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RESUMEN

La infeccién por Helicobacter pylori induce un incremento en la tasa de apoptosis en las
células epiteliales géastricas que puede provocar una respuesta hiperproliferativa secundaria.
Actualmente, se conocen factores de virulencia de H. pylori como la proteina asociada a la
citotoxina (CagA) y la citotoxina vacuolizante (VacA) que participan en la induccién del proceso
apoptético en el epitelio géstrico; sin embargo, la existencia de factores adicionales participantes
asi como la expresién proteica diferencial de H. pylori durante este proceso no se han estudiado.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar la expresidon proteica diferencial de

Helicobacter pylori durante la apoptosis de células epiteliales géstricas AGS.

Las células AGS fueron incubadas con la cepa 7C de H. pylori con un indice de
multiplicidad de 1:100 o sélo con medio RPMI (control). Se cuantificaron las células con
condensacién de cromatina detectadas por microscopia de fluorescencia después de las 4, 6, 8,
12, 18 y 24 horas de su incubacién con H. pylori 7C en su forma viable y no viable. Se determiné
la actividad de la caspasa-3 mediante un método fluorométrico y se extrajeron las proteinas
bacterianas y celulares en el tiempo en que se observé un incremento significativo en la apoptosis.
El perfil proteico de H. pylori fue analizado en geles de doble dimensién y las proteinas con un
incremento significativo durante la induccion de la apoptosis de las células AGS fueron

identificadas por espectrometria de masas.

Después de las 12 horas de la infeccién, se observé un incremento significativo tanto en el
porcentaje de células con condensaciéon de cromatina como en la actividad de la caspasa-3 en las
células AGS infectadas con la forma viable de H. pylori en comparacién con la no viable y con el
control. Durante este tiempo, en los geles de doble dimensién se observé el incremento
significativo en la expresion de 19 manchas de las cuales se identificaron 5 proteinas de H. pylori
por espectrometria de masas y se detectaron 31 manchas presentes sélo durante el contacto

patégeno-hospedero.

En conclusién, H. pylori indujo un incremento significativo en la apoptosis de las células
AGS infectadas a las 12 horas sélo en su forma viable. Las proteinas de H. pylori identificadas

pueden participar en la induccién del evento apoptético.
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I. ANTECEDENTES




Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria patdgena gastrointestinal comin que infecta
a mas del 50% de la poblacién mundial . Desde su aislamiento e identificacién en 1983 por
Warren y Marshall, se demostré que esta bacteria estd asociada con la gastritis crénica (inflamacién
de la mucosa géstrica), la gastritis crénica activa (inflamacién de la mucosa géstrica con infiltraciéon
de polimorfonucleares), la Glcera péptica (llceras gastrica y duodenal), asi como con el cancer
gastrico. En 1994, se efectudé un consenso por parte de los Institutos Nacionales de Salud de los
E.U.A. (NIH), para reconocer a H. pylori como la principal causa de Ulcera péptica y es en este
mismo afio que la Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer (IARC) de la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS), declara a H. pylori un cancerigeno tipo 1 en humanos

2

La infeccién por H. pylori también fue asociada con el desarrollo de los linfomas géstricos
no Hodgking; asi como con el desarrollo del linfoma géstrico primario de células B del tejido

linfoide asociado a mucosa (MALT) 3.

I.I Epidemiologia y transmisién

Los estudios epidemiolégicos han mostrado que la infeccién por H. pylori ocurre en la
poblacién mundial. Sin embargo, la incidencia de la infeccién entre paises desarrollados y en vias
de desarrollo es significativamente diferente. La prevalencia de la infeccién por H. pylori en nifos
menores de 10 afios residentes en paises desarrollados es del O al 15%, mientras que en paises en
desarrollo es del 13 al 60% # >. Por encima de esta edad, cominmente se observa un incremento
en la prevalencia de la infeccién del 0.5 al 2% por afo *. En paises en vias de desarrollo, como
Meéxico, la mayoria de los individuos son infectados desde el primer afio de vida y la prevalencia
es de hasta un 80% en los adultos joévenes entre los 18 y 20 afios de edad 2. En paises
desarrollados, la infeccién es casi universal en adultos con un promedio de edad de 60 afos y
aunque hoy en dia en los Estados Unidos y el norte y oeste de Europa la infeccién es menos

frecuente, todavia existe de un 30 a 60% de los adultos que se infectaron en su nifiez 2 °.

El hacinamiento, las condiciones insalubres, el agua contaminada, asi como el residir en

comunidades cerradas constituyen factores de alta incidencia de la infeccién. Sin embargo, adn




cuando en los paises desarrollados el porcentaje de personas jovenes infectadas con H. pylori ha
disminuido debido al mejoramiento en las condiciones de vivienda, en el cuidado médico, asi
como en las medidas de sanidad, algunos estudios han indicado que todavia existe un riesgo en la

adquisicién de la infeccién de aproximadamente el 1% por afio 4.

En la actualidad se desconoce un reservorio no humano, lo que hace suponer que la
infeccidon es especie-especifica ™ 4. Los mecanismos de transmisién de la bacteria siguen sin
determinarse; sin embargo, por las caracteristicas de la infeccién y su amplia distribucion, se
postula que ésta ocurre de persona a persona, principalmente dentro de los miembros de una
familia 4. Debido a la localizacién de la infeccién y a la necesidad de esta bacteria por la mucosa
gastrica para su desarrollo, las vias mas probables para su adquisicién son la oral-oral, gastro-oral y
fecal-oral ' ¢. La principal evidencia para cada una de esas rutas consiste en el aislamiento e

identificacion del DNA de H. pylorien saliva, placa dental, heces y agua "©.

1.2 Patogénesis de la infeccion por H. pylori

H. pylori es un microorganismo gramnegativo, curvo, en forma de espiral, que mide
aproximadamente 3.5 por 0.5 pm; posee multiples flagelos en uno de sus polos (de 4 a 6) lo que
le permite moverse a través de la capa de moco '. La exposicién a condiciones desfavorables
(aerobiosis, cambios de temperatura, exposicion a antimicrobianos) o un tiempo prolongado de
cultivo resulta en la conversidon de la forma bacilar a la cocoide posterior a la formacién de las

»

llamadas “formas de U

Este microorganismo esté excelentemente adaptado a su nicho ecolégico y puede colonizar
Unicamente el epitelio de tipo géstrico, descansando en la superficie de las células epiteliales

géstricas bajo la capa de moco adherente y no se encuentra en el tejido duodenal normal 2.

El curso de la enfermedad es variable y depende de factores tanto de la bacteria (factores
de patogenicidad), como del hospedero (la edad del paciente, los niveles de produccién de acido
gastrico, diferencias en la respuesta inmune) y factores ambientales (fumar tabaco, alta ingesta de

nitratos y sal, baja ingesta de antioxidantes como vitamina C, etc.) 7-8.




Posterior a la infeccién, la bacteria coloniza la mucosa géstrica en forma de parches,
causando una gastritis aguda que puede durar semanas 0 meses antes de evolucionar a una gastritis
crénica activa 3. La gastritis crénica se desarrolla en los individuos colonizados por H. pylori, sin

embargo, del 80 al 90% de ellos no presentan los sintomas °.

Durante los afios o décadas que siguen a la infeccién inicial, la gastritis crénica superficial
puede permanecer asintomatica o evolucionar a formas severas de la enfermedad, tales como una
Ulcera péptica, o la pérdida casi completa de la funcién celular del epitelio géstrico observada en
la gastritis atréfica °. Se ha estimado que del 10 al 15% de los individuos infectados con H. pylori

desarrollaran Ulcera péptica después de un periodo de 10 a 20 afios 7-°.

H. pylori es considerado como el agente etiolégico de un 70 a un 80% de la gastritis
atréfica, enfermedad que involucra el antro y el cuerpo del estémago, siendo este proceso

inflamatorio al parecer, més importante en el cuerpo que en el antro 2.

La gastritis localizada predominantemente en antro estd asociada con hipergastrinemia y
alta secrecién de &cido gastrico (hiperclorhidria) debida a alteraciones funcionales de las células
parietales, lo que puede resultar en ulceraciones en el duodeno que de alguna forma “protegen™ al
estbmago del desarrollo de céncer géstrico > 3. En contraste, la gastritis predominantemente en
cuerpo, asi como la atrofia multifocal estdn acompafadas de hipergastrinemia debida a la baja
secrecion de &cido géstrico (hipoclorhidria) inducida indirectamente por H. pylori y a la
disminucién de la somatostatina antral responsable del mecanismo inhibidor sobre las células G
productoras de la gastrina '> 3. El incremento en la secrecién de gastrina no es capaz de aumentar
la secrecién de &cido clorhidrico proveniente del cuerpo géstrico inflamado produciendo un
estimulo proliferativo continuo en las células del epitelio gastrico asi como la pérdida progresiva
de las glandulas géstricas. Estas lesiones atréficas en cuerpo géstrico pueden, a su vez, producir

metaplasia intestinal, displasia epitelial géstrica y, finalmente, adenocarcinoma géstrico (figura 1) 2

12-14

AUn no esté claro si los pacientes con pangastritis tienen predisposicién a desarrollar atrofia
gastrica y la consecuente progresién a céncer géstrico; en lugar de ello, la pangastritis no atréfica

inducida por H. pylori generalmente es de bajo grado con cambios no aparentes en la secrecién




&cida ni tendencias a desarrollar Glceras, atrofia géstrica o intestinal y persiste sin complicaciones o

sintomas en la mayoria de los pacientes infectados 1> °.

Estudios epidemiolégicos han demostrado la presencia de H. pylori en el 85 al 100% de

los pacientes con Ulcera duodenal y en el 65 al 85% con Ulcera géstrica 7 6.

Produccién alta de dddo Ulcera duodenal
_
Vel Linfona MALT
. Gastritis 16-15%
predominante
en antro

Infeccién Infeccién por

Mucosa géstrica crénica por' Pangastritis H. pylori
normal H. pylori no atréfica Asintomatica

/ 20:90%
Oastritis atrdfica

predominante g Ulcera gastrica
en cuerpo 10-15%
Infeccién aguda I %
por H. pylor ~—s |

Displasia
Cancer gastrico
Produccién baja de adido L
L eee—
Nifiez Edad avanzada

Figura 1. Esquema de la historia natural de la infeccién por H. pylori 7°.

El cadncer géstrico es la segunda causa de muerte debida a cancer con una incidencia de
798,000 casos nuevos por afio y 628,000 muertes 7. La incidencia de cancer géastrico varia de una
zona geogréfica a otra, encontrdndose a Japdén, China, Corea, el Este de Europa y Suramérica
dentro de las zonas con la més alta incidencia (~70% de los casos); y al Este y Norte de Africa, el
Oeste de Europa y Norteamérica con la incidencia més baja ' '8. Sin embargo, pueden existir

contrastes dentro de un mismo pais, como son los casos en Hawaii y Nuevo México en donde las




poblaciones de indios americanos nativos, hispanos y japoneses presentan una tasa de incidencia
mas alta que los caucésicos. De esta manera, las caracteristicas demogréficas y culturales pueden

tener un papel importante en la localizaciéon geogréfica de las zonas mas incidentes .

En México, la tasa de mortalidad por cancer géastrico fue de ~4.5 por 100,000 habitantes
en 1980, la cual incrementd a 6.5 después de aproximadamente 10 afios con un incremento mas
evidente en hombres . Ademas, las tasas de mortalidad asociadas a cdncer géstrico se incrementan

notablemente con la edad .

En 1994, H. pylori fue clasificado por la Agencia Internacional para la Investigacién en
Céncer (IARC, por sus siglas en inglés), organizacién subordinada de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), como un carcinégeno tipo | (carcinégeno definitivo), basdndose en estudios de
correlacién ecoldgica, estudios de casos y controles, asi como en estudios de cohorte. Sin embargo,

s6lo del 1 al 2% de los individuos infectados por H. pylori desarrollan cancer géastrico > 7.

Existe un gran ndimero de estudios epidemiolégicos sobre la asociacién positiva entre la
infeccidon por H. pylori y el desarrollo de cancer géstrico que datan desde 1991 > 8. Con la
disminucién de la infeccién por H. pylori en paises industrializados durante el siglo pasado, se
observé también una disminucién en la morbilidad y mortalidad por cancer géstrico °>. Mas aun,
en los estudios de casos y controles se ha establecido una asociacién positiva entre la
seropositividad y el adenocarcinoma géstrico, con un aumento en el riesgo a desarrollar cancer

gastrico de 2.1 a 16.7 veces cuando es comparado con los pacientes seronegativos °.

Se sabe que con un riesgo relativo de 2.1, el nimero de casos nuevos de cancer géstrico
atribuidos a H. pylori es de 337,800, el cual representa el 42% del total de casos de céncer
gastrico a nivel mundial (47% en paises en vias de desarrollo y 35% en los demés paises) 7. Sin
embargo, en otros estudios se ha confirmado la presencia de una infeccién por H. pylori presente
o pasada en la mayoria de los pacientes con cancer gastrico (>80%), demostrando asi que la

infeccién ocurre en la mayoria de los casos de cancer géstrico °.

Por otra parte, se asume que H. pylori tiene una accidn indirecta ya que produce gastritis,
el cual es un precursor de la atrofia géstrica, metaplasia y displasia '7: 2°. Se ha reportado que la

gastritis superficial progresa a gastritis atréfica después de 10 afios o més y que la metaplasia




intestinal aparece después de otros 10 afios mas 2°. De esta manera, la participacién de factores
ambientales como la dieta y otros factores exégenos pueden tener un efecto sinergista o

antagonista 7.

La infeccidén por H. pylori incrementa significativamente el riesgo a desarrollar linfoma
géastrico tipo MALT, encontrdndose una asociacién de esta patologia con la presencia del
microorganismo del 72 al 98% ™ 2. La erradicacién de H. pylori induce la regresién del linfoma

gastrico en el 70 - 80% de los casos ™12

El papel de la infecciéon por H. pylorien la dispepsia no asociada a Ulcera es controversial.
Se ha reportado un incremento en la prevalencia de H. pylori en la dispepsia no ulcerosa; sin
embargo, el alivio de los sintomas es a largo plazo después de la erradicacién del microorganismo
12, Ademaés, se ha sugerido que la erradicacién de H. pylori mejora los sintomas en sélo el 9% de

los pacientes con dispepsia no ulcerosa 2.

Por otra parte, se ha propuesto que, aunque la infeccién por H. pylori esté circunscrita a la
mucosa gastrica, esto podria producir lesiones remotas al sitio primario de la infeccién mediante
la alteracién en los niveles de los mediadores sistémicos del proceso inflamatorio (TNF-a, IL1-3,
IL-8). De esta manera, se han asociado varias enfermedades no géstricas con la infeccién por H.
pylori que incluyen diabetes mellitus, tiroiditis, artritis reumatoide, desérdenes dermatoldgicos,

encefalopatia hepatica, anemia perniciosa, cardiopatia isquémica, entre otras & 2.




l. 3 Apoptosis y proliferaciéon inducidos por H. pylori

I. 3. 1 Mecanismos de induccién de apoptosis y/o proliferacién: estudios in vivo e in vitro

Se ha sugerido que la asociacién entre H. pyloriy cancer géstrico puede ser atribuida al
dafio colateral producido en las células epiteliales gastricas debido a mutaciones causadas por los
productos del evento inflamatorio — como especies reactivas del oxigeno (ROS), interleucina-8
(IL-8), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), etc. — que conllevara a la
aparicién de la atrofia y metaplasia intestinal. Por otro lado, el desarrollo de adenocarcinoma
géstrico puede ser resultado de la interaccidn directa del microorganismo per se, o de la liberacién
de sus productos efectores en las vias de transducciéon de sefales y expresién de genes,
alteraciones en la adhesién celular y en la regulacién enddcrina, la alteracién en el balance entre
la apoptosis y la proliferacion celular, asi como efectos toxicos directos en las células epiteliales

(figura 2) 20,

El mantenimiento de la integridad de la mucosa géstrica depende del balance entre la
pérdida celular debido a la muerte celular programada o apoptosis y la proliferacién celular 0. En
un tejido gastrico no infectado, las células apoptéticas son raras y superficiales, pero se ha
encontrado que durante la infecciéon con H. pylori, las células apoptéticas son numerosas y
localizadas en la profundidad de las gldndulas géstricas 2°. La gastritis atréfica y la displasia géstrica
estdn asociadas con un incremento en la apoptosis. El aumento en la tasa de apoptosis inducido
por H. pylori podria dar como consecuencia, una respuesta hiperproliferativa secundaria en un
intento por mantener la masa celular. En lesiones en las cuales tanto la apoptosis como la
proliferacién celular estdn continuamente aumentadas, las alteraciones y mutaciones en los genes
regulatorios de la apoptosis pueden ocurrir con mayor frecuencia, lo que a su vez, incrementa el

riesgo en el desarrollo de céncer géstrico 2.

En cultivos de células epiteliales se ha observado que la activacién del receptor Fas, la
sobreproduccién del factor de necrosis tumoral (TNF-a) y de interferén gamma (IFN-y), asi como
el incremento en la expresidén de la éxido nitrico sintasa inducible o del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad clase 1l (MHC Il) son eventos que participan en la induccién de la apoptosis

por H. pylori 2223,




‘1OJAd 1y 10d uodayul B| B3URIND

sisoydode o/A Je|njad ugpeuayljold ap uoPdINpUl 3P (BIDUSINJIA 3P $310108)) SOPIP A (UOIDBWE}UL) SOIIPUI SOWSIURIIN “Z eindi4

LojAd ‘1
3Ad VIDNITNYIA 3A STHOLOVA

NOIDVYI4ITOUd

CELELEEEY 23

BuUagosuc-01oid
ap uolsaudx]

seq
OWwIOI201T) H mmﬁ‘vuu..v V—mm_\v—m_z
L b = ) -
p sty O heep 2dHS
A : {1DHW .
sejonoep, £-osedsed A vdeD gdsH
& P h o
100 —» S .... . $
%- Pul -
V2RA *  :odn ugpano
L Il opewolslg .
esealn) . s &
) H H ojejenbsson
& [opP sojSauray]
SISO 1dOdY

NOIDVINVIANI

sO|yo1NeN

y
Semnpy %MZ.-V 414N SR

S15BUD

:
£

(vqeg) seuisaypy

)

seuadoduo
op uoisaidxy ***

NOIDVYIAITOUd  =seremeeees




La apoptosis en la gastritis asociada a H. pylori estd acompafnada por la activacién del
sistema Fas-Fas ligando (via extrinseca de la activacién de caspasas) en células epiteliales. Esto fue
demostrado en un estudio realizado por Rudi y cols. ?* en el que las células epiteliales y de la
ldmina propia de biopsias gastricas provenientes de pacientes con gastritis crénica asociada a H.
pylori mostraron una sobreexpresién del receptor Fas (APO-1/CD95) en comparacién con
biopsias géstricas de mucosa normal. Fas es un miembro de la familia de receptores del factor de
necrosis tumoral, el cual cuando se une a su ligando activa a la caspasa 8, un iniciador responsable

de la activacién de la cascada de caspasas durante el proceso apoptético.

Via intrinseca Via extrinseca
/ \ m g
CD95L —— Interaccién
Estrés mitocondrial ligando-receptor
¥ i
Mitocondria FADD
= ]
2 Bid ‘/' ?
-\ | Bdl-2 ‘l’
& ] DisC -
Citocromo C /@ K_/ KB‘d ﬁﬁp gjo Procaspasa 8
vo®
@ “"u Procaspasa-3
u.:) A Caspasa-8 activa
@ l W
Apoptosoma l
B — [ m—— »  Procaspasa-3
o \> g ¢
[ — | J‘_G L
Caspasa g ._, > — _} Y
Procaspasa g activa WLy
Caspasa-3 activa
Apoptosis

Figura 3. Vias apoptdticas extrinseca mediada por Fas/Fas ligando (CD95L) e intrinseca por la

liberacién del citocromo ¢ de mitocondria ?7. DISC, Complejo de sefializaciéon inductor de muerte;
TRAIL, Ligando inductor de apoptosis relacionado con el Factor de Necrosis Tumoral; FADD, Dominio de

muerte asociado con Fas.

Por otra parte, también se ha observado la activacién de la caspasa 9 por la liberacién del
citocromo C como consecuencia del estrés mitocondrial ocasionado por H. pylori en células HEp-

2 (via intrinseca de la activacién de caspasas) %’. Ambas vias resultardn en la activacién de la
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caspasa 3, la cual es una molécula efectora responsable de los cambios bioquimicos vy
morfolégicos celulares, de la condensacién de cromatina, la fragmentacién de DNA vy

eventualmente, la muerte celular (figura 3) %7.

Adicionalmente, H. pylori induce apoptosis en el epitelio géstrico a través de una
regulacién positiva de la proteina proapoptdtica Bax y de la regulacién negativa de la familia de
proteinas Bcl-2. Los niveles de las proteinas Bcl-2 determinan si una célula vive o muere a través
de la regulacién de la liberacién del citrocromo C de la mitocondria 2. Este fendmeno fue
observado en pacientes con Ulcera duodenal infectados con H. pyloriy en las células Kato lll, lo

que indica un efecto directo de este microorganismo en las células de la mucosa géstrica 22.

Alternativamente, la apoptosis puede ser vista como una respuesta a la hiperproliferacién
celular en un intento por reducir el crecimiento del tejido 7; sin embargo, estudios tanto /n vivo

como /n vitro han apoyado que la apoptosis ocurre como un primer evento 2027,

En un intento por desarrollar un modelo que permitiera reproducir lo mas fielmente
posible el curso de la infeccidon por H. pylori, varios grupos de investigacién en Japén inocularon
gerbos mongolianos con H. pylori, los cuales desarrollaron una gastritis crénica activa después de
12 semanas, Ulcera géstrica a las 24 semanas vy, finalmente, metaplasia intestinal después de 24 a
48 semanas de la inoculacién 2% 2°. En un estudio posterior, con un tiempo de infeccién mayor, se
observd el desarrollo de cancer géstrico en los gerbos infectados con H. pylori tratados con bajas
dosis de carcinégenos quimicos, como el N-metil-N-nitrosourea, o sin ellos. De esta manera, se
establecié el gerbo mongoliano como un modelo ideal para el estudio de la carcinogénesis

inducida por H. pylori .

La infeccién por H. pylori estd asociada con la expresidn de los genes de 1L-8 y COX-2, los
cuales estdn controlados a nivel transcripcional. Ambos genes tienen sitios de unién en sus
promotores para el factor nuclear-kB (NF-kB) 23 30, NF-kB es un factor de transcripcién que
controla cierto nimero de genes involucrados en la respuesta inflamatoria, en la progresién del
ciclo celular, en la inhibicién de la apoptosis y en la adhesién celular. Estudios /in vivo e in vitro
han mostrado que la infeccidon por H. pylori activa directamente al factor de transcripcién NF-kB,
aunque el incremento en la produccidén de perdéxido de hidrégeno proveniente del proceso

inflamatorio también es capaz de inducirlo 2% 23,
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Estudios recientes muestran que las MAP cinasas pueden participar como mediadores de la
activaciéon de NF-kB y de la expresién de citocinas como IL-8 3 32 Hasta ahora, se han
caracterizado tres principales grupos de MAP cinasas: las cinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK), las cinasas N-terminal de c-Jun (JNK), y las MAP cinasas de p38 3" 33, Estas
subfamilias forman tres cascadas paralelas que pueden ser activadas de forma simultdénea o
independiente. La sefalizacién mediada por MAP cinasas puede regular, al menos en parte,
funciones celulares clave como la proliferacion celular 3'. Keates y cols. 3 han demostrado que el
contacto con H. pylori activa rédpidamente a las MAP cinasas ERK1/2, p38, JNK46 y JNK54 en
células AGS después de 5 minutos de forma dosis dependiente. Como consecuencia de la
activacion de ERK1/2, se observé un incremento en la transcripcién del proto-oncogen c-fos asi
como la fosforilacién de Jun. Fos y Jun forman heterodimeros que incrementan la actividad del
factor de transcripcion AP-1, importante en la proliferacién celular y en la transformacién
neoplésica. En este mismo estudio se demostré que las cepas de H. pylori cagt presentan una
mayor activaciéon de las MAP cinasas que las cepas cag™ 3'. A su vez, la activacién constitutiva de
la via de las ERK/MAP cinasas puede dar lugar a la transicién del ciclo celular G1/S mediante la
sobreexpresién de la ciclina D1, reguladora del paso a través del punto de restricciéon y la entrada

a la fase S, acortando la fase G1 e incrementando la velocidad de la proliferacién celular 3" 34,

1.3.2 Principales factores de virulencia de H. pylori implicados en el balance proliferacién-
apoptosis

1.3.2.1 Adherencia y colonizacién

La virulencia es un concepto intimamente ligado al desarrollo de enfermedad y es
determinado, usualmente, en términos de morbilidad y mortalidad. La sobrevivencia y la
multiplicacién son prioridades del microorganismo mientras que la enfermedad es simplemente la
manifestacion de las complejas interacciones requeridas para cumplir con estos objetivos. Existen
varios factores de virulencia en H. pylori que contribuyen de manera diferente al dafio en la
mucosa gastrica, entre ellos se encuentran los factores requeridos para su sobrevivencia y la

colonizacién del estébmago humano &.

La ureasa fue el primer factor de virulencia esencial en la colonizacién identificado en H.

pylori, el cual, permite la sobrevivencia del microorganismo en el ambiente &cido del lumen del
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estbmago antes de que pueda alcanzar la mucosa géstrica 3°. La ureasa es una proteina que se
expresa en grandes cantidades por H. pylori (6% peso seco bacteriano) y, dependiendo de las
condiciones de cultivo, puede alcanzar hasta un 10% del total de la proteina bacteriana
producida 3> 3. La ureasa es un dodecdmero compuesto de seis subunidades de UreA vy seis
subunidades de UreB organizado en un anillo de 13 nm y un peso molecular de 550 kDa. Esta
enzima cataliza la hidrélisis de la urea produciendo amonio y diéxido de carbono 3>37. El papel
esencial de la ureasa como un factor de virulencia ha sido demostrado en mutantes de H. pylori
deficientes de ureasa, los cuales no fueron capaces de colonizar el estémago, aiin en animales con
aclorhidria, sugiriendo que la neutralizacién del microambiente no es la Gnica funcién de la ureasa
337 la ureasa también puede reclutar neutrdfilos y monocitos induciendo la liberacién de
citocinas proinflamatorias, lo que produce una respuesta inflamatoria localizada que produce
dafio al tejido géstrico 3>37. Por otro lado, en presencia de cloruro de amonio, la citotoxina
vacuolizante (VacA) es altamente activa produciendo mayor vacuolizacién en las células
epiteliales en comparacién con el efecto de la toxina sola, lo que sugiere una asociacién entre la
ureasa y la citotoxina vacuolizante para causar dafio celular 3*. Otros estudios han demostrado
que la ureasa de H. pylori induce apoptosis en células gastricas /n vitro e inhibe la liberaciéon de
somatostatina géstrica en animales 8. En un estudio realizado por Fan y cols. 3, se demostré que
H. pylori fue capaz de usar moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il
expresadas en la superficie del epitelio géstrico infectado como receptores, acto seguido de un
incremento en la apoptosis (figura 2). Asi mismo, observaron que la induccién de la apoptosis en
las células epiteliales géstricas fue dependiente de la expresion de MHC II, debido a que
anticuerpos anti-MHC 1l bloquearon este efecto y células deficientes en la expresion de esta
molécula (MHC 1l 7) no presentaron apoptosis inducida por H. pylori3é. Mediante la induccién
de la apoptosis en el epitelio géstrico, la ureasa puede encontrarse implicada en el incremento
compensatorio de la proliferacion celular y podria contribuir al incremento en las mutaciones en

el DNA, lo que puede dar como consecuencia el desarrollo del cdncer géstrico 3.

H. pylori se adhiere a las células epiteliales mediante adhesinas y receptinas. Las adhesinas
son proteinas bacterianas, glicoconjugados o lipidos bacterianos involucrados en etapas iniciales
de colonizacién mediante la interaccién entre la bacteria y los receptores superficiales de las
células epiteliales, como lipidos, proteinas, glicolipidos o glicoproteinas, por ejemplo: N-
acetilneuraminillactosa, gangliésido GM3, sulfatos, fosfatidiletanolamina, laminina, el antigeno de

grupo sanguineo Lewis b, etc. 3> 37. La adherencia de H. pylori a las células hospederas causa
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cambios celulares que incluyen cascadas de transduccién de sefiales que dan como consecuencia la
infiltracién de células inflamatorias (neutrdfilos y monocitos) y, posiblemente, la persistencia del
microorganismo 37. Una vez que H. pylori alcanza el epitelio géstrico, se adhiere a las células
mediante adhesinas como BabA, SabA, AlpA, AlpB, HopZ y HpA. La adhesina BabA (adhesina de
unién al antigeno del grupo sanguineo Lewis b) facilita la unién del microorganismo al antigeno
fucosilado del grupo sanguineo Lewis b presente en las células del epitelio géstrico (figura 2) . En
modelos animales, la adhesién de H. pylori dependiente de Lewis b estd acompafiada con el
incremento en la severidad de la inflamacién, el desarrollo de autoanticuerpos contra las células
parietales y la consiguiente pérdida de dichas células 3°. Aunque se han identificado tres alelos del
gen babA (babAl, babA2, babA3), s6lo el producto del gen babA2 es activo 3°40. Estudios en
paises occidentales han demostrado asociaciones entre la presencia de cepas babAZ+ y el
desarrollo de Ulcera duodenal y adenocarcinoma géstrico 3°. En China, Yu y cols. 4° observaron
que los aislamientos de H. pylori babA2* estaban asociados con los pacientes que presentaron una
inflamacién crénica mas intensa, asi como con atrofia glandular géstrica y metaplasia intestinal en
el antro géstrico. Esta misma asociacién se encontré con los aislamientos babA2*/cagAt/vacA sl
comparados con las cepas babAZ /cagAt/vacA s1. Mé&s aln, se observé que los pacientes con
cepas de H. pylori babA2* presentaron una mayor tasa de proliferacién celular que los que tenian
cepas babAZ2", adicionalmente, no se observd un incremento paralelo en la tasa de apoptosis 0.
Sin embargo, el mecanismo por el cual se induce la proliferacién celular todavia es desconocido #0.
De hecho, los paises con una alta incidencia de cancer géstrico como China y Japdn tienden a

presentar una alta frecuencia de cepas de H. pylori babA2*+4°.

Otro factor de virulencia es el lipopolisacarido de H. pylori (LPS), el cual expresa los
carbohidratos Lewis X y/o Lewis Y en su antigeno O 3374, Varios estudios han demostrado la
participacion del LPS en la adherencia posiblemente a través de su porcién Lewis X 37. Un estudio
reciente demostré que la estructura del LPS de la cepa NCTC 11637 de H. pylori es similar al del
antigeno Lewis X encontrado en el grupo sanguineo O y en las células epiteliales géstricas . El
nivel de expresion de estos antigenos varia entre las cepas, mostrando una variaciéon de fase
estimulada por el antigeno Lewis expresado en la superficie de las células epiteliales géastricas.
Ocasionalmente, H. pylori expresa otros antigenos Lewis con un nimero diferente de residuos de
fucosa (Lewis a, Lewis b). Los antigenos Lewis muestran una participacién dual en la patogénesis:
(1) mimetizan a los antigenos Lewis encontrados en la superficie del epitelio gastrico como un

mecanismo de evasién de la respuesta inmune seguida a la colonizacién vy, a su vez, favoreciendo
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la permanencia de H. pylori dentro del nicho géastrico; (2) causan dafio directo o indirecto
debido a la induccién de una respuesta autoinmune contra los antigenos Lewis expresados por H.
pylori compartidos con la célula hospedera 3°. El LPS de H. pylori puede ser un factor de
virulencia responsable de la induccién de apoptosis en células del epitelio gastrico, ya que es
capaz de causar una respuesta en la mucosa géstrica tipica de una gastritis aguda y de una
marcada apoptosis en el epitelio gastrico de ratas 2°. En otro estudio, la inoculacién de la cepa de
H. pylori Sydney (SS1) en ratones C57BL/6 indujo la activacién de la caspasa 3 seguida de la
fragmentacién del DNA, los cuales son marcadores del proceso apoptético 2°. Por otra parte,
Kawahara y cols. # demostraron que después de 8 horas de exposicion y a diferentes
concentraciones, el LPS de H. pylori es un potente inductor de apoptosis (>1 ng/mL) en cultivos
de células de la mucosa géstrica de cerdos de guinea, mediante la activacién de la caspasa 8 y la

liberacién del citocromo C de mitocondria con la subsiguiente activacién de las caspasas 9 y 3.

Las proteinas de choque térmico (Hsp) de H. pylori son otras proteinas involucradas en la
adherencia de este microorganismo al epitelio gastrico 37. Su receptor en el hospedero es un
glicolipido sulfatado 37 42. Las Hsps son una familia de proteinas inducidas en procariotes y
eucariotes por un ambiente de estrés. La funcién de estas proteinas como chaperonas es la de
facilitar el plegamiento, desplegamiento y translocacién de polipéptidos intracelulares #°. La
proteina de choque térmico de 60 kDa (Hsp60) es un potente inmunégeno de H. pylori
relacionado con la inflamacién del tejido géstrico, ademas de su participacion en la adherencia al
epitelio géstrico 4. Takenaka y cols. ¥ demostraron que la proteina Hsp60 recombinante de H.
pylori es capaz de usar como receptor a los receptores TLR (Toll-like receptor) en células KATO Il
induciendo la secrecién de interleucina-8 (IL-8) via activacién del factor de transcripcién NF-
KB después de un tiempo de exposiciéon de 8 horas. Por otro lado, la proteina HspB, un
homoélogo de la familia de proteinas de choque térmico GroEL, ha sido clonada y caracterizada
debido a su importancia como un potente inmunégeno %4, M&s aln, las cepas de H. pylori que
expresan esta proteina han sido asociadas con un aumento en el riesgo a desarrollar cancer
gastrico 4> 44, Dos grupos de investigacion diferentes encontraron resultados similares en pacientes
con adenocarcinoma géastrico que fueron seropositivos a HspB 3. De Luca y cols. ¥ demostraron
que la coexpresidon de HspB y la proteina asociada a la citotoxina (CagA) en células AGS indujo la
proliferacién celular a través de la expresiéon del proto-oncogen c-jun y el consecuente aumento
en la expresién de la ciclina D3 y, por tanto, el incremento de las células en la fase $S-G2-M del

ciclo celular a las 48 horas del experimento. La expresion de CagA o HspB de forma individual,
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no indujo estos efectos en las células AGS, lo que sugiere un efecto cooperativo de estas proteinas
4. El mecanismo molecular responsable del efecto patégeno de la proteina HspB de H. pylori

todavia no ha sido aclarado “3.

La gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT) es una proteina que se expresa en todas las cepas
de H. pylori de forma constitutiva, mutantes nulas en esta proteina han mostrado que la GGT no
es esencial para el crecimiento del microorganismo /in vitroy se ha encontrado en otras bacterias
como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa 2 3. Esta enzima cataliza la transferencia de
grupos glutamilo entre los compuestos como el glutatién y aminodacidos 2" 37 45, En células
animales, la GGT participa en el metabolismo del glutatién 37. Su funcién en las bacterias es
desconocida, pero se ha sugerido que podria participar en el transporte de aminoécidos 37. Una
mutante isogénica ggt de la cepa virulenta para ratén SS1 de H. pylori fue incapaz de colonizar el
estbmago de ratén; sin embargo, en un estudio mas reciente, se observé que la GGT no es
esencial en la colonizacién de ratones infectados con cepas isogénicas de H. pylori deficientes en
GGT, pero fue considerado como factor de virulencia debido a que la actividad de GGT
proporciond una ventaja a las cepas silvestres durante la colonizacién ya que la carga bacteriana
fue mayor que la de las cepas mutantes 4> 4. Ademas, la GGT es capaz de causar dafo celular
mediante el aumento en la expresién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) '3. En tejidos de mamiferos,
se ha reportado la asociaciéon de la actividad de GGT con la proliferaciéon celular, la cual puede
ser ocasionada por la alteracién en los niveles celulares de especies reactivas de oxigeno #.
Shibayama y cols. # purificaron, caracterizaron y demostraron que la GGT de H. pylori tenia la
capacidad de inducir apoptosis en células AGS (figura 2). En este estudio, la deteccién de la
apoptosis inducida en células KATO Il por la cepa 26695 de H. pylori se realizd a las 24 horas
con un indice de infeccién o de multiplicidad (MOI) de 100 bacterias por célula (1:100). La GGT
es un heterodimero en el cual una subunidad grande y una pequefa estdn asociadas de forma no
covalente 2 4. Es traducida en un precursor de una sola cadena que subsecuentemente es
procesada en dos subunidades ?'. Después de su secrecién y maduracién, la GGT se asocia a la
membrana a través de un enlace idnico, lo cual es consistente con la observaciéon de que la

induccién de la apoptosis requiere el contacto directo de la bacteria con el huésped ?'.
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1.3.2.2 Proteina asociada a la citotoxina (CagA)

Los mecanismos involucrados en la carcinogénesis durante la colonizacién del tejido
géastrico por H. pylori ain no se comprenden completamente, pero existen evidencias que
apuntan hacia la isla de patogenicidad cag (PAl-cag) como un factor de virulencia importante. La
isla de patogenicidad cag es un /ocus de 40 Kb que se encuentra insertado en el gen cromosomal
de la glutamato racemasa y en él se encuentran codificados 31 genes, algunos de los cuales
codifican un aparato de secrecién tipo IV (SSIV) requerido para la translocacién de la Proteina
Asociada a la Citotoxina (CagA), codificada también en esta isla 3°. En diversos estudios se ha
demostrado que, aunque las diferentes cepas de H. pylori son capaces de inducir gastritis, sélo las
cepas que presentan la isla de patogenicidad (PAl-cag*) aumentan el riesgo de una inflamacién
severa, Ulcera péptica y cancer gastrico distal en comparacién con las cepas que no la poseen
(PAl-cag™) 3. Mé&s aln, se ha demostrado que las cepas de H. pylori cagt pueden inducir
diferentes cascadas de sefializacién en las células epiteliales géstricas que, finalmente, resultaran en
la activacion del factor NF-kB y la sobreexpresiéon de IL-8 y otras citocinas cruciales en la
severidad de la enfermedad 3. Mediante mutantes isogénicas se ha encontrado que algunos de los
genes de la PAl-cag que son necesarios para la induccién de la actividad del factor NF-kB son
cagk, cagG, cagH, cagl, cagl y cagM 8. Por otra parte, recientemente, se demostré que H. pylori
utiliza el sistema de secrecién tipo IV, para translocar peptidoglicano como molécula efectora
involucrada en la activacién de NF-kB mediada por la proteina Nodl, una molécula de
reconocimiento de patdgenos intracelulares con especificidad para el peptidoglicano de bacterias
gramnegativas 30. A través del anélisis por microarreglos de DNA complementario (DNAC), se
observd una expresion genética diferencial en células epiteliales géastricas después de su infeccién

con cepas PAl-cagt y PAl-cag™ &.

El gen cagA se ha empleado como un marcador de la presencia de la isla de
patogenicidad, aunque esto no implica que la isla se encuentre completa y funcional 4. CagA es
una proteina inmunodominante de alto peso molecular (120 - 130 KDa) presente en 50-70% de
las cepas de H. pylori 8 3>. Los aislamientos clinicos de H. pylori han sido clasificados en tipo | y I
de acuerdo a la presencia de la isla de patogenicidad completa, la expresion de CagA vy la
secrecion de una citotoxina vacuolizante (VacA) activa. Las cepas tipo | son positivas para todas
estas caracteristicas, mientras que las cepas tipo Il no expresan CagA aln cuando contengan el

gen, poseen un gen vacA silencioso o que codifica una forma imnunoreactiva no téxica y/o tienen
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mecanismos de secrecidon defectuosos 8. Adicionalmente, sélo las cepas tipo | son capaces de
inducir la produccién de IL-8 in vitro. Un nimero de estudios epidemiolégicos ha demostrado
que existe una fuerte correlacion entre la infeccién por las cepas de H. pyloritipo | y la ocurrencia
de enfermedades gastroduodenales severas con una mayor inflamacién que puede resultar en
ulceracién péptica, gastritis atréfica y adenocarcinoma géstrico; mientras que las cepas tipo 1l con
una virulencia atenuada no inducen cambios dramaticos en la mucosa géstrica 8. Estos estudios
epidemiolégicos son apoyados por experimentos en modelos animales, en donde sélo las cepas

de H. pyloritipo | producen un dafio géstrico similar al observado en humanos é.

Una vez dentro de la célula epitelial gastrica, CagA se colocaliza en la membrana celular
con las proteinas ZO-1 y JAM, normalmente encontradas en las uniones celulares, afectando a la
integridad del epitelio “. A su vez, CagA puede ser fosforilada en sus residuos de tirosina de la
secuencia consenso EPIYA localizada en su regién C-terminal por las cinasas Src de la célula
hospedera 3* 4. Azuma y cols. 4° analizaron las frecuencias de los genotipos que contenian més de
cuatro repeticiones de la secuencia EPIYA en la regién 3’ del gen cagA y encontraron que la
infeccién por H. pylori con un genotipo cggAt con méas de cuatro secuencias EPIYA
correlacionaban con la patogénesis de la atrofia géastrica y el cancer géstrico. La proteina CagA
fosforilada (CagA-P) puede interactuar con la tirosina fosfatasa SHP-2, lo que da lugar a una
cascada de sefalizacidn celular que puede resultar en la estimulacién de la polimerizacién de la
actina con la consecuente formacién de un pedestal (efecto del “colibri”), asi como de la
movilidad celular (cell scattering), y alteraciones en la adhesién y proliferacién celular *°. La
proteina CagA-P también puede activar a una cinasa de la familia Src (Csk) inactivando a esta
familia de tirosina cinasas. Esta sefializacién puede inducir apoptosis atenuando las otras
interacciones de CagA. A su vez, mediante la inactivacién de Src, CagA-P induce la
desfosforilacién de cortactina, la cual luego se colocaliza con los filamentos de actina (F-actina) en
la punta y base del pedestal *°. La proteina CagA translocada también puede activar la via de las
MAP cinasas (Ras/MEK/ERK) dando lugar a la movilidad o dispersién celular (en células AGS) y a

la proliferacién celular observada en células MDCK (Figuras 2 y 4) 36 %0,

De acuerdo con lo anterior, la existencia de la PAl-cag que se asocia a la expresién de una
proteina CagA activa y de un sistema de secrecién tipo IV funcional puede promover vias
antiapoptoéticas, las cuales pueden ayudar a la persistencia del microorganismo disminuyendo la

muerte de las células epiteliales a las que se encuentra adherido °°. Sin embargo, atn cuando CagA
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y otros productos de la PAl-cag han sido relacionados con el incremento en la proliferacién
celular asociado a la infeccién por H. pylori, varios estudios han mostrado que no existen
diferencias en los niveles de proliferacién y muerte celular entre personas colonizadas con cepas
PAl-cagt y PAl-cag™ de H. pylori 5. Ademés, estudios realizados /in vitro, demostraron que la
alteracién de la proliferaciéon celular o apoptosis inducida por cepas de H. pylori no estaba

asociada con la presencia del gen cagA”°'.

Ras S\ayerbz Y Cortactina
i - =7 J;p -
Rat \ =\ [ ——Sicemecncen ~~ _+ Tirosina
l = ‘[r Fosfatasas
Mek ‘_l'(
‘ / r— F-actina
MAPK
(ERK)

Citoesqueleto

I
Y| SH2 , l
Movilidad celular (AGS) b —~ Fenotipo de “colibri
Proliferacion (MDCK) l (AGS)

N Apoptosis (AGS)

Figura 3. Actividad biolégica de CagA en las células gastricas epiteliales. Una vez que CagA es
translocado al citoplasma de la célula hospedera, puede ser fosforilado en sus residuos de tirosina
(Y). CagA fosforilado (Y-P) interactia con varias vias de sefializacién de la célula hospedera

produciendo cambios en la morfologia celular, proliferacién y apoptosis *°.

En contraste, Peek y cols. * mostraron mediante la infeccién de células AGS con
aislamientos clinicos de H. pyloriy sus mutantes isogénicas en la PAl-cag, que sélo las cepas de H.
pylori PAl-cagt reducian significativamente la viabilidad de las células infectadas induciendo una
acumulacién de células de G2-M después de 6 horas e incrementando su apoptosis a las 72 horas
del ensayo. Andlisis de mutantes en picB~ mostraron que la expresién del producto de este gen, el
cual tiene homologia con proteinas involucradas con el SSIV, contribuye a la progresién del ciclo

celular en las células AGS y a una respuesta apoptotica °'.
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Por otro lado, con el objetivo de investigar el efecto producido por cepas de H. pylori
cagA*y cagA ~ en la regulacién del ciclo celular, dos estudios separados mostraron que al infectar
células AGS o KATO lll sincronizadas y no sincronizadas con aislamientos clinicos y sus respectivas
mutantes en el gen cagA, se inhibia la progresién del ciclo celular de G1 a S asi como la induccién

de la apoptosis independientemente de la presencia del gen 52 53,

Adicionalmente, se ha demostrado que la expresidon de la citotoxina vacuolizante (VacA)
asociada con los productos de la PAl-cag estd involucrada en la induccién de la apoptosis de
células del epitelio intestinal (T84) via Fas/Fas ligando después de 48 horas de infeccion (MOI
1:100) con cepas de H. pylori vacA*/PAl-cagt y sus respectivas mutantes. Ademads, mediante
mutantes en el gen cagf, un mediador de la secrecién de IL-8 y de la activacién del factor NF-kB
en las células epiteliales géastricas, se encontrd que la proteina CagE fue necesaria para la induccién
directa de la apoptosis en las células epiteliales intestinales independientemente de la migracién
de polimorfonucleares >4. Sin embargo, en el estudio realizado por Peek y cols. °! no se encontré
relacién entre las cepas vacA*/PAl-cag* y la induccién de apoptosis ya que la incubacién de células
AGS con cepas de H. pylori vacA™/picB~ tuvo los mismos efectos inductores de apoptosis que las
cepas silvestres que contienen la PAl-cag integra, lo que sugiere que existen factores determinantes
de H. pylori independientes de la presencia de la PAl-cag o de vacA que pueden afectar a los

eventos del ciclo celular epitelial.

1.3.2.3 Citotoxina vacuolizante (VacA)

La citotoxina vacuolizante (VacA) es una proteina cuyo gen presenta cierto polimorfismo
con alelos que comprenden uno de tres tipos de péptido sefal, sla, s1b, s2 y uno de dos tipos de
region media, ml 6 m2 3> 0. Se ha observado que las cepas de H. pylori con el genotipo sla/ml
presentan una actividad citotdxica mayor, ademas de que estédn asociadas con el desarrollo de
cancer gastrico. VacA es una proteina sintetizada como una protoxina de 140 kDa que contiene
tres dominios funcionales: una secuencia o péptido sefial N-terminal (3 kDa), una citotoxina
madura (87 kDa) y un dominio C-terminal asociado con la membrana externa (50 kDa). Para
poder ser secretada, la protoxina se corta tanto en su regién N-terminal como en su regién C-
terminal, permaneciendo como un monémero de aproximadamente 95 kDa que formaréd una

toxina madura compuesta de 6 6 7 mondémeros en forma de anillo 3°. Una vez que VacA es
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liberada por H. pylori, frecuentemente es cortada, a su vez, en dos subunidades, una de 34 kDa
(fragmento N-terminal p34) y otra de 58 kDa (fragmento C-terminal p58), las cuales permanecen
asociados por interacciones no covalentes. Estudios /in vitro han probado que VacA se une a la
célula géstrica epitelial mediante la interaccidén con receptores especificos como el receptor tipo Z
de tirosina fosfatasa (Ptprz) o el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF), lo cual
podria modular vias de sefalizacién celular *°. VacA puede contribuir a la persistencia de H.
pylori en el nicho géstrico por medio de varios mecanismos3> >°. Primero, es capaz de formar
poros o canales en la membrana de las células epiteliales incrementando su permeabilidad a urea,
iones CI™ y HCO;™ y otros aniones y, con menor eficacia, a &cidos carboxilicos, piruvato,
gluconato 3¢. Una vez que la toxina madura es transportada al interior de la célula hospedera
mediante endocitosis, VacA induce la formacién de grandes vacuolas en el citoplasma que son
acidificadas por la actividad de una ATPasa tipo V unida a la membrana de estas vacuolas .
Dichas vacuolas se originan a nivel perinuclear hasta que llenan totalmente el citosol celular
causando una vacuolizacién celular masiva. La citotoxicidad de VacA puede afectar el transporte
de proteinas asi como el procesamiento de antigenos mediante cambios en el trafico de vesiculas
a nivel endosoma-prelisosoma. La formacién de vacuolas por VacA incrementa la permeabilidad
de células polarizadas /n vitro permitiendo la salida de moléculas de bajo peso molecular hacia la
submucosa proporcionando una fuente nutricional para H. pylori, asi como una disminucién en
la resistencia trans-epitelial y, por tanto, un incremento en la permeabilidad intracelular 3°. Por
otro lado, se ha sugerido que VacA puede ayudar a la persistencia de H. pylori mediante una
inmunosupresién especifica debido a que esta toxina bloquea la maduracién del fagosoma en
macréfagos, inhibe selectivamente la presentacion de antigenos en células T, bloquea la
proliferacién de celular T y regula negativamente los efectos Thl por interaccidn con la
calcineurina interfiriendo con la sefializacién 3% °°. Ademés de la vacuolizacién celular, VacA tiene
otros efectos dafiinos directos para la célula, observados in vitro, como la induccién de cambios

en el citoesqueleto, apoptosis y supresién de la proliferacion celular epitelial (figura 4) 35 0. 55,

A través de la exposicion de células AGS a sobrenadantes de cultivos de una cepa vacA-
s1/ml1 y de su respectiva mutante deficiente en este gen, Kuck y cols. 5> demostraron que el
sobrenadante de la cepa silvestre provocd un incremento en la apoptosis después de 48 horas, a
diferencia de la cepa mutante cuyo resultado fue similar al del control sin tratamiento. Ademas, se
encontré que la muerte celular inducida por VacA fue independiente de su capacidad para

producir vacuolas ya que la proteina recombinante producida en £. coli fue capaz de inducir
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apoptosis aunque no hubo formacién de vacuolas. Sin embargo, en este estudio no se pudo
atribuir completamente el efecto apoptético a VacA debido a que la remocién de la proteina del
sobrenadante por inmunoprecipitacion no redujo por completo la capacidad inductora de
apoptosis del sobrenadante *.

Mediante la transfeccién de células HEp-2 con construcciones de DNA con los genes
codificantes para VacA, p34 6 p58 fusionados con la proteina verde fluorescente (GFP) y la
incubacién de las proteinas respectivas con mitocondrias aisladas, Galmiche y cols. *¢ encontraron
que p34 se translocaba y se localizaba especificamente en mitocondria y que podia permanecer
libre en la matriz mitocondrial o asociado a la membrana interna. Mé&s adn, la transfecciéon de las
proteinas fusionadas p34-GFP y VacA-GFP eran capaces de inducir apoptosis mediante la

liberacién del citocromo C de la mitocondria y la consecuente activacion de la caspasa 3 °¢.

1.3.2.4 Otros factores de virulencia inductores de apoptosis

Otra de las proteinas secretadas que pudiera contribuir al efecto apoptético inducido por
H. pylori es la proteina HPO175, la cual es uno de los antigenos de H. pylori preferentemente
reconocido por los anticuerpos de pacientes con Ulcera gastroduodenal. Esta proteina esté
caracterizada por un nucleo con actividad C-terminal peptidil prolil ¢is, transisomerasa (PPlasa)
identificado de acuerdo a su similitud con otras secuencias. Las PPlasas han sido caracterizadas
como factores de virulencia en Legionella pneumophila y Trypanosoma cruzi. Basak y cols. 7
demostraron que esta proteina purificada de la cepa 26695 de H. pylori era capaz de inducir la
muerte celular de células AGS de forma tiempo y dosis dependiente. Este efecto fue confirmado
mediante la generacién de la cepa mutante en el gen cuyo efecto apoptético fue menor en

comparacién con la cepa silvestre *7.

Finalmente, todos los factores de virulencia antes mencionados son componentes
importantes en el desequilibrio apoptosis-proliferacién celular provocado por H. pylori, aunque

todavia se desconoce si existen otros factores involucrados que pudieran ser objeto de estudio.
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1.4 Andlisis protedmico: una herramienta en el estudio de H. pylori

La protedmica puede ser definida como el estudio de todas las proteinas, incluyendo su
abundancia relativa, distribucién, modificaciones post-traduccionales, asi como funciones e
interacciones con otras macromoléculas, en una célula u organismo determinado, en un ambiente
definido y en una etapa especifica en su ciclo celular *8. Hasta ahora, la combinacién de la
electroforesis de doble dimensién (2-DE), la espectrometria de masas (MS), la secuenciacién de
aminoéacidos y la bioinformaética (bases de datos como SWISS-PROT, SWISS-2DPAGE, TrEMBL,
etc.) ha sido empleada para alcanzar dicho objetivo, aunque se pueden utilizar métodos
complementarios basados en la cromatografia de liquidos, asi como los microarreglos de proteinas
para realizar el andlisis protedmico. La 2-DE es una técnica que permite la separacién de una
mezcla compleja de proteinas (més de 10,000 proteinas) en base a su punto isoeléctrico (pl), a su
masa molecular, solubilidad y su relativa abundancia (>10,000 copias por célula) >8¢°. Mé&s aun,
esta técnica tiene la ventaja de proporcionar un mapa intacto de proteinas, lo que permite la
identificacién del cambio en el nivel de expresidon proteico, asi como modificaciones post-
traduccionales e isoformas que no son detectadas por un estudio genédmico *. Sin embargo,
algunas de sus principales desventajas son la limitada resolucién de proteinas de baja abundancia

(10-1000 copias por célula) y de proteinas hidrofébicas 60 1.

La proteémica de H. pylori fue iniciada con el objetivo de entender la composicidon
proteica de una bacteria con un genoma relativamente pequefio (~1,600 genes) y de encontrar a
las proteinas inmunogénicas relevantes. Hasta ahora, se ha secuenciado el genoma de las cepas de
H. pylori 26695, 199 y HPAGI, para las cuales se han predicho 1,590, 1,495 y 1536 genes,
respectivamente 6264, Jungblut y cols. ¢ realizaron el anélisis protedmico de las cepas de H. pylori
26695, J99 y SS1 mediante 2-DE con geles de gran formato (23 x 30 cm) logrando detectar 1,863,
1,622 y 1,448 puntos o manchas para cada una de las cepas, respectivamente, distribuyéndose en
un intervalo de pH de 4 a 10 y de masa molecular de 5 a 150 kDa ¢2. A partir de las 1,800
proteinas detectadas para la cepa 26695 de H. pylori, se seleccionaron 152 para ser identificadas
por espectrometria de masas (MALDI-MS), mismas que comprendieron 126 proteinas diferentes lo

que, a su vez, representa cerca del 8% del total de los 1,590 genes predichos del genoma 62 63,
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En contraste, al analizar el proteoma obtenido de la cepa NCTC 11637 de H. pylori, se
observd que algunas proteinas como las subunidades a y [B de la ureasa presentan muiltiples
isoformas, lo que se tradujo en la deteccién de 93 proteinas productos de 35 genes. Esto sugiere
que muchas de las proteinas de H. pylori estan sujetas a cambios post-traduccionales . A partir de
un anélisis de lisados totales de la cepa 26695 de H. pylori separados por 2-DE en geles de gran
formato se identificaron 384 especies proteicas que correspondieron a 290 genes diferentes 63 66,
Algunas de estas proteinas tuvieron modificaciones post-traduccionales en mudltiples manchas.
Ademds, mas del 95% de estas proteinas identificadas pertenecieron a un grupo ntcleo de 1,281
genes que son conservados en diversos aislamientos clinicos. S6lo doce proteinas identificadas
estuvieron ausentes en algunos de los 15 aislamientos caracterizados, incluyendo a miembros de la
PAl-cag y algunas de las proteinas de membrana externa participantes en la virulencia de los
aislamientos de H. pylori ¢. Asi mismo, con el objetivo de estudiar proteinas que pudieran servir
como blanco para el tratamiento y prevencién contra la infeccién por H. pylori, en estos estudios
se han identificado algunos factores de virulencia como las subunidades de la ureasa, CagA
(Cag26), la catalasa, y GrokES, los cuales a su vez, mostraron ser reconocidos por sueros de
pacientes infectados ¢2. Entre otros factores de virulencia detectados por 2-DE se encuentran NapA

(proteina A activadora de neutréfilos), VacA y la GGT 62 63. 65,

El problema de la pobre deteccién de las proteinas de baja abundancia mediante la 2-DE
puede ser reducido mediante el enriquecimiento de un grupo de proteinas en particular como las
proteinas de secrecién o las proteinas de membrana externa, asi como el uso de intervalos de pH
mas cortos para lograr una mayor resoluciéon ¢. De tal forma que mediante el anélisis del
secretoma de las cepas 26695 y J99 de H. pyloriy gracias a la optimizacién de la técnica para
evitar la autolisis espontdnea del microorganismo, se detectaron proteinas como VacA, GGT,
algunas proteinas de flagelo (FIgE, FlgD, FIliE) y tiorredoxinas (TrxC, Trxa), las cuales se han
considerado de importancia por ser proteinas que pudieran estar involucradas de forma

importante en las interacciones patdgeno-hospedero ¢8.

Aun cuando en dichos estudios se han detectados diferentes factores de virulencia que
pueden estar involucrados en la induccién de la proliferacion celular y/o apoptosis en las células
del epitelio géastrico, todavia no se ha realizado el andlisis protedmico de H. pylori durante su
contacto con la célula hospedera. De hecho, actualmente, el anélisis protedmico se ha enfocado

mas a la expresion proteica diferencial resultante de la célula hospedera para poder comprender
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los mecanismos de sefializacién celular inducidos por el contacto con H. pylori. De esta forma, se
han identificado proteinas de células AGS relacionadas con la proliferacién celular, la
carcinogénesis, adhesion celular, el citoesqueleto y mecanismos de defensa celulares, todas ellas
relacionadas con el dafio celular mediado por el estrés oxidativo producido por la infeccién con

H. pylori®.

Finalmente, las proteinas mas abundantes de H. pylori han sido reportadas en varios
estudios protedmicos independientes; sin embargo, por medio de microarreglos de cDNA, se
encontré que del 4 al 7% de todos los genes de H. pylori presentan expresion elevada en el
microorganismo durante la infeccién de tejido géstrico humano y de gerbo, mismos que no estan
expresados en cultivos /n vitro . Por tanto, el estudio proteémico del microorganismo en
contacto con la célula hospedera podria resultar en la identificacién de nuevos factores de

virulencia implicados en la patogénesis de la infeccidn.
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1. JUSTIFICACION
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La infeccién por Helicobacter pylori induce un incremento en la tasa de apoptosis en las
células epiteliales gastricas que puede provocar una respuesta hiperproliferativa secundaria.
Aun cuando se conocen factores de virulencia de H. pylori como CagA y VacA que participan en
la induccién del proceso apoptético en el epitelio gastrico, se ha sugerido que existen factores
adicionales participantes desconocidos que forman parte de una expresién proteica diferencial
hasta ahora no estudiada. La identificacidn y el estudio de dichos factores pueden ser relevantes

en la compresién de la patogénesis de H. pylori durante la infeccién y su resultado clinico.
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111. HIPOTESIS
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H. pylori producird una expresién proteica diferencial durante la induccién de apoptosis a
células de adenocarcinoma géstrico (AGS) en comparacion con el cultivo puro del

microorganismo.
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IV. OBJETIVOS
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IV. 1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresién proteica diferencial de Helicobacter pylori durante la apoptosis de células

AGS infectadas.

IV. 2 OBJETIVOS PARTICULARES

v Determinar el tiempo de induccién de apoptosis en las células AGS durante la infeccién

con la cepa de H. pylori.

v' Comparar los perfiles proteicos de H. pylori obtenidos durante el cultivo individual con el

del evento apoptético de las células AGS.
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V. MATERIAL Y METODOS
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V.1 Cepa de H. pylori

Se utilizé la cepa 7C de H. pylori (cagA*), la cual es un aislamiento clinico obtenido del
cuerpo géstrico de un paciente con gastritis crénica. El cultivo puro de esta cepa estaba conservado

en caldo Brucella con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 15% de glicerol, a -70° C.

V.1.2 ldentificacién de H. pylori

Antes de la preparaciéon del indculo bacteriano para realizar la infeccién, en los cultivos
obtenidos se realizd la identificacién de H. pylori mediante la observacién de la morfologia macro

y microscépica (tincién de Gram), asi como las pruebas de ureasa y citocromo oxidasa .

V.1.3 Condiciones de cultivo de H. pylori.

La cepa 7C de H. pylori se cultivd en medio agar suero de caballo (base agar GC
adicionado de suero de caballo al 8%, vancomicina 10 mg/L, anfotericina 2 mg/L y trimetroprim 5
mg/L) vy se incubé en un ambiente microaerofilico (10% CO,, 5% O,, 85% N,) a 37° C durante
48 - 72 horas 62 63,

V.1.4 Preparacién del indculo bacteriano

La pureza y morfologia microscépica de cada una de las suspensiones bacterianas se
verific6 mediante una tincién de Gram evitando el uso de cultivos de H. pylori con més del 20%

de formas cocoides.

A partir de un subcultivo de 48 horas de la cepa 7C de H. pylorien placas de agar suero de
caballo, se ajusté el inéculo bacteriano en medio RPMI 1640 no suplementado (sin SFB ni
antibidticos) a una densidad 6ptica (DO) de 1.8 = 0.050 a 625 nm (~ 4 x 108 bacterias viables/mL
después del lavado del paquete bacteriano). El paquete bacteriano se lavé con medio RPMI 1640

no suplementado antes de realizar la infeccion.
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La concentracién del inéculo bacteriano empleado para realizar la infeccién se determiné a
través de la cuantificacién de bacterias viables por mililitro, empleando el kit comercial LIVE/DEAD
BacLight™ Bacterial Viability and Counting Kit (Molecular Probes, Eugene, Oregon). Las bacterias
se tifieron adicionando los colorantes fluorescentes SYTO9 (solucién stock 3.34 mM) y yoduro de
propidio (IP; solucién stock 20 mM) a 1 mL de la suspensién bacteriana para obtener una
concentracién final de 1.5 y 90 UM, respectivamente, y se dejaron incubando durante 15 min en
obscuridad. Finalmente, se adicionaron 10 pL de una suspensién estdndar de microesferas
previamente agitada en vértex (solucién stock 1x108/mL, 6 pum de didmetro) 7°. Se analizaron
10,000 eventos (bacterias individuales o en cimulos) en un citémetro COULTER® EPICS®
ALTRA™, a través del laser de argén de 488 nm. Asi mismo, se realizé la cuenta de UFC/mL en

placas de agar suero de caballo.

V.1.5 Preparacién de la cepa de H. pylorino viable.

La cepa 7C de H. pylori se suspendié en 50 mL de solucién salina de formaldehido
(solucién salina isoténica adicionada de 0.6% formaldehido) a una densidad 6ptica de 0.08-1.0 a
625 nm durante 48 horas a temperatura ambiente. El paquete bacteriano de esta suspension, se
lavd dos veces con solucién salina isotdnica estéril y se resuspendié en un volumen para obtener
una densidad 6ptica de 1.8 + 0.050 a 625 nm. Finalmente, se cultivé una alicuota de 100 pL en
medio agar suero de caballo y se incubdé a 37° C durante més de 72 horas en un ambiente
microaerofilico. La suspensién de bacterias no viables se almacend a 4° C hasta su uso. Antes de la
infeccion de las células AGS, se realizé una tincién de Gram para verificar la pureza de esta

suspensién bacteriana.

V.2 Cultivo de la linea celular AGS (células epiteliales de adenocarcinoma géstrico)

La linea celular que se utilizd en los experimentos se obtuvo de la American Type Culture
Collection (ATCC CRL 1739). Las células AGS se cultivaron en medio RPMI 1640 (GIBCO™,
Invitrogen Corporation) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), glutamina 2 mM, 2
g/L de NaHCO3, 100 U/mL penicilina, 100 mg/L estreptomicina y 0.25 mg/L anfotericina B (Sigma,
St. Louis, Mo) y se incubaron a 37° C en un ambiente de 5% de CO, hasta alcanzar un 80% de
confluencia. Las células AGS se conservaron a -70° C en SFB adicionado de 10% de

dimetilsulféxido (DMSQO) a una concentracién de 2- 5 x 10¢ células/mL.
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V.2.1 Preparacién de las células para los ensayos de infecciéon

Las células se cultivaron en placas petri (100 x 15 mm) hasta que alcanzaron ~80% de
confluencia, se lavaron con solucién amortiguadora salina de fosfatos pH 7.4 (PBS) precalentada a
37° C para eliminar a las células no adheridas y se trataron con 3 mL de tripsina al 0.25%
(GIBCO™, Invitrogen Corporation) durante 3-5 minutos a 37° C para desprender las células
adheridas. De la suspensién celular se tomaron 100 pL y se diluyeron en 100 pL de azul de tripano
0.4% (Gibco, BRL, N.Y.) y 800 pL de PBS para realizar una dilucién 1:10. Se cuantificaron las
células viables mediante una cdmara de Neubauer y el factor de dilucién empleado.

Se trasfirid el volumen de la suspensién equivalente a ~1 x 10¢ células a placas con 6 pozos (35
mm de didmetro) y ~5 x 10* células en placas de 24 pozos (15 mm de didmetro) con cubreobjetos
de 12 mm de didmetro. Las células se incubaron con medio RPMI 1640 suplementado (10% SFB)
hasta que se observé una confluencia del 70 - 80% aproximadamente (~ 48 horas). A
continuacién, cada pozo con células se lavé dos veces con medio RPMI 1640 sin suplementar
precalentado a 37° C. Las células se incubaron (37° C, 5% CO,) en medio RPMI 1640 sin SFB ni
antibiéticos durante 24 horas antes de la infeccién para la eliminacién de componentes del SFB
que pudieran interferir con la interaccién de las bacterias con las células, asi como en la extraccién

de proteinas de H. pylori™'.

V.3 Infeccién de las células AGS con H. pylori

Antes de la infeccion de las células AGS en medio RPMI no suplementado, se hicieron dos
lavados con PBS precalentado a 37° C para remover las células no adheridas. A dos pozos con
células AGS se les adicioné el volumen correspondiente del inéculo de la cepa 7C de H. pylori
para obtener un indice de multiplicidad (MOI) de 1:100. Asi mismo, se infectaron cultivos con la
cepa no viable 7C de H. pylori. A cada cultivo se le adiciond medio RPMI no suplementado para

obtener un volumen final de 2.5 mL. Las células fueron incubadas a 37° C y 5% CO..
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V.4 Determinacién de la apoptosis en las células AGS infectadas con H. pylori

V.4.1 Deteccidn de células AGS con condensacién de cromatina.

La deteccidon de las células AGS con condensacién de cromatina se realiz6 mediante la
tincién con IP después de O, 12, 18 y 24 horas de la infeccidn. Las células AGS cultivadas en pozos
de 15 mm con cubreobjetos de 12 mm de didmetro (L 5x10° células/pozo) previamente incubadas
en medio RPMI no suplementado durante 24 horas, se dividieron en cuatro grupos con diferentes

tratamientos:

1) Células AGS sin infectar como control negativo (control basal de apoptosis).

2) Células AGS expuestas a camptotecina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) como control
positivo de apoptosis. Se prepard una solucién madre 1.9 mM de camptotecina en DMSO
y se adicioné a cada pozo el volumen correspondiente para obtener una concentracién
final de 5 uM 33,

3) Células AGS infectadas con la cepa 7C de H. pylori (MOI 1:100, >90% formas
bacilares).

4) Células AGS infectadas con la cepa 7C de H. pylori no viable (MOI 1:100, 60-80%

formas bacilares).

Cada grupo se prepard por duplicado para cada uno de los tres ensayos independientes
realizados. Las células se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 y se fijaron con paraformaldehido 4%
(Electron Microscopy Sciences) durante 40 minutos a 4° C. Las células se lavaron tres veces con
agua desionizada y se permeabilizaron con tritén X-100 0.1% durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Esta solucidn se retiré y los residuos se eliminaron mediante tres lavados con agua
desionizada. Una vez permeabilizadas las células, se incubaron con una solucién de yoduro de
propidio (Sigma, St. Louis, Mo) 4 pg/mL en obscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, las células se lavaron tres veces con agua desionizada, los cubreobjetos se dejaron
secar, se colocaron en un portaobjetos utilizdndose glicerol como medio de montaje y se sellaron
para luego ser observados mediante un microscopio de fluorescencia. Se realizd la cuantificacién

de células con condensacién de cromatina de un total de 300 células y se calculé el porcentaje de
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células con condensacién de cromatina. Los resultados obtenidos se analizaron mediante la
aplicacién de la prueba t de student para muestras independientes considerandose significativas las

diferencias con una p<0.05.

V.4.2 Determinacién de la actividad de la caspasa-3

Los resultados obtenidos por la determinacién de la condensacién de cromatina en las
células AGS infectadas con la cepa H. pylori 7C fueron complementados mediante la
determinacién de la activacién de la caspasa-3. Las células AGS de un cultivo en pozos de 35 mm
de didmetro infectadas con H. pyloriy sin infectar se lavaron con PBS pH 7.4 adicionado de una
mezcla de inhibidores de proteasas (Complete™ protease inhibitor cocktail, Roche) y se
desprendieron suavemente mediante el uso de un raspador para células. Asi mismo, se obtuvieron
las células de un pozo con células AGS expuestas a 5 UM de camptotecina como control positivo,
ademas de las células infectadas con la cepa 7C de H. pylori no viable. Las suspensiones celulares
se centrifugaron a 2,500 x g durante 5 minutos y se resuspendieron en 100 pL de una solucién
amortiguadora de lisis o de raspado (glicerol 50%, sacarosa 5%, DTT 5mM, CHAPS 0.05%,
EGTA TmM, EDTA 1 mM, HEPES 100 mM, mezcla de inhibidores de proteasas). Las suspensiones
fueron agitadas con vértex hasta la disolucién del paquete celular y se conservaron a — 20° C hasta

Su uso.

Una vez realizada la cuantificacién de proteinas mediante el micrométodo de Bradford, se
prepararon cada una de las muestras con 50 pg de proteina, 2.4 mL de una solucién
amortiguadora para caspasas que permitié la estabilizacion de la caspasa-3 (EGTA 1 mM EDTA
ImM, HEPES 100 mM, sacarosa 10%, DTT 10 mM, CHAPS 0.1%, mezcla de inhibidores de
proteasas) y 4 UL del substrato fluorogénico (Ac-YVAD-AMC; Peptide Institute Inc., Osaka, Japén)
para obtener una concentracién final de 16 pM. La mezcla se agité con vértex y se transfirié a una
celda de cuarzo, dejandose incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente en condiciones de
obscuridad. La actividad enzimatica de la caspasa-3 se determiné realizando lecturas cada 2 s
durante 10 min a una longitud de onda de excitacién de 360 nm y de emisién de 440 nm en un

espectrofluorémetro (RF-5301 PC, Shimadzu Corp., Kioto, Japdn) 72.

El andlisis de los resultados se realizd calculando el valor de la pendiente de la recta

obtenida de la gréfica fluorescencia en funcién del tiempo (min). El valor de la pendiente para
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cada una de las rectas se multiplicd por 60 y se dividié entre 0.05 para obtener el valor de la
actividad enzimatica en unidades de fluorescencia/h/mg proteina. Los resultados finales fueron
obtenidos de tres ensayos independientes y analizados mediante la prueba t de student para

muestras independientes considerandose una p<0.05 como significativo.

La significancia estadistica en la cantidad de células con condensacién de cromatina y la
actividad de la caspasa-3 en cada uno de los grupos evaluados (AGS infectadas con la cepa viable
o no viable de H. pylori, células AGS sin infectar y células expuestas a camptotecina) determind la

induccién de apoptosis.

V.5 Determinacién de la expresién diferencial de H. pylori durante la induccién de apoptosis a las
células AGS

V.5.1 Extraccién y solubilizacién de proteinas

A partir de una placa con 6 pozos de 35 mm de didmetro se obtuvieron las células AGS
infectadas con H. pylori al tiempo en el que se observé un incremento significativo en la apoptosis
en comparacién con el control de células AGS sin infectar. A cada uno de los pozos se les retird el
medio de cultivo y se realizdé un lavado con PBS pH 7.4 para descartar a las bacterias no adheridas
y a las células AGS desprendidas. Se adiciond 1 mL de PBS a cada uno de los pozos y las células se
desprendieron mediante el uso de raspadores. Asi mismo, se obtuvieron las células AGS sin infectar
y las bacterias incubadas en placas independientes durante el mismo tiempo y bajo las mismas
condiciones que se emplearon para las células AGS infectadas. Las suspensiones celulares obtenidas
se centrifugaron a 3,500 x g por 5 minutos y se determiné el peso himedo del paquete celular. La
extraccion de las proteinas celulares y bacterianas se realizé resuspendiendo cada uno de los
paquetes celulares en 600 pL de solucién amortiguadora de lisis -Tris-HCl 0.01 M pH 6.8, EDTA 1
mM, urea 8 M, ditiotreitol (DTT) 50 mM, glicerol 10% v/v, nonidet P-40 5% v/v y solucién de
anfolitos 2% v/v (IPG-Buffer pH 3-10, Bio-Rad, USA)- por cada 52.8 mg de peso himedo para
permitir la lisis de més del 90% de las células eucariotas y procariotas 3. Las suspensiones se
agitaron vigorosamente en vdrtex hasta la disolucién visible de los paquetes celulares (L5 minutos)
y se centrifugaron a 11,500 x g durante 5 minutos a 4° C. Los sobrenadantes se separaron y
almacenaron a -70° C hasta su uso. De esta manera, se extrajeron las proteinas de tres ensayos de

infecciéon de forma independiente.
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La cuantificacién de proteinas de cada uno de los extractos se realizé6 mediante el ensayo
de Bradford (Protein Assay, Bio-Rad, USA). Dado que el amortiguador de lisis empleado interfirié
en la cuantificacién de proteinas mediante dicho ensayo, se realizé la precipitacién y posterior
resolubilizaciéon de las proteinas de cada una de las muestras. A 100 pL del extracto proteico se
adicionaron 5 volimenes de acetona al 80% y se mezcld en vértex. La mezcla se incubd 30
minutos en hielo y se centrifugd a 11,500 x g durante 5 minutos. La acetona se decantd y el
precipitado se dejo secar a temperatura ambiente durante no méas de 5 minutos. De acuerdo, a las
recomendaciones para la cuantificacién de proteinas por el método de Bradford, las proteinas
precipitadas se resuspendieron en una solucién con urea 6 M, DTT 70 mM vy (3-[(3-
cloramidopropil) dimetilamonio]-1-propanil sulfonato 1% (CHAPS), durante 15 minutos a

temperatura ambiente.

Asi mismo, la integridad y la baja pérdida de proteinas durante el procedimiento de
precipitacidén/resolubilizacién se observaron en geles de acrilamida al 12.5% de una dimensién

tefiidos con azul de Coomassie R-250.

V..5.2 Electroforesis de doble dimensién (2-DE)

V.5.2.1 Primera dimensién: Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque se realizé en tiras de inmobilinas con gradiente de pH inmévil (IPG-
Strips, Bio-Rad, USA) de 11 cm con un intervalo de pH de 3 a 10. La cantidad de proteina del
extracto obtenido de los ensayos de infeccion (AGS-Hp) fue de 100 pg para los geles analiticos. De
acuerdo a los geles de una dimensién tefiidos con azul de coomassie, la concentracién de proteinas
bacterianas obtenida fue mayor a la concentracién de proteinas de las células AGS en los extractos
de la infeccién, por lo que la cantidad de proteinas empleada de los extractos provenientes de los
cultivos individuales de la cepa 7C de H. pylori y de las células AGS fue 75 pg y 50 pg,
respectivamente. Una vez que se observé que las concentraciones de proteinas empleadas eran las
Optimas para la comparacién entre los geles y la determinacién de la expresién diferencial de H.
pylori 7C durante la induccién de apoptosis, se elaboraron geles de gran formato (20 x 23 cm)
para obtener una mejor resolucién. De esta forma, se emplearon tiras de inmobilinas de 17 cm con

un intervalo de pH de 3 a 10, para los cuales la cantidad de proteinas fue de 120 pg del extracto
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AGS-Hp, 60 pg del extracto de las células AGS y 90 pg del obtenido de la cepa 7C de H. pylori.
Las muestras fueron preparadas para su aplicaciéon en las tiras de inmobilinas adicionando a cada
alicuota del extracto proteico una solucién de CHAPS 4%, urea 7 M, tiourea 2 M, DTT 70 mM,
solucién de anfolitos 2% v/v y azul de bromofenol 0.001% para obtener un volumen final de 185
ML para rehidratar las tiras IPG de 11 cm y de 300 pL para las tiras de 17 ¢cm. Las muestras se
agitaron en vértex durante 1 min a temperatura ambiente y se centrifugaron a 11,500 x g durante
5 min a 4° C. Las tiras se colocaron en un carril de rehidratacién (Amershan-Pharmacia, UK) y se
rehidrataron con la muestra durante 16 horas a temperatura ambiente, conforme a las indicaciones
del fabricante. Posteriormente, se realizd el isoelectroenfoque (Multiphor I, Amershan-Pharmacia,
UK) a un voltaje y temperatura (Multitemp lll, Pharmacia, Biotech) controlados de acuerdo a
indicaciones del fabricante: 200 V/1h, 1,000 V/30 min, 1,500 V/30 min, 2,000 V/30 min y 2,500
V a 17° C hasta completar 55,000 V/h para las tiras de inmobilinas de 11 cm y hasta 65,000 v/h

para las tiras de 17 cm. El equilibrio de las tiras se hizo de la siguiente forma:

» Bafio 1: Las tiras se introdujeron en una solucién de equilibrio (Tris 0.375 M, urea 6 M,
glicerol 30% v/v) adicionada con dodecilsulfato de sodio (SDS) 7% y DTT 70 mM en

agitacion durante 15 min a temperatura ambiente 74.

» Bafio 2: A continuacién las tiras se cambiaron a una solucién de equilibrio con SDS 7% y
yodoacetamida 120 mM, en donde se mantuvieron en agitacién durante 15 minutos a

temperatura ambiente 74.

V.5.2.2 Segunda dimensién: Geles de poliacrilamida

Antes de la elaboracién de los geles de gran formato, se realizé la segunda dimensién con
las tiras de inmobilinas 11 cm, las cuales se colocaron en geles reductores de poliacrilamida al 15%
de 16 x 18 cm y 1 mm de grosor, en una cdmara vertical Hoeffer S600 (Hoeffer Scientific
Instruments, USA). Las tiras de inmobilinas de 17 cm se colocaron en geles reductores de
poliacrilamida al 15% de gran formato (20 x 23 cm) de 15 mm de grosor en una cdmara vertical
(Ettan DALTsix Electrophoresis unit, Amersham Biosciences Corp.). Posterior al equilibrio de las
tiras de inmobilinas, éstas fueron colocadas en contacto con los geles y selladas con agarosa al
0.5% con azul de bromofenol. La electroforesis a través de los geles de 16 x 18 cm se realizé a

voltaje constante (150 V) hasta la salida del colorante del borde inferior del gel. Las condiciones de
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la electroforesis para los geles de gran formato fueron: 15 W/30 min, 50 W/30 min y 5 W durante

toda la noche hasta que el colorante se salié del borde inferior del gel.

Una vez completada la segunda dimensidon los geles se fijaron en una solucién compuesta

por etanol al 50% y &cido acético al 10% en agua a 4° C durante toda la noche.

V.5.2.3 Tincién con coomassie coloidal modificado de Neuhoff (“Blue Silver”)

Los geles se lavaron dos veces con abundante agua desionizada con agitacién suave
durante 20 min. A continuacién, se adicioné la solucién de coomassie coloidal (H3PO4 2% v/v,
(NH4)250410% v/v, metanol 20% v/v, coomassie G-250 0.1% m/v), previamente agitada, a cada

uno de los geles y se dejé durante toda la noche a temperatura ambiente 7>.

Una vez tefiidos los geles, se retird la solucién de coomassie coloidal y se lavaron los geles
con agua desionizada y con agitacién suave hasta eliminar el exceso del colorante antes de

obtener la imagen digital.

V.5.2.4 Tincién con nitrato de plata

Los geles tefiidos con la solucién de coomassie coloidal fueron destefiidos mediante una

solucién de metanol 40% (v/v) y acido acético 10% (v/v).

Una vez eliminado el azul de coomassie de los geles, éstos se lavaron tres veces con una
solucién de etanol al 50% en agitacién por 20 minutos. A continuacién se realizd un
pretratamiento con tiosulfato de sodio pentahidratado (0.1g/L) durante 1 minuto y luego con agua
desionizada, se hicieron tres lavados de 20 segundos cada uno. Los geles se impregnaron con una
solucién de nitrato de plata (2g/L) y 0.75 mL/L de formaldehido al 37% durante 30 minutos en
agitacion constante y posteriormente, el exceso se eliminé mediante tres lavados con agua
desionizada. Para el revelado se utilizé una solucién de carbonato de sodio (60 g/L) con tiosulfato
de sodio (4mg/L) y 0.5 mL/L de formaldehido al 37%, hasta que se observaron los puntos de las

proteinas separadas (>10 minutos). Finalmente, se realizaron dos lavados con agua desionizada
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por 20 segundos cada lavado y la reaccién se detuvo con la adicién de una soluciéon de acido
acético al 1% por 10 min 76.
Las imégenes digitales de cada gel fueron obtenidas mediante un densitémetro (GS-800

Calibrated Densitometer, Bio-Rad, USA).

V.5.3 Anélisis de los geles de doble dimensién

Las imagenes de los geles se analizaron con el programa PDQUEST 2-D versién 8.0 (Bio-
Rad, Laboratories, Inc., USA). Las imagenes adquiridas de los geles tefiidos con nitrato de plata y
azul de coomassie coloidal se editaron y los puntos detectados en cada una de las réplicas para
cada caso se compararon entre si para construir un gel conocido como gel maestro. Cada gel
maestro se obtuvo de la representacién gaussiana creada por el software para cada mancha
detectada en las réplicas, esto es, una representacién tridimensional de la imagen original que

permitié su anélisis cuantitativo 77.

Los geles maestros de la infeccién (AGS-Hp) y de los cultivos individuales de las células AGS
(AGS) y de la cepa de H. pylori 7C (Hp), se obtuvieron de dos ensayos independientes. Todos los
puntos o manchas presentes en cada réplica de los geles tefiidos con nitrato de plata procedentes
de los extractos proteicos bacterianos y celulares se incluyeron en el gel maestro. Cada una de las
réplicas se normalizd a través del nimero total de puntos validos. Este método de normalizacién
asume que pocas proteinas cambian dentro del experimento, de tal manera que la intensidad de

cada mancha es dividida por la cantidad total de todos los puntos del gel maestro 77.

Los geles maestros fueron comparados entre si para la determinacién de la expresién
proteica presente durante la apoptosis de las células AGS inducida por H. pylori 7C que incluyé las
manchas detectadas exclusivamente en los geles tefiidos con nitrato de plata de los extractos
procedentes de la infeccidén y que pudieran corresponder a proteinas de las células AGS o de H.

pylori 7C.

El andlisis de las imagenes de estos mismos geles tefiidos con azul de coomassie coloidal
proporcioné informacién sobre la expresidn diferencial de forma cuantitativa de las proteinas de
H. pylori 7C durante la apoptosis de las células AGS con respecto al cultivo individual bajo las

mismas condiciones de incubacién. Para ello, cada una de las imagenes de los geles se normalizé
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mediante la densidad total del gel, método que considera que la densidad de una imagen (fondo y
densidad de las manchas) es relativamente constante de gel a gel, por lo que la intensidad de cada

mancha es dividida por el valor de la intensidad de todos los pixeles en la imagen 77.

La determinacién de la expresién proteica diferencial de H. pylori 7C durante la apoptosis
inducida en las células AGS se realizé mediante el anélisis estadistico de la cantidad o intensidad
total de cada mancha definida medido en unidades de densidad &ptica determinada por el
software PD-Quest 77. Para facilitar el andlisis de los datos, éstos fueron divididos por un factor de

1000. Los puntos analizados se seleccionaron de acuerdo a dos criterios:

1) Deteccién de las manchas correspondientes a las proteinas de H. pylorien las réplicas del cultivo
individual asi como en los geles procedentes a la infeccién.

2) Poseer un coeficiente de variacién (%CV) inter-ensayo de la intensidad para cada mancha
(entre réplicas) de menor o igual a 31.2%, el cual es recomendado por considerar las variaciones

técnicas y bioldgicas en cultivos bacterianos que pudieran afectar la reproducibilidad del ensayo

78

Finalmente, las diferencias significativas observadas durante la induccién de la apoptosis de
las células AGS por H. pylori 7C entre el valor promedio (intensidad media) de las manchas
seleccionadas de acuerdo a los criterios establecidos, se determinaron mediante la prueba t de

student (p<0.05) para muestras independientes 7.

V.5.4 ldentificacién de proteinas

A partir de los geles tefiidos con azul de coomassie coloidal, se seleccionaron las manchas
correspondientes a H. pylori 7C detectados en los geles de la infeccién con una intensidad media
mayor (>2 veces) con respecto a los geles del cultivo individual para su identificacién por

cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC/MS/MS).

Las manchas que contenian las proteinas de interés se cortaron manualmente del gel en
fragmentos de 0.5-1 mm? y se colocaron en tubos de microfuga de 1.5 mL. El colorante y el SDS
residual se removieron mediante dos lavados de 12 y 4 horas, respectivamente, con una solucién

de metanol 50% (v/v) y acido acético 5% (v/v).
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Los fragmentos se deshidrataron con acetonitrilo 100% y se secaron completamente por
centrifugacién con vacio. Las proteinas se redujeron mediante la hidrataciéon de los fragmentos de
gel con una solucién DTT 10 mM en bicarbonato de amonio (NHsHCO;) 100 mM pH 8.0. Los
geles se incubaron en esta soluciéon a 56° C durante 1 h. Posteriormente, se retird la solucién de
DTT y se afiadié una solucién de iodoacetamida 100 mM en el mismo amortiguador incubando

durante 45 minutos en obscuridad a temperatura ambiente.

A continuacién, la solucién de iodoacetamida se retird y los fragmentos del gel se
deshidrataron con acetonitrilo 100% vy se rehidrataron con NH;HCO; 100 mM incubando 10
minutos a temperatura ambiente. Los fragmentos de gel se deshidrataron nuevamente con

acetonitrilo y se secaron por centrifugacién con vacio.

La digestion de las proteinas se realizé mediante la rehidratacién de los fragmentos en una
solucién de tripsina modificada grado secuenciacién en NH4sHCO; 50 mM para obtener una
concentracioén final de tripsina de 20 ng/plL. La rehidratacién se llevé a cabo en hielo durante 45
minutos con agitacién ocasional. Los fragmentos de gel se concentraron en el fondo del tubo
mediante su centrifugacién durante 60 segundos descartando el exceso de la solucién de tripsina y

se afiadieron 10 mL de amortiguador para su incubacién a 37° C durante 12-16 horas.

Los péptidos obtenidos a partir de la digestién se extrajeron colectando los sobrenadantes
de una incubacién con NHsHCO; 20 mM y de tres incubaciones de 30 minutos cada una con
sonicacién y agitacién en la solucién de extraccién de acetonitrilo 50% (v/v) y &cido férmico 5%
(v/v). El volumen del extracto se redujo a un volumen menor a 20 pPL por evaporaciéon
centrifugando con vacio a temperatura ambiente. Las sales que pudieron interferir con la
ionizacién por electrospray (ESI) se eliminaron y los extractos se concentraron empleando puntas
de pipeta con medio de cromatografia de fase reversa Cis (Zip Tip) de acuerdo con las

especificaciones del fabricante (Millipore, Bedford, MA, USA).

A continuacién un volumen de 8 pL de cada muestra fue introducida a una columna
Zorbax C18 (45 pm de didmetro x 15 cm de largo) y separada en un gradiente de elusién de 2%
acetonitrilo, 0.1% &acido férmico a 98% de acetonitrilo, 0.1% é&cido férmico a una velocidad de

flujo de 0.3 pL/min.
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El andlisis de la secuencia de los péptidos se llevd a cabo en un espectrémetro de masas
hibrido de triple cuadrupolo-trampa de iones lineal (3200 Q TRAP, Applied Biosystems). El
instrumento empleado estuvo acoplado en linea a un autoacelerador (Agilent 1100 Series) y a un
sistema de cromatografia liquida de alta precisiéon (LC) que funciond con un flujo menor a 1 pL
por minuto. En este sistema, se adquirié un espectro de inspeccién para determinar la intensidad y
relacién m/z de los péptidos eluidos. Los péptidos que mostraron una mayor intensidad se
sometieron a un andlisis de espectro de resolucién incrementado (EMR) para la determinaciéon
mas exacta de su carga. Dichos péptidos fueron, a su vez, fragmentados con nitrégeno en la celda
de colisién (Qy). Los iones fragmento obtenidos fueron filtrados en Q3 e inyectados axialmente al

detector para la obtencién del espectro de los iones producto (EPI).

Las proteinas fueron identificadas empleando el algoritmo Mascot y la base de datos

NCBInr restringiéndose al grupo Eubacteria (http://www.matrixscience.com). Los criterios

establecidos para considerar una identificacién como vélida fueron:

a) La obtencién de la secuencia de al menos un péptido de la misma proteina con un
intervalo de confianza >95% (p<0.05).

b) La validaciéon de una identificacién potencialmente positiva con una Unica secuencia
peptidica requirié una calificacién de Mascot con un intervalo de confianza >99%

(p<0.01).

En todos los casos los espectros obtenidos fueron verificados manualmente.
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VI. RESULTADOS
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VI.1 Determinacién de la apoptosis en las células AGS infectadas con H. pylori

VIL.1.1 Observacién microscépica de las células AGS infectadas con H. pylori

Previamente a la infeccién, la cantidad de células AGS por pozo (3.5 cm de didmetro) fue
de 5.57+0.68 x 10° células. Dichas células se infectaron con una suspensiéon de H. pylori ajustada a
1.8+0.050 a 625 nm equivalente a 4.02%0.11 x 108 bacterias viables/mL. Estos valores fueron
considerados para realizar la infeccién de las células AGS a un indice de multiplicidad de 100

bacterias por célula.

Después de 24 h de infeccidn, las bacterias adheridas a las células AGS fueron observadas
en el microscopio mediante una tincién de Gram modificado. En dichos cultivos, se observaron,
mas de 10 bacterias adheridas por célula, lo cual equivale a més del 10% de la MOI con la que se
infectaron las células inicialmente (1:100). Ademés, aproximadamente el 60% de las bacterias

adheridas a las células AGS se encontraron en su forma bacilar (figura 4C).

Figura 4. Células AGS sin infectar (A) e infectadas (B y C) con H. pylori 7C después de 24 horas.

Las flechas sefialan al microorganismo en su forma bacilar.

Por otro lado, también se observé una disminucién del 40-50% en la confluencia de las
células AGS infectadas con la cepa 7C de H. pylori en comparacién con las células AGS sin Infectar

después de las 24 h de infeccién (figuras 4A y 4B).
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VI.1.2 Deteccién de células AGS con condensacién de cromatina

La condensacién de la cromatina es uno de los eventos morfolégicos tempranos de la
apoptosis, por tanto, este fue uno de los eventos evaluados para detectar el tiempo de la
induccién de la apoptosis en las células AGS debida a la infeccién por H. pylori 7C. A través de la
tincién con yoduro de propidio (IP) y la observacién en un microscopio de fluorescencia se
detectaron las células con condensacién de la cromatina en la periferia nuclear, ademéas de
caracteristicas como la reduccién en el tamafio celular y alteraciones en la morfologia celular, que
en conjunto, establecieron los pardmetros de las células que fueron consideradas como
apoptéticas 8- 8. Dichas caracteristicas fueron observadas en un control positivo de células AGS
expuestas a camptotecina, sustancia que funciona como un inductor de apoptosis, y se
compararon con los cultivos de células AGS infectadas con un cultivo viable de H. pylori 7C, asi

como con un cultivo no viable de esta misma cepa (cepa tratada con formaldehido 0.6%).

Con el objetivo de encontrar el tiempo en el que se pudiera detectar un incremento
significativo de células apoptéticas, se realizé la cuantificacién de células AGS con condensacién
de cromatina a las 4, 6 y 8 horas post-infeccién. Sin embargo, la cantidad de células con
condensacién de cromatina no fue mayor del 15% en los cultivos de células AGS infectadas con
H. pylori 7C; por lo que estos resultados no fueron significativamente diferentes de los valores

determinados para el control de las células AGS sin infectar (figura 5).

De manera similar, las células infectadas con la cepa de H. pylori no viable no presentaron
un porcentaje de células apoptdticas con diferencias significativas durante el ensayo en

comparacién con las células AGS sin infectar (figura 5).

Debido a lo anterior, la cantidad de células con condensacién de cromatina se determind
a los tiempos de infeccién de 12, 18 y 24 horas. El incremento significativo (p<0.05) de células
AGS que mostraron condensacién de cromatina en la periferia nuclear fue observado en las
células AGS infectadas con H. pylori 7C a partir de las 12 horas en comparacién con las células

AGS sin infectar (figura 6).
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Figura 5. Determinacién de la condensacién de cromatina en células AGS sin infectar (AGS),
células AGS infectadas con H. pylori 7C viable (AGS-Hp) y H. pylori 7C no viable (AGS-Hp nv) a
las 4, 6 y 8 horas. Los datos mostrados son resultado de un ensayo con su respectivo duplicado.
Los resultados fueron verificados por un segundo observador y fueron analizados por la prueba t

de student.

La cantidad de células con cambios morfoldgicos celulares, reduccién del tamafio celular
asi como la presencia de cuerpos apoptdticos y disminucién en la confluencia celular fue mas

notable a las 18 y 24 horas post-infeccién (figura 7).

Los porcentajes de células con condensacién de cromatina en los cultivos infectados con
H. pylori fueron similares a los obtenidos en las células expuestas a camptotecina, durante los tres
tiempos de infeccién. En contraste, el porcentaje de células con condensacién de cromatina en los
cultivos de células infectadas con la cepa H. pylori 7C no viable no mostrd diferencias
significativas comparado con control de células AGS sin infectar en los tres tiempos del

seguimiento (figura 6).

De esta forma, para detectar los factores de H. pylori que pudieran estar interviniendo en

el incremento en la apoptosis de las células AGS durante la infeccién, se estudiaron los cultivos
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celulares infectados durante 12 h, tiempo en el que el incremento en el porcentaje de células AGS

con condensacién de cromatina comenzé a ser significativo.
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Figura 6. Determinacién de la condensacién de cromatina en células AGS sin infectar (AGS),
células AGS infectadas con H. pylori 7C viable (AGS-Hp) y H. pylori 7C no viable (AGS-Hp nv) a
las 12, 18 y 24 horas. Los datos mostrados son resultado de dos ensayos independientes con sus
respectivos duplicados, ademé&s de ser verificados por un segundo observador. *p<0.05

comparado con las células AGS sin infectar.

Mediante la tincién con IP, fue posible observar, en algunos casos, a las bacterias
adheridas a las células AGS. A las 12 h post-infeccidn, se observé que, ain cuando las condiciones
de incubacién fueron aerdbicas, la forma bacilar se encontré predominantemente en los cultivos
de células AGS infectados con la forma viable de H. pylori 7C. Como se puede observar en la
figura 8, tanto las formas bacilares como las formas cocoides fueron capaces de adherirse a las

células AGS a dicho tiempo del ensayo.
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Figura 7. Condensacién de cromatina en células AGS sin infectar (A-D), células AGS infectadas con H. pylori 7C (E-H) y de las células
AGS expuestas a H. pylori 7C no viable (J-L), después de 0, 12, 18 y 24 horas. (I) Células AGS con condensacién de cromatina expuestas

a camptotecina durante 24 h (control positivo). Las flechas muestran las células con condensacién de cromatina presentes en cada caso.
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Figura 8. Células AGS infectadas con H. pylori 7C (A.) en su forma viable y (B.) en su forma no
viable a las 12 h. En flechas delgadas se muestran algunas formas bacilares; y en flechas gruesas se

muestran algunas formas cocoides adheridas a las células AGS.

VI.1.3 Determinacién de la actividad de la caspasa-3

Para confirmar que el incremento en el porcentaje de células con condensacién de
cromatina observado a las 12 horas de incubacién en los cultivos de células AGS infectados con H.
pylori era debido a la induccién de apoptosis, se determind la actividad de la caspasa-3, una

molécula efectora de la apoptosis.

La actividad de la caspasa-3 detectada en los extractos proteicos de las células AGS
infectadas con H. pylori 7C se encontré aumentada 15 veces mas que en las células AGS sin
infectar (p<0.05). Por otra parte, las células AGS infectadas con H. pylori 7C no viable
presentaron una actividad de la caspasa-3 similar al de las células AGS no infectadas. La validacién
de estos resultados se realizd mediante el uso de un control de células AGS expuestas a
camptotecina, el cual mostrd una actividad 33 veces mayor a la actividad basal observada en las

células AGS control (figura 9).
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Figura 9. Determinacién de la actividad de caspasa-3 en las células AGS infectadas con H. pylori
7C viable (AGS-Hp) y con H. pylori 7C no viable (AGS-Hp nv) a las 12 h post-infeccion. Se
emplearon como control negativo un cultivo de células AGS sin infectar (AGS) y como control
positivo un cultivo de células AGS expuestas a camptotecina 5 pM (Camp). Los resultados fueron
obtenidos de tres ensayos independientes. *p<0.05 (t de student) comparado con las células AGS

sin infectar.

Debido al incremento significativo tanto de células con condensacién de cromatina como
de la actividad de la caspasa-3 en los cultivos de células AGS infectados con H. pylori 7C a las 12
horas, se selecciond este tiempo de infeccién para los ensayos a partir de los cuales se realizd la

extraccion de proteinas y la elaboracion de los geles de doble dimensién.
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V1.2 Determinacién de la expresién diferencial de H. pylori durante la induccién de apoptosis
de las células AGS.
V1.2.1 Electroforesis de doble dimensién (2-DE)

La obtencién de los extractos proteicos de la cepa 7C de H. pylori después de las 12 h
de infeccién, tiempo en el que se observd un incremento significativo en la apoptosis de las
células AGS, se realiz6 mediante el empleo de una solucién amortiguadora de lisis. Este
método permitié la recuperacién de las proteinas bacterianas y celulares sin degradacién de las
mismas como se pudo observar en geles de una dimensién (figura 9) y en una concentracién

suficiente (2-5 pg/pL) para realizar los geles de doble dimensién.

Carril 1: AGS-Hp 15 pg
Carril 2: AGS-Hp 25 pg
Carril 3: Hp 25 pg
Carril 4: Hp 15 pg
Carril 5: AGS 15 pg
Carril 6: Hp 10 pg
Carril 7: AGS 10 pg
Carril 8: AGS 25 pg

- " ' Carril 9: Albimina 5 pg

Carril 10: Marcador de masa
molecular (kDa)

. —  — . -

| B

Figura 10. Gel de una dimensién (poliacrilamida 12.5%) tefiido con azul de coomassie R-250
con 10, 15 y 25 pg del extracto proteico de los cultivos puros de las células AGS (AGS), de H.
pylori 7C (Hp) y de la infeccién (AGS-Hp).

Por otra parte, en los geles de una dimensidn se observé que las proteinas de H. pylori
se encontraban en una proporcién mayor que las proteinas de las células AGS en los extractos
obtenidos a partir de la infeccién. La visualizacién de la intensidad de las bandas
correspondientes a las proteinas bacterianas més abundantes en los extractos procedentes de la
infeccién, permitié la estimacién cualitativa de la proporcidén de proteinas bacterianas con
respecto a las celulares de 1.5:1 (figura 10). De tal forma que para la deteccién de la expresidon
proteica diferencial de la cepa 7C de H. pylori durante el evento apoptético inducido en las
células AGS, se elaboraron, inicialmente, geles de doble dimensién de formato mediano (16 x
18 c¢m, tiras IPG 11 cm) empledndose 75 pg del extracto proteico de H. pyloriy 50 pg del
extracto de las células AGS para la comparacién con los geles de la infeccién en los que se

utilizé 100 pg del extracto proteico.
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Figura 11. Geles 2-D de formato mediano (16 x 18 c¢m, tiras IPG 11 cm) tefiidos con azul de
coomassie coloidal. En los cuadros se muestran algunas proteinas que presentaron una
intensidad semejante tanto en el cultivo puro de H. pylori (Hp) como en la infeccién (AGS-

Hp) bajo las condiciones empleadas.

De esta manera, bajo las condiciones empleadas, los geles de doble dimensién (2-D) de
formato mediano tefiidos con azul de coomassie coloidal mostraron un patrén de proteinas
de H. pylori cuya intensidad fue similar tanto en el cultivo puro de H. pylori como en la
infeccién que pudo emplearse como referencia para detectar los patrones de incremento o

disminucién en la expresién proteica (figura 11).

La plantilla o el gel maestro de las células AGS infectadas con H. pylori 7C asi como el
de los cultivos puros respectivos, empleados como controles durante el anélisis de la expresidon
proteica de H. pylori, se obtuvieron a partir de los extractos proteicos de dos ensayos
independientes y geles de doble dimensién de gran formato (23 x 30 c¢m, tiras IPG 17 c¢m)
tefiidos con nitrato de plata, manteniendo las proporciones de concentracién proteica antes

descritas.

A través del anélisis mediante el programa PD-QUEST se detectaron 468 manchas
presentes en ambas réplicas de los geles 2-D de los cultivos individuales de H. pylori 7C y que,
junto con las manchas detectadas sélo en una de las réplicas, integraron un gel maestro (gel
Hp) con una cuenta total de 586 manchas (figura 12 y tabla 1). En el caso de las células AGS, el
ndimero de manchas presentes en ambas réplicas fue de 510, las cuales integraron un gel

maestro (gel AGS) con un nimero total de manchas de 554 (figura 11 y tabla 2). Asi mismo, el
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namero total de puntos presentes en el gel maestro de las células infectadas con H. pylori 7C

(gel AGS-Hp) fue de 719, de los cuales 619 manchas fueron detectadas en ambas réplicas

(figura 12 y tabla 1).

Como se observa en la figura 12, la mayoria de los puntos no comunes entre las

réplicas de los cultivos individuales de H. pylori 7C corresponden a proteinas de alta masa

molecular que forman parte de una serie de puntos localizados en forma horizontal o vertical

por lo que pudieran corresponder a una misma proteina. Este patrén se observé también en

los geles procedentes a la infeccidn.

Tabla 1. Anélisis de los geles de doble dimensién tefiidos con nitrato de plata mediante el

programa PD-QUEST.

Gel Maestro

H. pylori7C

Células AGS

AGS-H. pylori 7C

(Infeccién)
No. total de manchas 586 554 719
No. manf:ha.s en ambas 468 510 619
réplicas
%CV* 17.4 7.9 3.9
Manchas detectadas en 435 253 719
el gel de la infeccién (60.5%) (35.2%) (100%)

*El grado de variacién técnica entre cada uno de los ensayos fue determinado mediante el

célculo del coeficiente de variacién a partir de los datos obtenidos de la normalizacién a

través del nimero total de puntos validos para cada réplica (%CV).
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Figura 12. Geles maestro de los extractos proteicos obtenidos de H. pylori 7C (Hp), de las células AGS (AGS) y de la infeccién durante el evento de
apoptosis inducido en las células AGS (AGS-Hp). pl, punto isoeléctrico; MM, masa molecular. En puntos verdes se muestran los puntos presentes en

ambas réplicas para cada gel maestro, en puntos rojos se muestran los puntos presentes solo en una réplica y en puntos azules, los puntos

adicionados al gel maestro procedentes de la otra réplica.
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Las réplicas para cada caso fueron normalizadas de acuerdo al nimero de puntos
vélidos en el gel, antes de realizar la comparacién entre los geles maestro, cuyos valores no

presentaron un porcentaje del coeficiente de variacién mayor al 30% (tabla 1).

Mediante la comparacién de los geles maestros de los cultivos puros (AGS y Hp) con el
gel maestro de la infeccién durante la apoptosis de las células AGS (AGS-Hp), se observé que
aproximadamente el 35% del numero total de manchas del gel maestro AGS-Hp
correspondieron a las manchas detectadas en el gel maestro de las células AGS, mientras que el
60% se detectd6 también en el gel maestro de H. pylori 7C (tabla 1 y figura 13).
Aproximadamente el 4% (~31 manchas) de las manchas detectadas en el gel maestro de la

infecciéon no se detectaron en ninguno de los geles de los cultivos individuales.

La distribucién de las proteinas detectadas en los geles AGS-Hp tanto en masa
molecular como en punto isoeléctrico fue, en su mayoria, de 21.0 a 50.9 kDa y en un
intervalo de pH de 5.1 a 7.0. Las proteinas de las células AGS se localizaron principalmente en
un intervalo de pH de 5.1 a 6.0 y de 31.0 a 40.9 kDa de masa molecular, mientras que las
proteinas de H. pylori 7C se distribuyeron en un intervalo de pH de 6.1 a 7.0 y de 41 a 50.9
kDa (anexos | y Il).
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Figura 13. Anélisis comparativo del gel maestro de la infeccién durante la apoptosis de las
células AGS mediante el programa PD-Quest v 8.0. En cruces verdes se muestran los puntos
correspondientes a H. pylori 7C; en cuadros amarillos estadn indicados los puntos presentes
Unicamente durante la induccién de la apoptosis en las células AGS (?) y, en tridngulos azules,

se muestran los puntos correspondientes a las células AGS.

59



Para la deteccidn de las proteinas de H. pylori 7C, presentes durante la apoptosis de
las células AGS expresadas cuantitativamente de forma diferencial, se realizé la tincién con
azul de coomassie coloidal (G-250). Se detectaron 409 manchas en el gel maestro de la
infeccién, de los cuales 250 (61%) correspondieron a H. pylori 7C. La normalizacién de cada
una de las réplicas para ambos casos, se realizd mediante la densidad total del gel, cuyos

valores no presentaron una variacién mayor al 30% (tabla 2).

Tabla 2. Anélisis de los geles de doble dimensidn tefiidos azul de coomassie coloidal (G-250)

mediante el programa PD-QUEST.

Gel Maestro H. pylori 7C ACS-H. pylori 7C
(Infeccién)

No. total de manchas 352 409
No. manf:ha.s en ambas 268 354

réplicas

%CV* 22.8 5.6
Manchas detectadas en 250 409

el gel de la infeccién (61.1%) (100%)

*El grado de variacién técnica entre cada uno de los ensayos fue determinado mediante el
célculo del coeficiente de variacidn a partir de los datos obtenidos de la normalizacién de la

densidad total del gel para cada réplica (%CV).

A partir de los 250 puntos correspondientes a H. pylori 7C en el gel maestro de la
infeccién, se seleccionaron 203 puntos, los cuales fueron detectados en las réplicas de los
cultivos individuales de H. pylori y en las réplicas de la infeccién, cumpliéndose asi con el

primer criterio establecido para el andlisis de la expresion diferencial.

El nGmero de manchas que mostraron una intensidad media mayor o igual a 2 veces
en los geles de la infeccién en relacién al gel de H. pylori 7C fue de 50 manchas (24.6% del
total de las manchas de H. pylori analizados) que podrian comprender el patrén de sobre-
expresion proteica de H. pylori durante la induccién de la apoptosis en las células AGS. Asi
mismo, se observé una disminucién en la intensidad de 32 manchas (16%) de H. pylori 7C
menor o igual a 2 veces en los geles de la infeccién, los cuales comprenderian un patrén de

expresion disminuida (figura 14).
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Figura 14. Manchas correspondientes a H. pylori 7C con un incremento (puntos amarillos) o
disminucién (puntos rojos) y sin ningin cambio (cruces verdes) en su intensidad media
durante la induccién de la apoptosis de las células AGS con respecto al cultivo bacteriano
individual. En la figura se muestra el gel maestro de la infeccién obtenido de dos geles de gran
formato (20 x 23 cm) tefiidos con azul de coomassie coloidal. Las manchas no marcadas son

los correspondientes a las células AGS o fueron detectados sélo durante la infeccién.

Trece puntos correspondientes al perfil proteico de H. pylori 7C con un incremento en
su intensidad media mayor o igual a 2 veces bajo las condiciones del evento apoptdético
inducido en las células AGS se identificaron por espectrometria de masas. Asi mismo, se
seleccionaron 3 manchas cuya intensidad no fue mayor ni menor a 2 veces. La seleccién de
dichas manchas se realizdé con base a su fécil localizacién y a su separacién de las proteinas

pertenecientes a las células AGS, ademas de su incremento en la intensidad de forma visual
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(figuras 14 y 15). Por tanto, como se puede observar en la figura 15, el incremento en la
intensidad de las manchas seleccionadas para su identificacién no se debié a la suma de las
intensidades de las manchas de las proteinas procedentes de las células humanas enmascaradas

por las proteinas bacterianas.

Cada uno de los péptidos secuenciados, se compard tanto con la base de datos
reportada para las células de humano como para los del reino Eubacteria. Ninguno de los
péptidos secuenciados compartié una secuencia significativa con alguno de los péptidos
reportados para las proteinas de células humanas de acuerdo con los criterios empleados.
Cada una de las proteinas se identific6 de acuerdo a la comparacidn de las secuencias
obtenidas por espectrometria de masas con los péptidos reportados en la base de datos

NCBInr 7, los cuales obtuvieron un puntaje global mayor al establecido para cada péptido.

Algunas de las proteinas de H. pylori 7C identificadas fueron la flavodoxina (FIdA), la
tiorredoxina (TrxA), la subunidad alfa de la ureasa (UreA) y la proteina asociada a la
citotoxina o antigeno inmunodominante asociado a citotoxicidad (CagA). Cuatro de las

manchas seleccionadas correspondieron a dos proteinas diferentes (tabla 3).

Como se puede observar en la tabla 3, las proteinas identificadas se encuentran

distribuidas en diferentes &reas celulares de H. pylori.

62



kDa

Hp AGS—Hp AGS

Figura 15. Geles de doble dimensién tefiidos con azul de coomassie coloidal de H. pylori 7C (Hp) durante la induccién de la apoptosis en células

AGS (AGS-Hp). En cuadros se muestran los puntos seleccionados para la identificacién de proteinas por espectrometria de masas.
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Tabla 3. Localizacién celular, funcién e incremento en la intensidad media de las proteinas de H. pylori 7C identificadas por espectrometria de

masas (LC/MS/MS) durante la induccién de la apoptosis en las células AGS.

No. PUNTAJE | No. PEPTIDOS .
IDENTIDAD %SECUENCIA *FUNCION INCREMENTO
MANCHA GLOBAL | IDENTIFICADOS
PROTEIINAS LOCALIZADAS EN CITOSOL
Subunidad a de la RNA Almacenamiento de informacién y
Hp3 . 167 3 9 . 1.5
polimerasa procesamiento
. Intermediario central del
Hp4 Hidrogenasa HypB 123 2 8 . 1.2
metabolismo
Hp10 Proteina activadora de 450 8 49 ) L 2.9
. Procesos celulares: desintoxicacion
Hpll neutrdfilos (NapA) 133 2 19 7.0
Proteina moduladora de .
Procesos celulares: produccién de
Hp12 la actividad de farmacos 78 1 6 . . . 10.0
toxinas y resistenicia
(Mdab66)
PROTEINAS LOCALIZADAS EN MEMBRANA CELULAR
Proteina de membrana
Hp5 79 1 7 Estructura de membrana celular 8.1
externa (Omp22)
Proteina de unién a Complejos de sistema de
Hp6 . . . 166 3 14 . . 1.5
aminoéacidos (CjaA) transporte periplasmico
Homdlogo de
Hpl3 hemaglutinina de unién a 192 4 16 Estructura de superficie 3.0
neuraminil-lactosa (HpaA)
PROTEINAS LOCALIZADAS EN CITOSOL Y ASOCIADAS A MEMBRANA CELULAR
Superéxido dismutasa . L
Hp7 246 3 15 Procesos celulares: desintoxicacién 5.2

(SodB)
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Tabla 3. (Continuacién...)

No. PUNTAJE | No. PEPTIDOS .
IDENTIDAD %SECUENCIA *FUNCION INCREMENTO
MANCHA GLOBAL | IDENTIFICADOS
Hp8 Alquilhidroxiperéxido 389 6 35 . L 2.6
Procesos celulares: desintoxicacién
Hp9 reductasa (TsaA) 768 12 55 3.5
Subunidad a de la ureasa L .
Hpl16é 537 9 30 Intermediario central del metabolismo 2.8
(UreA)
PROTEINAS DE SECRECION
. Metabolismo energético: transporte de
Hpl Flavodoxina (FIdA) 149 4 25 6.7
electrones
Hp2 Tiorredoxina (TrxA) 302 4 48 Procesos celulares y sefalizacién 7.2
Proteina asociada a la Degradacion de proteinas, péptidos y
Hp14 . . 162 3 7 . 2.4
citotoxina (CagA) glicopéptidos
Hpl5 Serina proteasa (HtrA) 82 2 2 Patogénesis 2.3

Las manchas 10 y 11y 8 y 9 correspondieron a una misma proteina. *Clasificacién establecida por el Instituto de Investigacion Genémica (TIGR).
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Como se puede observar en la figura 16, la mayoria de las proteinas de H. pylori 7C
identificadas mostraron un patrén de sobre-expresién durante la apoptosis inducida en las
células AGS; sin embargo, no todas cumplieron con el segundo criterio establecido para
determinar la expresién diferencial. A partir de los 203 puntos presentes en las réplicas
analizadas, se seleccionaron 79 puntos que tuvieron un coeficiente de variacién menor o
igual al 31.2%, valor que consideré que los efectos bioldgicos observados no se debieron a

variaciones técnicas 8.

Hp 10y
Hp 11

Hp 12

Hp 13

Hp 14
(CagA)

Hp 16
(UreA)

Figura 16. Proteinas de H. pylori 7C que mostraron una intensidad media mayor durante la
induccién de la apoptosis de las células AGS y que fueron identificadas por espectrometria de

masas.

De los 79 puntos seleccionados para la determinacién de la expresién diferencial de H.
pylori, se observd que 19 puntos mostraron un incremento y 5 una disminucién en la

intensidad media que fueron significativos y que incluyeron el patrén de sobre-expresiéon y de
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reduccién en la expresiéon de H. pylori 7C durante la induccién de la apoptosis de las células
AGS. En la figura 17 se muestra la intensidad media de los puntos analizados correspondientes
a los geles de los cultivos bacterianos individuales y a los ensayos de infeccién realizados, asi
como los puntos que presentaron diferencias significativas y que incluyeron a 6 puntos

correspondientes a 5 de las proteinas identificadas (Hp1, Hp8-9, Hp13, Hp14 y Hp16).
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Figura 17. Manchas analizadas para la determinacién de la expresién diferencial de H. pylori
7C durante la induccién de la apoptosis en las células AGS. *p<0.05 en las manchas con
incremento y 'p<0.05 en los puntos con disminucién en la intensidad con respecto al cultivo
bacteriano individual.
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VII. DISCUSION
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Estudios /n vivo han mostrado una asociacién entre la infeccién por H. pylori y el
incremento en la proliferacion de células epiteliales géstricas como respuesta al dafio y muerte
celular 82 8. Sin embargo, estudios /n vitro han mostrado que la exposicidon directa de las
células epiteliales gastricas a H. pylori estd asociada con una inhibicién en el crecimiento
celular °1-33. La evidencia de que H. pylori induce apoptosis ha sido obtenida principalmente
de dos tipos de estudios: la identificacién de células apoptoéticas en biopsias del epitelio
gastrico de individuos infectados con H. pylori, y la induccién de apoptosis en células del
epitelio gastrico cultivadas in vitro 2> 33, En el presente estudio se emplearon cultivos /in vitro
de la linea de células epiteliales géstricas AGS, la cual ha sido empleada en multiples estudios
para caracterizar la infeccién por H. pylori, asi como los efectos de algunos de sus factores de
virulencia. El empleo de lineas celulares como las AGS tiene algunas desventajas como el
hecho de sélo permitir la observacién de los efectos producidos por H. pylori durante un
tiempo relativamente corto debido al tiempo de vida media de la linea celular en un ensayo
de infeccién (~24 h); ademas, siendo lineas celulares tumorales que se encuentran aisladas de
la interaccién tridimensional normal con otras células y de la matriz extracelular, este tipo de
células no son representativas de las células normales no transformadas del epitelio géstrico .
Sin embargo, las células AGS y otras lineas celulares se han empleado por su capacidad de
sobrevivir en placas de poliestireno para su cultivo, ademés de que los experimentos
realizados con ellas han permitido el estudio de los efectos directos de H. pylori in vitro sin el
proceso inflamatorio asociado. Lo que sugiere que H. pylori es capaz de inducir apoptosis en
forma directa a las células epiteliales géstricas 2>. Mas aln, las respuestas apoptoticas de las
lineas de células gastricas tumorales a H. pylori son similares a aquellas observadas a corto

plazo en cultivos primarios de células epiteliales gastricas normales 2°.

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la cepa de H. pylori 7C fue
capaz de incrementar el porcentaje de células AGS con condensacién de cromatina, las cuales
mostraron las caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis como cambios en la morfologia
celular, reduccién en el tamafio celular, separacién de las células vecinas ademés de la
condensacién de cromatina en la periferia nuclear. Dichas caracteristicas fueron comparadas
con las observadas en un control positivo de apoptosis constituido por células AGS expuestas
a camptotecina, el cual es un inhibidor de la topoisomerasa | y es capaz de activar las caspasas
8. De esta manera, se logré diferenciar la condensacién de la cromatina y los cambios

morfoldgicos debidos a una divisién celular de aquellos presentes en el proceso apoptético.
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Para evitar la interferencia de las proteinas del SFB en la extraccién de proteinas realizada
posteriormente, los ensayos de infeccién se realizaron en medio RPMI 1640 sin dicho
componente. Esta decisiéon pudo haber afectado la viabilidad de las células AGS e inducir por si
mismo la apoptosis; sin embargo, el uso de un control de células AGS sin infectar sometidas al
mismo tratamiento que las células infectadas con H. pylori mostré que, ain cuando el porcentaje
de células apoptdticas se incrementd gradualmente durante los ensayos debido a la falta de
nutrientes proporcionados por el SFB, se logré observar la diferencia entre la apoptosis inducida

por H. pyloriy la apoptosis basal debida a las condiciones experimentales.

Por otro lado, mediante ensayos de infeccién en células AGS, Shibayama y cols. 7
demostraron que el SFB podria contener sustancias antiapoptéticas como factores de crecimiento
que pudieran inhibir la apoptosis inducida por H. pylori. Ademas debido a que la infeccién por
H. pylori puede estimular vias de sefalizacién antiapoptéticas via tirosina cinasas y el factor de
transcripcién NF-kB, se piensa que H. pylori podria expresar substancias antiapoptdticas
desconocidas hasta ahora en respuesta al SFB que estén involucradas en la inhibicién de la

apoptosis de las células AGS infectadas por H. pylori ™.

El incremento de células AGS con condensacién de cromatina producido por la infeccién
con H. pylori 7C fue significativo a partir de las 12 horas, tiempo que fue seleccionado para los
ensayos posteriores en los que las posibilidades de detectar proteinas de H. pylori que pudieran

estar involucradas en el proceso de induccién de apoptosis en las células AGS fueran mayores.

Una de las moléculas efectoras méas importantes de la apoptosis es la caspasa-3. Las
caspasas son cisteina proteasas que se expresan en forma de proenzimas inactivas, su asociacion
con otros efectores permiten su activacién y por consecuencia, su accién sobre diversas proteinas
involucradas en el proceso apoptético 27- 8. Ashktorab y cols. 8 demostraron que tanto en células
AGS como en tejidos géstricos de monos y humanos la infeccién con H. pylori estaba asociada
con la activacién in vitro e in vivo de las caspasas-3 y -8, cuya actividad méaxima fue detectada a
las 24 h post-infeccién. En el presente estudio, las células AGS infectadas con H. pylori 7C
mostraron un incremento significativo en la actividad de la caspasa-3 en comparacién con las
células AGS sin infectar a las 12 h post-infeccién, lo que confirmd la induccién de la apoptosis

observada en los ensayos de condensacién de cromatina.
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Durante los ensayos de infeccién se incluyeron cultivos de células AGS infectadas con la
cepa H. pylori 7C no viable con el objetivo de saber si algin componente bacteriano de H. pylori
era capaz por si mismo de producir apoptosis. En estudios /in vitro, empleando células de la
mucosa géstrica de cerdos de guinea, Kamawhara y cols. 4 demostraron que aun cuando el
lipopolisacérido (LPS) de H. pylori presenta actividades inmunolégicas y citotdxicas mucho més
bajas que las de otros microorganismos como £. coli o Salmonella enterica, éste era capaz de
activar las caspasas 9 y 3 y finalmente producir la apoptosis de dichas células. Sin embargo, en los
resultados obtenidos mediante la deteccién de células con condensacién de cromatina y la
determinacién de la actividad de la caspasa-3, se observé que los cultivos celulares infectados H.
pylori 7C no viable no presentaron diferencias significativas en comparacién con las células AGS

sin infectar.

Estos resultados sugieren que H. pylori debe de encontrarse en su forma viable para
inducir apoptosis a las células AGS. La presencia de formas cocoides en la suspensién bacteriana
no viable empleada, sugiere que tampoco esta morfologia de H. pylori fue capaz de inducir
apoptosis ain cuando se observaron algunas formas cocoides adheridas a las células AGS ademaés
de las formas bacilares no viables. She y cols. 8 demostraron que las formas cocoides de H. pylori
se adhieren en menor proporcién a células epiteliales Hep-2 y que colonizan la mucosa géstrica
de ratén con menor eficiencia en comparacién con la forma bacilar. En un estudio posterior, Liu y
cols.?’, observaron que las formas cocoides producen apoptosis de forma no significativa en
células tumorales géstricas GES-1 con respecto a la forma bacilar. Por lo tanto, es probable que
existan factores de H. pylori que son producidos por la forma bacilar viable durante o después de
su contacto con las células AGS que pueden estar involucrados en la induccién de la apoptosis

observada en los ensayos de infeccién realizados.

Una vez que se determiné el tiempo en el que se observé un incremento en la apoptosis
inducida por H. pylori 7C en las células AGS, se realizd la busqueda de los factores de H. pylori
7C que pudieran estar involucrados en la induccién del evento apoptdtico mediante la extracciéon

de las proteinas del extracto celular de dos ensayos independientes a las 12 horas post-infeccién.

El andlisis de las réplicas de los geles de doble dimensién de cada uno de los extractos

proteicos tanto de los cultivos individuales de las células AGS y de H. pylori 7C, como del
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obtenido a partir de la infeccién, mostré un coeficiente de variacién menor al 30% en la cantidad
total de puntos vélidos y en la densidad total de cada uno de los geles normalizados tefiidos con
nitrato de plata y azul de coomassie coloidal, respectivamente, lo que indicé que la cantidad de
proteina presente no constituyd una factor de variacién importante entre réplicas. Molloy y cols.
78 establecieron que un valor de coeficiente de variacién inter-ensayo adecuado que considere la
variacién técnica en la realizacién de los geles de doble dimensién y la baja variacién biolégica en

cultivos bacterianos clonales no debe ser mayor del 31.2%.

La normalizacién en la cuenta total de puntos vélidos y el ajuste en la concentracién de
los extractos proteicos en los geles tefiidos con nitrato de plata permitié la comparacién entre los
geles de los cultivos individuales de las células AGS y H. pylori con los de la infeccién. Adn
cuando la variacién en la cuenta total de puntos vélidos no fue mayor al 20%, la cantidad de
manchas comunes detectadas en las réplicas de los cultivos individuales de H. pylori 7C asi como
en las réplicas de la infeccién no fue el mismo. Los puntos no comunes se detectaron
proporcionalmente en ambas réplicas y, en su mayoria, correspondieron a proteinas de alta masa
molecular que formaron parte de una serie de manchas localizadas en forma horizontal o vertical
que pueden corresponder a una misma proteina con diferentes isoformas o cambios post-
traduccionales. La falta de deteccién de estas manchas entre las réplicas pudo deberse a diferencias
en el tiempo del revelado con la tincién de plata, asi como a una falta de resolucién durante el
isoelectroenfoque o durante la segunda dimensién, ademas del enmascaramiento de dichas
manchas con otras proteinas de alta abundancia o por la formacién del barrido horizontal

formado por contaminantes del extracto proteico como lipidos o DNA.

Debido a que se ha comprobado que la intensidad de los puntos tefiidos con nitrato de
plata no correlaciona con la concentraciéon de la proteina presente en los geles alin cuando este
método presenta una sensibilidad hasta de 0.1 ng de proteina por punto 2, en los geles tefiidos
con nitrato de plata sélo se identificd un patrén de expresién proteica de “novo” constituido por
puntos presentes especificamente durante la induccién de la apoptosis en las células AGS a las 12 h
post-infeccién detectados, en su mayoria en ambas réplicas, y que se diferenciaron de las manchas
correspondientes a las de las células AGS o de H. pylori 7C que se detectaron normalmente bajo
las condiciones de incubacién empleadas en los ensayos de infeccién como el medio de cultivo y

las condiciones de aerobiosis, considerando que H. pylori es un microorganismo microaerofilico.
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En un estudio en el que se evalud la expresién de genes durante la adherencia de H. pylori
a células AGS después de 4 h de infeccién, Kim y cols.?? encontraron que de 1, 542 genes s6lo 22
estaban sobre-expresados, mientras que la expresiéon de 21 genes estaba disminuida. Asi mismo,
Graham y cols. °© demostraron que sélo del 4 al 7% de los genes de H. pylori se encuentran
sobre-expresados durante la infeccién del tejido géstrico humano. En estos estudios no se detectd
la expresion de “novo™ de genes relacionados con cada uno de los eventos estudiados. De tal
forma que, es importante considerar que el patrén proteico detectado especificamente durante la
induccién de la apoptosis en las células AGS puede estar constituido por proteinas de H. pylori 7C
o de las células AGS con modificaciones post-traduccionales que pudieron cambiar su masa

molecular y/o punto isoeléctrico o isoformas de una misma proteina.

Por otro lado, como se pudo observar en las gréficas de distribucion de los puntos
detectados en base a su punto isoeléctrico y masa molecular para cada uno de los perfiles
proteicos, existen algunos intervalos en los que varios de los puntos pertenecientes a las células
AGS y de H. pylori 7C coinciden (21-60 kDa vy pl 5-7) , por lo que la disminucién o pérdida de
algunos de los puntos presentes en los geles maestros de los cultivos puros celular y bacteriano y

ausentes en el gel de la infeccién pudo deberse a una baja resolucién en dichos puntos.

La determinacién de la expresiéon diferencial de H. pylori 7C durante la apoptosis inducida
en las células AGS requirié del anélisis de la intensidad de los puntos correspondientes a H. pylori
previa normalizacién de las réplicas mediante la densidad total de las imé&genes adquiridas a partir
de los geles tefiidos con azul de coomassie coloidal. Estableciéndose como primer criterio de
anélisis la presencia de los puntos tanto en las réplicas de los cultivos bacterianos individuales
como los de la infeccién, se observd que la mayoria de los puntos correspondientes a H. pylori
7C (60%) no mostraron diferencias en intensidad de al menos dos veces con respecto al cultivo

individual.

En este estudio se seleccionaron 16 puntos para la identificacién de las proteinas por
espectrometria de masas, 13 de los cuales mostraron una intensidad mayor o igual a 2 veces
durante el evento apoptdtico de las células AGS en comparacién con el cultivo individual de H.
pylori 7C. Los péptidos obtenidos de cada uno de los puntos seleccionados se compararon con

los péptidos reportados en la base de datos NCBInr para las células humanas asi como para el
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grupo Fubacteria, obteniéndose para cada caso un puntaje global mayor al recomendado para

establecer la identificacién de las proteinas de H. pylori con un intervalo de confianza del 95%.

Aun cuando el incremento en la intensidad de las proteinas identificadas, asi como de los
puntos detectados correspondientes a H. pylori 7C durante la apoptosis de las células AGS fue
visualmente evidente, la variabilidad entre réplicas de algunas de ellas fue mayor al 31.2%. Para
evitar la posibilidad de que el incremento o disminucién en la intensidad de los puntos detectados
pudiera deberse a variaciones técnicas, se establecié como segundo criterio de anélisis la selecciéon
de aquellos puntos que presentaran un coeficiente de variacién entre réplicas menor o igual al
31.2%. A partir de dichos puntos, se determiné la expresién diferencial de H. pylori 7C durante
la induccién de la apoptosis, mediante una prueba estadistica, obteniéndose que el 24% de éstos
mostraron un incremento significativo que definid el patrén de sobre-expresién proteica, mientras
que el 6% definidé el patrén de disminucidn en la expresién proteica. De esta manera, de las 14
proteinas de H. pylori 7C identificadas s6lo 5 se incluyeron dentro del patrén de sobre-expresiéon
definido de acuerdo a los criterios establecidos para el andlisis. Dichas proteinas fueron la
flavodoxina (FIdA; Hpl), la alquilhidroxiperéxido reductasa (TsaA; Hp8 y Hp9), la proteina
asociada a la citotoxina (CagA; Hpl4), la proteina homéloga a la hemaglutinina de unién a la

neuraminil-lactosa (HpaA, Hp13) y la subunidad alfa de la ureasa (UreA; Hp16).

Las 5 proteinas de H. pylori 7C identificadas que mostraron un patrén de sobre-expresiéon
significativo son proteinas de alta abundancia, presentes en los diferentes aislamientos de H.
pylori hasta ahora estudiados y son imnunogénicas °°3. Ademas, se pueden encontrar asociadas a
la membrana celular de manera interna como la NapA o de manera externa como UreA y HpaA
o bien, pueden ser secretadas como CagA o FIdA. Debido a que estas proteinas pueden participar
en el contacto patégeno-hospedero, son buenos candidatos para realizar estudios posteriores que
demuestren si se encuentran involucrados en la induccién de la apoptosis en las células epiteliales

gastricas.

Hasta ahora, de las proteinas de H. pylori identificadas en este estudio, sélo CagA vy la
ureasa han sido descritas como probables factores involucrados en la induccién de la apoptosis en

las células epiteliales géstricas.
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CagA es un factor de virulencia de H. pylori, el cual es secretado e introducido a las células
epiteliales géstricas mediante un sistema de secrecion tipo IV *°.  Una vez dentro de la célula
epitelial géstrica, CagA es capaz de interaccionar con moléculas de diferentes vias de sefializacién
que estan involucradas en la regulacién de la proliferacién y movilidad celular asi como con-
alteraciones en citoesqueleto *°. La presencia de CagA en cepas de H. pylori ha sido asociada con
un incremento en la apoptosis debido a que Cabral y cols. % observaron un incremento en la
expresion del regulador proapoptdtico Bak en relacién con los reguladores antiapoptdticos Bcl-2
y Bcl-x en las biopsias de tejido gastrico obtenidas de pacientes infectados con cepas cagA*
comparado con aquellos infectados con cepas cagA . Sin embargo, su funcién como una proteina
estimuladora de apoptosis en las células epiteliales géstricas ha sido controversial ya que diversos
estudios han mostrado que, aunque la presencia de CagA se ha relacionado con las patologias de
mayor gravedad, tanto mutantes en CagA como las respectivas cepas silvestres son capaces de
inducir el mismo nivel de apoptosis /in vitro °" °. En otros estudios realizados in vitro, se ha
demostrado que aislamientos de H. pylori cagA* son capaces de estimular la activacién de las
MAP cinasas comparado con aislamientos cagA , resultando en un estimulo de proliferacién en
células AGS 3 4. Por lo tanto, la actividad de CagA en las células géstricas epiteliales podria

resultar en un incremento de la proliferacién celular en un tiempo mas tardio de la infeccién.

La ureasa se ha considerado como un importante factor de virulencia de H. pylori, debido
a que hidroliza la urea, que obtiene en el tejido géstrico en amonio y diéxido de carbono, lo que
le permite sobrevivir en el ambiente gastrico altamente acido. Esta proteina estd conformada por
dos tipos de subunidades (UreA y UreB), ademas de proteinas accesorias que transportan el niquel
requerido para su actividad 3>%7. Fan y cols. 38 demostraron que la ureasa de H. pylori purificada
es capaz de unirse a células epiteliales géstricas (Kato Ill y AGS) y a células B a través del MHCIl y
de inducir un incremento en la apoptosis. Hasta ahora, no se ha definido si alguna de las
subunidades de la ureasa puede participar de manera mas importante en la inducciéon de la
apoptosis; sin embargo, los resultados encontrados en el presente estudio sugieren que la
subunidad UreA de H. pylori 7C podria estar participando en el evento apoptético observado
durante la infecciéon de las células AGS. La subunidad a o UreA de la ureasa de H. pylori se
localiza principalmente en citoplasma, aunque también se le ha detectado en la superficie celular
y en sobrenadantes de cultivo debido a un mecanismo de autolisis programada que aun no ha
sido bien caracterizada °. Esto indica que esta proteina podria interaccionar de manera

importante con el hospedero. Ademas, diversos estudios han demostrado que UreA es altamente
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reconocido por los sueros de pacientes con Ulcera duodenal en comparacién con los sueros de
pacientes con gastritis %. Ma&s ain, Kohda y cols. % encontraron que existe una correlacién
significativa entre la actividad de la ureasa de H. pylori, el nivel de apoptosis y la presencia de

una Ulcera duodenal activa.

La flavodoxina (FIdA) es una proteina que funciona como un aceptor de electrones para el
complejo piruvato 6xidorreductasa que cataliza la descarboxilacion oxidativa del piruvato *7. Esta
proteina ha sido detectada en geles de doble dimensién tanto de extractos celulares como de
proteinas de secrecién de H. pylori %. Por ser una proteina encontrada tanto en procariotes
como eucariotes pero no en mamiferos, ademdas de ser esencial para la sobrevivencia de H.
pylori, la FIdA ha sido estudiada como un blanco terapéutico para la erradicacién de este
microorganismo %7. Actualmente, se ha propuesto que la FIdA de H. pylori puede estar implicada
en la patogénesis que lleva al desarrollo del linfoma géastrico tipo MALT ya que es reconocida de
manera importante por sueros de pacientes con dicha patologia en relacién a pacientes con otras
patologias relacionadas con la infeccién con H. pylori, sin embargo, su relacién con la induccién
de la apoptosis en las células epiteliales géstricas por H. pylori es desconocida y/o no ha sido

estudiada 97- %,

Proteinas como la alquilhidroxiperéxido reductasa (TsaA) actian de manera importante
durante el estrés oxidativo generado por la respuesta inflamatoria como un mecanismo de
defensa neutralizando las especies reactivas del oxigeno (ROS) o como chaperonas previniendo la
desnaturalizacién de ciertas proteinas. En el sistema /n vitro empleado no estuvieron presentes los
componentes importantes que mediaran una respuesta inflamatoria debida a la infeccién con H.
pylori; sin embargo, la sobre-expresion de TsaA pudo ser producto de la respuesta del
microorganismo a la célula hospedera. En estudios realizados con células AGS se ha detectado la
sobre-expresién de IL-8, la 6xido nitrico sintasa y de la ciclooxigenasa-2, los cuales son
mediadores de la respuesta inflamatoria inducida por la infeccion con H. pylori 13- %°. Estos
elementos celulares pudieron haber constituido un estimulo por parte de las células AGS para la
sobre-expresién de proteinas bacterianas involucradas en la desintoxicacién celular como una
respuesta de preparacion contra la produccion de ROS y NO ausente en el sistema de
experimentacién empleado. Sin embargo, la participacion de TsaA en la apoptosis inducida en las

células AGS no debe ser excluida.
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La proteina homoéloga de la hemaglutinina de unién a la neuraminil-lactosa (HpaA) se
encuentra localizada en la superficie de H. pylori, por lo que su funcién durante la colonizacién
del tejido géstrico puede ser més importante que como una proteina inductora de apoptosis. No
obstante, la colonizacién eficiente del tejido géstrico y la persistencia de H. pylori en contacto con
la célula hospedera pueden ser importantes para la produccién de otros factores bacterianos

implicados en la induccién del evento apoptético.

Finalmente, es importante sefialar que, aunque este estudio estuvo enfocado
principalmente a la busqueda de proteinas del extracto celular de H. pylori, también existen
proteinas insolubles bajo las condiciones de extraccién y solubilizacién empleadas, asi como
proteinas de secrecién que, siendo liberadas al medio de cultivo, no se detectaron en los geles de
doble dimensidn realizados. Ademas, sélo se seleccionaron las proteinas de H. pylori 7C que
mostraron un patrén de sobre-expresién durante la apoptosis de las células AGS y no las proteinas
sintetizadas de “novo” detectadas en los geles tefiidos con nitrato de plata debido a su baja
concentracién y que pudieran ser importantes en la induccién de apoptosis a las células epiteliales
gastricas. Mé&s aun, las proteinas de H. pylori que reprimieron su expresidon durante la infeccion de
las células AGS pudieron ser parte de una regulacién que implicara la disminucién de ciertos
factores para favorecer la expresidon de otros factores bacterianos requeridos durante el evento
estudiado. Sin embargo, debe considerarse la posibilidad de que la disminucién en la cantidad de
dichas proteinas en el extracto proteico se deba principalmente a la secrecién de éstas al medio y

no a una represién en la expresion.

Asi mismo, la asociacién directa o indirecta de las proteinas identificadas en este estudio
con el evento apoptético observado en las células AGS requiere todavia de estudios posteriores

que confirmen dicha asociacién.
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La cepa 7C de H. pylori indujo un incremento significativo en la apoptosis de las células

AGS a partir de las 12 h de infeccién.

El aumento de la apoptosis en las células AGS sélo se produjo durante la infeccién con H.
pylori 7C en su forma viable, por lo tanto, la produccién y/o el incremento en la expresiéon de

factores de H. pyloriinvolucrados se llevd a cabo durante la interaccién con las células AGS.

En los geles de doble dimensién procedentes de los extractos proteicos obtenidos de la
infeccién de las células AGS en apoptosis se observé un patrédn especifico correspondiente al 4%
de las manchas detectadas que podrian corresponder a proteinas “de novo” de H. pylori o de las

células AGS.

Asi mismo, se observé un incremento en la expresidon de aproximadamente el 20% de las
manchas con bajo coeficiente de variacién en comparacién con el cultivo puro de H. pylori 7C

incubado bajo las mismas condiciones que la infeccién.

Las proteinas de H. pylori 7C identificadas en este estudio que mostraron un incremento
significativo en su expresion durante la apoptosis inducida en las células AGS pueden ser
importantes en el contacto patégeno-hospedero debido a que pueden encontrarse asociadas a la

membrana celular de forma interna o externa y algunas de ellas pueden ser secretadas.
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En este estudio se identificaron algunas de las proteinas de H. pylori 7C que mostraron un
patréon de sobre-expresiéon durante el incremento en la apoptosis inducido en las células AGS por
esta cepa; sin embargo, la realizacién de geles de doble dimensién empleando intervalos de pH
mas cortos asi como una concentracién de poliacrilamida més baja permitird la separacién de
otras proteinas de H. pylori con este mismo patrén que podrian ser buenos candidatos de

estudio.

Debido a que este estudio se enfocd a la basqueda de las proteinas de extracto celular de
H. pylori que pudieran estar involucradas en la induccién de la apoptosis en las células AGS, la
aplicaciéon de técnicas que permitan la obtencién de proteinas insolubles bajo las condiciones de
extraccion proteica empleada, asi como las proteinas de secrecién de H. pylori incrementard el
nimero de candidatos de estudio participantes en el balance normal apoptosis-proliferacién de

las células epiteliales géstricas.

La participacién de las proteinas de H. pylori identificadas en este estudio como factores
de virulencia involucrados en la induccién de la apoptosis en las células epiteliales géstricas
requiere de estudios /n vitro e in vivo que demuestren su asociaciéon directa o indirecta, asi como

sus mecanismos de accién.
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Distribucién de las manchas detectadas por tinciéon con nitrato de plata en los geles de los cultivos
puros de las células AGS (AGS) y de H. pylori 7C (Hp), asi como de la infeccién durante la
apoptosis de las células AGS (AGS-Hp) en base a: A. su punto isoeléctrico (pl) y B. su masa
molecular (MM).
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