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Resumen

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram-negativa, microaerofilica y
multiflagelada que coloniza el estomago de humanos. La presencia de este
microorganismo esta asociada con el desarrollo de gastritis cronica, Ulcera duodenal o
gastrica y contribuye de manera importante al desarrollo de adenocarcinoma gastrico o
Tejido linfoide asociado a mucosa (MALT). Se han descrito diferentes factores de
virulencia producidos por cepas de H. pylori como la produccion de una citotoxina
vacuolizante (VacA), la produccién de la proteina CagA, la presencia de la isla de
patogenicidad-cag (PAI-cag) y la expresion en su superficie de un tipo de antigeno de
Lewis. Por otra parte se ha propuesto que el microorganismo es capaz de permanecer
de manera intracelular en el tejido gastrico, lo cual puede contribuir a la permanencia
cronica de la bacteria. A su vez se ha descrito la presencia del gen vapD (virulence
associated protein D por sus siglas en inglés) en cepas de H. pylori. La homologia que
guarda este gen con el de otros microorganismos intracelulares facultativos como son:
Haemophilus influenzae, Haemophilus somnus, Neisseria gonorrheae, Campylobacter
spp (patégenos de humanos), Dichaelobacter nodosus y Rhodococcus equi (patdgenos
de animales) y Riemerella anatipestifer, Actinobacillus actinomycetemcomitans y
Xylella fastidiosa (patogenos de plantas) sugiere que vapD en H. pylori pudiera
participar de manera importante en la sobrevida y adaptacion del microorganismo
dentro de la célula epitelial gastrica, facilitando su permanencia de manera crénica,
protegiendo al microorganismo de la respuesta inmune y del acceso de los
antimicrobianos, con esto favoreciendo la permanencia de la bacteria por afios y
contribuyendo a la carcinogénesis gastrica. En este contexto, en el presente estudio se
evalud la capacidad de H. pylori para permanecer viable dentro de células gastricas y
se relaciono con la transcripcion del gen vapD de manera intracelular durante 96 horas.
Se encontrd que el microorganismo es capaz de permanecer viable, presentando de
manera predominante una morfologia cocoide, la cual podria estar relacionada con el
estado viable no cultivable (EVNC). El gen vapD se transcribié de manera constitutiva
durante todo el ensayo. Este trabajo demostré que vapD de H. pylori se transcribe en el

ambiente intracelular.



1. Antecedentes

1.1 Helicobacter pylori caracteristicas generales

Este microorganismo perteneciente a las e-Proteobacterias es un bacilo Gram-negativo que
mide de 2.4 a 4um de longitud y 0.5 um de ancho; posee de 3 a 5 flagelos polares (3).
Respecto a pruebas bioguimicas es ureasa +, catalasa +, oxidasa +; requiere de condiciones
de microaerobiosis para su desarrollo (5% de O,). Es un microorganismo exigente respecto
a los nutrientes; suele crecer de manera efectiva a concentraciones de 1-5% de suero fetal
bovino, a mayores concentraciones suele inhibirse su desarrollo (8). Su temperatura 6ptima
de crecimiento es de 37°C, a temperaturas menores de 30°C no suele desarrollarse y
necesita alrededor de 2 a 5 dias para poder presentar colonias visibles. H. pylori suele tener
morfologias en espiral (en S), curva e incluso puede estar en forma cocoide, esta ultima
guarda relacion con el estado viable pero no cultivable (EVNC) presente en otros
microorganismos como Vibrio cholerae (9), dicho estado suele presentarse en condiciones
de estrés como puede ser la hiperosmolaridad o la falta de nutrientes (1). Marshall y Warren
aislaron por primera vez a H. pylori en 1982 (10). En un inicio se le denominé como
Campylobacter pylori por la caracteristica de desarrollarse en condiciones de
microaerofilia, pero en el afio de 1989 se incluyé al género Helicobacter (3). Una
caracteristica importante de este microorganismo es que suele ser transformante natural (11,
36). La competencia natural de H. pylori estda mediada por un proceso de 2 pasos:
acarreamiento de DNA de doble cadena para que cruce la membrana externa, seguido por
el transporte del DNA de cadena sencilla via ComB la cual es una proteina tipo sistema de
secrecion tipo 1V (11). Se ha observado que H. pylori es capaz de introducir DNA después
de estar en contacto por 1 minuto con el material genético (36). La tasa de transformacion
es mas eficiente con fragmentos de DNA pequefios (entre 259-732 pb) y la tasa de
recombinacion es mas alta con fragmentos provenientes de otras cepas de H. pylori, sin
embargo, puede existir recombinacion con secuencias de otras especies de Helicobacter
(36). Otros factores como una baja concentracion de CO, y una alta de O, mejoran las tasas
de transformacion en el microorganismo (11), esto se puede deber a que algin factor

ambiental que afecte la viabilidad de H. pylori activa el mecanismo de transformacion y
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recombinacion para que el microorganismo pueda encontrar la forma de adaptarse a esta

condicién estresante.

1.2 Transmision y epidemiologia

Muy poco se sabe acerca de la diseminacion de este microorganismo, algunos trabajos
sugieren que el agua puede ser un reservorio para el microorganismo. Material genético
perteneciente a H. pylori ha podido ser detectado a partir de PCR en lagos, rios, grifo del
agua, agua de irrigacion, agua marina, pozos, sistemas de distribucion de agua, agua
bebible y aguas recreacionales (1). Otra hipotesis esta relacionada con la zoonosis, ya que
algunas cepas de H. pylori se han aislado de animales como: primates, perros, gatos,
borregos, ovejas e incluso de las moscas (3), sin embargo, estos datos han resultado
inconsistentes, ya que solo se han podido reproducir en condiciones de laboratorio o los
aislamientos no son reproducibles en estos animales. En animales de compafia como perros
y gatos suele presentarse la especie H. helmanni (3) la cual suele causar gastritis en este

tipo de animales, pero se ha encontrado con baja frecuencia en humanos.

Otra forma de diseminacion que se ha propuesto es de persona a persona ya sea via fecal-
oral u oral-oral (38). A partir de estudios de PCR se han logrado detectar genes de
Helicobacter pylori tanto en saliva, placa dental y en heces de humanos, aunque existen
muy pocos trabajos en los que se reporten aislamientos del microorganismo a partir de
cultivo, ya que en ambos casos al existir microbiota acompafiante se inhibe el desarrollo de
H. pylori (4). En el trabajo de Morales-Espinosa et al. 2009 (37) se encontré una
correlacion entre la presencia de DNA de H. pylori en la placa dental con diversas
patologias gastricas, adicionalmente observaron que no hubo diferencia significativa entre
la deteccion del microorganismo por medio de la placa dental y a partir de biopsia. Por otra
parte, no hubo correlacion entre la presencia de DNA de H. pylori en la saliva con alguna
patologia gastrica (37). En otros trabajos se ha mostrado que en la saliva este
microorganismo suele presentarse solo de forma transitoria ya sea por eventos de
regurgitacion, vomito o reflujo estomacal y se ha propuesto que H. pylori no es capaz de

colonizar la cavidad bucal, ya que existen muy pocos reportes en los que se haya logrado
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aislar al microorganismo de placa dental (3). Esta variabilidad en la frecuencia de
identificacion de H. pylori en la cavidad oral se puede deber: a la regién geografica, al uso
de diferentes procedimientos de muestreo 0 métodos de deteccion, estatus de salud oral en
pacientes, diferencias en el estatus de infeccion de H. pylori y el tipo y nimero de muestras

clinicas usadas (34).

Un factor que presenta una elevada correlacion con la infeccion por este microorganismo es
el hacinamiento, un estudio realizado en una institucion mental en Austria (12) mostro que
la poblacion en general (pacientes y trabajadores) tuvieron uan elevada seroprevalencia del
microorganismo, incluso algunos de ellos en el momento de su ingreso no presentaban
anticuerpos contra esta bacteria, pero tras un segundo muestreo resultaron positivos,

mostrando fuerte correlacién con la diseminacion de persona a persona.

Otro mecanismo de transmisién que se ha propuesto es el iatrogénico (3), si no realiza de
manera adecuada la sanitizacion de los equipos con los que se realizan las endoscopias hay
un elevado riesgo de transmitir la bacteria de una persona a otra. Incluso los mismos
endoscopistas pueden presentar riesgo de infeccién si no cuentan con el equipo adecuado

como: guantes y desinfectantes eficaces y funcionales.

H. pylori estd ampliamente diseminado en todo el mundo existen diversos estudios y
revisiones (1, 3, 4, 5, 7, 8) en los que se menciona que mas del 50% de la poblacion
presenta en algun momento de su vida la infeccion por esta bacteria y son los paises en vias
de desarrollo los que presentan mayor incidencia (1, 3, 7). Se ha observado que si se
adquiere a la bacteria en etapas tempranas de la vida existe un elevado riesgo de presentar
cancer gastrico. En el afo de 1994 la International Agency for Research on Cancer
Working Group catalogé a esta bacteria como agente carcinogénico tipo 1 (tienen la misma
denominacion la radiacion y el asbesto). (3). En el afio 2013 el cancer gastrico representd el
5.5% de todos los tipos de canceres (8), Respecto a nuestro pais, se han llevado a cabo
diversos estudios en el que se ha detectado una alta prevalencia del microorganismo en
personas desde etapas muy tempranas de su vida (13), otro factor importante es que las

personas mayores a 60 afios llegan a presentar hasta 80% de seroprevalencia, algo que no
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sucede en paises como Suecia 0 EUA (7). En el estudio realizado por Morales et al. 2008
(15) se analizaron diversas muestras de pacientes mexicanos con diversas patologias
gastricas y pudieron observar que mas del 70% de la poblacion de estudio presentaban mas
de dos cepas con perfiles genéticos diferentes, lo cual indica una multicolonizacion por

parte de diferentes cepas de Helicobacter pylori.

1.3 Patologias causadas por Helicobacter pylori

Se ha observado que H. pylori coloniza tanto el cuerpo como el antro del estomago
(prefiriendo el segundo), no se ha detectado que el microorganismo colonice ni el yeyuno
ni el intestino grueso (34). Para que ocurra la infeccion se requiere en primer lugar la
colonizacion del microorganismo, es por ello que requiere de diversas adhesinas y factores
de colonizacion (8). Una vez ocurrido esto, hay una etapa proliferativa en la que el
microorganismo se replica y genera una inflamacion (6). La forma en que progresara la
infeccion dependera de factores relacionados con la patogenicidad de la cepa (4), la
modulacion y regulacion del sistema inmune del hospedero debido a la generacion de
interleucinas pro-inflamatorias (6). Para que estos factores generen algun efecto fisioldgico
en el hospedero se requiere que el microorganismo esté presente desde afios hasta décadas.
También dependera de la zona del estbmago en la que se esta llevando a cabo la infeccion,
por ejemplo, si existe una alta produccion de HCI la infeccidén se puede llevar a cabo
predominantemente en el antro del estomago vy si el sistema inmune mantiene su respuesta
inflamatoria puede derivar en Ulcera duodenal (4, 6, 8). En cambio, si hay una disminucion
en la produccion de HCI se puede generar una gastritis predominante del cuerpo del
estomago la cual puede derivar en Ulcera gastrica. Debido a la region en la que se lleva a
cabo esta infeccion se puede afectar la respuesta glandular gastrica, lo cual ocasiona atrofia
gastrica, si continlan estas afectaciones por varios afios se puede desencadenar metaplasia,
displasia y hasta cancer gastrico. La infeccion puede diseminarse por todo el estbmago
pudiendo ocasionar una pangastritis la cual puede derivar en linfoma MALT. (8). En
muchas ocasiones puede ocurrir que haya una disminucion en la respuesta inflamatoria
llevando a un restablecimiento en la produccién de HCI, volviendo al hospedero

asintomatico, a esta condicion se le conoce como gastritis cronica superficial difusa (6).
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Figura 1. Modificado de (4) Suerbaum, S., Michetti, P.
2002, Helicobacter pylori infection. The New England
Journal of Medicine, Vol. 347, pp. 1175-1186.
Evolucion de la infeccion causada por H. pylori.

1.4 Mecanismo de virulencia

Para llevar a cabo la colonizacién primeramente el microorganismo debe ser capaz de
soportar las condiciones acidas del estomago, el cual suele tener un pH alrededor de 2 (4),
ya que se estima que la bacteria solamente puede sobrevivir 30 minutos en el lumen
gastrico (34), por tanto, requiere de la enzima ureasa que tras degradar la urea genera un
microambiente neutro que le permite mantenerse viable (19). Para poder desplazarse a
través del lumen estomacal emplea sus flagelos, los cuales también usa para poder
atravesar la capa de moco, ademas de esto aprovecha su morfologia (en S) que funciona

como un tornillo para llegar al epitelio gastrico (4, 5, 6, 8). La movilidad y la quimiotaxis
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son la clave para la colonizacion (38), ya que se ha observado que mutaciones en el flagelo
0 en el sistema de quimiotaxis causan un aumento de 100 y 10 000 veces en la dosis
infectiva respectivamente (34). En la capa de moco el grado de difusion de compuestos es
bajo, ocasionando que sea mas facil neutralizar el HCI y asi mantener el pH neutro por
periodos de tiempo maés largos. En el epitelio gastrico existen numerosas invaginaciones de
200-500 um de profundidad, donde las condiciones acidas son mucho menores respecto al
lumen gastrico, dichas regiones pueden ser usadas por H. pylori para colonizar (34). Una
vez que la bacteria llega a esta region puede llevar a cabo la colonizacion gracias a
diferentes adhesinas, entre ellas las méas estudiadas son: BabA y SabA, las cuales reconocen

acido sidlico (2, 8), 6 AlpA 'y AlpB que reconocen laminina (8).

Existe una proteina que secreta este microorganismo denominada VacA (88 kDa) (4), que
estd formada por un precursor de 140 kDa que sufre hidrolisis en las regiones amino y
carboxilo terminal durante el proceso de secrecion (34). Esta proteina es un auto
trasportador del tipo V y consiste en una toxina tipo A-B que contiene un péptido sefial,
una region central que tiene la funcion de toxina y un dominio C-terminal que se requiere
para el transporte de la toxina dentro de la célula hospedera (region A de 33 kDa),
adicionalmente la region B de 55 kDa se encarga de unir a las células epiteliales (34).
VacA se polimeriza formando una estructura tipo poro la cual se une a los receptores tipo
tirosin-fosfatasa, 0 a la subunidad P2/CD18 para poder ingresar (8), una vez que es
endocitada forma canales selectivos de aniones en las membranas vacuolares permitiendo
la acumulacion de CI" generando protuberancias en las células (8). La proteina VacA
también suele insertarse en la membrana mitocondrial llevando a la apoptosis (2). Se ha
observado que el gen que codifica esta proteina (vacA) esta presente en todas los
Helicobacter pylori, pero no todas las cepas son capaces de producir una proteina funcional
debido a ciertos polimorfismos en ciertas regiones del gen, las cuales se denominan s, m e
i; que corresponden a la region secuencia sefial (alelos tipo sla, sl1b, slc s1d o s2) (32, 67),
a la region media de vacA (alelos m1 y m2) y a una zona intermedia (alelos il e i2)
respectivamente (34). Cepas con los alelos s1/ml/il estdn asociadas con una mayor
actividad vacuolizante y a un mayor riesgo de provocar cancer que las cepas con los alelos

s2/m2/i2 (38, 39, 40). Se ha observado que vacA contribuye con la colonizacion y que la
13



expresion de la forma no funcional de la proteina (s2/i2) da una ventaja en la colonizacion

respecto a cepas s1/i2 y s1/il (40).

La respuesta inflamatoria se presenta gracias a una proteina denominada CagA (120 kDa)
(4, 8, 14), la cual esta presente en una isla de patogenicidad de 40 kb denominada cag-PAl
(16). Diversos estudios han mostrado que del 50-70% de las cepas aisladas de H. pylori
contienen esta isla (34) y se sabe que codifica para un sistema de secrecion tipo IV (2, 8, 6)
que solo transloca CagA (14, 16). Dicha proteina suele tener diversos efectos sobre la
célula géstrica, ya que altera diversos mecanismos de sefializacion, entre ellos esta
aumentar la respuesta inflamatoria por la induccion de la produccion de 1L-8 (16). También
suele causar alteraciones en la transduccion de sefiales que origina rearreglos en el
citoesqueleto pudiendo explicar de cierta forma porque algunas cepas son capaces de
internalizarse. La proteina CagA puede interactuar con el oncogén shp2 el cual a su vez
causa alteraciones en las uniones estrechas y en las uniones de adherencia del epitelio

géstrico, afectando su integridad (34).

De igual manera se ha observado que muchas de las cepas de H. pylori patdgenas son
capaces de evadir la respuesta del sistema inmune a partir de diferentes mecanismos. El
LPS y el flagelo suelen presentar baja respuesta inmunogénica debido a que el primero
presenta en la region del antigeno O carbohidratos con un perfil semejante al que presentan
los antigenos de los grupos sanguineos (Antigenos de Lewis), mientras que la flagelina
presente en el otro no puede ser reconocido por el sistema inmune (20). Células del sistema
inmune fagocitan al microorganismo, sin embargo, para evitar la formacion del
fagosolisosoma la célula bacteriana retrasa la polimerizacion de la actina, ocasionando que
la célula inmunitaria siga fagocitando mas células de H. pylori las cuales formaran
megafagosomas, y éstos al entrar en contacto con los lisosomas no acabaran con todas las
bacterias presentes debido al pequefio tamafio del lisosoma en comparacion con el
megafagosoma (18, 20). Ademas, se ha observado que algunas cepas son capaces de
generar la apoptosis en los macrofagos (20). H. pylori es capaz de generar vesiculas de

membrana externa que pueden acarrear diversas proteinas virulentas (VacA y CagA) que
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pueden funcionar como “distractor” para el sistema inmune, ya que los macréfagos se

encargaran de fagocitar dichas vesiculas y no a la célula bacteriana (8).

Un mecanismo que se ha propuesto para la persistencia de esta bacteria es el de
invasividad, diversos estudios reportan que algunas cepas de H. pylori son capaces de
ingresar a la célula gastrica, permanecer viable e incluso de replicarse (17, 21, 22, 23, 41,
42 57). Este mecanismo ayudaria a explicar por qué la bacteria puede persistir durante tanto

tiempo en el estbmago humano.

Como se ha mencionado anteriormente, no todas las infecciones por H. pylori causaran
alguna sintomatologia; la isla de patogenicidad cag-PAl no esta presente en todas las cepas
(8, 15, 26), algo similar pasa con la funcionalidad de la proteina VacA (8, 15), por tanto,
todos estos factores sumados a la invasividad del microorganismo pueden ayudar a explicar
la diversidad de afecciones y la capacidad del microorganismo de infectar por largos
periodos del tiempo a su hospedero.

1.5 Relacion del gen vapD con la persistencia en patdgenos invasivos facultativos

Cao, P, y colaboradores (25) identificaron en la cepa 60190 de H. pylori una regién de 4.2
kb rio abajo del gen vacA con 5 ORF’s (open reading frames), los cuales se denominaron
fepC, hemU, vdIC, vdID y vapD. La sorpresa fue que el gen vapD tenia alta identidad con
otros genes vapD de diversos microorganismos. Por ejemplo, para Dichelobacter nodosus
hubo una identidad del 64.9%, mientras que para Haemophillus influenzae fue del 53.6% y
para N. gonorrhoeae fue del 49.8%. Es importante mencionar que el gen vap D en N.
gonorrhoeae esta presente en un plasmido, en H influenzae esta presente en el cromosoma
y en D. nodosus esta presente tanto en plasmido como en cromosoma. En este mismo
trabajo se determind que la presencia del gen vapD en cepas de H. pylori no presentd
correlacion con alguno de los alelos de vacA (s1, s2, m1, m2). En el estudio realizado por
Kwon, A. et al 2012 (30) se obtuvo la estructura tridimensional de la proteina VapD a
partir de la cepa de H. pylori 26695, tras hacer un analisis de su estructura se relaciono su

funcién a la de una endoribonucleasa especifica para purinas perteneciente a la familia de
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ribonucleasas Cas2 del sistema CRISPR. En el estudio realizado por Morales-Espinosa, M.
et al 2008 (15) se analizaron diversas cepas de Helicobacter pylori aisladas de pacientes
mexicanos para determinar la presencia del gen vapD vy relacionarla con la presencia del
gen vacA y cagA. Sus resultados mostraron que el 38% de las cepas presentaba el gen vapD
y que el genotipo que mas se presento fue el de la s1-m1 (vacA funcional) y cag-PAI +.
Dichas cepas se aislaron de pacientes con dolor abdominal crénico, Glcera gastrica y Ulcera
duodenal. EI gen vapD no presentd relacion con algun alelo especifico de vacA, pero si

hubo una correlacién entre la presencia de vapD y la presencia de la cag-PAl.

Dichelobacter nodosus es un microorganismo patdogeno facultativo anaerobio estricto, el
cual puede dividirse segun su patogenicidad en benigno, intermedio y virulento (27). Este
microorganismo es el agente causal de la podredumbre de las patas de borrego, la cual es
una enfermedad sumamente contagiosa y causa muchas pérdidas economicas en la
ganaderia (28). La gran mayoria de cepas virulentas y de patogenicidad intermedia poseian
un plasmido denominado pJIR318 (28), el cual codifica para diversas proteinas de la
familia Vap, entre ellas; VapA (11.3 kDa), VapB (8.9 kDa), VapC (15.2 kDa) y VapD
(10.6 kDa). La proteina VapD tiene alta identidad con el ORF5 de N. gonorrhoeae el cual
estd igualmente en un plasmido (28). Tras realizar un analisis al plasmido pJIR318
pudieron observar que los genes vapA y vapD estan localizados en cistrones separados
(28).

Rhodococcus equi es un microorganismo patdgeno intracelular facultativo Gram-positivo
que suele afectar a potros menores de 5 meses (26). Este microorganismo también se ha
aislado de otros animales como los cerdos, las vacas y las cabras (26). Incluso este
actinomiceto suele ser patdégeno oportunista en pacientes con VIH (28). La infeccién por
este patdgeno suele causar bronconeumonia supurativa cronica, enteritis ulcerativa y
produce alta mortalidad en animales (26). Se ha observado que este microorganismo es
capaz de replicarse dentro de macréfagos y aun no se conoce del todo cuales son los genes
que contribuyen a su virulencia (28). Las cepas patdgenas suelen presentar un plasmido de
85 a 90 kb el cual no presentan las cepas no patogenas (26, 28). Dentro de este plasmido se

puede encontrar un claster con diferentes genes de la familia vap (desde la A hasta la H)
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(28), aunque no se sabe con precision la funcién de cada uno de estos genes, si se sabe que
los genes vapA y vapD se sobreexpresan en condiciones de pH acido (alrededor de 5) (26),
este tipo de condiciones suelen presentarse cuando el macréfago fagocita al
microorganismo. También se sabe que la remocidn del gen vapA practicamente atenua la

virulencia de Rhodococcus equi y ésta se recupera cuando se complementa vapA (24).

En Xylella fastidiosa, un bacilo Gram-negativo responsable de enfermedades de plantas, se
ha observado la induccién de un grupo de genes presentes en el plasmido pXF51 (donde se
encuentra el gen vapD) cuando la bacteria se somete a estrés téermico, ademas de estos se
observé una sobreexpresion de proteinas involucradas en la patogénesis y la adaptacion
(31). VapD en X. fastidiosa es una proteina termoestable con actividad de endoribonucleasa
de la familia Cas2/CRISPR la cual incrementa su expresion durante la formacion de
biofilm (35).

Haemophilus influenzae no tipificable (NTHi) es una bacteria Gram-negativa que suele ser
comensal de la parte superior del tracto respiratorio de humanos, sin embargo, suele causar
infecciones tales como otitis media, bronquitis y neumonia, dichas infecciones suelen ser
recurrentes (28). En esta bacteria estd bien documentada la presencia de un médulo toxina-
antitoxina (28, 29). En condiciones normales los genes vapB (antitoxina) vapC (toxina) se
expresan al mismo tiempo ocasionando que la antitoxina neutralice el efecto de la toxina,
este heterodimero a su vez se une a un sitio regulatorio que inhibe al par de promotores de
cada gen. En condiciones de estrés como: pocos nutrientes disponibles, presencia de
antibidticos o estrés oxidativo. La antitoxina que es mucho mas labil se degrada,
ocasionando que la toxina actué y se atenué el desarrollo del microorganismo. La cepa
puede volver a restablecerse siempre y cuando se retire el factor estresante (28, 29). Este
tipo de mddulos toxina-antitoxina se presenta también con los genes vapX (antitoxina)
vapD (toxina) en H. influenzae (29).

17



1.6 Tratamiento para la erradicacion de la infeccion por H. pylori y las fallas en el

tratamiento

El tratamiento se lleva a cabo mediante la combinacion de agentes antimicrobianos
administrados por via oral y agentes antisecretorios de HCI (agentes inhibidores de la
bomba de H*), cuya finalidad es la de elevar el pH para que los antibiéticos puedan actuar
en el estomago (65). Dependiendo de la clase de antibidtico(s) administrado(s), el uso de
otros compuestos y la duracion del tratamiento tendremos diferentes clases de terapias (8).
La triple terapia consiste en la primera linea de tratamiento y consiste en el uso de agentes
inhibidores de la bomba de H*, Amoxicilina/Metronidazol y Claritromicina administrados
de 7 a 14 dias (4 y 8). En algunos casos a esta primera linea de tratamiento se le suele
adicionar sales de bismuto (cuaddruple terapia), cuya finalidad es la de coadyuvar con la
funcién de los antibioticos (65). Cuando este primer tratamiento no logra erradicar la
infeccion, se suelen usar los mismos elementos que componen la cuadruple terapia
sustituyendo el Metronidazol o Amoxicilina por Tetraciclina o Levofloxaxina o Rifabutina
por 10 dias, lo cual corresponde a la segunda linea de tratamiento (4). Cuando las dos
anteriores terapias no logran eliminar al microorganismo se suele emplear una tercera linea
de tratamiento en donde se administran inhibidores de la bomba de H*, Rifabutina o
Levofloxacina, Amoxicilina y Furazolidona durante 10-14 dias.

A pesar de que existen estas tres lineas de tratamiento suelen existir pacientes que no
responden a estos tratamientos. Se ha reportado que existen cepas de H. pylori resistentes a
los macrolidos, nitroimidazoles, p-lactamasas, fluoroquinolonas y tetraciclinas (66). Sin
embargo, hay que considerar la capacidad de internalizacion del microorganismo (17, 21,
22, 23) y la posible funcion que puede tener el gen vapD para que H. pylori pueda
permanecer dentro de la célula por largos periodos volviendo la infeccidn persistente.
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2. Justificacion

La infeccion por Helicobacter pylori es causante de enfermedades como gastritis y Ulcera
péptica, de igual forma contribuye al desarrollo de MALT y cancer gastrico. La diversidad
genética del microorganismo y del huésped, el estilo de vida del paciente y la cronicidad de
la infeccion son factores determinantes para el desarrollo y evolucion de las diversas
patologias. La bacteria tiene una amplia gama de factores de virulencia que le permiten
evadir la respuesta inmune y ser resistente a los diversos antibidticos. Ademas de esto,
estudios anteriores han reportado la capacidad de H. pylori para internalizarse en células
gastricas humanas, pudiendo ser un factor importante en la cronicidad, persistencia y las
posibles fallas en el tratamiento de la infeccion.

El gen vapD se ha detectado en diversos microorganismos intracelulares facultativos como
D. nodosus, R. equi, X. fastidiosa, H. influenzae, entre otros. Se ha asociado la expresion de
este gen con la capacidad que tienen estos microorganismos para sobrevivir de manera
intracelular. Por tanto, la expresion del gen vapD en H. pylori puede contribuir de manera
importante en la persistencia del microorganismo de manera intracelular. Actualmente no
existen estudios que muestren la relacion entre la capacidad de la bacteria para permanecer
dentro de la célula, sin ser eliminada a traves del tiempo, y la transcripcion de vapD. En
este contexto, el presente estudio generara elementos que permitirdn conocer si H. pylori es
capaz de persistir dentro de células de adenocarcinoma gastrico y la posible contribucion

del gen vapD para lograrlo.
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3. Hipotesis

El gen vapD en microorganismos como H. influenzae y R. equi se sobre transcribe cuando
estas bacterias estan presentes de manera intracelular o bajo condiciones de estrés, lo cual
indica que dicho gen contribuye a la persistencia de estos microorganismos. Por lo tanto, la
transcripcion del gen vapD en H. pylori podria correlacionarse con la persistencia del

microorganismo dentro de las células gastricas.
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4. Objetivos

e Determinar la relacion entre la persistencia intracelular de Helicobacter pylori y

la transcripcion del gen vapD.

4.1 Objetivos particulares
e Determinar la persistencia de H. pylori dentro de la célula gastrica
e Determinar la transcripcion del gen vapD de H. pylori en el ambiente

intracelular
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5. Material y métodos

5.1 Diagrama de flujo general

s Cultivo de células AGS
* Propagacion
* Almacenamiento

* Cultivo de H. pylori
» Estandarizacion inoculo
* Cocultivo

* Obtencion de la poblacion de
H. pylori intracelular

* Recuperacion de H. pylori
intracelular

* Inmunofluorescencia
» Western Blot
* qPCR

Figura 2. Diagrama general de la metodologia a emplear.
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5.2 Estandarizacion de cultivo de células AGS

Para llevar a cabo los ensayos de persistencia en H. pylori se empled la linea celular de
adenocarcinoma gastrico humano (AGS) de la ATCC® (CRL-1739, nimero de lote:
59257298).

5.2.1 Cultivo de células AGS

Las células AGS se incubaron en cajas Petri de 100 mm con medio DMEM 1X (Life
technologies®) suplementado con 5% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Corning) mas
antibidticos (estreptomicina y penicilina a 100 pg/mL de cada uno) a 37°C con 5% de CO..

Las células se dejaron en crecimiento hasta que alcanzaron un 80% de confluencia.

5.2.2 Propagacion

Una vez que las ceélulas tenian un 80% de confluencia se retir6 el medio
DMEM-+SFB+antibioticos y se realizaron 3 lavados usando 10mL de solucién PBS clu,
para eliminar las células muertas y demas desechos celulares. Posteriormente se
adicionaron 3 mL de una solucion de tripsina 0.05% por 3 minutos, para despegar las
células que se mantenian unidas a la caja Petri. La inactivacion de la tripsina se realizo
mediante la adicion de 10 mL de solucion DMEM con 5% de SFB. A continuacion, se
colectaron las células en un tubo falcon de 15 mL, se centrifugd a 1200 rpm durante 5
minutos a 12°C. Se decanto el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 25 mL

de medio DMEM+SFB+antibidticos en una caja Petri nueva.

5.2.3 Almacenamiento

Se realizo el mismo procedimiento que en el apartado anterior, pero en la ultima parte del
proceso el paquete celular se resuspendio en 1 mL de SFB con 10% de DMSO y se guardo

a-80°C.
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5.3 Determinacion de la persistencia de H. pylori vapD positivo

Para llevar a cabo los ensayos de persistencia en H. pylori se empleo la cepa 26695 de la
ATCC® (700392).

5.3.1 Cultivo de H. pylori

El microorganismo se incubo en cajas Petri de 100mm con agar Casoy (BD®) mas 5% de
sangre de carnero desfibrinada (Laboratorios Microlab®), en condiciones de microaerofilia
(generado con un sobre de microaerofilia que proporciona una mezcla de O,, CO, y N
[BBL CampyPak plus, Beckton Dikinson] dentro de una jarra de anaerobiosis) a una
temperatura de 37°C. El crecimiento bacteriano se corroboré de acuerdo con su morfologia
colonial, morfologia microscopica (frotis a partir del crecimiento de colonias tefiido con
tincién de Gram, mostrando bacilos Gram negativos pleomérficos) y pruebas bioquimicas

(oxidasa y ureasa positivas).

5.3.2 Estandarizacion del inoculo

Para llevar a cabo el cocultivo, la cepa de H. pylori se resuspendio en 2mL de medio
infusion cerebro corazén (Difco) hasta tener una concentracién de 3x10° bacterias/mL, esto
se determind mediante turbidimetria a partir de la curva de Mac Farland (tubo 1).

5.3.3 Cocultivo

El cocultivo se realizé6 mediante la inoculacion de 3.2 x 10° células eucariotas (conteo

realizado mediante cdAmara de Neubauer) con 107 pL de la suspension bacteriana de H.

pylori descrita en la seccién anterior (3.2 x 107 bacterias), mas 200 uL de medio BHI

estéril en placas de 12 pozos, incubando a 37°C en 5% de CO; durante 3 h.
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5.3.4 Obtencidn de la poblacién de H. pylori intracelular

Una vez concluidas las 3 horas de co-cultivo, de uno de los pozos se recuperd el
sobrenadante para contabilizar por unidades formadoras de colonia (UFC) en placa, el
numero de H. pylori viable (control positivo [S WT]). De esta muestra se separ0 el paquete
celular (células AGS y microorganismo) para contabilizar por el mismo método el nimero
total de bacterias viables que interaccionaron con las células AGS (bacterias extracelulares
adheridas a las celulas eucariotas y bacterias intracelulares) (P Wt). Para seleccionar la
poblacion de H. pylori que ingresoé a la célula eucariota, se realizaron 2 lavados con 1mL de
PBS y se adicion0 a cada pozo, medio DMEM+2% de SFB con 200 pug/mL de gentamicina
dejando incubar durante 6 h a una temperatura de 37°C y en una atmosfera de 5% de CO,.

5.3.5 Recuperacion de H. pylori Intracelular

Una vez concluido el tiempo de tratamiento con gentamicina se retird el medio DMEM con
el antibidtico, se lavo con 1 mL de PBS y se adicion6 medio DMEM fresco + 2% de SFB.
H. pylori intracelular se recupero de la siguiente manera: el paquete celular de células AGS
se lavd con PBS a temperatura ambiente, se adicion6 1 mL de PBS vy se raspo el fondo del
pozo con un gendarme estéril para desprender las células eucariontes adheridas, el paquete
celular se recupero y se centrifugé a 8000 rpm, se deseché el sobrenadante y se agregaron
200 pL de saponina al 0.1% en PBS, dejando incubar a temperatura ambiente por 10
minutos para permitir la salida del microorganismo de la célula AGS. La solucion se
centrifugé a 8000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante se descarté y el sedimento se re
suspendi6 en 200 pL de caldo BHI, se tomd una alicuota de 50 pL que se sembrd en agar
Brucella con 5% de sangre de ternera, dejando incubar bajo las condiciones descritas para
el crecimiento de H. pylori. Finalmente, se contabilizaron las UFC en cada una de las cajas.
Esto se repitio a las 12, 24, 36, 48, 60 72, 84 y 96 horas. Todos los ensayos se hicieron por
triplicado.
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5.3.6 Inmunofluorescencia

Para observar a H. pylori intracelular en los diferentes tiempos post tratamiento con
gentamicina. Las células se fijaron en el fondo del pozo mediante la adicion de 1mL de
formaldehido al 3.7% en PBS, dejando incubar a temperatura ambiente por 30 minutos. Se
retird el formaldehido y se realizaron 3 lavados con PBS a temperatura ambiente. Las
células se permeabilizaron con 300 uL de PBS-Triton X-100 (PBS 1X, 0.25% Triton X-100
ICN Biomedical Inc®) y se incubaron por 20 minutos a temperatura ambiente en agitacion
orbital. Se lavo con 1 mL de PBS, por triplicado, posteriormente se adicionaron 500uL de
una solucion que contenia el anticuerpo monoclonal de raton contra H. pylori (Biocare
Medical®) a una dilucién 1:500 en PBS, para delimitar el citoplasma de la célula AGS se
usé un anticuerpo monoclonal de conejo contra B-tubulina (Biocare Medical®) diluido
1:500 en PBS, la mezcla de anticuerpos se incub0 a 4°C en agitacion orbital, toda la noche.
Posteriormente se lavo con 1mL de PBS por pozo, por triplicado. Para la deteccién de los
primeros anticuerpos se emplearon 500 pL de una mezcla de anti-anticuerpos contra raton
marcados con Alexa 568 (Invitrogen®) y anti-anticuerpos contra conejo marcados con
Alexa 488 (Invitrogen®) diluidos 1:1000 en PBS, esta mezcla se dejo incubar a 4°C por 2h.
Ademaés, para delimitar el nucleo eucarionte se utilizé6 1 mL de una solucién de DAPI (4”,
6-diamino-2-fenilindol), la cual se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Finalmente, la
muestra se tomd con un cubreobjetos invirtiendolo y montado sobre un portaobjetos,
manteniendo la hidratacion con 2 uL de TBS y glicerol al 10%. Las muestras se analizaron

por microscopia confocal.

5.3.7 Western blot

Se extrajeron las proteinas del sobrenadante (control negativo) y del paquete celular
(control positivo) mediante la adicién de 100 pL de una solucién RIPA 1X (Radio Immuno
Precipitation Assay por sus siglas en inglés) con un inhibidor de proteasas complete de
Roche® (1 pastilla del inhibidor por cada 100 mL de RIPA 1X) y se incubo en hielo por 1

hora, agitando cada 20 minutos. Posteriormente se centrifugé a 13000 rpm a 4°C durante 5
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minutos, con la finalidad de separar las proteinas hidrofilicas (sobrenadante) de las
hidrofébicas (pellet). EI sobrenadante se coloco en un tubo de 2 mL. Para la cuantificacion
se uso el kit DC protein assay de Biorad® siguiendo las instrucciones del fabricante, se
midié la absorbancia a 750 nm y la concentracion de proteinas se determiné mediante una
curva patron. De los extractos de proteinas obtenidos de los sobrenadantes y de los
paquetes celulares tratados con saponina (de los tiempos del estudio) se tomaron 30 pg y
fueron depositados en geles de acrilamida al 10%. El gel se corrié a 10 mA, durante 20
minutos y posteriormente a 20 mA durante una hora. Para el Western blot se transfirio el
gel usando una camara de transferencia de Biorad®, donde se utiliz6 una membrana de
PVDF immobilion de 0.45 pum de Millipore® siguiendo el protocolo sefialado por Towhbin
et al. 1979 (58). La membrana se incub6 en una solucion de albumina al 5% en PBS y con
agitacion orbital durante toda la noche para bloquear las regiones inespecificas. El
anticuerpo primario anti H. pylori de Medical Biocare® se preparé en PBS haciendo una
dilucion 1:500 y se vertié sobre la membrana, dejando a temperatura ambiente en agitacion
orbital por 2 horas, posteriormente se hicieron tres lavados con TBS-T 1X y se adiciono el
anticuerpo secundario contra raton (dilucién 1:5000 en PBS con 0.1% de albumina) marca
Jackson Inmuno Research, el cual es un anticuerpo que tiene adaptada una enzima
peroxidasa que permitird la deteccion de la sefial. El anticuerpo secundario se dejé en
agitacion orbital por una hora, se realizaron tres lavados con TBS-T 1X y se reveld usando
el kit EZ ECL de Biological industries® siguiendo las instrucciones del fabricante,
finalmente se expusieron las membranas sobre placas fotograficas y se usé solucion

reveladora y fijadora marca Kodak®.

5.3.8 Cuantificacion de la transcripcion del gen vapD mediante PCR tiempo real

Para determinar los niveles de transcripcion de vapD en H. pylori intracelular durante los
diferentes tiempos del ensayo, se trabajé con los paquetes celulares, los cuales fueron
lavados con 1 mL de PBS y con ayuda de un gendarme estéril se recuperaron las células
AGS con el microorganismo intracelular del fondo del pozo, la mezcla se centrifug6 a 8000

rpm y se recuperaron los paquetes celulares los cuales fueron depositados en 100 pL de

27



RNAlIater (Invitrogen®) y se conservaron a -80°C hasta la extraccion del RNA total. Para
llevar a cabo este proceso se empled el kit llustra RNA Spin Mini Kit (GE Healthcare life
Sciences®) siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y concentracion de la
extraccion se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa y a una lectura de la

absorbancia a 260 y 280 nm empleando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific®).

La reaccién de transcriptasa reversa se llevé a cabo empleando el kit QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la reaccion de
PCR en tiempo real se empleo el equipo Step one plus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems®). Se usaron los iniciadores de Cao Yy colaboradores (25) (F-
ATGTATGCTTTAGCGTTTG y R-GGATTTCACAATCTCAGTAA) y se disefid la sonda
(FAM-AGAGCGTTTAAGGTAGAGGACTTTAGCGA) para determinar los niveles de
transcripcion de vapD. Por otra parte, como control enddgeno de la transcripcion se empled
el kit de deteccion Human GAPD endogenous control (VIC) (Applied Biosystems®) que
contiene los iniciadores y la sonda Tagman®, que se encargan de detectar los niveles de

transcripcion de la gliceraldehido-fosfato-deshidrogenasa humana (GAPDH).

Para cada reaccion de PCR se prepararon 25 pL empleando la iQ Multiplex Powermix
(Biorad®). Cada muestra se analiz6 por triplicado y las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 94°C por 2 minutos y 30 ciclos de; 94°C por 15 seg y 60°C por 1
min. La determinacion de la transcripcion fue con el método de cuantificacion relativa
AAC+ y los célculos se llevaron a cabo con el software Step One version 2.3. Los niveles de
transcripcion del gen GAPDH se usaron como normalizador para validar los niveles de
transcripcion de vapD en todas las muestras después del tratamiento con gentamicina y el
nivel de vapD obtenido de la muestra TO se tomé como el 100% de la transcripcion del gen

para compararlo con los obtenidos de las muestras problemas.
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6. Resultados

6.1 Determinacion de la viabilidad de H. pylori en el medio intracelular por conteo de

UFC en placa de agar sangre

Inicialmente se estandarizé el inoculo de H. pylori a 3.2x10" bacterias; cantidad que se
utilizé como indculo en los pozos de las placas de cultivos de células, con una poblacion de
células AGS de 3.2x10° por pozo. El co-cultivo se incub por 3 horas en CO, al 5%,
después de este periodo de tiempo se tomd el sobrenadante (control de viabilidad de H.
pylori en ambiente extracelular) y el paquete celular (control de viabilidad de H. pylori en
ambiente intracelular). Ambas muestras se sembraron en placas de agar sangre,
obteniéndose 1.09 x10°y 1.36 x10° UFC respectivamente. Posteriormente, el co-cultivo se
tratd con gentamicina por 6 horas. Concluidas las 6 horas de tratamiento con el
antimicrobiano, inmediatamente (tiempo 0 [t0]) se tomé una alicuota de 50ul del paquete
celular y del sobrenadante para sembrarse en placas de agar sangre, el nimero de H. pylori
detectados en la fraccion del paquete celular fue de 485 UFC, que fueron los
microorganismos que realmente se internalizaron (0.04% de bacterias, con respecto a las
detectadas en el cocultivo sin antibiético), mientras que del sobrenadante solo se obtuvieron
9 UFC (tabla 1). Durante el tiempo 0 hasta las 36 horas de cocultivo, se pudo observar que
el conteo de microorganismos se mantiene constante (485, 433, 596 y 537 UFC), mientras
gue a las 48 h pos-tratamiento, hay un aumento considerable en las UFC (1300). Esta
variacion tan importante en el nimero de microorganismos podria deberse a una replicacion
de H. pylori dentro de la célula. Sin embargo, a partir de las 60 horas a las 84 horas, se
observa una disminucion importante en la recuperacion de UFC de H. pylori (de 482.7 UFC
hasta de 12 UFC), aunque se mantiene la persistencia del microorganismo dentro de la
célula. A pesar de esta gran disminucién en la recuperacion de H. pylori en las placas de
cultivo de agar sangre, los andlisis posteriores de los resultados obtenidos por
inmunofluorescencia que muestra la localizacién de H. pylori intracelular, la determinacion
de una proteina especifica de H. pylori por Western blot, y la cuantificacién de la
transcripcion del gen vapD por PCR Tiempo Real, nos muestran que H. pylori se encuentra
viable en el ambiente intracelular y persistiendo, muy probablemente en un estado viable no
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cultivable (por lo que ya no se detecta en UFC). Es importante mencionar que las UFC
obtenidas de sobrenadante durante todos los tiempos del ensayo son insignificante (de 9
UFC a 54 UFC), la deteccion de UFC en los diferentes tiempos a partir del sobrenadante
pueden explicarse por la recuperacion del microorganismo a partir de células desprendidas

y flotantes en el sobrenadante.

Tabla 1. Unidades formadoras de colonias (UFC) a partir de los sobrenadantes y de
células AGS, durante los diferentes tiempos del ensayo de persistencia.

Eg{:;ienm pc?)sr_. Células | Co-cultivo t0 t12 t24 t36 t48 t60 t72 t84
gentamicina AGS H. pylori-

AGS
UFC | ——-- 1.09x10° 9 6.3 2 10.67 63 42.7 60 54.5
sobrenadante
UFC | ——-- 1.36 x10° 485.3 433.3 596 537.3 1300 482.7 50.7 12
Células AGS

t0= es el tiempo inmediato concluido, al periodo de tratamiento con gentamicina (periodo
de 6 horas); t12-t84= corresponde de 12 hasta 84 horas despues de concluido el
tratamiento con gentamicina. Los nimeros son el promedio de tres ensayos.

6.2 Determinacion de H. pylori intracelular por Western Blot

Se realizé la extraccion de proteinas totales a partir de los paquetes celulares (P) y de los
sobrenadantes (S) de los diferentes co-cultivos, de cada uno en los diferentes tiempos del
ensayo (0, 12 hr, 24 hrs, 36 hrs, 48 hrs, 60 hrs, 72 hrs, 84 hrs) (figura 3). Las muestras

fueron corridas en geles de acrilamida al 10% y en electroforesis vertical.

Los patrones de bandas de las proteinas extraidas de las células AGS sin infectar (MKk) son
muy similares a los patrones de proteinas obtenidas de las células infectadas con H. pylori
(P), lo que nos indica que las proteinas predominantes observadas provienen de las células
AGS.

Respecto a las proteinas obtenidas a partir de la fraccion del sobrenadante (S) se observo

que predominan dos bandas de un peso aproximado de 55 y 72 KDa en el perfil de

electroforesis.
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PROTEINAS TOTALES DE CELULAS AGS INFECTADAS CON HELICOBACTER PYLORI
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Figura 3. Electroforesis de proteinas totales (10ug) de los sobrenadantes y de las
células AGS infectadas con H. pylori, en un gel de acrilamida al 10%.
El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular (PM); el carril 2 a las
proteinas extraidas del paquete celular sin infectar (Mk); los carriles 3 y 4
contienen las proteinas derivadas del sobrenadante (S) y del paquete celular (P)
respectivamente del co-cultivo sin tratar con gentamicina (Wt); los carriles 5 a 20
corresponden a los S y los P de los diferentes tiempos (0 a 84 horas) post
tratamiento con gentamicina (H. pylori).
La presencia de H. pylori intracelular se determind mediante el Western Blot de los geles
de acrilamida (conteniendo las proteinas totales) con la deteccion de una proteina de
membrana externa de choque térmico de aproximadamente 70 kDa y especifica para H.
pylori, utilizando anticuerpos especificos para la proteina. Adicionalmente como control de
carga se usé un anticuerpo que reconoce a la enzima gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) de humano, cuyo peso es de 36 kDa (figura 4). El cultivo de células AGS limpio
(Mk) fue nuestro control negativo (confirmando la ausencia de sefial con el anticuerpo
contra H. pylori). Por otro lado, tanto el sobrenadante y el paquete celular del co-cultivo sin
tratamiento con gentamicina (Wt), nos dieron una reaccion positiva con el anticuerpo
contra H. pylori (control positivo de infeccion) (figura 4), indicando la presencia de
bacterias extracelulares. Respecto a cada una de las muestras (S) de los diferentes tiempos
post tratamiento con gentamicina, el sobrenadante del tiempo O fue la Unica muestra de
sefial positiva, donde muy probablemente las proteinas especificas de H. pylori fueron

detectadas a partir de las células bacterianas muertas por la gentamicina, los sobrenadantes
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analizados a partir de las 12 horas hasta las 84 horas pos-tratamiento, fueron todos
negativos a la deteccion de la proteina de choque térmico de H. pylori, confirmando la
eliminacion del microorganismo en el sobrenadante. En cambio, con todas las muestras
derivadas de los paquetes celulares (P) de estos diferentes tiempos, hubo sefial positiva con
el anticuerpo contra la proteina especifica de H. pylori (figura 4), confirmando la

localizacion de H. pylori dentro de las células AGS.

WESTERN BLOT ANTI- HELICOBACTER PYLORI
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Figura 4. Deteccidon de una proteina de choque térmico de H.
pylori en Western blot en sobrenadantes y paquetes celulares,
procedente del co-cultivo células AGS-H. pylori.

El carril marcado con Mk, corresponde solo a celulas AGS (sin
H. pylori); los carriles S (sobrenadante) y P (paquete celular)
marcados en Wt corresponden al co-cultivo células AGS-H.
pylori, sin tratar con gentamicina; los carriles S y P marcados
dentro de 0 a 84 (horas) corresponden a las muestras de cada uno
de los tiempos del ensay. Se uso un anticuerpo contra la enzima
GAPDH (gliceraldehido fosfato deshidrogenasa) de humano,
como control de especificidad.

Ademas, se observd que los anticuerpos especificos contra la proteina de 70 kDa de H.
pylori, reconocen una proteina de un peso aproximado de 40 kDa, presente en el paquete de
células AGS, al igual que la deteccién de la proteina de 70 KDa. Muy probablemente estas
proteinas comparten epitopes. Mientras que en nuestros controles negativos de
intracelularidad (sobrenadantes de los tiempos 24, 36, 48, 60, 72 y 84 horas) no se detectan
ninguna de las proteinas especificas de H. pylori, indicando que la localizacion de H. pylori

es intracelular (figura 5).
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Figura 5. Western blot de la proteina especifica de H. pylori. La banda
superior corresponde a la proteina de membrana de 72 kDa. La banda
inferior de aproximadamente 40 kDa solamente se puede observar en las
muestras correspondientes a los paquetes celulares (P) de los tiempos
24, 36, 48, 60 y 84 h post tratamiento con gentamicina (h.p.i)

6.3 Determinacion de H. pylori intracelular por inmunofluorescencia

Se utilizo la técnica de inmunofluorescencia para determinar la localizacion de H. pylori
dentro de la célula AGS. La imagen obtenida con el microscopio confocal, donde se
traslapan las 3 iméagenes obtenidas con cada uno de los anticuerpos especificos contra H.
pylori (color rojo) y B-tubulina (color verde); y la imagen del nucleo de la célula (color azul)
obtenida con el colorante Dapi (4", 6-diamino-2-fenilindol), nos muestran que H. pylori se
encuentra dentro de la célula (figura 6). En la imagen que corresponde a la muestra infectada
sin tratamiento con el antibiotico (Wt) (figura 6, tercera columna) se observa la sefial de H.
pylori en la periferia de las células eucariotas e incluso algunos se localizan en los espacios
extracelular. Después del tratamiento con gentamicina (figura 7, cuarta columna) no se
observan sefiales de H. pylori en el espacio extracelular. A partir de las 12 horas pos-
tratamiento con gentamicina, hay un aumento en la sefial del microorganismo y una
reduccién considerable del citoplasma eucarionte, inclusive en algunas células se observan
huecos en el citoplasma debido a la formaciéon de vacuolas (figura 8). En los tiempos
posteriores (24 a 96 horas post tratamiento con gentamicina) podemos detectar varias
sefiales de H. pylori en una misma célula. Es importante mencionar que a lo largo de todo el
ensayo se detectan las morfologias: bacilar, curva y cocoide de H. pylori, esta ltima podria
estar relacionada con el estado de “resistencia viable pero no cultivable” (EVNC) (Figura 6).
Sin embargo, se necesitardn mas pruebas para poder confirmar que realmente el

microorganismo esté en EVNC.
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Figura 6. Inmunofluorescencia de células AGS infectadas con_H. pylori 24 horas después del
tratamiento con gentamicina. La tincion se logré a partir del empleo de diferentes anticuerpos:
contra Helicobacter pylori (rojo), contra B-tubulina, el cual delimita el citoplasma de la célula

(verde) y con el colorante DAPI que muestra y delimita el nucleo (azul). Las flechas rojas
muestran al microorganismo con morfologia cocoide, mientras que las flechas blancas muestras
al microorganismo con morfologia bacilar.
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Figura 7. Inmunofluorescencia de células AGS infectadas con H. pylori.

Las dos primeras columnas corresponden a: células AGS sin infectar (mock) y células AGS (mock/Gen) tratadas con gentamicina. La tercera columna muestra células
AGS infectadas con H. pylori durante 3 horas y sin tratamiento con gentamicina. A partir de la cuarta columna hasta la doceava, se muestran los diferentes tiempos en
horas (0 a las 96 horas) de los co-cultivos después del tratamiento con gentamicina (H. pylori). La hilera A) muestra las tres imagenes traslapadas obtenidas con el
microscopio confocal y el uso de los diferentes anticuerpos: contra Helicobacter pylori (B), contra B-tubulina, el cual delimita el citoplasma de la célula (C) y con el
colorante DAPI que muestra y delimita el ntcleo (D).
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Figura 8. Células AGS infectadas con H. pylori. En rojo se observa a Helicobacter
pylori; en verde se observa el citoplasma con presencia de vacuolas (flecha gris); en
azul se muestra el nucleo.

6.4 Determinacion de la transcripcién de vapD por PCR-Tiempo Real

La transcripcion del gen vapD se detectd a lo largo de todo el ensayo, mostrdndonos que el
gen esta activo cuando el microorganismo esta dentro de las células AGS. Se tomd como
valor de referencia 1.0 al cual se le asignd el 100% del nivel de la transcripcion, este valor
se generd en el tiempo cero (t0), inmediatamente, al concluirse las 6 horas del tratamiento
con gentamicina (figura 8), donde Unicamente se detectaria la transcripcion del gen vapD
de H. pylori presente en el medio intracelular. Se observd que la muestra sin tratar con el
antibidtico (Wt) presentd solo 0.6 veces mas transcripcion del gen vapD respecto al valor
de referencia (t0). Esta diferencia se explica por la transcripcion de gen vapD de H. pylori
(aproximadamente 2.45x10° UFC) presente en el medio extracelular (presentes antes de la
adicion de la gentamicina) méas las bacterias intracelulares, contra el numero de
microorganismos detectados por conteo en placa (485 UFC) en el tiempo 0 (que
corresponde al inmediatamente después de concluido el tratamiento con gentamicina). La
integracion de los resultados con el analisis de la transcripcion del gen vapD nos muestra
un numero de UFC muy reducido en comparacion con el inoculo, sin embargo, podemos

apreciar que la transcripcién de vapD es alta con base a la relacion UFC. A las 12 horas
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(t1) y 24 horas (t2) se observa un aumento en la transcripcion de vapD de aproximadamente
25% y 50% respectivamente (figura 8), con un conteo de 433 UFC y 596. A las 36 horas se
observa un descenso en el 33% en los niveles de la transcripcién del gen vapD con respecto
al nivel de referencia (t0), sin embargo, las UFC (537 UFC) no varian significativamente.
De las 48 horas a las 84 horas hay un nuevo aumento en los niveles de transcripcion del gen
vapD (de 0.99 a 1.8 veces respecto a t0), lo cual nos muestra que la transcripcion del gen
continta elevandose, aunque no es de manera significativa. Finalmente, a las 96 horas se
observa una ligera disminucion de la transcripcion de vapD, y una minima recuperacion de
UFC (12 UFC). Sin embargo, la deteccion de Helicobacter pylori intracelular por
microscopia confocal y fluorescencia y la determinacién de proteinas de H. pylori por
Western blot nos muestran la presencia de H. pylori dentro de la célula. El bajo nimero de
UFC podria indicar que el microorganismo se encuentra en una forma viable no cultivable,
sin embargo, se necesitaran otro tipo de experimentos para determinar la proporcién de la

poblacién que entrd en EVNC.
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Figura 9. Cuantificacion relativa del gen vapD. RQ= cuantificacion relativa, T0-T8=
muestras post tratamiento con gentamicina de las 0 hasta las 96 horas. WT= muestra sin
tratar con gentamicina.
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7. Discusion de resultados

La infeccion por Helicobacter pylori esta asociada a diversas patologias gastricas tales
como gastritis y ulcera péptica, de igual forma contribuye al desarrollo MALT (Tejido
Linfoide Asociado a Mucosa por sus siglas en inglés) y cancer gastrico. Por tanto, la
erradicacion de la infeccion es crucial para prevenir el desarrollo de dichas patologias, para
lo cual se llevan a cabo diversos tratamientos. Como primera linea de tratamiento se da la
terapia triple que consta de dos antibidticos (claritromicina y amoxicilina o metronidazol) y
un inhibidor de bomba de protones por 7 dias (4, 65). Cuando este tratamiento no es
efectivo, se emplean otras estrategias como la terapia cuadruple o el aumento en los dias del
tratamiento para eliminar al microorganismo. Sin embargo, en algunas ocasiones no se
logra erradicar la infeccion volviéndola persistente, crénica y recurrente (8, 65). Aunque se
ha propuesto que las fallas en el tratamiento se pueden deber a la adquisicion de genes de
resistencia a los antibidticos por la bacteria, es también importante considerar la
internalizacion de la bacteria a las células gastricas (66), lo que impediria a los
antimicrobianos entrar en contacto con H. pylori. Existen diferentes trabajos que muestran
gue algunas cepas de H. pylori son capaces de internalizarse y de permanecer dentro de la
célula de manera cronica e inclusive replicarse (17, 21, 22, 23, 41, 42). Es por esta razon
que en el presente trabajo se estudio la capacidad de H. pylori de persistir dentro de células

gastricas y su posible relacion con la transcripcion de vapD.

En 1997 Cao and Cover (25), describieron por primera vez la presencia del gen vapD en un
locus cerca del marco de lectura de la citotoxina vacuolizante (vacA) en la cepa 60190 de
Helicobacter pylori. Esto cobrd interés, ya que este gen presentd alta similitud con el gen
vapD presente en pladsmido o en cromosoma, descrito en otros microorganismos como:
Dichelobacter nodosus, Rhodococcus equi, Xilella fastidiosa, Haemophilus influenzae,
Neisseriae gonorrhoeae, los cuales son microorganismos intracelulares facultativos. Este
tipo de bacterias presentan diversas estrategias para sobrevivir dentro de la celula, como
inhibiendo la fusion del fagolisosoma, o induciendo la descarga lisosomal dentro del
citoplasma o bien escapando de la vesicula fagocitica para multiplicarse dentro del

citoplasma. Se ha reportado que el gen vapD es importante para la persistencia de
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diferentes patdgenos intracelulares facultativos cuando éstos se encuentran en condiciones
de estrés (24, 29, 31, 35). Por ejemplo, en R. equi tanto vapD como vapA aumentan sus
niveles de transcripcion cuando el microorganismo esta sometido a medio acido y H,O, si
se eliminan estos genes en R. equi, este microorganismo pierde su virulencia y la capacidad
de persistir dentro de los macréfagos (24). En Xylella fastidiosa se ha observado que los
niveles de transcripcion de vapD aumentan casi 8 veces después de 10 minutos de tener al
microorganismo a una temperatura de 40°C. Wen y col en 2003 (62), reportaron la sobre
expresion de diversas proteinas de Helicobacter pylori (cepa 26695) cuando éste es crecido
en medio de cultivo a pH &cido, entre las proteinas se encuentran las codificadas por genes
de virulencia como son algunos genes de la isla de patogenicidad cag-PAIl y vapD (62),
sugiriendo que la sobrexpresion de estas proteinas se debe a un fenémeno de adaptacién al
medio acido. En Haemophilus influenzae el gen vapD se ha descrito como parte de un
modulo toxina-antitoxina (T-A), donde vapD al parecer actia como la toxina que favorece
la interrupcion del metabolismo activo, permitiéndole a la bacteria adquirir un estado
“dormido o de latencia” ante una condicién de estrés como es la exposicién a un
antimicrobiano y solo favoreciendo nuevamente la replicacion bacteriana cuando la
antitoxina interfiere con la transcripcion de la toxina, cuando las condiciones ambientales
son favorables para su sobrevivencia (29). Ren y col en 2012 (29), demostraron el papel de
este modulo T-A, cuando co-incubaron a H. influenzae en células primarias de aparato
respiratorio e inocularon a la bacteria en el oido medio de la chinchilla, observando la
intracelularidad de H. influenzae y la persistencia del microorganismo dentro de las células
epiteliales tanto en el modelo in vitro como in vivo. Sin embargo, al mutar el gen de la
toxina vapD, se observd una disminucion significativa en la persistencia de la bacteria
dentro de la célula epitelial de tracto respiratorio y de oido medio. En la presente tesis,
nuestros resultados muestran una persistencia de H. pylori dentro de las células AGS hasta
de 96 horas (que fue el tiempo elegido de duracion en nuestro ensayo). Ademas, se
comprobd por PCR tiempo real que el gen vapD de H. pylori mantuvo su transcripcién

durante el periodo de tiempo que duro el ensayo.
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Varios trabajos con diferentes microorganismos muestran la importancia de estos modulos
T-A en la cronicidad de la infeccién, participando en la persistencia del microorganismo
dentro de la célula, por ejemplo: Mycobacterium tuberculosis puede permanecer de forma
latente dentro del macrofago, reactivandose la infeccidbn con un re-inoculo del
microorganismo o por la disminucién de la respuesta inmune (68). En E. coli, el fenémeno
de persistencia se debe a la accion de loci toxina-antitoxina y proteasas especificas como
Lon (63), dichos mddulos suelen actuar como operones dicistronicos y la toxina suele tener
una funcion de ribonucleasa (64). En H. influenzae la actividad de la toxina VapD ha sido
descrita como ribonucleasa con regulaciéon post-transcripcional de la expresion de genes
inducida por estrés y la delecion de este modulo resulta en el deterioro de la progresion de
la enfermedad (29).

Kwon, A. et al. (30) sobre expresaron el gen vapD de H. pylori en E. coli para obtener la
forma cristalina de la proteina, determinando que es un dimero de aproximadamente 34.8
kDa y tiene actividad de ribonucleasa. Esto Ilama la atencion ya que en los resultados
obtenidos por Western blot en nuestro estudio, se detectd la presencia de una proteina de H.
pylori con un peso molecular semejante (40 KDa, figura 4). Ser& importante caracterizar
esta proteina y confirmar o descartar que se trate de VapD o de alguna otra con altos
niveles de expresion cuando el microorganismo esta de manera intracelular. Por otra parte,
Kwon et al. observaron también que la secuencia de VapD tiene una alta similitud con
proteinas de R. equi, D. nodosus, H. influenzae y A. actinomycetemcomitans, las cuales
también tienen una alta similitud con la familia de proteinas Cas2 de CRISPR (Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats). Los autores encontraron que VapD de H.
pylori puede cortar desde 6 nucledtidos de RNA vy es especifico para purinas, prefiriendo
las uniones UA (30).

H. pylori puede residir en el estbmago humano con dos morfologias: una bacilar espiral y
otra cocoide, esta Ultima es el resultado de una transicion de las células bacilares a un
estado viable pero no cultivable (EVNC) (49). En este estado la bacteria sufre cambios en
la pared celular, expresion génica y sintesis de proteinas (48), esto origina que, aunque el

microorganismo esté metabolicamente activo, no es capaz de crecer en medios de cultivo
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tradicionales y solo se puede detectar como células con morfologia cocoide a través de
microscopia (47), sin embargo, la bacteria se mantiene viable debido a que sigue
produciendo ATP, mRNA y mantiene la integridad de la membrana celular (50). Con el
ensayo de inmunofluorescencia del presente estudio se detectaron microorganismos
intracelulares con morfologia bacilar y cocoide durante las 96 horas de duracién del ensayo
(Figura 6), siendo estos ultimos los que se encontraban en mayor proporcion. Esto también
coincide con los resultados obtenidos en cuenta en placa, ya que después de 60 horas post-
tratamiento con gentamicina hubo una disminucion considerable en el nimero de H. pylori
recuperadas. Los resultados de gPCR y Western blot de la presente tesis pueden sugerir que
el microorganismo se encontraba viable en el ambiente intracelular. Sin embargo, se
necesitaran ensayos de tincion de células viables y no viables para confirmar que realmente

el microorganismo entré en EVNC y no se trate de células en fase de muerte.

Se ha reportado que el EVNC se induce mediante aerobiosis, pH alcalino o &cido, altas
temperaturas, altas concentraciones de NaCl, incubacion prolongada, tratamiento con
inhibidores de la bomba de protones y antibioticos (45, 49). Todas estas condiciones
representan un medio adverso para el microorganismo, por lo que para poder adaptarse
necesitara disminuir su metabolismo y entrar en un estado de “dormancia” para seguir
manteniéndose viable. EI medio intracelular puede resultar estresante para la bacteria,
debido a las ROS y RNS presentes en las vacuolas de las células AGS (56), esto podria
explicar la alta proporcion de bacterias intracelulares con morfologia cocoide detectadas
por inmunofluorescencia ya sea por encontrarse en EVNC o por estar en fase de muerte, lo
cual nos indica la importancia que tendria el determinar la proporcion de la poblacion que

se encuentra viable.

H. pylori en estado de dormancia tiene una disminucion en su metabolismo, lo cual también
repercute en su capacidad de infectar células (47), sin embargo, es capaz de seguir
expresando genes de virulencia como cagA y vacA in vitro (45, 51, 33, 48). La proteina
CagA afecta la morfologia celular, la movilidad y la proliferacion de las células eucariontes
(46). La proteina VacA induce la activacion de citocinas inflamatorias después de entrar en

la célula hospedera y evita la maduracion del fagosoma mediante la formacion de
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megasomas impidiendo la destruccién del microorganismo por parte de las células del
sistema inmune (18, 53). Li, N. et al 2011 (51) encontraron que la transcripcion de vacA fue
menor respecto a cagA en las células cocoides. Esto indica que muy probablemente la
forma cocoide de H. pylori sigue expresando ciertas proteinas indispensables para su

sobrevivencia dentro de la célula, incluyendo factores de virulencia.

El microorganismo intracelular evade el sistema inmune por falta de estimulo de éste, ya
que la pared celular del microorganismo no estimula la produccion de la I1L-8 (48). Se ha
descrito que H. pylori es capaz de eliminar la autofagia de las células eucariontes mediante
el silenciamiento por metilacion del gen MAP1LC3AV1, el cual pertenece a la familia de
genes atg (autophagy-related genes) (56). Este mecanismo es importante por permitir la
eliminacién de microorganismos intracelulares mediante la fusion de lisosomas que
contienen ROS y RNS con el contenido citoplasmatico que se encuentra contenido en
vesiculas (22, 43, 56). Nuestros resultados con inmunofluorescencia muestran la presencia
de vacuolas en las células AGS en una muy baja proporcion (Figura 7), las cuales pueden
corresponder a un mecanismo de autofagia limitado por H. pylori intracelular. Como
consecuencia, la célula géastrica puede fungir como reservorio de H. pylori para permanecer
largo tiempo dentro de la célula sin ser eliminado y sin ser detectado por el sistema inmune,

lo cual puede contribuir a la cronicidad de la infeccion.

Existen numerosos trabajos donde se han reportado las formas cocoides tanto extracelular
como intracelular en pacientes con Ulcera gastrica, y metaplasia intestinal (59, 60, 61). Se
ha reportado que in vitro H. pylori en EVNC presenta un perfil proteico que estimula la
produccion de proteinas antiapoptéticas y carcinogénicas (49). De igual forma H. pylori
cocoide estimula una mayor transcripcion del gen egr-1 (Early growth response protein 1),
una mayor produccion de PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) ocasionando una
mayor proliferacién tanto de células AGS como GES-1 (51) y un aumento en los niveles de
8-hidroxi-2"-deoxiguanosina cuando interacciona con células GES-1, lo cual es indicativo
de dafio en el DNA.
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Se necesitaran estudio futuros para poder determinar qué papel desempefia VapD en H.
pylori y si existe una relacion con la induccion del estado viable pero no cultivable ya que
por ejemplo en X. fastidiosa un fitopatdgeno, VapD aumenta su expresion cuando se inicia
el desarrollo del biofilm dentro del xilema de la planta (35). Lo que indica que la proteina

VapD contribuye al desarrollo de estructuras de resistencia como pueden ser los biofilm.

La persistencia de H. pylori intracelular puede deberse a la relacion que hay entre la
expresion de vapD y el EVNC, para confirmar esta hipdtesis es necesario disefiar una cepa
de H. pylori mutante para vapD y determinar la capacidad que tiene para persistir dentro de
las células AGS, de igual forma hara falta determinar la cantidad de la poblacion
intracelular que es capaz de entrar en EVNC y cual se encuentra en fase de muerte

empleando tecnicas de tincion de células viables con SYTO 9® y yoduro de propidio.

Los mecanismos de inflamacion cronica que causan la infeccion podrian asociarse a la
continua expresion de genes de virulencia de H. pylori intracelular en EVNC (como cagA,
vacA y babA) (14, 32, 40, 44, 48, 49) que a su vez activaran la respuesta inmune del
hospedero, originando una continua formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
(ROS y RNS) en el tejido epitelial (53). De igual forma diversos estudios muestran que la
bacteria en EVNC contribuye a la proliferacion de las células epiteliales y elimina la
apoptosis de las mismas. Todos estos factores pueden generar la acumulacion de 8-hidroxi-
2-deoxiguanosina en el DNA celular y la escision de sus bases (55). Al tratarse de una
infeccion cronica, estas mutaciones se iran acumulando con el paso de los afios hasta causar
una desestabilizacion nuclear y derivar en cancer (39, 52, 53, 54). Se requieren estudios
futuros para comprender el papel de vapD en el desarrollo de las diversas enfermedades

gastricas, esto permitird tomar a vapD como marcador genético de cronicidad.
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8. Conclusion

Helicobacter pylori es detectada dentro de las células AGS durante las 96 horas del ensayo
predominantemente con una morfologia cocoide, ésta podria estar relacionada con el estado
viable no cultivable (EVNC), sin embargo se necesitaran ensayos de viabilidad y
produccion de ATP en la bacteria para confirmar que el microorganismo se encuentra en
dicho estado y no sera eliminado por las células AGS, de igual forma podria evaluarse la
proporcién de la poblacién que es capaz de entrar en EVNC. La transcripcion del gen vapD
en H. pylori intracelular se mantiene durante todo el estudio a pesar del bajo nimero de
células recuperadas en conteo en placa, por lo que se sugiere que vapD se expresa de
manera constitutiva. Para poder determinar si el gen contribuye a la permanencia
intracelular del microorganismo, se necesitard disefiar una cepa mutante para vapD y
determinar la capacidad que tiene el microorganismo para permanecer de manera

intracelular en las células AGS.
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