIYA-ABCC y una mayor actividad

bioldgica (pacientes 555 y 475) aunque no en todos los casos (paciente 307) quizas debido

a las modificaciones encontradas en el motivo EPIYA-B (Fig. 17).
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Figura 17.- Relacion entre patrones EPIYA y actividad biologica. Se incluyeron
las 30 secuencias de aminoacidos de la region carboxilo de CagA. Las colonias que no
tienen EPIYA-B (patron ACC, paciente 646) o lo tienen modificado (EPTYA, paciente 248)
inducen significativamente menos porcentaje de células con elongacién celular.
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VI-9 Viabilidad y Adherencia de H. pylori durante la infeccion de células
AGS

Dos colonias cagPAI" de H. pylori una Inductora (291-a7) y otra No inductora (646-
cl0) de ambas actividades biologicas fueron monitoreadas para la adherencia y la
viabilidad de la bacteria durante la infeccion de células AGS. En ambos casos no se
observaron diferencias importantes en la adherencia y la viabilidad entre colonias
Inductoras y No inductoras de secrecion de IL-8 y de elongacion celular (Fig. 18). La
viabilidad y la sobrevida de la bacteria para los dos aislados fue evidente ya que se pudo
recuperar la bacteria (> 10" CFU/ml) en placas de agar sangre bajo condiciones
microaerofilicas después de 48 de cultivo del sobrenadante de la co- infeccion con las

células AGS.

Tenemos evidencias de que H. pylori no sélo sobrevive durante el periodo de
infeccion de células AGS, también es capaz de crecer bajo las condiciones de co-cultivo
formando colonias sobre la superficie de las células AGS.

La formacion de colonias de H. pylori sobre las células AGS se incrementa
conforme pasa el tiempo de co-infeccion (Fig. 18). No existen diferencias significativas en
la adherencia, la movilidad y la viabilidad de la bacteria entre cepas Inductoras (291a7) y
No inductoras (646¢10), por lo que se sugiere que estos no son factores que puedan
influenciar y determinar el resultado de la induccion de actividad biologica por H. pylori en
células AGS en experimento in vitro, por lo tanto, consideramos que la adherencia o la
viabilidad de la bacteria en este caso en particular no son los responsables de la diversidad

fenotipica encontrada en nuestras cepas.
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291a7

24h 48 h Inductor

30 min
646¢10

No
Inductor

Figura 18.- Viabilidad y adherencia de H. pylori durante la infeccion de
células AGS. Dos colonias de H. pylori con diferentes fenotipos (Inductora y No
Inductora) se utilizaron para evaluar la adherencia y viabilidad de la bacteria durante la
infeccion de células AGS. A los 30 min ya se observan bacterias adheridas a las células; a
1 hr la cepa Inductora empieza a mostrar elongacién celular; a las 6 hrs ya hay varias
bacterias adheridas a la célula y se empiezan a formar micro-colonias. A las 24 y 48 hrs
es evidente el fenotipo hummingibrd. La uUnica diferencia observada entre las colonias
Inductora (291a7) y No inductora (646¢10) fue el porcentaje de células con elongacion
celular a las 48 hrs de infeccion.
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VII. DISCUSION

Los métodos (PCR y Slot-blot) que utilizamos para la genotipificacion de cagPAI
son especificos y sensibles. Sin embargo, existe la posibilidad de obtener resultados falsos
positivos debido a las contaminaciones en la muestra o en los reactivos, al igual que falsos
negativos que en el PCR se deben principalmente a la presencia de ihnibidores. Cabe
mencionar que en algunos resultados negativos por PCR se puede deber a variaciones en la
secuencia del gen lo que impide que los oligonucleotidos reconozcan su sitio blanco y se
unan para iniciar la reacciéon de amplificacion. En nuestro caso, obtuvimos algunos
resultados falsos negativos por PCR para determinar la presencia de los genes cagA, cagE,
cagT, y caglO de cagPAI los cuales posteriormente se confirmaron como positivos por
Dot-blot utilizando como sondas los productos de PCR de cada gen a partir de la cepa de
referencias 84-123 de H. pylori. Para los genes cagl0 y cagT la discrepancia entre PCR y
Dot-blot fue del 22 y 17%, respectivamente. Es importante mencionar que en ambos casos
se trat6 de amplificar el gen completo, lo que significa que los oligonucleotidos (Forward y
Reverse) iniciaban en la primera y tltima base, consideramos que esta podria ser la causa

por la cual obtuvimos un porcentaje alto de falsos negativos por PCR.

El gen cagA es altamente polimorfico con gran diversidad en la region 3’ que es la
mas importante para su actividad bioldgica en células epiteliales géstricas. En esta region se
encuentran el sitio de fosforilacion de la proteina (EPIYA) y el sitio de union a la fosfatasa
SHP-2 (EPIYATIDFD / EPIYATIDDL) [132]. La interaccion de CagA con estas proteinas
activa una serie de vias de sefializacion que causa un incremento en la proliferacion anormal
de células y en la movilidad de las mismas [144, 145]. Lo anterior resulta muy importante
para continuar estudiando el polimorfismo en la region 3’ del gen cagA en poblaciones y
tratar de correlacionar esta diversidad con la actividad bioldgica de las diferentes cepas de
H. pylori en células AGS.

El objetivo principal de este estudio fue analizar la heterogeneidad en cagPAl, el
polimorfismo en el gen cagA y la diversidad en las actividades bioldgicas en células

epiteliales gastricas de colonias de H. pylori aisladas de pacientes mexicanos.
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Se estudiaron muchas colonias de H. pylori aisladas de dos sitios diferentes del
estdbmago de pacientes infectados. Todos los aislados de antro y de cuerpo de 13 de los 18
pacientes estudiados tuvieron un contenido de genes en cagPAI homogéneo (cagPAI");
algunas tuvieron un contenido parcial por la ausencia de cagA (paciente 365) y soélo un
paciente tuvo infeccién mixta con cepas cagPAI" y cagPAI (paciente 259). En este caso en
particular, se ha confirmado que ambos tipos de cepas se agrupan en cladas distintas de
acuerdo a un analisis de microarreglos [120]. Sin embargo, aun cuando la isla esta completa,
existe diversidad en la secuencia de la region 3’ de cagA en aislados de 3 pacientes. En uno
de los 3 casos se demuestra que la cepa que estd colonizando al paciente es la misma
(paciente 259) y en los otros dos casos las cepas que estan colonizando no son las mismas
de acuerdo al andlisis de RAPD (pacientes 555 y 261). Estos ultimos casos, los hemos

documentado como infeccion mixta, ademas del polimorfismo en la region 3°.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos documentar la nula actividad
biologica de las cepas cagPAI y cagPAlI parciales (cagA’) en células epiteliales gastricas ya
que inducen niveles muy bajos de elongacion celular (<20%) e IL-8 (<200 pg/ml), tal y
como se esperaba. Por otro lado, entre las colonias positivas para los cuatro genes de la isla,
un numero variable de ellas, fueron incapaces de inducir la secrecion de IL-8 o inducir
elongacion celular, lo cual sugiere que la presencia de la isla de patogenicidad no es
suficiente para inducir ambas actividades. En algunos casos, los bajos niveles de
fosforilacion de CagA puede explicar la baja actividad celular, pero en otros, ain cuando la
actividad es baja o nula se observo la translocacion y la fosforilacion de la proteina CagA.
En todos los casos en donde se considero una isla de patogenicidad completa (250 colonias
cagPAI") por la presencia de los genes cagA, cagE, cagT y cagl0 la integridad de la isla se
confirmd ya que todas estas colonias fueron capaces de translocar y de fosforilar CagA, lo
que confirma la formacioén de un Sistema de Secrecion tipo IV funcional. El polimorfismo
en la region 3’ del gen explica muchos de los casos e ilustra la importancia de los motivos
EPIYA-B, ya que las cepas a las cuales les falta este motivo (paciente 646, patron ACC)
fueron incapaces de inducir la secrecion de IL-8 y el fenotipo de elongacion celular y las
cepas con un motivo EPIYA-B modificado (EPTYA) también muestran débil actividad.

Estos resultados son una parte muy importante de este trabajo ya que es el primer reporte
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acerca de la posible participacion del motivo EPIYA-B en la induccién de ambas
actividades bioldgicas.

Deleciones después del motivo EPIYA-C se asociaron también con baja o nula
actividad biologica. Estos resultados muestran que cepas cagPAI™ pueden no inducir o
inducir poca actividad en células AGS, lo cual se puede deber a ciertas modificaciones
especificas en la secuencia de aminoacidos de la region carboxilo de CagA. De acuerdo con
estos resultados, recientemente Brandt y colaboradores han reportado que entre las cepas
cagPAI" existen altos y bajos inductores de IL-8 y esta variabilidad fue asociada con el
nimero de motivos EPIYA y la secuencia de aminoacidos alrededor de estos motivos; lo
que de alguna manera contribuye para que CagA colabore en la induccion para la secrecion
de IL-8 en células epiteliales [27]. La diversidad en la actividad de diferentes cepas de H.
pylori cagPAI" en células AGS no parece estar influenciada por el grado de adherencia de
la bacteria a las células o a su capacidad de crecer durante el periodo de infeccion de las
células, ya que no se encontraron diferencias en cuanto a la adherencia y crecimiento de la
bacteria en células AGS por las diferentes colonias estudiadas (altos y bajos inductores de

actividad en células).

Entre los aislados de H. pylori cagPAI" el rango de produccién de IL-8 varia como
30 veces (de 50 a 1,500 pg/ml) y el porcentaje de elongacion celular vara aproximadamente
15 veces (de 5 a 80%) por lo que se observa una amplia diversidad en colonias que tiene la
isla completa y funcional, lo cual no ha sido documentada previamente. El polimorfismo en
cagA explica parcialmente esta diversidad; Higashi y colaboradores han descrito que la
variacion en la actividad bioldgica es causada por la diversidad en el nimero de sitios de
fosforilacion presentes en CagA [67]. Sin embargo, esta correlacion no se observo en nuestra
poblacion; ya que los niveles de secrecion de IL-8 y de elongacion celular de las colonias
con un patron EPIYA-ABC varian mucho, de valores negativos hasta valores de altos
productores. La cantidad de CagA translocada y fosforilada tiene una correlacion con baja
actividad en varias colonias pero no en otras, en este estudio lo que se observé es que el
nivel de actividad biologica tiende a incrementar en la siguiente direccion
ACC—-ABC—ABC—ABCC—ABABC, lo cual coincide parcialmente con estudios

previos [8, 95], sin embargo, esta correlacion no se observd para la inducciéon de en IL-8, lo
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cual también coincide con reportes previos [7, 8, 105] y confirma que aunque el papel de
CagA para ambas actividades es controversial, el mecanismo de accion es diferente para
cada una de ellas [128]. Esto es ademas apoyado por el hecho de que las colonias aisladas de
6 pacientes muestran de moderada a alta actividad de elongacion celular pero negativa
induccién de IL-8. Varios autores han documentado la importancia de cagE para la
induccion de IL-8 y lo han considerado fundamental para esta respuesta [52, 105, 147], sin
embargo, nuestros resultados no coinciden con esta postura, ya que todas las colonias con
bajos o nulos niveles de induccién para IL-8 fueron cagE" y atin asi fueron incapaces de
producir IL-8 como en el caso particular del paciente 365 (cagPAI parcial por la ausencia de
cagA). Aunque no podemos descartar la posibilidad de que exista polimorfismo en la
secuencia del gen cagE lo que pudiera ser la causa de la diversidad en la induccion de IL-8.
Por otro lado, algunos autores han reportado que H. pylori puede inducir la activacion de
NF-kB para la produccion de IL-8 a través de la via Nodl que responde al peptidoglican

liberado en el citoplasma de las células por el SST-1V [151].

La diversidad fenotipica en algunos casos puede ser explicada por el polimorfismo
en cagA, lo que nos lleva a sugerir que puede haber polimorfismo en algunos otros genes
dentro de la isla o fuera de ella que regulan de alguna manera la induccion de estas
actividades. Es importante mencionar que aun cuando se determina la presencia de una sola
cepa que coloniza el huésped por métodos como RAPD y/o AFLP puede haber variaciones
en el contenido de genes ya que del 3 al 5% de los genes son especificos de cada cepa [20,
73] y estas variaciones pueden causar diversidad fenotipica, por lo que el mecanismo

responsable de la diversidad en estos pacientes require de futuras investigaciones.

Un caso interesante fue el del paciente 236, en donde CagA no fue reconocida con
el anticuerpo comercial utilizado en este estudio; aunque si pudo ser reconocida por sueros
de pacientes infectados con H. pylori. Los resultados de secuenciacion muestran una
insercion de 5 aminoacidos antes del motivo EPIYA-A, lo que posiblemente podria causar
cambios en la estructura de la proteina suficientes para evitar el reconocimiento de la

proteina por estos anticuerpos en particular.
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VIII. CONCLUSIONES

El 6.3% de nuestra poblacion tiene heterogeneidad en el contenido de cagPAI.

cagA Sl participa en la induccion de IL-8 en células epiteliales gastricas después de la

infeccion con H. pylori (paciente 365).

La presencia de cagPAIl completa no es un factor determinante para la induccién de

actividad bioldgica en células AGS.

Existe gran diversidad fenotipica entre pacientes y dentro del mismo paciente, la cual se

puede explicar parcialmente con el polimorfismo en cagA.
Hay una tendencia entre el patron EPIYA-ABCC y mayor actividad biolégica en células
AGS, pero no hay una asociacion directa entre el nimero de motivos EPIYA-C presentes

en CagA y mayor actividad.

La ausencia 6 modificacion del motivo EPIYA-B esta relacionado a baja o nula actividad

biolégica en células AGS.

El tamafios de la region 3’ de cagA no esta asociado a la presencia de repetidos en los
motivos EPI'YA-C en todos los casos (paciente 256 EPIYA-ABABC).
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