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RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa que coloniza la mucosa gastrica
del humano, causa una de las infecciones mas comunes en el ser humano, se
estima que alrededor de 50% de la poblacion mundial estd infectada, esta
infeccion se adquiere en la infancia y puede persistir a lo largo de la vida, el 80%
de los infectados transcurren con una infeccidn asintomatica, el resto puede
desarrollar gastritis cronica, Ulcera péptica, linfoma tipo MALT o cancer gastrico.
Existen muchos factores que pueden influenciar el curso de la enfermedad, como
lo son: caracteristicas de la bacteria, factores ambientales y del hospedero, en los
altimos afos se ha estudiado el papel que juega la respuesta inmune del
hospedero contra el patégeno. El objetivo de este trabajo fue determinar el tipo de
respuesta inmune que se presenta ante la infeccion de un modelo murino con una
cepa clinica de H. pylori y relacionarlo con el dafio generado a nivel histolégico.
Los resultados obtenidos por la amplificacion del gen 16S RNAr de muestras de
tejido gastrico muestran un porcentaje de infeccion que va del 40 al 60% en los
animales de estudio. El andlisis por citometria de flujo de la respuesta inmune,
mostrO un aumento en la respuesta Thl7 comparado con el grupo control. El
analisis histolégico mostré un infiltrado inflamatorio leve en la mucosa gastrica de
los animales infectados, acompafiado de erosion de la mucosa. En conclusion,
podemos decir que, a pesar de no contar con una cepa adaptada al ratén, el
modelo de infeccion propuesto puede aportar informacion valiosa para

comprender mejor el desarrollo de patologias causadas por la infeccion de H.

pylori.
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INTRODUCCION

Organismos en forma de espiral se han observado en la mucosa gastrica desde
hace méas de 100 afios. En 1975 Steer & Colin-Jones, asociaron la presencia de
bacterias gramnegativas en la mucosa gastrica con gastritis. En 1983, los informes
de Warren & Marshall, describieron la asociacion entre la presencia de organismos
en espiral en la mucosa gastrica y la gastritis antral en adultos. Estudios siguientes
en adultos y nifios, confirmaron esta asociacion con la enfermedad de Ulcera
duodenal (Drumm, 1990).

Inicialmente esta bacteria fue referida como un organismo similar a Campylobacter
debido a las similitudes morfoldgicas y llamado Campylobacter jejuni. Después de
cultivarlo con éxito, en 1984, fue nombrado “Campylobacter pyloridis”, pero mas
tarde fue cambiado por razones gramaticales a Campylobacter pylori.
Posteriormente, fue designado dentro de un nuevo género, Helicobacter, ahora es

llamado Helicobacter pylori (Drumm, 1990).

H. pylori es una bacteria gramnegativa, en espiral y microaerofilica que tiene la
capacidad de colonizar la mucosa gastrica por afos, su presencia esta
fuertemente asociada con la gastritis superficial, difusa y crénica del fondo y el
antro gastrico, evidencias sugieren que la gastritis causada por H. pylori puede
progresar a gastritis cronica atrofica, lesion precursora del carcinoma gastrico
(Nomura et al., 1991).

H. pylori es la segunda causa de morbilidad a nivel mundial en seres humanos.
Ademas, la infeccidn por H. pylori tiene una relacién causal con la gastritis cronica
atrofica, cancer gastrico y linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT).
Con base a numerosos estudios epidemiolégicos se ha demostrado que la
infeccion por H. pylori se asocia con un mayor riesgo al desarrollo de
adenocarcinoma gastrico, por esto la Agencia Internacional para la Investigacion

sobre el Cancer (IARC) y la Organizacion mundial de la Salud (OMS) concluyeron
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que es un carcindgeno de tipo 1, definido en seres humanos (Crew & Neugut,
2006; Kodama et al., 2005; Sugiyama & Asaka, 2004).

Caracteristicas microbioldgicas de H. pylori

H. pylori es una bacteria gramnegativa, mide de 2 a 4 um de largoy de 0.5a 1 um
de ancho. Sin embargo, usualmente se encuentra en forma de espiral, cuenta con
un mechén de 2 a 6 flagelos de 3 um de largo, los cuales le confieren un
movimiento rapido en la mucosa que recubre a las células epiteliales gastricas
(Kusters, van Vliet, & Kuipers, 2006).

También se han encontrado en formas cocoides, las cuales aparecen después de
cultivar al microorganimo por tiempo prolongado in vitro, o a la exposicion con
antibioticos. Estas formas cocoides no pueden ser cultivadas in vitro y se piensa
gue sea una forma degenerativa del microorganismo, sin embargo, también se ha
sugerido que represente un estado viable, no cultivable (Cover, 2012; Kusters et
al., 2006).

H. pylori es una bacteria microaerofilica, con crecimiento optimo entre 2 y 5% de
O, y cerca del 5 a 10% de CO,, ademas de humedad elevada. Se han
estandarizado condiciones microaerofilicas (5% O, 85% N, y 10% CO,) para el
crecimiento de H. pylori (Cover, 2012; Kusters et al., 2006). El crecimiento de H.
pylori es muy similar al método usado para especies de Campylobacter, esta crece
a 37°C, con un pH de 5.5 a 8, donde el crecimiento éptimo se da a un pH neutro,
el crecimiento se da entre 4 y 10 dias a las condiciones ya mencionadas (Kusters
et al., 2006). H. pylori puede ser aislado de muestras gastricas usando medios no
selectivos, pero el uso de antibidticos es importante para el crecimiento selectivo
de la bacteria. Por ejemplo, las combinaciones de vancomicina, polimixina,
trimetoprim, bacitracina y anfotericina son incluidos en medios para el aislamiento

del microorganismo. Los medios de aislamiento comunmente utilizados son: agar
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Brucella, agar Columbia, agar infusion cerebro-corazdn o agar soya tripticaseina,

suplementado con sangre de carnero o caballo (5-10%) (Cover, 2012).

Epidemiologia

La infeccion por H. pylori es una de las infecciones cronicas mas comunes entre
los humanos, la cual afecta a mas del 50% de la poblacion a nivel mundial (De
Falco et al.,, 2015; A. Y. Wang & Peura, 2011), la infeccion se presenta en
personas de todas las edades, siendo los paises en vias de desarrollo los que
adquieren la infeccidn a una edad mas temprana, en comparacion con los paises
industrializados (A. Y. Wang & Peura, 2011), la prevalencia de la infeccion varia
segun las regiones geograficas, edad, nivel socioecondémico, nivel educativo
condiciones de vida y la gran mayoria de las infecciones se dan en los paises en
vias de desarrollo donde hasta un 80% de los adultos de edad media puede estar
infectado (De Falco et al., 2015).

Se han realizado diversos estudios en Europa y Latinoamérica en los cuales se ha
encontrado una alta prevalencia de infeccion con H. pylori, estos estudios
revelaron que en la poblacién adulta, en Europa la prevalencia es de 79,2%,
mientras que en seis paises de América Latina es de 73 a 83%, incluidos México,
Chile, Colombia, Costarica, Honduras y Nicaragua (Torres et al., 1998).
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Figura 1. Seroprevalencia mundial de la infeccion con Helicobacter pylori. Los paises
desarrollados tienen una seroprevalencia menor con respecto a los paises en vias de desarrollo
(Parkin, 2004).

Estudios realizados en México a partir de muestras seroldgicas, revelaron que, a
la edad de 1 afio, el 20% de los nifios estan infectados, la seroprevalencia
aumenta en la primera década de edad, a la edad de 10 afios, 50% de los nifios
estan infectados, a la edad de 25 afios, mas del 80% de los adultos estan

infectados, la seroprevalencia a edades mas avanzadas se mantiene constante.

Un andlisis realizado en Meéxico reveldo el papel que juegan las variables
socioeconOmicas y demograficas en la seroprevalencia de la infeccion por H.
pylori, como lo son el hacinamiento, nivel de educacion y el nivel socioeconémico
y cOmo éstos se asocian con una seroprevalencia significativamente mayor en las
primeras cuatro décadas de vida. El nivel socioeconémico y de hacinamiento se
asociaron significativamente con la infecciébn con H. pylori ademas se encontr6
una relacién inversa entre el nivel de educacion y el riesgo de infeccion. No se
observo una relacion entre la prevalencia de la infeccion y el tipo de poblaciéon

(rural y urbana) ni con el nivel de desarrollo de la region (Torres et al., 1998).
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Ruta de Transmision

Se ha propuesto que la infeccidén con H. pylori se adquiere a edades tempranas, y
ya que esta se presenta con mayor prevalencia en paises en vias de desarrollo
que en paises industrializados, se ha asociado con el nivel sociocultural y

economico de la poblacion.

Este patron de infeccion se asocia con mecanismos de transmision directa o
indirectamente relacionados con la higiene. La transmision es de persona a
persona y se han propuesto tres vias de transmision: oral-oral, oro-gastrica y fecal-
oral (Ferreira & Moss, 2014; Parsonnet, Shmuely, & Haggerty, 1999). Ademas
existe otra hipétesis acerca de la transmisidén de esta bacteria, esta propone como
ruta de transmision el agua contaminada con la bacteria (Aziz, Khalifa, & Sharaf,
2015).

Transmisién oral-oral, esta propuesta se dio por el hallazgo de H. pylori en la placa
dental y la identificacion de su genoma en saliva, una de las contradicciones de
esta propuesta es que la identificacion del genoma de H. pylori se da por PCR, y
esta técnica no puede diferenciar entre el DNA de células viables o no viables
(Parsonnet et al., 1999).

Transmision oro-gastrica, esta hipotesis se apoya en la ocurrencia de algunos
brotes asociados con el manejo y desinfeccion inadecuada de gastroscopios. El
cual también se podria relacionar al vomito, estudios realizados en pacientes
infectados con esta bacteria se logro aislar exitosamente a H. pylori, variando el
namero de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) pero encontrandose en

casi un 90% de los casos (Parsonnet et al., 1999).

Transmision fecal-oral, esta via explica mas facilmente la marcada diferencia en la

prevalencia de H. pylori en paises en desarrollo comparada con paises



Evaluacion de la respuesta inmune en un modelo murino de infeccion con Helicobacter pylori

desarrollados, ademas involucra otros aspectos como la higiene, los métodos de
PCR han permitido su identificacion en materia fecal, no obstante, estas técnicas
han tenido limitaciones debido a los metabolitos presentes en la materia fecal,
como algunos polisacéaridos, lo que han llevado a resultados erraticos. Sin
embargo, la identificacion del genoma de esta bacteria en agua potable, tanto en
paises en desarrollo como en paises industrializados, apoya la trasmision fecal de

este agente (Stone, 1999).

Se ha sugerido la hipotesis que el agua es una ruta de transmision de H. pylori, la
cual estd apoyada por estudios epidemiologicos en los cuales se observo una
mayor prevalencia en la infeccién y una tasa de adquisicion mas rapida en paises
en vias de desarrollo, que en aquellos que no cuentan con una distribucién de

agua potable adecuada (Aziz et al., 2015).

Factores de virulencia

Existen diversos factores de la bacteria que contribuyen a la colonizacion de H.
pylori en la mucosa gastrica y ademas intervienen en las multiples patologias
causadas por esta bacteria, tales como, la ureasa bacteriana, flagelos, adhesinas,

toxinas, etc.

Un factor que ha demostrado ser esencial para la colonizacion de la mucosa
gastrica por H. pylori es contar con flagelos que le confieren motilidad a la
bacteria, en mutantes no méviles que no presentan estas estructuras, se ha
demostrado que son incapaces de establecer una infeccién persistente en
modelos animales. H. pylori cuenta con dos a seis flagelos polares, los cuales, se
extienden aproximadamente de 3-5 ym desde la superficie de la bacteria, el
flagelo esta constituido por dos principales proteinas, FlaA y FlaB, las cuales son
indispensables para una buena movilidad de la bacteria (Dunne, Dolan, & Clyne,

2014). Los flagelos son organelos complejos que estdn compuestos por
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aproximadamente 30 proteinas distintas, las cuales son necesarias para la

expresion y el ensamblaje del flagelo (Zanotti & Cendron, 2014).

Para colonizar el tracto gastrointestinal, H. pylori tiene que sobrevivir al medio
acido en el lumen del estbmago, para esto dedica varios genes en la sintesis de
una enzima ureasa citosolica, esta enzima cataliza la hidrolisis de la urea en NHz y
CO,. La ureasa se rige por un grupo de siete genes, incluyendo los genes que
codifican para las subunidades UreA (26.5 kDa), UreB (60.3 kDa) y las proteinas
accesorias que son responsables de la absorcion de Ni2+. La ureasa es una
estructura dodecamerica, compuesta de seis subunidades de UreA y seis de
UreB, dispuestas en forma de doble anillo de 13 nm de diametro. La cantidad de
ureasa producida por la bacteria varia con las condiciones de cultivo y puede
alcanzar hasta un 10% de la proteina total de la bacteria (Montecucco & Rappuoli,
2001).

La adherencia de H. pylori al epitelio gastrico facilita la colonizacion inicial, la
persistencia de la infeccion, y la entrada de otros factores de virulencia a la célula
epitelial. Estas proteinas de membrana externa (OMP’s, por sus siglas en inglés)
son muy importantes para la colonizacion del epitelio gastrico (Maeda & Mentis,
2007), estudios han mostrado que aproximadamente 45 por ciento del genoma de
H. pylori esta previsto para codificar OMP’s, la expresion de OMP’s se ha
asociado con enfermedades gastroduodenales y un aumento en el riesgo de
desarrollo de cancer gastrico (Maeda & Mentis, 2007; Wroblewski, Peek, & Wilson,
2010).

La adhesina de union a antigeno de grupo sanguineo (Kalali, 2014 #26) es una
proteina de 78 kDa que esta codificada en el gen babA2, esta se une al antigeno
de Lewis b (Le) fucosilado en la membrana de las células epiteliales gastricas, la
cual ha sido de las proteinas de membrana externa mas estudiadas en H. pylori.
Se ha propuesto que esta adhesina ha evolucionado para adaptarse a los

patrones de glicosilacion de la mucosa gastrica, para asi poder colonizar a su
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huésped y establecer una infeccion persistente. La presencia de babA2 es
asociada con la ulcera duodenal y cancer gastrico, cuando se encuentran en junto
con la proteina asociada a la citotoxina (CagA) y la citotoxina vacuolizante (VacA),
se asocia con un mayor riesgo de desarrollar una enfermedad mas grave (Maeda
& Mentis, 2007).

Independientemente de la unién al grupo sanguineo fucosilado a través de BabA,
H. pylori se une a glucoesfingolipidos modificados con &cido sialico,
particularmente al antigeno de Lewis sialidado “x” y “a” (sLe* y sLe?), a través de la
adhesina de union a acido sialico (SabA, por sus siglas en ingles). Sin embargo,
sLe esta ausente en la mucosa gastrica sana, por lo tanto, la adhesiéon mediada
por SabA se convierte en un factor relevante en la persistencia de la infeccion, una
vez establecida la colonizacion y el desarrollo de procesos inflamatorios en el

estdbmago.

Se ha demostrado que la inflamacién inducida por la infeccion con H. pylori
conduce a una elevada expresion de la glucosiltransferasa B3GnT5, la cual
interviene como factor en la biosintesis del antigeno sLe* (Posselt, Backert, &
Wessler, 2013).

HopZ es una proteina de 74 kDa que esta involucrada en la adhesién entre H.
pylori y lineas de células epiteliales gastricas, aunque aun no se describe
exactamente su funcién, algunos estudios realizados con mutantes de HopZ se
demostré que la bacteria pierde la capacidad de colonizar el estbmago de ratones
infectados (Kalali, Mejias-Luque, Javaheri, & Gerhard, 2014).

Otras proteinas involucradas en la adhesion de H. pylori a las células epiteliales
gastricas son las proteinas de adhesion AlpA y AlpB (adherence associated
lipoprotein), estas estan estrechamente relacionadas ya que se encuentran en el
mismo operon dentro del genoma de H. pylori y son homologas a las proteinas

HopC y HopB, respectivamente. Sin embargo, aun no se tiene claro el papel que
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juegan estas proteinas en la colonizacion de la bacteria, pero en estudios
realizados en cobayos, se demostré que las cepas que son deficientes en esta dos
proteinas son incapaces de colonizar el estbmago de los animales (Dunne et al.,
2014).

Si bien las adhesinas tienen un papel importante en el establecimiento de la
infeccidn, existen otras proteinas importantes en la patogénesis causada por H.
pylori, la proteina inflamatoria de membrana externa (OpiA, por sus siglas en
ingles), es una OMP proinflamatoria, también conocidad como HopH 6 OMP13, es
una proteina de 35 kDa, en un principio se encontré que era capaz de aumentar la
secrecion de interleucina 8 (IL-8 o CXCL8) en lineas celulares de epitelio gastrico
en conjunto con la isla de patogenicidad cag (cag-PAl) (Kalali et al., 2014).
Yamaoka et al, descubrieron que estaba relacionada con los niveles de secrecion
de IL-8 en la mucosa gastrica, que esta proteina estaba presente en 97.5% de los
pacientes con gastritis o Ulcera duodenal cuando se comparaba con los pacientes

con gastritis crénica (70%) (Roesler, Rabelo-Goncalves, & Zeitune, 2014).

Uno de los factores de virulencia mayormente estudiados es la proteina VacA, la
cual, es uno de los principales factores de virulencia secretados por H. pylori y su
nombre de citotoxina vacuolizante proviene de su capacidad de internalizarse en

las células epiteliales gastricas y formar vacuolas.

El gen que codifica a vacA esta presente en todas las cepas de H. pylori y este
muestra una diversidad alélica en tres regiones principales (figura 2), la regién
sefal (s), la intermedia (i) y la regiébn media (m), es por esto que la actividad de la
citotoxina varia entre cada cepa, puede haber diferentes combinaciones de dos
alelos de cada region (s1, s2, i1, i2, m1, m2), lo que resulta en diferentes toxinas
con diferentes capacidades para inducir la vacuolas en células epiteliales (Blaser
& Atherton, 2004; Roesler et al., 2014).
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VacA se expresa como una protoxina de alrededor de 140 kDa, que es sometida a
un proceso proteolitico durante la secrecion a través de un sistema de secrecion
tipo V, la forma madura de VacA es secretada como un monémero de 88 kDa, el
cual estd compuesto por dos dominios, un fragmento N-terminal de 33 kDa y un
fragmento de 55 kDa, llamados p33 y p55, respectivamente; los cuales
permanecen unidos de forma no covalente, que pueden representar dos
subunidades distintas de VacA y que pueden presentar dos actividades distintas
de la toxina (Boquet & Ricci, 2012; Kim & Blanke, 2012).

Figura 2. Estructura de VacA. (A) estructura esquematica de VacA, en colores se representa cada
uno de los dominios. (B) Representacién de los principales alelos situados en cada una de las
regiones de VacA que le confieren su capacidad polimérfica. (C) Estructura propuesta del
ensamble oligomérico de VacA, basado en la estructura cristalizada de la porcién p55 e imagenes

de microscopia electrénica de los oligémeros de VacA (Kim & Blanke, 2012).

Estudios epidemiolégicos han proporcionado evidencia de una mayor asociacion
de la enfermedad en personas infectadas con cepas de H. pylori con el alelo s1 de
VacA, el cual presenta una mayor actividad intracelular en ensayos in vitro en

comparacion con las cepas que presentan el alelo s2, ademas el alelo sl esta
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relacionado con un mayor riesgo de padecer Ulcera gastrica y cancer gastrico (Kim
& Blanke, 2012; Roesler et al., 2014).

Por otra parte, las cepas que contienen el alelo m1 estan asociadas a una mayor
formacion de vacuolas y con respecto a la enfermedad, estan relacionadas al
desarrollo de lesiones como gastritis atréfica y metaplasia intestinal hasta llegar a
cancer gastrico, en comparacion con las cepas con el alelo m2 (Kim & Blanke,
2012).

Las cepas VacA s1/ml son capaces de generar vacuolas en las células epiteliales
gastricas ademas aumentar el riesgo de padecer Ulcera péptica y cancer gastrico,
mientras que las cepas VacA s2/m2 no son capaces de hacerlo, con respecto a la
region i, las cepas s1/m2 tienen un alelo i1, tienen la capacidad de generar
vacuolas, mientras que las cepas s1/m2 con un alelo i2 no tienen esta capacidad
(Roesler et al., 2014).

Isla de patogenicidad cag (cag-PAl)

La mayoria de las cepas de H. pylori poseen la isla de patogenicidad cag, un
fragmento gendmico de aproximadamente 37-40 kb (figura 3), que contiene
alrededor de 29-30 genes, estos codifican para diferentes componentes como el
sistema de secrecion tipo IV (SSTIV), entre otros(Montecucco & Rappuoli, 2001;
Suerbaum & Josenhans, 2007; Suerbaum & Michetti, 2002). Uno de los genes que
se encuentra en el extremo 5’es el gen asociado a la citotoxina (cagA) es un gen
polimorfico que presenta diferentes nUmeros de secuencias repetidas en su region
3’, cada una de estas regiones contiene motivos de Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA),
existen cuatro diferentes motivos EPIYA-A, -B, -C y -D (Roesler et al., 2014), los
cuales se diferencian por el nimero de repeticiones de estos aminoacidos, su

posicién y por la secuencias que estan flanqueados.
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Las cepas de H. pylori con un mayor nimero de motivos EPIYA-C son capaces de
inducir niveles mas altos de fosforilacion en CagA y con esto cambios mas
significativos en el reordenamiento del citoesqueleto, procesos que estan
asociados a un mayor riesgo a desarrollar gastritis atrofica y cancer gastrico
(Maeda & Mentis, 2007).

Figura 3. Estructura de la cag-PAl. Fragmento cromosémico de 40 kb, que codifica para
aproximadamente 30 genes involucrados en el ensamble de SST4 y CagA. Los genes marcados
en rojo presentan similitudes con el SST4 de Agrobacterium tumefaciens, los genes marcados en
verde y rojo obscuro estan relacionados con la induccién de secrecién de IL-8 por células
epiteliales gastricas. Los genes marcados con un punto rojo no son requeridos para la
translocacion de CagA, mientras que los que no estan marcados son esenciales para este proceso
(Suerbaum & Josenhans, 2007).

La proteina CagA es translocada a las células epiteliales a través del SSTIV, una
vez dentro, CagA puede interactuar con diversas cinasas y al ser fosforilada puede
desencadenar diferentes vias de sefalizacion. La fosforilacion de CagA en los
motivos EPIYA-D y -C por la cinasa SHP-2 activa la via de sefalizacion de las
MAPK/ERK, aumentando la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-6 e
IL-8 en las células epiteliales gastricas (Suzuki et al., 2015), por otra parte, Si
CagA es fosforilada en un motivo EPIYA-A activa a la cinasa CsK que a su vez

12



Evaluacion de la respuesta inmune en un modelo murino de infeccion con Helicobacter pylori

fosforila a Src, la cual es una cinasa implicada en la inhibicién del crecimiento
division y diferenciacion celular, en contraste si CagA es fosforilado en un motivo
EPIYA-B esta puede interactuar con la cinasa PI3K la cual puede activar la via
Akt, la cual esta implicada en la proliferacion celular o bien interactuar con la
cinasa de adhesion focal (FAK, por su siglas en ingles), molécula implicada en el
desarrollo del fenotipo “colibri” en células epiteliales gastricas (Alzahrani et al.,
2014; Dunne et al., 2014).

Fisiopatologia de la infeccion

La infeccion por H. pylori se presenta inicialmente en la parte antral y con el paso
del tiempo puede diseminarse al cuerpo del estdbmago, en pacientes con
tratamiento antiacido la colonizacion predomina en el cuerpo gastrico, el curso
clinico de la infeccion es muy variable (figura 4), y depende de muchos factores
propios de la bacteria y del hospedero, la manera en la que se distribuye la
gastritis puede influenciar el resultado de las diversas patologias causadas por H.
pylori, como son Ulcera péptica y gastrica, atrofia gastrica, linfoma tipo MALT o

cancer gastrico (Suerbaum & Michetti, 2002).
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Figura 4. Historia natural de la infecciébn por H. pylori. La infeccion por H. pylori puede
desencadenar diferentes patologias dependiendo de las alteraciones en la mucosa y secrecion de

acido conforme avanza el tiempo (Suerbaum & Michetti, 2002).

Con el paso del tiempo la infeccion crénica del estbmago puede generar una
gastritis atréfica, la cual dependiendo de la regién del estbmago en la que se
localiza puede desarrollar diferentes patologias. Si existe una gastritis que
predomina en la region antral del estbmago, es mas probable que se pueda
desarrollar tlceras duodenales, en este caso los pacientes tienen un menor riesgo
de padecer cancer gastrico, por el contrario, si existe una gastritis multifocal
predominante en la region del cuerpo del estdbmago, esta puede desarrollar una
Ulcera gastrica o bien una gastritis cronica atréfica, en este caso los pacientes
tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico, por otra parte, si se
presenta una gastritis no atréfica localizada en multiples regiones del estomago,
existe una mayor probabilidad de que la infeccion ocurra de manera asintomatica
0 bien que se desarrolle en menor medida un linfoma tipo MALT (Correa &
Piazuelo, 2008; Suerbaum & Michetti, 2002).

El cancer gastrico se desarrolla aproximadamente entre 1-3% de los pacientes
infectados, el cancer gastrico desarrollado por pacientes infectados con H. pylori
representa el 63.4% de los casos de cancer de estbmago a nivel mundial, ademas
la infeccién con H. pylori esta asociado al desarrollo de linfoma tipo MALT, ya que
la erradicacién de la infeccion se traduce en la remision completa del 60-80% de

los pacientes con linfoma (Hagymasi & Tulassay, 2014).

Métodos de diagndstico

El diagnostico de la infeccion por H. pylori es una parte muy importante en el
control de las enfermedades gastroduodenales, existen diferentes pruebas de
diagnéstico invasivas y no invasivas que estan disponibles para la deteccién de

este microrganismo, cada una de estas tiene su utilidad y limitacion. Aunque
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ninguna puede ser considerada como un estandar de oro, varias técnicas se
desarrollaron para dar resultados confiables (Y. K. Wang et al.,, 2015). La
obtencion de tejido gastrico o biopsia mediante una endoscopia, sigue siendo la
forma de diagnéstico invasivo estandar para la identificacién de H. pylori, ademas
es posible establecer el dafio histopatolégico causado por la infeccion, el grado de
inflamacion o la presencia de Ulcera péptica, linfoma MALT, metaplasia intestinal,

displasia o neoplasia (Ferreira & Moss, 2014; Y. K. Wang et al., 2015).

La mayoria de las caracteristicas de la mucosa gastrica y sus anormalidades no
son lo suficientemente especificas para el diagnostico de la infeccion por H. pylori,
lo cual limita el diagndstico preciso. Existen métodos basados en la endoscopia
convencional que utilizan colorantes, la cromoendoscopia con rojo de fenol
también se ha evaluado como método de diagndstico para la infeccion de H. pylori
basada en la actividad de la ureasa de H. pylori. Sin embargo, esta prueba cuenta
con una sensibilidad y especificidad baja (Cho et al., 2008), por otra parte existen
métodos endoscOpicos novedosos que permiten visualizar estructuras
microscépicas y morfologia celular (Cho et al., 2008; Mentis, Lehours, & Megraud,
2015), esta endoscopia de aumento permite observar la macroestructura de la
mucosa gastrica y patrones endoscépicos de alta resolucion que permiten
relacionar el cambio histopatologico con la infeccion con H. pylori (Mentis et al.,
2015; Y. K. Wang et al., 2015).

Otro método considerado invasivo es la histologia, la cual consiste en una toma de
muestra de tejido para la busqueda de H. pylori en la mucosa gastrica, este
método es uno de los mas utilizados y algunos autores lo proponen como el
estandar de oro para el diagnéstico de la infeccién por este microorganismo, sin
embargo, existen diferentes factores que pueden afectar la precision de este
método, como puede ser la localizacion, tamafio y nimero de biopsias tomadas, el
consumo de inhibidores de la bomba de protones (IBP), asi como, el consumo de

antibioticos previo a la toma de muestra (Y. K. Wang et al., 2015).
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La parte importante de la histologia es la tincion del tejido gastrico para evidenciar
la presencia de H. pylori, existen diversas tinciones para este fin tales como
hematoxilina-eosina (H&E), Giemsa, Warthin-Starry o tincion con plata,
inmunohistoquimica (IHQ), entre otras (Hartman & Owens, 2012; Mentis et al.,
2015; Y. K. Wang et al., 2015), si bien la tincion de H&E es la primera eleccion en
la clinica para evaluar el dafio en la mucosa gastrica, esta no es la ideal para la
deteccion del microrganismo, las tinciones como Giemsa y Warthin-Starry pueden
ayudar a visualizar los bacilos en la mucosa gastrica pero estas no son tan
especificas ya que se pueden observar microrganismos con la misma morfologia y
gue no son necesariamente H. pylori, por lo tanto para la deteccion precisa de H.
pylori se utiliza la IHQ, ya que esta tiene casi un 100% de especificidad (Hartman
& Owens, 2012). Existen tinciones nuevas como lo es la Hibridacién fluorescente
in situ acoplada a acidos nucleicos peptidicos (PNA-FISH), la cual tiene una
sensibilidad de 97% y una especificidad de 100%, otras de las ventajas de esta
técnica es que puede detectar formas cocoides y también se puede utilizar para la
deteccion de H. pylori en muestras ambientales, con la Unica desventaja de
necesitar un microscopio de fluorescencia y contar con la experiencia para poder

interpretar las imagenes obtenidas.

Otra de las pruebas consideradas como invasiva es la prueba rapida de la ureasa
o CLOtest (Campylobacter Like Organism, por sus siglas en ingles), la cual se
basa en la capacidad de la enzima ureasa secretada por H. pylori la cual
descompone la urea en dioxido de carbono y amoniaco, la biopsia gastrica tomada
por endoscopia se coloca en un medio semisdlido rico en urea y con un indicador
de pH como el rojo de fenol, si la muestra contiene H. pylori la ureasa
descompone la urea y el ibn amonio provoca un aumento en el pH del medio, el
cual se observa por un cambio de color de amarillo a rojo o violeta (Megraud &
Lehours, 2007). Existen diversas pruebas comerciales de ureasa rapida, las
cuales tienen una especificidad por encima del 95%, y una sensibilidad entre un
85 a 95%, esta puede variar dependiendo de la carga bacteriana en la muestra, ya

que se requiere 1x10° bacterias para que la prueba sea exitosa, ademas la toma
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de IBP’s y antibioticos previos a la toma de muestra pueden afectar el resultado
de la prueba (Megraud & Lehours, 2007; Y. K. Wang et al., 2015).

El cultivo microbiolégico de H. pylori a partir de muestras de biopsia gastrica es un
método comunmente empleado para el diagndstico de la infeccion, que en general
tiene casi un 100% de especificidad, pero la sensibilidad varia entre un 85-95%.
Ya que H. pylori es un microorganismo con requerimientos muy especificos para
su crecimiento in vitro, se requiere un medio de transporte, medio de cultivo y
condiciones ambientales especiales. Los medios de transporte para las muestras
de biopsias gastricas pueden ser: Portagerm pylori 0 medio de transporte Stuart,
para un maximo de 24 horas a 4°C, mientras que los medios de cultivo para el
aislamiento pueden ser agar Skirrow, agar sangre Columbia, agar Brucella, agar
infusidn cerebro-corazén (BHI), agar soya tripticasa, entre otros, suplementados
con suero de caballo o de oveja, y las condiciones ambientales son
microaerofilicas que varian entre 80-90% de N, 5%-10% de CO,, 5% de O, a 35-
37°C, durante al menos 5-7 dias (Cover, 2012).

Los dos métodos de diagndstico no invasivos utilizados en la clinica, es la
serologia y la prueba de urea en aliento; los métodos seroldgicos permiten evaluar
el nivel de anticuerpos contra H. pylori presentes en sangre, orina y saliva,
ademas se han empleado métodos de deteccion de antigenos de H. pylori en
heces cuya correlacion es excelente con respecto al hallazgo de la bacteria en una

biopsia (Parsonnet et al., 1999).

La deteccidbn de antigenos contra H. pylori en muestras serolégicas, utiliza
diferentes proteinas antigénicas de la bacteria (CagA, VacA, Ureasa y diversas
OMP’s) para detectar los anticuerpos generados a través de pruebas como
ELISA, estas pruebas son utilizadas cominmente en estudios epidemiolégicos ya
que son faciles de realizar y cuentan con una especificidad y sensibilidad de

aproximadamente 95%.
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Otro método no invasivo que se utiliza para el diagndstico de infeccion por H.
pylori es la prueba de antigenos del microorganismo en materia fecal, la cual se ha
reportado que tiene una sensibilidad y especificidad de entre 92-94% y 94-97%,
respectivamente (Mentis et al., 2015; Y. K. Wang et al., 2015).

Por ultimo, un método que se deriva de una prueba invasiva para la obtencion de
una biopsia gastrica y la identificacion de H. pylori, es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), la cual se basa en la amplificacion de un segmento de DNA
especifico de la especie, la secuencia utilizada mas comunmente es el gen 16S
rRNA, esta prueba cuenta con una sensibilidad y especificidad mayor a 95%, sin
embargo, técnicas moleculares mas recientes como la PCR en tiempo real (PCR-
RT) cuentan con una mayor sensibilidad y son capaces de detectar cantidades
menores de bacterias (Megraud & Lehours, 2007; Mentis et al., 2015).

Tratamiento

El desarrollo de terapias eficaces para tratar la infeccion de H. pylori ha
progresado poco a poco con el tiempo, los primeros estudios terapéuticos ya se
realizaban en 1984, algunos de estos estudios se realizaron utilizando terapias
con amoxicilina, dicitratobismuto tripotasico y metronidazol, sin embargo,
resultaron en solo una mejora transitoria en la gastritis y la erradicacién del

microorganismo era dudosa (Malfertheiner, Link, & Selgrad, 2014).

El tratamiento dual con silicato de bismuto y antibiéticos también fracasé, lo cual
llevé al desarrollo de nuevas opciones terapéuticas que consisten en una terapia
triple con una sal de bismuto, metronidazol y tetraciclina, la cual se convirtidé en

una terapia exitosa para la erradicacion de H. pylori (Ferreira & Moss, 2014).

Con la introduccién de los IBP en 1989, se abrié un nuevo campo terapéutico para
la erradicacion de H. pylori, la combinacién de estos IBP con amoxicilina fue la

primera estrategia farmacoldgica que demostro ser eficaz para la erradicacion de
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H. pylori, consiguiendo tasas de erradicacion de hasta un 80% (Malfertheiner et
al., 2014).

Una terapia triple que utiliza subcitrato de bismuto, amoxicilina y nifuratel ha
demostrado una taza de eficacia de un 86%, sin embargo existen terapias
cuadruples que han obtenido un porcentaje superior de eficacia, por ejemplo, una
terapia por un periodo de tiempo de 14 dias que utiliza dicitrato de bismuto,
esomeprazol (IBP), amoxicilina y levofloxacino obtuvo una taza de éxito de 90%,
mientras que una terapia de 10 dias que utiliza dicitrato de bismuto, esomeprazol,
levofloxacino y tetraciclina mostro una taza de éxito de 95.5%, lo cual indica que
este tipo de terapias cuadruples son las que tienen mejor oportunidad de erradicar
la infeccidn con H. pylori (Safavi, Sabourian, & Foroumadi, 2016).

Respuestainmune en humanos

La colonizacion del estbmago por H. pylori genera una respuesta inflamatoria y el
reclutamiento de diferentes células como neutréfilos, linfocitos, macréfagos vy
células dendriticas en la mucosa gastrica. Los mecanismos moleculares por los
cuales H. pylori provoca y mantiene la respuesta inmune local son complejos, pero
hay pruebas de que las citocinas producidas por ambas respuestas innata y
adaptativa, pueden conducir al desarrollo de Ulcera péptica, adenocarcinoma
gastrico y linfoma tipo MALT (Figueiredo, Marques, Costa Rdos, da Silva, &
Alcantara-Neves, 2014).

El reconocimiento de H. pylori por el hospedero, se lleva a cabo por medio de
receptores tipo Toll (TLR’s, por sus siglas en inglés) que se expresan en células
del sistema inmune innato, como son: las células presentadoras de antigeno y
monocitos, entre otras; las cuales son capaces de secretar citocinas
proinflamatorias y quimiocinas aumentando el grado de inflamacion en la mucosa

gastrica.
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La respuesta del hospedero también es estimulada por el contacto de H. pylori con
células del epitelio gastrico, las cuales son afectadas por los diversos factores de
virulencia de la bacteria, que pueden causar muerte celular o disrupcion de las
uniones estrechas, generando con esto, la produccion de citocinas vy
proinflamatorias y quimiocinas como: IL-183, IL-6, TNFa, IL-8 y MCP-1, las cuales

van a iniciar la respuesta inmune (Alzahrani et al., 2014).

Las células dendriticas que han estado en contacto con antigenos de H. pylori
secretan citocinas como IL-12 e IL-23 las cuales tienen la capacidad de inducir la
polarizacion de la respuesta de un linfocito CD4" cooperador a un fenotipo Thl o
Th17. Sin embargo, algunos antigenos de H. pylori se ha demostrado que pueden
inhibir la secrecién de IL-12 e inducir un fenotipo tolerogénico en células
dendriticas in vitro, lo cual puede favorecer la induccion de células Treg durante la
infeccion con H. pylori. Por lo tanto, el equilibrio en la polarizacion de las células
Thl, Thl7 y Treg en mucosa gastrica es capaz de promover cronicidad de la
infeccidén y este equilibrio esta relacionado con el tipo de patologia que se puede
presentar en la infeccién con H. pylori (Raghavan & Quiding-Jarbrink, 2012).

Sin embargo, el tipo de respuesta inmune no es el Unico factor que puede afectar
el resultado de la infeccion, se ha demostrado que algunos polimorfismos pueden
intervenir en el desarrollo de distintas enfermedades gastricas, por ejemplo,
algunos polimorfismos en el gen IL-18 y del receptor IL-1RN promueven el
aumento en la secrecion de IL-18 y de la inflamacion de la mucosa, ademas de
aumentar el riesgo de presentar atrofia gastrica, metaplasia intestinal vy
adenocarcinoma géstrico. Existen diversos genes que presentan polimorfismos
que estan asociados a un mayor riesgo de presentar diversas patologias, como lo
son el gen TNFa que estéa relacionado con un mayor riesgo de cancer gastrico y el
IL-10 que esta implicado en un mayor grado de colonizacion de la mucosa gastrica
(Atherton, 2006).
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Respuesta Inmune en modelo murino

En los modelos de infeccion murino se ha observado que la respuesta celular es
una parte importante que va a determinar el grado de inflamacién y la patologia
que se presenta, se ha observado que dependiendo del tipo de respuesta y las
citocinas que predominan varia el efecto inflamatorio y el grado de colonizacion de
la mucosa gastrica, por ejemplo, una respuesta de tipo Thl que esta caracterizada
por la secrecion de IFNy, IL-2, entre otras citocinas proinflamatorias, favorece un
aumento en la gravedad de la gastritis acompafiado de una baja densidad
bacteriana, mientras que las respuestas de tipo Th2 y Treg presentan un grado de
gastritis menor acompafnado de una alta densidad bacteriana (Robinson, Argent, &
Atherton, 2007).
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JUSTIFICACION

+ Debido a las diversas patologias asociadas a la infeccion por H. pylori y lo
complicado que resulta el estudio de estas, es necesario establecer un
modelo murino de infeccion, con el cual se puedan realizar estudios mas
detallados de las enfermedades causadas por ésta bacteria, ademas es
importante conocer la correlacidbn que existe entre el tipo de respuesta
inmune que desencadena una cepa de H. pylori, aislada de un paciente con

gastritis cronica y el tipo de lesion histopatologica que se presenta.

22



Evaluacion de la respuesta inmune en un modelo murino de infeccion con Helicobacter pylori

HIPOTESIS

Ho. La infeccidn con la cepa de H. pylori aislada de un paciente con gastritis
cronica, inducira en el modelo murino de infeccidn una respuesta de tipo Thi,
entonces, se observara en mucosa gastrica un infiltrado de células

mononucleares y el subsecuente desarrollo de gastritis.
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OBJETIVO GENERAL
+ Determinar si existe una correlacion entre el tipo de respuesta inmune que

se produce tras la infeccion de la cepa de H. pylori y el tipo de lesion que se

produce utilizando un modelo murino de infeccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
+ Determinar el perfil de citocinas y el tipo de células presentes en la mucosa
gastrica tras la infeccion con H. pylori en el modelo de infeccibn murino por

citometria de flujo.

% Determinar la presencia de H. pylori en mucosa gastrica por

inmunohistoquimica y la identificacion de DNA bacteriano.

% Determinar el dafio histolégico en la mucosa gastrica a través de la

clasificacion Sidney.
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METODOLOGIA

Cultivo de H. pylori

La cepa Hp7C, aislada de un paciente con gastritis cronica y almacenada a -70°C,
fue cultivada en agar Casman suplementado con 10% de suero de caballo, se
incubd en condiciones de microaerofilia (5% 02, 10% CO2) a 37°C, durante 2 dias

(Montecucco & Rappuoli, 2001).

Caracteristicas de los ratones

Para la evaluacién de la respuesta inmune se usaron 48 ratones BALB/c, libres de
patdgenos especificos (SPF, Specific-pathogen-free), machos de 6 a 8 semanas
de edad (obtenidos de bioterio general de la FES lztacala), distribuidos como se

observa en la tabla 1.

Tabla 1. Distribucion de los grupos de ratdn para los ensayos de infeccién con la cepa H. pylori 7C.

Grupo de Estudio Tiempo (dias) No. de ratones problema No. de ratones grupo control

1 14 8 4
2 30 8 4
3 180 8 4
4 270 8 4

Preparacion de in6culo bacteriano para los ensayos de infeccion

A partir del cultivo de H. pylori en placas de agar Casman, se tomé con un asa
microbiolégica desechable una cantidad de biomasa y se realiza una suspension
bacteriana en 8 mL de caldo de cultivo BHI, ajustar el in6culo con el tubo 4 del
nefelémetro de Mc Farland (1.2X10° UFC/mL), se tom6 1 mL de la suspension
para medir la absorbancia en el espectrofotdmetro a una A 600 nm (Biomate 5 UV-

Visible, Thermo Electron Corporation), se ajusto el inéculo a una densidad Optica
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(D.O.) de 0.7. Si la suspension se encontraba por debajo del valor establecido se
agrego un poco mas de inoculo bacteriano y si estaba por arriba del parametro se

diluy6 con caldo BHI, esto hasta ajustar aproximadamente a 0.7.

Determinacion de la Viabilidad de H. pylori mediante la cuantificacion de ATP

Previo a realizar la infeccion de los ratones, se realizd la determinacion de la
viabilidad del inéculo bacteriano, mediante el uso del kit ATP Kit SL (Bio Thema
Luminescent Assays). La cuantificacion del nUmero de bacterias se realizé a partir

de una curva patron incluida en el kit (ver anexo ).

Determinacion de viabilidad bacteriana por conteo de unidades formadoras
de colonias (UFC’s)

Para la determinacion de UFC'’s, se tom0 una alicuota de 1 mL de la suspension
bacteriana ajustada previamente, esta se colocd en un tubo con 9 ml de caldo BHI
(dilucién 1:10), de esta se realizaron otras 6 diluciones seriadas 1:10. De los tubos
6y 7, se tomaron 100 pL de la dilucién y se sembraron en placas de agar Casman
suplementado con 10% de suero de caballo. Se incubaron en microaerofilia (5%
02, 10% CO2) a 37°C, durante 96 horas. Posteriormente, se realizd el conteo de

colonias y se realiz6 el calculo de las UFC’s, considerando el factor de dilucion.
Inoculacion de ratones con la cepa de H. pylori

De la suspension bacteriana en caldo BHI de H. pylori que se ajusto
anteriormente, se inoculan a los ratones por via orogastrica con aproximadamente

0.2 mL de la suspension, los ratones tuvieron un dia de ayuno y la inoculacion se

repitid dos veces en un intervalo de tres dias.
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Sacrificio y extraccion de estdmago

Se prepar6 el material para la extraccion del estbmago, extraccion de DNA, cultivo
bacteriano y citometria de flujo. El sacrificio de los ratones se realiz6 con 200
mg/Kg de Pentobarbital Sodico por via intraperitoneal (Kusters et al.), como se
indica en la NOM-062-ZO0-1999, que establece las especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Se esperé que el
ratdn ya no respirara, se ingreso a la cavidad abdominal, se realizé un corte en la
zona del esfinter pilorico, se separ0 el pancreas y se corté el ligamento bazo-
esplenico para finalizar con el corte en la zona del esfinter esofagico y la

extraccion del estbmago.

Procesamiento del estémago

Se coloco el estbmago en un recipiente con solucion salina fisiolégica estéril (SSF)
y se realizd un corte en la parte superior del estbmago para eliminar la porcion
escamosa (fondo gastrico), se realizdé un corte en la parte inferior del estbmago
para eliminar la parte del piloro y un fragmento del antro, una vez realizado esto,
se realiz6 un corte a lo largo de la curvatura menor del estbmago, para asi tener
completamente extendido el estbmago (Rogers, 2012). Se dividio el estbmago en
dos partes iguales, haciendo un corte longitudinal por la curvatura mayor, se tomo
una mitad y se dividi6 en dos partes iguales, una cuarta parte del estbmago se
asigno para la extraccion de DNA, otra cuarta parte esta destinada para el cultivo
bacteriano y la otra mitad para los ensayos de inmunohistoquimica o bien para el

procesamiento para citometria de flujo, segun el caso.

Aislamiento de H. pylori a partir de tejido gastrico

Para el cultivo bacteriano, se tomaron 50 yL de solucién salina fisiolégica (SSF)
estéril y se colocaron en un homogeneizador de vidrio junto con un cuarto del

estbmago y se disgrego el tejido mecanicamente, posteriormente se adicionaron
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450 uL de SSF estéril, se tomaron 50 pL del homogeneizado y se depositaron en
una placa de medio agar Casman suplementada con antibiéticos (anfotericina B, 2
mg; trimetoprim, 5 mg; vancomicina, 10 mg para un litro de medio), posteriormente
el inéculo se extiende circularmente en el medio. Colocaron las placas a 37°C en
condiciones microaerofilia durante 9 dias. La identificacion se realizO mediante
tincion de Gram modificada, determinacion de catalasa, oxidasa, e identificacion
por PCR punto final del gen 16S RNAr (Parsonnet et al., 1999).

Extraccion de DNA bacteriano

De la cuarta parte del estémago destinada a la extraccion de DNA, esta se
homogeniz6 en 500 yL de SSF estéril, la extraccion de DNA se realizd con el Kkit,
QIAamp DNA mini kit (QUIAGEN), siguiendo las indicaciones del fabricante. Al
término de la extraccion el DNA se conservaron a -20°C. La cuantificacion de DNA
se realiz6 mediante el equipo NanoDropl1000 (Thermo scientific), asi como la
determinacién de la relacion 260/280 y 230/260, las cuales fueron utilizadas para
asegurar que la muestra no contenga proteinas o bien contaminacién con ARN

respectivamente.

Identificacién de H. pylori mediante PCR semianidada del gen 16S RNAr
Para la identificacion de H. pylori, se utilizé un ensayo de PCR semianidada (Ho et
al., 1991).

Tabla 3. Master mix utilizado para la primera amplificacion
del gen 16S RNAr.

Reactivo concentracion 1 reacciéon/pL
H,O 9.8
Buffer 10X 25
MgCl, 50 nM 1.0
Hpl 10 pmol 0.5
Hp3 10 pmol 0.5
dntp’s 10 mM 0.5
Taqg DNA Pol. 1U/puL 0.2
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La mezcla anterior (15 pL) se coloco en tubos eppendorf de 0.2 pyL con 10 pL del
DNA extraido anteriormente y se realizd la amplificacion en el termociclador
(GeneAmp PCR System 9700, Applied BioSystem), utilizando las siguientes
condiciones de amplificacion: 95°C/5 min. para desnaturalizar por primera vez,
94°C/45 seg. para desnaturalizar, 60°C/45 seg. para alineamiento, 72°C/45 seqg.
para elongacion y 72°C/7 min para disminuir la temperatura gradualmente y
finalizar. Una vez terminada la reaccion se tomaron 10 pL del producto de PCR
(pPCR) anterior y se colocan en un tubo eppendorf de 0.2 pyL con los siguientes

reactivos.

Tabla 3. Master mix utilizado para la segunda amplificacion
del gen 16S RNAr.

Reactivo concentracion 1 reacciéon/pL
H,O 18.8
Buffer 10X 2.5
MgCl, 50 nM 1.0
Hpl 10 pmol 0.5
Hp2 10 pmol 0.5
dntp’s 10 mM 0.5
Taq DNA Pol. 1U/ L 0.2

Esta reaccion de PCR se llevo a cabo en las mismas condiciones que la primera.

Electroforesis en gel de agarosa

Una vez obtenido el segundo producto de PCR (ppPCR) se realizO una
electroforesis en un gel de agarosa al 2% (agarose MP, Roche Life Science) en
TBE al 0.5X. Se colocé el marcador de peso molecular (100 pb) en el primer pozo
seguido de las muestras y los controles positivo y negativo. Las condiciones de
corrida fueron 100 V/cm de gel durante 90 min. El gel fue tefiido con bromuro de
etidio (BrEt 0.5 mg/ml) y visualizado en un transiluminador (High Performance UV
Transilluminator, UVP).
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Evaluacion del perfil inmunologico por Citometria de flujo

A partir de la mitad de estbmago, se colocaron dos trozos de organza en una caja
petri estéril y en medio de estas el tejido gastrico, se agregaron 3 mL de medio
RPMI adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB), con un émbolo de jeringa
se disgregd suavemente el tejido hasta obtener una suspension celular, se
recolectd la suspension en tubos eppendorf de 2 mL, se agregé 1 mL de medio
RPMI para recuperar el mayor numero de células posible, una vez efectuado esto,
se realizaron dos lavados con medio RPMI, centrifugando a 1,600 rpm/5 min, se
resuspendio el botén celular en 1 mL de medio RPMI, de esta suspension celular
se tomaron 90 uL y se mezclaron con 10 pyL de azul de tripan para realizar el
conteo y la viabilidad celular en la camara de neubauer, a partir del nimero de
células viables obtenidas se realiza una suspension celular (~10° células viables)
en 50 pL de buffer de tincion (PBS 1X, FCS 1%, pH 7.4-7.6, filtrado), con la
cantidad apropiada (0.5 pL de cada uno) de Ab-fluorocromo (CD3" y CD4%), y se
incubaron 30 minutos a temperatura ambiente en obscuridad. Posteriormente, se
lavaron las células con 1 mL del buffer de tincion y centrifugo a 1,500 rpm, por 10
minutos y se continuo con el protocolo de tincion intracelular. Se resuspendio el
boton celular en 1 mL de Fix/Perm (BD Biosciences), recién preparado. Se
incubaron las muestras por 50 minutos protegidos de la luz, se agregaron 0.5 mL
de Perm/Wash Buffer (BD Biosciences), directamente a las células fijadas y
permeabilizadas. Se Resuspendieron suavemente hasta desagregar las células.
Se centrifugaron las células a 1,500 rpm, a 4°C, por 10 minutos. Se elimino el
sobrenadante. En 50 uL de Perm/Wash Buffer (BD Biosciences) agregar los
anticuerpos para citocinas intracelulares (IFN e IL-6, IL-10 e IL-4, TGF-3 e IL-17,
TGF-B e IL-10). Se agitaron suavemente los tubos y se incubaron a temperatura
ambiente por 50 minutos protegidos de la luz, las células se resuspendieron
suavemente antes de lavar. Se lavaron las células con 0.5 mL de Perm/Wash y se
centrifugaron las células a 1,500 rpm, durante 10 minutos. Se elimin6é el Wash
Buffer. Finalmente, se resuspendio el boton celular en 300 pL de buffer de tincion.

Se analizaron las células lo mas pronto posible, o almacenaron a 4°C protegido de
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la luz. Las muestras se corrieron en el citometro de flujo Atunne (Applied
Biosystems) y los resultados de citometria fueron analizados con el programa

Attune® Cytometric Software version 1.2.5.

Procesamiento y evaluacion de las biopsias gastricas de raton para

histopatologia

El tejido gastrico fue colocado en una solucion amortiguada con formol al 4%,
posteriormente, se realizé una deshidratacion del tejido mediante inmersiones en
etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% y xilol, después de esto se coloco el tejido
en un bafio de parafina liquida por 5 min y se realizaron los bloques de cada
tejido. Los cortes de tejido se realizaron de 3 micras con ayuda de un micrétomo
(RM2125, Leica Biosystems). Los cortes realizados de cada una de las muestras
de tejido fueron tefiidos con Hematoxilina-eosina, para eso se desparafinaron las
muestras colocandolas por 30 min a 45°C, una vez eliminando el exceso de
parafina se rehidraté el tejido pasandolo por una serie de soluciones como xilol,
xilol-etanol, etanol al 100%, 95%, 70% todas durante 1 min. y por ultimo en agua,
después de hidratar el tejido se colocoé en hematoxilina durante 10 min., después
de haber transcurrido este tiempo se realizan lavados con agua, alcohol acido y
agua (1 min. en cada solucion), para eliminar el exceso de colorante, después se
coloco en una solucion de eosina durante 5 min., al terminar las laminillas se
deshidrataron pasandolas por soluciones de alcohol 70, 95 y 100% por duplicado
durante 1 min., finalmente las laminillas se colocaron en una solucion de xilol
durante 1 min. y se montaron con resina liquida (Merck). Las laminillas se
escanearon en el equipo Aperio CS2 (Leica Biosystems), las imagenes fueron

analizadas con el software Aperio ImageScope v12.3.0.5056 (Leica Biosystems).

Técnica de inmunohistoquimica

Para iniciar con la técnica, se desparafino el tejido colocando las laminillas en una

canastilla e incubandolas en un horno a 60°C, durante 30 min. Una vez concluido
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el tiempo, el tejido se rehidratd, colocandolo en los siguientes bafios, xilol, xilol,
etanol-xilol, estos durante 8 min., después, se colocaron en soluciones etanol de
concentraciones descendentes, 100%, 100%, 90%, 70% y agua destilada, cada
uno durante 5 min. Una vez rehidratado el tejido, se realizd la recuperacion
antigénica, colocando las laminillas en un vaso coplin con una solucion de citrato
de sodio (0.01M, pH 6) a 90°C, durante 30 min., una vez concluido el tiempo, las
laminillas se lavan 3 veces con PBS 1x durante 5 min., ya que existe una
peroxidasa enddgena en los tejidos que interfiere con la técnica, esta es eliminada
colocando las muestras en una solucion de peroxido de hidrégeno al 3% durante
15 min., una vez concluido, se lavaron con agua destilada y después con PBS 1X,
cada uno de los lavados durante 5 min. Se montaron las laminillas en el sistema
coverplate y se agregaron 100 uL del anticuerpo primario a una concentracion
1:100 (Polyclonal rabbit Anti-Helicobacter pylori, Dako), se incub6é a temperatura
ambiente durante 45 min., una vez concluido el tiempo de incubacion se lavaron
las laminillas con PBS 1X, durante 5 min y se agregé 100 pL del sistema de
deteccion por polimeros Match 2 (Goat anti-mouse-HRP secondary Antibody,
BioCare Medical), y se incub6 durante 45 min. a temperatura ambiente, una vez
concluido el tiempo, se lavaron las laminillas con PBS 1X durante 5 min, para
revelar las muestras se prepar06 1 mL de cromédgeno, tomando 50 uL de
cromogeno DAB (imminodetector DAB Chromogen, Leica Biosystems) y 950 uL de
buffer (immunodetector DAB Buffer, Leica Biosystems), y se agregaron
aproximadamente 50 pL o lo necesario para cubrir por completo el tejido, la
reaccion se monitoreo al microscopio y se paré 5 min. después de agregar el
cromoégeno, las laminillas se lavaron con agua corriente y se contratifieron
colocandolas durante 5 segundos en hematoxilina, se lavaron con agua corriente
para eliminar el exceso de colorante, finalmente se deshidrataron los tejidos para
poder montar las laminillas, esto se realiz6 sumergiendo las lamillas en agua
destilada etanol al 70%, 90%, 100%, 100%, etanol-xilol, xilol y xilol cada una
durante 5 min, para montar las laminillas se coloc6 una gota de resina y un

cubreobjetos y se dejo secar a temperatura ambiente.
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Tincion de Warthin Starry

Los cortes de tejido se realizaron de 3 micras con ayuda de un microtomo
(RM2125, Leica Biosystems). Los cortes realizados de cada una de las muestras
de tejido fueron utlizados para la tincibn de Warthin Starry, para eso se
desparafinaron las muestras colocandolas por 30 min a 45°C, una vez eliminado el
exceso de parafina se rehidratd el tejido pasandolo por una serie de soluciones
como xilol, xilol-etanol, etanol al 100%, 95%, 70% todas durante 1 min. y por
altimo en agua, una vez hidratado el tejido se coloc6 en una solucion de nitrato de
plata al 1%, a 43°C por 30 min, minutos antes de concluir el tiempo de incubacion
se prepara la solucion reveladora (6 mL de nitrato de plata 2%, 15 mL de solucion
de gelatina al 5% y 8 mL de hidroquinona 0.15%), se colocaron las laminillas en la
solucion reveladora hasta obtenerse la coloracion café tabaco, una vez obtenida
esta coloracion, se lavaron inmediatamente con agua a 56°C y después con agua
destilada a temperatura ambiente, una vez lavada se deshidrata pasandolas por
soluciones de alcohol al 70, 95, 100%, xilol-etanol y xilol todas durante 1 min. y se

montaron con resina liquida (Merck).
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RESULTADOS

El proyecto constaba inicialmente de cuatro grupos de estudio con tiempos de
infeccién de 15 dias (Grupo 1), 30 dias (Grupo 2), 180 dias (Grupo 3) y 270 dias
(Grupo 4), cada grupo fue constituido con 8 ratones problema y 4 ratones control,
sin embargo, con el paso del tiempo se produjeron decesos en los sujetos de
estudio debido a canibalismo entre los ratones, en la tabla 4, se muestra el
namero de ratones por grupo y los ensayos que se le realizaron.

Tabla 4. Distribucion de los grupos al final del estudio.

Grupo de Tiempo No. de ratones No. de ratones grupo
Estudio (dias) problema control
1 14 8 4
2 30 8 3
3 180 7 4
4 270 7 3

Cultivo Bacteriano

El cultivo bacteriano se realiz6 con las biopsias tomadas de cada uno de los
sujetos de estudio, el cual se realiz6 en medio Casman con antibiéticos como se
describe en la metodologia, de estos cultivos no se lograron aislar colonias de H.
pylori debido al crecimiento de bacterias propias de la mucosa gastrica de los

animales.

Amplificacién del gen 16S RNAr de H. pylori

La amplificaciéon del gen 16S RNAr realizada por PCR punto final dio como
resultado un producto de 109 pb, como se muestra en la figura 9, los resultados de
la amplificacion de cada uno de los grupos se representan en la tabla 5. En la cual

se describe el nUmero de muestras de ratones control e infectados, cuantos de
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estos son positivos en cada grupo y de porcentaje de infeccion. Como se puede
observar los porcentajes de infeccion obtenidos se encuentran entre 40-60%, lo
cual es un resultado favorable ya que la cepa con la que se trabajé (7C) es una
cepa clinica que no tiene ningun tipo de adaptacion en modelos murinos, ademas

se observa que no existe amplificacion del 16S RNAr en los grupos control,

indicando que las precauciones tomada para evitar la infeccion de estos grupos

funcionaron.

Figura 9. Deteccién de H. pylori en los tejidos gastricos de los ratones. En los primeros carriles se

observan el marcador de peso molecular (MPM) y los controles, positivo (C+) y negativo (C-) de la

reaccion, mientras que en los carriles 1-4 se encuentran las muestras de animales no infectados,

en los carriles 5-12 se observan las muestras de los animales infectados con H. pylori,

correspondientes al grupo 1 con 14 dias de infeccion. Gel de agarosa al 2%, tefiido con BrEt.
Porcentaje de

_ S 2% . 50% . 57% L A2%
Tabirdescifaentificacion de H. pylori en mucosa gastrica por amplificacion del gen

16S RNAr.

Tiempo de . .
. » 14 dias (Gpo 1) 30dias (Gpo 2) 6 meses (Gpo3) 9 meses (Gpo 4)
infeccion
Controles 0-4 0-3 0-4 0-3
Problemas

5-8 4-8 4-7 3-7

Porcentaje de
62% 50% YA 42%
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Citometria de Flujo

Con respecto a la evaluaciébn de la respuesta inmunolégica por medio de
citometria de flujo se tomaron 4 ratones problema y 2 controles de cada uno de los
grupos, y se procesaron las muestras de acuerdo a lo ya descrito en metodologia,
los resultados de citometria fueron analizados con el programa Attune®
Cytometric Software version 1.2.5 (ver Anexo ll), y las graficas se realizaron
utilizando el programa GraphPad Prism, Version 5.0, el cual arrojo las graficas

presentadas a continuacion.

Grupo 1, 14 dias post-infeccion
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Figura 5. Evaluacion de la respuesta inmune 14 dias post-infeccion, comparando el grupo control
sin infeccion (cuadricula n=2) contra el grupo infectado (rayas, n=4), el porcentaje de células

positivas esta determinado a partir de la tincién intracelular de citocinas.

En el grupo 1 con 14 dias post infeccion se puede observar que ninguna de las
respuestas se encuentra aumentada, y que los resultados son similares entro los
grupos control y los infectados con H. pylori, esto nos indicaria que en los primeros

dias la inmunidad adaptativa aun no comienza.
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Grupo 2, 30 dias post-infeccion

- E Control
Infeccion con Hp7C

% células positivas

Tipo de respuesta

Figura 6. Evaluacion de la respuesta inmune 30 dias post-infeccion, comparando el grupo control
sin infeccién (cuadricula, n=2) contra el grupo infectado (rayas, n=4), el porcentaje de células

positivas esta determinado a partir de la tincién intracelular de citocinas.

En el grupo 2, con 30 dias post infeccion se puede observar como las respuestas
tienden a aumentar, en este caso la respuesta Thl se encuentra en mayor
proporcion con respecto a las otras respuestas, sin embargo, también se observa
una tendencia al aumento en esta respuesta en los animales del grupo control, de
igual manera las otras respuestas se encuentran en las mismas proporciones

comparadas con su grupo control.

Con respecto a los resultados obtenidos en el grupo 3 con 180 dias post infeccién
(figura 7) se puede observar una disminucién en la tendencia de la respuesta Thl
con respecto al grupo 2, sin embargo, los resultados del grupo con infeccion son
muy dispersos en esta respuesta (Thl) teniendo valores similares a los obtenidos

en el grupo control, por otra parte, se puede observar un aumento en la tendencia
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de la respuesta Th1l7 en comparacion con su grupo control, lo que nos podria

indicar que esta respuesta esta involucrada en infecciones cronicas con H. pylori.

Grupo 3, 180 dias post-infeccién
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Figura 7. Evaluacion de la respuesta inmune, comparando el grupo control sin infeccion

(cuadricula, n=2) contra el grupo infectado (rayas, n=4), el porcentaje de células positivas esta

determinado a partir de la tincién intracelular de citocinas.

Figura 8. Evaluacion de la respuesta inmune 270 dias post-infeccién, comparando el grupo control
sin infeccién (cuadricula, n=2) contra el grupo infectado (rayas, n=4), el porcentaje de células

positivas esta determinado a partir de la tincién intracelular de citocinas.
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En el grupo 4 con 270 dias post infeccion se puede observar aumento en la
tendencia de la respuesta Thl, pero de igual manera se observan resultados del
grupo control muy dispersos que son similares a algunos obtenidos en el grupo
con infeccidon, mientras que en la respuesta de tipo Thl7 se observa un
comportamiento similar al grupo 3, en el cual los datos de los controles e
infectados se encuentran mas homogéneos dando resultados mas confiables, en
estos ensayos de citometria de flujo no se realiz6 analisis estadistico debido a que
el nimero de eventos obtenidos no alcanza los diez mil, siendo este numero el
minimo de eventos requerido para considerar estadisticamente significativo el
resultado obtenido, si bien en los grupos 3 y 4 es donde se obtienen eventos

superiores a los diez mil los datos no serian comparables con los grupos 1y 2.

Evaluacion de dafio histologico

Con respecto a la evaluacion del dafio en la mucosa gastrica realizado con la
técnica de H&E, se encontré un infiltrado inflamatorio moderado en los animales
infectados con respecto a los controles, en la figura 10, se muestran las imagenes
representativas de muestras de grupos control e infectados; de lado izquierdo se
muestran los controles de los diferentes grupos (A:Gpol, C:Gpo2, E:Gpo3, G
Gpo4) y en la derecha se muestran los grupos con infeccion (B:Gpol, D:Gpo2,
F:Gpo3, H:Gpo4), en los cuales se observa un infiltrado inflamatorio leve y en
algunos casos este va acompafiado de erosion de la mucosa gastrica. Con flechas
verdes se sefialan los focos de infiltrado inflamatorio en la lamina propia de la
mucosa gastrica (Fig. 10, B, F, H) y una zona de erosion de la mucosa gastrica
(fig. 10 D).

En la mucosa gastrica se puede observar un aumento en el infiltrado inflamatorio
en los ratones infectados con respecto al grupo control, sin embargo, este
infiltrado va de leve a moderado, lo cual podria correlacionar con los resultados

obtenidos en citometria de flujo ya que una respuesta de tipo Thl7, si bien es
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proinflamatoria, esta no genera el mismo grado de inflamacion que una respuesta
Thi.

40



Evaluacion de la respuesta inmune en un modelo murino de infeccion con Helicobacter pylori

41



Evaluacion de la respuesta inmune en un modelo murino de infeccion con Helicobacter pylori

Figura 10. Técnica de H&E de tejido gastrico de ratdn sano (izquierda) e infectados (derecha). A. control. B, F
y H se muestran zonas de infiltrado inflamatorio, mientras que en la regién sefialada de la figura D, se
muestra una zona de erosion de la mucosa gastrica.

Tincion de Warthin Starry

La tincion de wartin starry o tincion de plata se usa como apoyo en el diagndstico e
identificacion presuntiva de H. pylori en humanos, sin embargo, esta tincion no es
especifica ya que puede reconocer otras morfologias bacterianas similares, en los
cortes obtenidos de los animales de experimentacion se puede observar una gran
cantidad de bacterias con formas bacilares y con caracteristicas morfoldgicas
similares al de H. pylori, en la figura 11, podemos observar el control positivo que
corresponde a una biopsia gastrica de humano (figura 11A), asi como, el control
negativo (figura 11B), y en las imagenes restantes se tiene una imagen

representativa de cada uno de los grupos tratados.

Identificacién de H. pylori mediante inmunohistoquimica

Mediante la técnica de inmunohistoquimica no se observo la presencia de la
bacteria en el tejido gastrico de los ratones infectados, aun asi, no es un resultado
definitivo, ya que la identificacion por PCR punto final si fue positiva en un 50% de
los animales, esto puede deberse a la baja densidad bacteriana colonizante y al
hecho de que H. pylori coloniza la mucosa gastrica en parches irregulares,
ademas no se realizaron cortes sucesivos de todo el estbmago, debido al tamafio
del mismo, ya que esto implicaria un gran nimero de muestras por tejido, en la
figura 12 se muestra un control positivo para H. pylori, lo cual nos indica que el

procedimiento se realiz6 de manera correcta y que no se trata de falsos negativos.
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Figura 11. Tinciéon de Warthin Starry de tejido gdstrico de raton. A. se muestra el control positivo que
corresponde a una biopsia de tejido gastrico humano en la cual se pueden observar tefiidas de color negro
las bacterias en forma de bacilo que corresponden a H. pylori. B. se muestra el control negativo de un tejido
de ratdn sin infeccidn con H. pylori, en el cual se observan bacilos con las mismas caracteristicas de H. pylori.
C y D. se muestran una imagen representativa del grupo 1 y 2, respectivamente, en las cuales se logran
observar bacterias que tienen caracteristicas similares a H. pylori. E y F, de igual manera se muestran
imagenes de los grupos 3 y 4, respectivamente, en las cuales se observan bacterias con caracteristicas
morfoldgicas similares a H. pylori.
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Figura 12. Técnica de IHQ de tejido gastrico de ratdn. A. se muestra el control positivo que corresponde a
una biopsia de tejido gastrico humano en la cual se pueden observar tefiidas de color café las bacterias en
forma de bacilo que corresponden a H. pylori. B. se muestra el control negativo de un tejido de ratén sin
infeccion con H. pylori. C y D. se muestran una imagen representativa del grupo 1y 2, respectivamente, en
las cuales no se logran observar bacterias que correspondan a H. pylori. E y F, de igual manera se muestran
imagenes de los grupos 3 y 4, respectivamente, en las cuales no se logra observar una reaccion positiva para
H. pylori.
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DISCUSION

Helicobacter pylori es una bacteria capaz de colonizar la mucosa gastrica y cuyo
anico reservorio conocido hasta el momento es el ser humano (Amieva & EI-Omar,
2008), a pesar de esto se han obtenido cepas de H. pylori las cuales se han
adaptado al modelo murino, las cuales tienen un porcentaje de recuperacion
cercano al 100% (Thompson et al., 2004), en nuestro caso se trata de una cepa
clinica que fue aislada de una biopsia gastrica de un paciente con gastritis cronica
(Gonzalo et al., 2009), la cual no se ha sometido a ningun pase en ratones para

ser adaptada.

En el modelo murino de infeccion que se utilizd, la cepa empleada no se ha
logrado aislar la a partir de las biopsias gastrica de ratdn, esto en parte, a la
contaminacion bacteriana de las muestras que es bastante considerable, a pesar
de utilizar medios suplementados con antibidticos y de eliminar la parte no
glandular del estomago de los animales. Se ha reportado que el crecimiento de
otras poblaciones bacterianas que se encuentran en el estbmago pueden inhibir el
crecimiento in vitro de H. pylori (Lopez-Brea, Alarcon, Domingo, & Diaz-Reganon,
2008). Una de las alternativas para evitar la contaminacion acompafante es el uso
de medios de cultivo selectivos para el crecimiento de H. pylori, estos medios
pueden estar suplementados con una variedad de antimicrobianos como
vancomicina, anfotericina B, polimixina B, trimetoprim-sulfametoxazol vy
cefsulodina, ademas de estar suplementado con urea, los cuales han demostrado
ser altamente selectivo para el crecimiento de H. pylori (Stevenson, Lucia, & Acuff,
2000).

Ademas del cultivo microbioldgico de las muestras gastricas para el aislamiento de
H. pylori, también se realiz6 la busqueda del microorganismo por métodos
moleculares, mediante la amplificacion del gen 16S RNAr por PCR, con lo cual se
logro evidenciar la presencia de la bacteria entre el 40 y el 60% de los animales de

experimentacion, lo cual apoya la teoria de que el crecimiento de H. pylori se ve
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inhibido por otras poblaciones bacterianas, ya que al realizar la identificacion por
métodos moleculares que son mas sensibles y especificos que el cultivo
bacteriano, se puede observar que el porcentaje de infeccién disminuye a medida
gue pasa el tiempo, lo cual indicaria que los animales son capaces de eliminar la
infeccion por si mismos, lo cual es algo comprensible ya que H. pylori es una
especie que infecta Unicamente a humanos y que esta cepa clinica no ha sido
adaptada al ratén. Con respecto, al grupo control no se encontré ninguna muestra
positiva a la amplificacion por PCR.

Con respecto a la determinacion de la respuesta inmune mediante la citometria de
flujo, se puede observar como en el tiempo 1, las 4 respuestas evaluadas se
encuentran en las mismas proporciones y a medida que transcurre el tiempo se
nota un ligero aumento de la respuesta Thl y Thl7, en el tiempo 2 se puede
observar un aumento en la respuesta Thl lo cual indica el inicio de la inmunidad
adaptativa, lo cual también se observa en experimentos realizados por Holly M.
Scott en 2008, en los cuales se observa el aumento de los linfocitos T CD4"
alrededor del dia 20 pos infeccion (Algood, Gallo-Romero, Wilson, Peek, & Cover,
2007), en nuestros resultados se observa el aumento de esta misma respuesta en
los animales sin infeccion, lo cual puede deberse a la manipulacion continua de los
animales y el estrés que este les genera en el grupo 3 con 180 dias de infeccién
se logra apreciar una tendencia que aumenta en las respuestas Thly Thl7 en la
cual la respuesta de tipo Thl7 es mas representativa, que la dispersion de los
datos es menor a los de la respuesta Thl en la cual algunos valores de los
controles son similares a los obtenidos en el grupo de infectados, de igual manera
en el grupo 4 con 270 dias de infeccion se observa una tendencia similar con un

aumento en la respuesta Th17.

De acuerdo con datos obtenidos en el trabajo realizado por Matsushima y cols., en
1999, el aumento en la inflamacion del tejido gastrico se puede deber al estrés
generado por la manipulacion de los animales, en este trabajo se compara el

grado de infiltrado inflamatorio generado por estrés en los animales y el grado
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generado por la infeccion de H. felis, el cual es un patdégeno de ratones que causa
la misma enfermedad que H. pylori en humanos, en los resultados se observa que
el aumento en la expresion del gen de IL1B es semejante en ambos grupos de
estudio (Matsushima et al.,, 1999), como ya se sabe esta interleucina esta
implicada en la generacion de inflamacion ya que es un factor quimiotactico para

células mononucleares y en la respuesta de tipo Th1.

Por otra parte, en el trabajo realizado por Cheng y cols., se observé un aumento
en citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-8, TNFa, IL-12 entre otras en sangre de
ratones sometidos a estrés las cuales pueden polarizar hacia una respuesta de
tipo Thl (Cheng, Jope, & Beurel, 2015). La inflamacién de la mucosa gastrica de
los animales utilizados como control en nuestro trabajo, puede deberse al estrés
generado por la manipulacién ademas del estrés que se genera por la interacciéon
entre los mismos animales, ya que al trabajar con ratones machos se pueden
generar peleas entre ellos las cuales pueden llegar a ocasionar lesiones de
gravedad, aumentando el estrés en los animales, siendo los animales del grupo 3

y 4 los mas afectados ya que permanecieron juntos por 6 y 9 meses.

Las diferencias en la respuesta de tipo Th17 entre controles e infectados se puede
atribuir a la infeccion con H. pylori ya que algunos autores proponen que las
infecciones crénicas causadas por este microrganismo pueden generar este tipo
de respuesta, en la cual no se genera un gran dafio en la mucosa gastrica y la
densidad bacteriana es moderada. En un trabajo realizado por Shiomi y cols., en
2008, se demuestra como el incremento de la IL-17 juega un papel importante en
la infeccién de ratones con H. pylori, los cuales a partir de los primeros dos meses
de infeccion presentan un incremento significativo de esta citocina la cual se

mantiene hasta los 12 meses pos infeccion (Shiomi et al., 2008).

Estudios resientes han demostrado que la IL-17 ademas de participar en
inflamacion crénica moderada, puede contribuir en la eliminacion de H. pylori ya

gue se ha observado un sinergismo entre esta citocina y la IL-22, la cual, estimula
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a células epiteliales gastricas para producir péptidos antimicrobianos, esto se
observo al cocultivar una linea celular de células epiteliales gastricas (AGS) con H.
pylori y estimularlas con IL-17 e IL-22, lo cual resulté en una disminucion de la
carga bacteriana y la produccion de péptidos antimicrobianos como lipocalina,
defensinas B1, B3 y B4, ademas una alta produccién de IL-8, también se observo
en un modelo de raton deficiente en el gen de IL-22 -/-, que en estos ratones la
densidad bacteriana es mayor que en los ratones silvestres (Dixon, Radin,
Piazuelo, Contreras, & Algood, 2016), con estos resultados se podria explicar la

baja carga bacteriana detectada por PCR en punto final en nuestro trabajo.

En los ultimos afios se ha propuesto un sinergismo entre la respuesta Thly Thl7
en infecciones crénicas con H. pylori, en un trabajo realizado por Quan-Ming zod,
se observé que con el incremento de células Thl7 se observa una mayor
produccion de IL-6, TGFB, IL-23 e IL-12 por macréfagos derivados de bazo de
ratones infectados, siendo estas dos ultimas citocinas parte importante en la
polarizacion de las respuestas Thl7 y Thl, respectivamente (Shi et al., 2010),
ademas en otros trabajos se ha observado como otra citocina producida por
células Th17 que es la IL-21 juega un papel importante en infecciones cronicas, ya
gue esta citocina regula de manera positiva la fosforilacion de STAT1 y la
expresion del gen de T-bet, y de igual manera la fosforilacion de STAT3 y la
expresion del gen de RORyt, factores importantes en la polarizacion de las
respuestas Thl y Th17, respectivamente (Carbo et al., 2014), si bien en nuestros
resultados no se tiene la certeza de que el aumento de la respuesta Thl sea
causa de la infeccion por H. pylori, la deteccion de células productoras de IL-17
puede indicar que también se esta secretando IL-21 y por consiguiente que el
aumento de la respuesta Thl no solo sea por el estrés por el que pasaron los
animales, ya que no todos los animales presentaban estos comportamientos

agresivos, siendo los controles del grupo 4, los que peleaban de manera continua.

Con respecto a los resultados obtenidos en histologia se puede observar con las

tinciones de H&E un infiltrado inflamatorio que va de leve a moderado en los
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ratones infectados que corresponden a los grupos con mayor tiempo de infeccion
(grupo 3 y 4), lo cual podria correlacionar con la presencia de una respuesta de
tipo Thl7 la cual da como resultado un proceso inflamatorio moderado en

comparacion con una respuesta Thi.

Por otra parte, las tinciones de Warthin Starry revelaron la presencia de bacilos
con caracteristicas morfoldgicas similares a H. pylori, sin embargo, estos bacilos
se observan en todos los cortes histologicos, incluyendo los controles sin
infeccion. Estudios realizados en animales de laboratorio revelaron que existen
otras especies de Helicobacter que pueden colonizar la mucosa gastrica del ratén,
estas especies de Helicobacter pueden ser H. rappini, H. rodentium y H.
muridarum, las cuales se encuentran en el estbmago y en el intestino de murinos,
ademas existen otros géneros bacterianos que estan estrechamente relacionados
con el género Helicobacter, tal es el caso de Arcobacter y Campylobacter,
adicionalmente, existe una especie bacteriana que esta muy emparentada con H.
pylori y que es Wolinella succinogenes, la cual se encuentra colonizando la
mucosa gastrica de los redores (Mahler et al., 1998; Zenner, 1999), debido a estas
similitudes morfoldgicas entre estos generos y especies, es conocido que la tincion
de Warthin Starry no es especifica para la identificacion de H. pylori, por lo que, es
probable que lo que se observa en los cortes de tejido, sean especies de
Helicobacter o cercanamente relacionadas a este género, sin descartar la
presencia de H. pylori, que pudiera encontrarse en una densidad bacteriana baja,
ademas de la presencia de microbiota presente en la mucosa gastrica de los
animales, como se observd en los cultivos microbiolégico de estas muestras, lo
gue explicar el alto grado de contaminacion que se obtiene al tratar de aislar a H.
pylori in vitro. Resultados similares han sido observados por Suresh en el 2000

(Suresh, Fanta, Kriangkum, Jiang, & Taylor, 2000).

Adicionalmente, se realizaron tinciones de inmunohistoquimica para tratar de
evidenciar la presencia de H. pylori en el tejido gastrico, sin embargo, no se

observé la presencia del microorganismo en ninguno de los cortes realizados, lo
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cual no quiere decir que no esté presente, ya que su presencia se demostré por
métodos moleculares, el cual es un método mas sensible, que Ila
inmunohistoquimica, una de las posibles explicaciones es que debido al tamafio
de la muestra de tejido y que solo se realizaron cortes por nivel y no cortes
seriados se pudo haber tomado una zona en la cual no se encontraba colonizando
H. pylori, ademas en algunas amplificaciones por PCR se observa una banda muy
tenue lo cual nos podria indicar que la densidad bacterianas en las muestras es

baja.

Por otra parte, se sabe que el grado de colonizacién de H. pylori puede variar
dependiendo la cepa de la bacteria y la cepa de ratén utilizada. En un estudio
realizado por Suresh et al., observaron diferentes porcentajes de colonizacién al
variar la cepa de raton y utilizando diferentes cepas clinicas y de referencia, en
este mismo estudio se observaron los mismos hallazgos histolégicos que nosotros
encontramos, observandose microorganismos morfolégicamente similares a H.
pylori (Suresh et al., 2000).
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CONCLUSIONES

El modelo murino de infeccién con la cepa de H. pylori aislada de un paciente con
gastritis cronica mostré porcentaje de infeccion de entre 40 y 60% en los animales

utilizados en el estudio.

Se observé una tendencia en el incremento de la respuesta Th1l7 en los grupos

con mayor tiempo de infeccion, con respecto al grupo control.

El infiltrado inflamatorio en los animales infectados que va de un moderado a leve
gue podria correlacionar con un tipo de respuesta Th17 generado por la cepa de

H. pylori empleada.
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PERSPECTIVAS

Debido a la microbiota acompafiante en las muestras de tejido gastrico de los
ratones y que impidieron el poder aislar a H. pylori en los medios de cultivo
utilizados, se propone el uso de medios de cultivos mas selectivos para el
crecimiento de este microrganismo, los cuales pueden estar suplementados con

urea y una variedad de antibioticos que no afecten el crecimiento de H. pylori.

Con respecto a los resultados de la evaluacion de la respuesta inmune, los datos
obtenidos no son concluyentes, por lo que se propone realizar ensayos en donde
se puedan medir factores de transcripcion especificos de cada respuesta inmune
por citometria de flujo, ademas de optimizar el tejido gastrico para obtener mayor
namero de eventos. Otra opcién es la utilizacion de un panel completo de citocinas
con la plataforma Luminex, para observar citocinas importantes en la polarizacion

de las respuestas como son IL-12, IL-21, IL-23, etc. ademas de quimiocinas.
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Anexo |

Determinacion de la Viabilidad de H. pylori mediante la cuantificacion de ATP
Las alicuotas de la solucion amortiguadora TE se incubaron a 96-98°C por 10 min,
de la suspension de H. pylori realizada y ajustada a 0.7 de D.O. se toman 100 pL y
se adicionan en las alicuotas de TE realizadas anteriormente, se incuban durante
6 min a 96-98°C, al mismo tiempo se realizé la curva patron y controles positivo y
negativo como se muestra en la tabla 6. Posteriormente, en una placa MaxiSorp
de 96 pozos de fondo plano (Nunc, Denmark), se colocan 160 pL de los extractos
obtenidos y de los controles positivos, negativos y curva patrén, se afiaden 40 pL
del reactivo de ATP a cada uno de los pozos y se incuba durante 5 min a
Temperatura ambiente en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se lee la placa a
560 nm en un espectrofotometro Magellan (GENios Plus, Tecan Austria GmbH,
Groding, Austria), la determinacion de la concentracion de ATP es de acuerdo a la
curva estandar, y posteriormente realizar la determinacion del numero de

bacterias.

Tabla 6. Curva patron para la cuantificacion de ATP. Se colocan 7 tubos eppendorf de 1.5

mL y se realizar diluciones seriadas con los reactivos y el orden siguiente.

Dilucion  Volumen de buffer Origen y volumen de Concentracioén final

TE (uL) solucién de ATP (uL) (pmol/uL)

A 1188 12 de stock de ATP 0.1

B 600 600 de A 0.05

C 600 600 de B 0.025

D 600 600 de C 0.0125

E 600 600 de D 0.00625

F 600 600 de E 0.003125

G 600 - 0.0

Control (+): 100 pL de caldo BHI + 2.5 pL de stock de ATP en 500 pL de buffer TE. Control (-): 100 pL
de caldo BHI en 500 pL de buffer TE.
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Cuantificacién del numero de bacterias

A partir de las lecturas de unidades relativas de luminiscencia (RLU) y
concentracion de ATP de la curva realizada se obtiene la ecuacién de la recta y
con los resultados de cada una de las muestras se sustituye Y (URL) y se calcula
X que corresponde a la concentracién de ATP en pmol.

Ej. Y=2445 RLU a partir de la ecuacion de la recta despejar X y sustituir Y.

_Y-178.8  2445-17838
177029 177029

= 0.0128

paal 1mol 1100 4L 08
0.01281M=X1x1012 X m =1.28x10"°M

1x10'’M ———— 5 bacterias
1.28x10°M —— X

!919—8 -
x=128 a )G baz)c terias)_6 4x108 Bacterias en 100uL de suspension.
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Anexo Il

Determinacion de perfil inmunoldgico por citometria de flujo

La estrategia a seguir para la identificacion del tipo de respuesta fue, primero
delimitar la poblacion deseada colocandola en la region 1 (R1) la cual se tomo
como referencia para construir otro histograma en el cual se colocé en el eje de
las ordenadas (eje Y) el marcador CD3 y en el eje de las abscisas (eje X) el
marcador CD4, tomando como positivo para estos dos marcadores los eventos
superiores a 10°% con esto se obtienen eventos dobles positivos con los
marcadores CD3 y CD4, lo cual nos indica que se habla de linfocitos, para
determinar la produccion de citocinas intracelulares, se construyé un nuevo
histograma tomando como referencia la zona doble positiva del histograma
anterior, en este nuevo histograma se coloco en el eje de las ordenadas IL-6 y en
el eje de las abscisas IFN, de igual forma se toma como positivo a estas citocinas
los eventos que sean superiores a 103, finalmente se tomdé como linfocitos
productores de estas dos citocinas, los que se encuentran en la zona doble
positiva de este ultimo histograma, lo cual nos indicaria una respuesta de tipo Thl
(figura 13).

Esta estrategia se aplicd para realizar la comparacion entre los ratones control y
los ratones problema, evaluando cada una de las respuestas (Thl, Th2, Thl7 y
Treg), con esto se observaron las tendencias de cada una de las respuestas en la

infeccion con H. pylori, con respecto al tiempo.

Figura 13. Estrategia de seleccion de eventos positivos para los marcadores CD3, CD4, IL-6 e IFN,

indicando en este caso una respuesta de tipo Th1.
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Las gréficas de comparaciéon entre respuestas Thl, Th2, Th1l7 y Treg, por cada
tiempo se construyeron a partir de los datos arrojados en cada corrida de
citometria de flujo, tomando como 100% el nimero de eventos dobles positivos
para los marcadores CD3 y CD4 para asi cuantificar el nimero de eventos que

corresponden a cada una de las respuestas evaluadas.
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