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RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria Gram-negativa en forma de espiral asociada con la
presencia de inflamacién en la mucosa géstrica, dlcera péptica, desarrollo de linfomas
gastricos no-Hodgkin y con otros desérdenes linfoproliferativos asociados a la mucosa
gastrica. A nivel Mundial, existe un incremento en la resistencia a los antibidticos
comunes, particularmente en América Latina. En los udltimos afios, la aplicacion de los
probidticos ha demostrado poseer actividad antimicrobiana y de modulacién de
expresion de genes de virulencia contra bacterias patdgenas. En este estudio se evalud la
actividad antimicrobiana de reuterina, metabolito producido por Lactobacillus reuteri
contra H. pylori mediante ensayos de concentracion minima inhibitoria (MIC) y de
concentracién minima bactericida (MBC), ademéis de su efecto en la expresion de genes
de virulencia por RT-qPCR y actividad citotéxica en fibroblastos de estdmago y
actividad anti-inflamatoria en PBMCs, mediante cuantificacién de citocinas a través de
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Los resultados demuestran una actividad
antimicrobiana significativa contra H. pylori a dosis de 95.15 pg/mL. Una disminucién
significativa en la expresion de los genes vacA, flaA y luxS fue observada a las 3 horas
post tratamiento. La dosis citotoxica al 50% (DC50) fue de 5.5 mg/mL en PBMCs
humano y de 0.81 mg/mL para la linea celular Hs 738.St/Int. Por ultimo, se observo
disminucion significativa (p< 0.01) en la produccion del factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-a) en PBMCs estimuladas con lipopolisacarido (LPS), en comparacién con el
control sin tratar. Estos resultados demuestran la amplias propiedades de la reuterina y la

promueven como una alternativa terapéutica contra la infeccion por H. pylori.


http://www.atcc.org/products/all/CRL-7869.aspx

ABSTRACT

Helicobacter pylori is a Gram-negative spiral bacteria associated with the presence of
inflammation in gastric mucosa, peptic ulcer, gastric lymphomas develop non-Hodgkin's
and other lymphoproliferative disorders associated with the gastric mucosa. Worldwide,
there is an increase in resistance to common antibiotics, especially in Latin America. In
recent years, the application of probiotics has been shown to have antimicrobial and
modulation of expression of virulence genes activity against pathogenic bacteria. In this
study, the antimicrobial activity of reuterin, metabolite produced by Lactobacillus
reuteri, on H. pylori growth by minimal inhibitory and bactericidal concentration (MIC
and MBC respectively) tests was evaluated, and its effect on expression of virulence
genes by RT-gPCR and cytotoxic activity on stomach fibroblasts and anti-inflammatory
activity on PBMCs by quantification of cytokines by ELISA. The results showed
significant antimicrobial activity against H. pylori at a concentration of 95.15 pg/mL. A
significant decrease on the expression of vacA, flaA and luxS genes was observed at 3
hours post-treatment. The Cytotoxicity doses 50% was 5.5 mg/mL in human PBMCs
and 0.81 mg/mL on Hs 738.St/Int cell line. Finally, TNF-a production was significantly
(p<0.01) reduced in LPS-stimulated PBMCs, as compared with untreated control. These
results demonstrated the extensive properties of reuterin and its potential as an

alternative therapy against H. pylori infection.



I. INTRODUCCION

Helicobacter pylori fue originalmente descubierta por Walery Jaworski profesor de la
Universidad de Jagiellonian en Polonia a finales del siglo XIX (Mczesnikiewicz, 2004).
Sin embargo, el reconocimiento patoldgico de inoculacién de H.pylori en el tracto
gastrointestinal superior se debid a los clinicos australianos Barry Marshall y Robin

Warren quienes la aislaron por primera vez en 1982 (Dunn y col., 1997).

H.pylori es una bacteria Gram-negativa en forma de espiral asociada con la presencia de
inflamacién de la mucosa gastrica (gastritis cronica superficial) y especialmente con la
infiltracion de células polimorfonucleares (gastritis cronica activa); también H.pylori se
relaciona con dlcera péptica,con el desarrollo de linfomas gistricos no-Hodgkin y con

otros desordenes linfoproliferativos de tejido linfoide asociados a la mucosa géstrica

(MALT) y alinfomas (Dunn y col., 1997).

En paises desarrollados, 70 al 90% de la poblacién adquiere la infeccion antes de los
10 afios de edad y sus vias de transmision son oral-oral o fecal-oral, aunque también por
iatrogenia al momento de realizar endoscopia con un tubo contaminado de persona a
persona. La alta incidencia de infeccion por H. pylori contribuye probablemente al
hecho de que la mortalidad por cdncer gastrico ocupe el segundo lugar entre las muertes
por cincer en todo el mundo. Debido a la relaciéon de causalidad entre H. pylori y
tumores gastricos, en 1994 la International Agency for Research on Cancer y la
Organizacion Mundial de la Salud reconocieron a H. pylori como un carcinogénico de
categoria I en humanos. En la actualidad, H. pylori es la tnica bacteria que ha logrado

esta distincion peligrosa (Dye y col., 2002; Kim y col., 2009).

Entre las diferentes terapias para el tratamiento del H.pylori estd la terapia triple
estdndar, constituida por un inhibidor de bomba de protones (IBP) y 2 de 3 antibidticos
(amoxicilina o claritromicina o metronidazol/tinidazol), la terapia cuadruple con
bismuto, triple con levofloxacino, terapia secuencial, terapia cuddruple sin bismuto,
constituida por IBP, claritromicina, amoxicilina y metronidazol. En la actualidad, la
terapia triple estindar alcanza niveles inaceptables de erradicacion del H.pylori menores

del 80% por intenciéon de tratar debido, principalmente, al aumento de la resistencia a



claritromicina, metronidazol y amoxicilina (1-2% de resistencia) (Malfertheiner y col.,

2007).

Los probidticos son organismos vivos que se administran por via oral para conferir un
beneficio de salud al huésped. En los dltimos afios, la aplicacién de los probidticos en el
tratamiento de la infeccion por H. pylori se ha convertido en un campo de investigacion
muy activo. Varios probidticos, incluyendo Saccharomyces boulardii y cepas de
Lactobacillus, han sido combinados con terapias que contienen los antibidticos para
tratar la infeccién (Cremonini y col., 2002). Un gran ndmero de bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas producen durante su crecimiento, proteinas que poseen
actividad antimicrobiana, llamadas bacteriocinas, las cuales tienen generalmente bajo
peso molecular (rara vez mds de 10 kDa), son en general moléculas catidnicas y
anfipaticas (Lesbros-Pantoflickova y col., 2007; Beasley y col, 2004). Entre las
bacterias Gram (+), las bacterias dcido licticas (LAB), especialmente, Lactobacillus spp
han adquirido especial atencion hoy en dia, debido a la produccion de estas
bacteriocinas. (Rodriguez y col., 2003; Rodriguez E y col., 2000). Lactobacillus reuteri
es la mis importante de las especies de Lactobacillus en el tracto gastrointestinal de los
seres humanos y los animales (Casas y Dobrogosz., 2000) de forma regular y estable
(Reuter, 2001). L. reuteri es una bacteria Gram-positiva, productora de dcido lactico. Una
caracteristica importante de esta especie es la capacidad de algunas cepas para convertir
el glicerol en una molécula con propiedades antimicrobiana de amplio espectro
sustancia, denominada reuterina. La reuterina es una proteina de pH neutro, soluble en
agua, que se produce durante el metabolismo del glicerol a 1,3-propanodiol catalizada
por la deshidratasa dependiente de coenzima Bl2. La reuterina consta de 3-
hidroxipropionaldehido, su hidrato, y su dimero en equilibrio dindmico, es activa en un
amplio rango de pH y es capaz de inhibir el crecimiento de bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas, levaduras, hongos y protozoos (Talarico y Dobrogosz.,1989). Sin
embargo, se desconocen el modo exacto de accidn, asi como el efecto de la dosis de
reuterina que afecta al crecimiento de comensales o bacterias patdgenas oportunistas.
Por ello, la importancia de este estudio radica en evaluar el efecto antimicrobiano y su

posible papel en la modulacion de la expresion de genes de virulencia contra H.pylori.



II. ANTECEDENTES

Después que H. pylori fue identificado por Marshall y Warren en Australia, este
microorganismo se ha encontrado en diferentes partes del mundo en al menos 50% de
la poblacién mundial, predominantemente en América latina. Es el mds implicado en la
patogénesis de un gran espectro de enfermedades tales como gastritis aguda y crdnica,

ulceras gastricas y duodenales, carcinoma gastrico y el linfoma.

2.1 Caracteristicas microbiologicas de H. pylori.

H.pylori es una bacteria Gram-negativa que mide de 2-4 umde largo yde 0.5a 1 pmde
ancho, aunque usualmente tiene forma espiral, también puede aparecer en forma bacilar
o cocoide, tiene de 2-6 flagelos unipolares de aproximadamente 3 pm de largo, estos le
confieren movilidad permitiéndole desplazarse rdpidamente en soluciones viscosas. Su
envoltura celular es similar a la de otras bacterias Gram-negativas, consta de una
membrana interna citoplasmadtica, periplasma, peptidoglicano y una membrana externa;
esta ultima estd constituida por fosfolipidos y por lipopolisacdridos (LPS). EI LPS
usualmente estd compuesto por lipido A, un nicleo de oligosacaridos y una cadena de
antigeno O; el lipido A de H. pylori tiene poca actividad bioldgica comparada con el de
otras bacterias, por otra parte, el antigeno O puede ser fucosilado y mimetizarse con
antigenos del grupo sanguineo Lewis y asi evadir la respuesta inmune del huésped, ya
que usualmente este antigeno es reconocido por la proteina D surfactante y al
fucosilarse, no habria reconocimiento del mismo. Ademds, es catalasa y oxidasa
positiva, se caracteriza por su potente actividad ureasa, fermenta la glucosa y otros

hidratos de carbono como el fumarato para generar ATP o energia metabdlica

(Herndndez y col., 1994; Mendez y col., 1993).

Para el cultivo, las muestras se obtienen a partir biopsias de mucosa del TGI; el tiempo
que tarda en formar colonias se obtiene entre 4 a 7 dias en condiciones de 5-10% Oz, 5-
10% CO2, 80-90% N2, humedad de 95% y temperatura de 35 a 37 °C. Usualmente se
cultiva en medios complejos con sangre, suero y antibidticos (Blanchard y Nedrud,

2012).



2.2 Factores de virulencia de H. pylori.
H. pylori posee factores de virulencia que ayudan a la colonizacién del epitelio

superficial, la profundidad de las criptas y el espacio entre las células epiteliales.

Ureasa.

La ureasa es la enzima mds abundante producida por H. pylori y su actividad depende
del pH alrededor de la bacteria. El habitat natural de H. pylori se encuentra por debajo
de la capa mucosa, donde el pH se aproxima a la neutralidad (Bauerfeind, 1997). El
mecanismo que utiliza para protegerse de ese pH dcido durante la colonizacion o de las
bajadas de pH que pueden ocurrir por dafios mecdnicos en la mucosa, se basa en
acumular una gran cantidad de ureasa en el citoplasma, en el espacio periplasmico y en
la superficie de la bacteria. La ureasa es una metaloenzima que cataboliza la hidrélisis de
la urea presente en el estdmago en amonio y diéxido de carbono. El amonio producido
aumenta el pH, elevdndolo hasta 6 6 7 en su entorno. De este modo puede alcanzar la
superficie de las células de la mucosa, donde el pH es précticamente neutro.

La ureasa se regula puesto que un aumento excesivo de la alcalinidad debida al NH4+
producido mataria a la bacteria. La regulacion se produce mediante un transportador
dependiente de pH. El transportador Urel permite la entrada de urea pero una vez que el
pH alcanza el valor de 6-7, se inactiva. El NH4+ liberado va a producir una serie de
dafios que afectan a la microcirculacion y a las células epiteliales superficiales. Origina
una necrotizacion del tejido profundo; colabora en el desarrollo de gastritis atrofica

crénica humana y facilita el incremento de infecciones virales y la carcinogénesis.

Sistemas antioxidantes.

H. pylori es una bacteria microaerofilica vulnerable a la toxicidad de H202. Durante el
proceso de colonizacion H. pylori promueve una fuerte respuesta inflamatoria mediada
por neutrofilos y macr6fagos, que generan una cantidad de metabolitos reactivos del
oxigeno. H. pylori cuenta con mecanismos para la detoxificacion de estos metabolitos,
asi como para la reparacion de los dafos sufridos que favorecen su supervivencia en el
tejido inflamado. Entre los sistemas enzimaticos de detoxificacién de los metabolitos
reactivos del oxigeno estin la enzima superéxido dismutasa, que cataliza la

transformacion del super6xido en peréxido de hidrégeno; la catalasa o peroxidasa, que



cataliza la descomposicion del peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno; las
peroxirredoxinas, que catalizan la reducciéon de peréxido de hidrégeno, peroxinitrito y
otros hidroperéxidos orgdnicos a sus correspondientes alcoholes y la flavoproteina
MdaB, una NADPH quinona reductasa, que H. pylori expresa cuando debe compensar la
pérdida de los principales componentes antioxidantes. Ademds, el sistema tiorredoxina
cataliza los procesos de oxidacién-reduccion, tiol dependientes, de un gran nimero de
enzimas detoxificadoras. La actividad enzimdtica de la catalasa, superéxido dismutasa y
las peroxirredoxinas estd incrementada en las cepas cagA positivas.

A veces los sistemas de detoxificacion no son suficientes y puede existir oxidacion. Para
ello H. pylori cuenta con un mecanismo para reparar el DNA dafiado, como las proteinas

RecA, UvrABC, endonucleasa III, MutS y RuvC.

La proteina NAP (Proteina activadora de neutr6filos), codificada por el gen napA, fue
identificada primeramente como una proteina que participa en la activaciéon de los
neutr6filos. Tiene funcidn de bacterioferritina para captar los iones ferrosos libres
intracelulares que pueden danar el DNA de H. pylori y lo protege del estrés oxidativo.
Puede actuar como adhesina cuando se secreta o se expresa en la superficie bacteriana
pues tiene afinidad por las ceramidas presentes en las membranas plasmaticas celulares

y por el grupo antigénico sanguineo de Lewis (Long, 2009).

Flagelos.

La gran movilidad de estas bacterias es fundamental para colonizar la mucosa géastrica,
segiin se ha deducido de la infeccién experimental de animales con variantes de H.
pylori aflageladas y por tanto no mdviles. H. pylori posee alrededor de 2 a 6 flagelos
monopolares, caracteristica inusual que es distinta del resto de proteinas flagelares, las
cuales son homo poliméricas. Cada flagelo estd compuesto por dos flagelinas, FlaA y
FlaB. FlaB se localiza en la base del flagelo, mientras que la mas abundante FlaA, se
encuentra en el exterior. La eliminacién de ambas flagelinas da como resultado la
pérdida de la movilidad, que sin embargo conservan una capacidad de adherencia similar
a la de tipo silvestre. Ademds la morfologia espiral o helicoidal facilita la movilidad en
la viscosidad del moco géastrico, y la bacteria produce una proteasa que digiere el moco

facilitando su avance.



Adhesinas.

H. pylori se une a las células receptoras del huésped, estas son células epiteliales
gastricas, a las que se une de una forma especifica mediante un elevado ndmero de
adhesinas utilizando multiples receptores. Entre ellos hay glicerofosfolipidos, sulfatidos,
componentes de la matriz extracelular y secuencias repetidas de N-acetil-lactosamina o
de glicoconjugados. Una sola clase de anticuerpos no inhibe por completo la adhesion de
la bacteria a las células, por lo que se considera que la adherencia de H. pylori se realiza

a través de multiples adhesinas y receptores al mismo tiempo (Beswick, 2006).

HpaA (Adhesina A de Helicobacter pylori). La proteina HpaA es una de las
principales proteinas de la membrana externa de H. pylori y, al igual que muchas de
ellas actia como adhesina. HpaA media la unién a glicoconjugados con dcido sidlido
(N-acetil-neuraminil- lactosa) presentes en la superficie de las células epiteliales gastricas
y en la de los neutréfilos. Estd codificada por el gen hpaA. Es un antigeno de membrana
que es reconocido por los anticuerpos humanos por lo que puede ser usado en los
ensayos seroldgicos y para las vacunas. Se ha visto que es reconocida por las células
presentadoras de antigeno humanas estimulando la proliferacion de los linfocitos T y B

(Nvstrom, 2007).

BabA (antigeno de Lewis B). Los antigenos de Lewis son antigenos fucosilados de
grupo sanguineo (Wirth, 1999). Son expresados, ademds de por los eritrocitos, por
células epiteliales humanas. H. pylori se une con la adhesina BabA a las células
epiteliales gdstricas a través de los antigenos de Lewis (Wirth y col, 2006). Esta
codificada por los genes babAl y babA2, aunque solo el gen babA2 es funcionalmente
activo. La sintesis de BabA puede ser regulada para adaptarse a las condiciones
medioambientales. Se ha comprobado cémo la unién de H. pylori al receptor gastrico de
Lewis promueve una respuesta inmune no especifica y el desarrollo de autoanticuerpos
frente a las células productoras de dcido, lo que contribuye a la gastritis cronica y a la
pérdida de células parietales. Ademas, la adherencia mediada por BabA participa en la
distribucién de los factores de virulencia que dafian al tejido del hospedador, pudiendo

llevar al desarrollo de ulcera y céncer gastrico (Olfat, 2005).



SabA (Adhesina de union a acido sialico). Se une a los receptores con el dcido sidlico

de los neutréfilos y origina la activacion de su respuesta oxidativa (Unemo, 2005).

OipA (proteina inflamatoria de la me mbrana externa). Todas las cepas poseen el gen
que codifica para esta adhesina, pero s6lo algunas la expresan. Su expresion estd
asociada a una mayor produccién de IL.-8, aunque no se sabe cudl es su contribucion real

a la inflamacion gdstrica puesto que suele estar asociada a las cepas cagA + (Yamoka,

2008).

VacA (Citotoxina vacuolizante):

La proteina VacA es una toxina codificada por el gen vacA, que induce vacuolizacidon en
las células epiteliales, la muerte celular y la destruccion de la integridad epitelial. Posee
una estructura hexamérica y se ensambla en la bicapa lipidica celular del hospedador
formando un canal selectivo de aniones. Produce un gradiente de pH que atrae
sustancias alcalinas al interior haciendo que se capte agua por 6smosis, 1o que origina
una vacuolizacion alrededor del nicleo y mis tarde el estallido y muerte celular. En el
citosol interfiere con el trifico vesicular de los lisosomas. Es producida por
aproximadamente el 50% de las cepas de H. pylori. La infeccion por cepas que producen
la toxina es mas frecuente en pacientes con tulcera peptidica y cancer gistrico que en
pacientes que sOlo padecen gastritis (Yamazadi, 2005). Otros estudios no encuentran
esta relacion, y una posible explicaciéon es que el gen vacA tiene una estructura mosaico
con varias formas posibles de presentacion. Cuatro en la secuencia sefial, que son s/a,
slb, slc y s2 y tres en la regiéon media, m1, m2a y m2b. De la combinacién de éstos
podrian generarse distintos genotipos que podrian tener comportamientos mas 0 menos
agresivos (Yang, 1998; Rudi, 1998). Asi las cepas si//ml son mds citotoxicas que las
sl/m2. VacA se une a receptores tioproteinas tirosin-fosfatasa (RPTP) y la glicosidacion
postraslacional de los dominios RPTP pueden implicar diferentes respuestas celulares a
las cepas m1 o m2. Recientemente ha sido descrita una nueva regién enel gen vacA que
es la region intermedia (Rhead, 2007). Tiene varias posibles formas de presentacion, il e
i2. Las cepas con la presentacion il son mds citotoxicas y se encuentran mas asociadas

con la estructura alélica slml. Mientras que las cepas i2 se encuentran mds relacionadas



con las cepas con la combinacién alélica s2 m2 y que suelen presentar un mejor

prondstico, como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Representacion esquemadtica del gen vacA y alelos en H. pylori

VacA puede llevar a la muerte programada, de forma independiente a la vacuolizacidn,
pues induce la liberacion de citocromo C de las mitocondrias a través de la activacion de
proteinas proapoptdticas Bax y Bak. También puede participar en el proceso de la
apoptosis a través de la activacion del receptor Fas/CD95, a través de diversas caspasas
y de la ruptura de la membrana mitocondrial que, al afectar a la concentraciéon de ATP
celular, altera el ciclo celular.

La presencia de VacA puede inducir la expresion de factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y provocar el desarrollo de procesos tumorigénicos. E1 VEGF estd
immplicado en la neoangiogénesis via el sistema TLR2/TLR9 y se encuentra sobre
expresado en distinto grado en carcinomas humanos dependiendo del tipo de cepa
bacteriana, lo que podria explicar en parte el distinto potencial patogénico. Ademis,
VacA amplifica la respuesta inflamatoria de la mucosa géstrica aumentando la expresion
de ciclooxigenasa 2, en las células T, neutr6filos y macr6fagos, que a su vez pueden
activar la produccién del factor de crecimiento vascular endotelial y provocar el
desarrollo de procesos tumorigénicos. Aunque no estin perfectamente definidos los
mecanismos por los que la respuesta inmune inducida por H. pylori contribuye a la
carcinogénesis gastrica, la sobreexpresionde COX-2 y VEGF, la activaciénde NF-«xB y
el aumento de citocinas proinflamatorias originan alteraciones morfologicas que llevan

al desarrollo de gastritis atréficas y metaplasia gastrointestinal (Rudnicka, 2004 ).
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También estd implicada en la alteraciéon de las funciones mediadas por integrinas al
interactuar con la fibronectina y la modulacién de la respuesta inmunitaria de
granulocitos, monocitos y células B y T, ya que inhibe la presentacion de antigenos y la
proliferacion de células T. Por otro lado interrumpe la maduracién de los fagosomas en

los macréfagos, por lo que la bacteria sobrevive dentro de los mismos (Atherton, 1997).

CagA (Gen A asociado a la citotoxina).

La presencia del gen cagA se asocia mds con sintomas graves, como la gastritis severa,
la atrofia de la mucosa, alto riesgo de ulcera y cancer gastrico (Chromvarin, 2008). De
hecho las cepas procedentes de pacientes con tlcera, son cagA positivas en un
porcentaje mayor que las cepas procedentes de pacientes con gastritis (Erzin, 2006;
Chiarini, 2009). Pero, igual que ocurre con el resto de factores de virulencia, en muchas
ocasiones no hay asociacion entre el genotipo de cagA vy el estado clinico. Forma parte
de la isla de patogenicidad Cag (cagPAl). Las islas de patogenicidad son segmentos de
DNA que contienen mds de un gen de virulencia con la peculiaridad de que una simple
delecion lleva a la pérdida de al menos dos genes de virulencia con segmentos de DN A
de mds de 30 Kb. Tienen un papel fundamental en la contribucién a la virulencia de las
bacterias patdgenas que los contienen y en el desarrollo de la enfermedad. En el caso de
la isla de patogenicidad de H. pylori (CagPAl), tiene un tamafio de 37 a 40 Kb y estd
flanqueada por secuencias repetidas directas (direct repeats) de 31 pb. Su contenido G +
C es del 35% en contraste con el 39% del cuerpo del genoma. Como muchos genes de
virulencia los genes de la cagPAI no se expresan constitutivamente, sino que responden
a sefiales ambientales. Estdn reguladas por complejos mecanismos que pueden activarse
o no dependiendo de condiciones microambientales como el nivel de oxigeno, la
osmolaridad, la fase de crecimiento bacteriano, el pH, presencia o no de 4cidos grasos

volatiles de cadena corta, etc. (Blaser, 1995)

La cagPAl H. pylori codifica un sistema de secrecion de proteinas tipo IV que inyecta
CagA y peptidoglicanos en las células epiteliales del hospedador. La translocacion de
cagA depende de la presencia de un canal de urea proton dependiente Urel. Ante un
descenso de pH, cagA se mueve del centro a la porcidn periférica del citoplasma. La

proteina inyectada interactia con un nuimero elevado de moléculas de la célula



hospedadora. La diana molecular de CagA mds estudiada es una fosfatasa SHP-2
(Tirosinfosfatasa). En el gen que codifica esta proteina se han encontrado mutaciones y
polimorfismos que estdn relacionadas con la carcinogénesis gdastrica. La propia
activacion de SHP-2 por CagA puede contribuir a la proliferacién celular excesiva.
Ademads, los cambios que se producen en la expresion génica en las células epiteliales

tras la infeccidon por H. pylori suelen ser dependientes de este sistema de secrecion

codificado por la cagPAL

CagA puede variar de tamafio entre las distintas cepas de H. pylori. Esta variacion
proviene de la presencia de un nimero de repeticiones de una secuencia aminoacidica
del extremo carboxilo-terminal y puede influir en la patogenicidad de las distintas cepas
cagA+ debido a que la variacién en el nimero de sitios de fosforilacion implica una
distinta efectividad en su union a SHP-2, y por tanto una distinta activacion. La
secuencia aminoacidica que se repite es GLU-PRO-ILE-TYRALA denominada “EPIYA
motif’. De acuerdo con la secuencia de aminodcidos que flanquea esta secuencia de
GLU-PRO-ILE-TYR-ALA, los EPIYA reciben diferente nomenclatura: EPIYA-A,
EPIYA-B, EPIYA-C y EPIYA-D. Hay estudios en los que se encuentra que la proteina
CagA que contiene EPIYA-A y EPIYA-B, seguidas por repeticiones de EPIYA-C es
mas frecuente en cepas de H. pylori aisladas de pacientes occidentales, mientras que el

EPIYA-D Io es en cepas aisladas en pacientes asidticos (Panayotopoulou, 2006).

Hay una correlacion entre la integridad de cagPAIl y la gravedad de la enfermedad, ya
que mutaciones puntuales llevan a la pérdida del sistema de secrecion tipo I'V por lo que
no se puede translocar la proteina CagA. La proteina CagA translocada aumenta la
produccion de IL-8. Asi mismo, los productos de la cagPAI estan asociados con un
aumento de la produccidn de otras citocinas como Ia IL-1b, TNF-a y del factor nuclear
de transcripcion NFkB. Varios estudios han revelado que el cagPAIl puede presentarse
como una Unica unidad no interrumpida, separdndose en dos regiones por una secuencia
o un fragmento cromosdémico o bien presentarse parcialmente deletado. También se ha
visto que la variabilidad de los motivos EPIYA juega un papel importante en la

patogénesis producida por H. pylori. Las cepas cagA positivas y con nimero elevado de
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motivos EPIYA han sido relacionadas con un aumento de gastritis crénica y atrofia
(Doyle, 2001).

La deteccion del estado cagA se puede realizar de forma directa mediante la realizacién
de una PCR al DNA de la cepa a estudiar o de forma indirecta, mediante serologia.
Mediante la PCR se puede detectar el gen cagA, que es un marcador de la isla de
patogenicidad (Cerezo, 2006). La mayoria de estudios moleculares han determinado el
estatus cagA mediante la presencia o ausencia con primers especificos o sondas para este
gen. Asi pues, en realidad, la identificacion de cepas cagA negativas se ha realizado de
forma indirecta (la ausencia de amplificacion) (Sicinschi, 2003). Esto tiene el riesgo de
que se produzcan falsos negativos. Ademds las cepas cagA negativas no se detectarian
en caso de que existan infecciones mixtas. Por esto se han desarrollado detecciones
directas para identificar las cepas de H.pylori que poseen la cagPAl En las cepas cagA
positivas, la cagP Al estd flanqueada por dos secuencias de 31 bp. Sin embargo en las
cepas cagA negativas esta misma secuencia sOlo se encuentra presente en una copia.
Usando primers de los sitios de insercion que flanquean la cagPAIl se amplificard un

fragmento de las cepas que no poseen la isla de patogenicidad.

2.3 Tratamiento contra la infeccion por H.pylori.

En cualquier tratamiento contra un microorganismo debe tenerse en cuenta que el éxito
debe alcanzar una tasa de eliminacién de por lo menos 90% en un andlisis por protocolo
y 80% en uno de intento de tratamiento. En el caso del H. pylori no debe ser la
excepcion si bien, algunos factores como la dificultad para cultivar la bacteria, los pocos
antibidticos que han demostrado efectividad contra ella, la aparicion de resistencia y el

apego al esquema de tratamiento lo vuelven un escenario particular.

El tratamiento con un solo antibidtico no ha mostrado eficacia clinica por lo que no debe
tenerse como una opcidn de tratamiento. Actualmente todos los esquemas utilizan la
combinacién de dos antibidticos asociados a un IBP a doble dosis durante periodos
variables dependiendo de la regidon geografica y la prevalencia. Los esquemas de
primera linea pueden ser triples o cuddruples (cuando se agrega una sal de bismuto).
Basado en las tasas de éxito alcanzadas en practicamente todas las regiones del mundo

se recomienda el uso de 1 g de amoxicilina dos veces al dia, 500 mg de claritromicina
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dos veces al dia y dosis doble de un IBP durante 14 dias. Se han propuesto esquemas
cortos de 7 o 10 dias. Sin embargo, su utilidad no ha sido confirmada en México y su

eficacia sélo ha sido demostrada en paises europeos (Abdo-Francis, 2007).

En el caso de alergia a la amoxicilina, se puede emplear como alternativa tetraciclina
(500 mg cuatro veces/dia) o metronidazol (250 mg cuatro veces/dia). Debido a la alta
tasa de resistencia al metronidazol demostrada in vitro, en nuestro medio no se
recomienda su uso de manera rutinaria. Las sales de bismuto, en forma de subsalicilato o
subcitrato, deben administrarse en cuatro tomas al dia y en dosis promedio de 525 mg.
La utilizacion de estos ultimos medicamentos disminuye sustancialmente los costos,
aunque favorecen la falta de apego por el tiempo de administracion y el mayor nimero

de efectos adversos.

En caso de falla terapéutica se recomienda emplear un esquema alternativo. Una de las
principales causas de falla es la resistencia bacteriana, especialmente a la claritromicina.

El aumentar la dosis de este antibidtico no ha demostrado mejores resultados. Pueden
emplearse otros antibidticos como tetraciclina y metronidazol sin olvidar las
particularidades ya descritas. En paises donde la resistencia al metronidazol es elevada
se recomienda como alternativa el tinidazol (1 g dos veces/dia). Moayyedi informé 61 %
de éxito para erradicar al H.pylori utilizando tinidazol, claritromicina y omeprazol,

aunque con un 45% de efectos adversos (Moayyedi y col., 2000).

Tratamiento de primera eleccion. Se recomienda utilizar un triple esquema
combinando un IBP a doble dosis con dos antibiéticos por un periodo de 14 dias. La
combinacion de antibidticos més eficaz sigue siendo Claritromicina 500 mg dos veces al
dia y Amoxicilina 1 g dos veces al dia.

Tratamientos de segunda elecciéon. Esquema cuddruple con un IBP a doble dosis,
tinidazol 1 g dos veces al dia, tetraciclina 500 mg cuatro veces al dia y bismuto 525 mg
cuatro veces al dia por 14 dias

Tratamiento secuencial. Se inicia con IBP a doble dosis y amoxicilina 1 gdos veces al
dia durante 5 dias, seguido por IBP a doble dosis mds claritromicina y tinidazol a las

dosis previamente descritas por 5 dias mas.
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2.4 Efecto de probidticos contra H.pylori.

Probi6tico es un suplemento o un producto alimenticio que contiene un nimero
suficiente de microorganismos viables que tienen efectos benéficos para la salud del
huésped (WHO, 2010). Microorganismos probidticos son generalmente miembros de los
géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus (OMS, 2010.; Lionetti, 2012).
Estas bacterias son organismos fermentativos, anaerébicos, obligados o facultativos,
muchos son productores de dcido lactico. Sus caracteristicas bioldgicas inherentes les
permitan predominar y prevalecer sobre los microorganismos patdgenos en el tracto
digestivo humano. Actualmente, se plantea la hipdtesis de que estos microbios generan
pequefios subproductos metabdlicos moleculares que ejercen influencia regulatoria sobre
las funciones bioldgicas del huésped. Estos subproductos metabdlicos se refieren a veces
como "posbidticos" y pueden funcionar como moduladores de la respuesta inmune
(Thomas y col, 2010). Las bacterias probidticas mas estudiadas hasta la fecha
pertenecen al género Lactobacillus 'y Bifidobacterium. Algunas levaduras 'y
subproductos de levadura también se han estudiado y se han utilizado como un agente

probidtico, por ejemplo, la levadura Saccharomyces boulardii.

Varias cepas probidticas, especialmente Lactobacillus han exhibido propiedades
antagonistas contra H. pylori in vitro (Alsahli y col., 2001). Existen varios mecanismos
de accidén putativos contra H. pylori. Especies de Lactobacillus son comensales en el
tracto digestivo humano y sus concentraciones normales en el estdmago varian desde 0 y
10*/mL de fluido (Gotteland y col., 2006). Siendo resistente a los dcidos, persisten mds
tiempo en el estdmago que otras bacterias. El posible papel de la microbiota local en la
proteccion de las lesiones géstricas fue sugerido en el estudio de Elliott (Elliott y col,
1998) que encontraron que el nivel de aerobios totales en el estOmago sanos de ratas
sanas era entre 103-10* UFC/g de tejido, con microorganismos Gram-negativos
representando sélo el 5% de la poblacion; Lactobacillus autéctonos estaban presentes en
todas las ratas. Sin embargo, un dia después de la induccion de ulceras gastricas, el
recuento total de aerobios se elevé 10°-10'© UFC/g. Pero esta vez, las bacterias Gram-
negativas eran la mayorfa de los aerobios totales, mientras que la poblacion de
Lactobacillus desaparecid. La colonizacién por bacterias Gram-negativas ocurri

preferentemente en el lugar de la ulcera. Estos hallazgos sugieren que la microbiota
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gastroduodenal pudiera representar la primera linea de defensa contra organismos

patogenos.

Dos tipos de sustancias han sido implicadas en la inhibicién de H.pylori por las bacterias
acido lacticas: 4cidos grasos de cadenas cortas (SCFAs) y bacteriocinas. SCFAs como
acido acético, propidnico, butirico y ldctico son producidos durante el metabolismo de
carbohidratos teniendo un papel importante en la acidificacién del pH (Vandenbergh y
col, 1993). Bhatia y colaboradores fueron los primeros en observar un efecto
antagonista de cepas de Lactobacillus contra Helicobacter e implicar a los SCFAs

(Bhatia y col,, 1989). Sin embargo, el efecto inhibitorio difiere entre cepa.

Las bacteriocinas son pequefias, resistentes al calor y dializables estructuras peptidicas
con actividades antimicrobianas (Lesbros-Pantoflickova y col, 2007). Otro posible
mecanismo de proteccion inducido por probidticos incluye la inhibicién de la adhesion
de H.pylori al epitelio gastrico, un punto importante en el desarrollo de patologias
asociadas (Guruge y col., 1998). Cepas como L.reuteri pueden inhibir el crecimiento de
H.pylori por competencia con los receptores de adhesion (Mukai y col., 2002). Se ha
sugerido que la ingesta de probidticos fortalece la barrera de la mucosa mediante la
estimulacion de la produccién de mucina. Reduccion de la secrecién de moco en un
epitelio dafiado es un hallazgo frecuente en la gastritis asociada a H. pylori al suprimir la
expresion de mucl y muc5A en una linea celular gastrica humana (Byrd y col, 2000). Se
ha demostrado in vitro que Lactobacillus plantarum y rhamnosus aumentan la expresion

de los genes muc2 'y muc3 (Mack y col., 1999).

La modulacién de la respuesta inmunitaria a patdgenos también debe tenerse en cuenta
como un mecanismo potencial de la eficacia de los probidticos. La respuesta
inflamatoria a la infeccion géastrica por H. pylori se caracteriza por la liberacion de
diversos mediadores inflamatorios tales como quimiocinas y citocinas. Los probidticos
podrian modificar la respuesta inmunoldgica del huésped mediante la interaccién con las
células epiteliales y la modulacion de la secrecion de citocinas anti- inflamatorias, lo que
resultaria en una reduccion de la actividad géstrica y la inflamacién (Gill y col, 2003).

Sin embargo, el efecto de los probidticos sobre la respuesta inmune es dificil de
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generalizar. Cepas de probidticos distintas pueden generar diferentes respuestas

inmunes, que, a su vez, dependen del estado inmune del huésped (Haller y col., 2000).

Tolone y colaboradores, en el 2012, evaluaron el efecto de la triple terapia en
combinacién con lactoferrina y probidticos, observaron una reduccion estadisticamente
significativa de los sistemas como dolor, nduseas, vomitos y diarrea. En 2014, Wang y
Huang, investigaron el efecto de L.acidophilus y B.bifidum suplementado a la terapia
triple para la erradicacion de H.pylori en 45 nifios, durante 6 semanas de tratamiento
obteniendo tasas de erradicacion de 83% respecto al grupo control que solamente

recibieron la triple terapia antimicrobiana.

Dore y colaboradores en el 2013, examinaron la eficacia de L. reuteri en la terapia de
erradicacion de H. pylori. La intervencion consistié en L. reuteri DSM 17938 108 UFC
mds 20 mg de pantoprazol dos veces al dia durante 8 semanas. La erradicacion se define
como un 3C-UBT negativo, 4-6 semanas después de la terapia. L.reuteri mas
pantoprazol dos veces al dia curada 13.6% -14.2% de los pacientes con infeccion por H.
pylori mediante andlisis de ITT. En general, la actividad de la ureasa evalu6 antes y 4-6
semanas después de la terapia mostré una reduccion significativa con una diferencia de
media de 38.8 frente a 25.4, concluyendo que L. reuteri puede tener un papel potencial
en la terapia de erradicacion del H. pylori si la tasa de curacion se puede ser mejorada
mediante cambios en la dosis, el intervalo de dosificacion, o duracién de la terapia (Dore

y col., 2013).

Resultados similares obtenidos por Kuo y colaboradores en el mismo afio, aplicando el
tratamiento por periodos de tiempos prolongados, concluyendo que la ingesta
prolongada de probidticos ayuda a prevenir la infeccion de H.pylori en el 90% de los

casos en un modelo Mongolian gerbil (Kuo y col., 2013).

Actualmente, Li y colaboradores, realizaron un meta-andlisis sobre la eficacia de los
probidticos contra H.pylori, incluyeron 7 estudios, concluyendo que existe una mayor
tasa de erradicacion de la bacteria con el uso de probidticos (Li y col.,, 2014). Enel 2014,
Zaman y colaboradores, demostraron que las especies de Lactobacillus, L.reuteri,

Lactobacillus johnsonii y Lactobacillus murinus fueron capaz de inhibir el crecimiento
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de H.pylori en Mongolian gerbils con tasas de colonizacion menor al 40% (Zaman y

col., 2014).

2.5 Seiializacion de la expresion de genes de virulencia en H. pylori.

La comunicacién de numerosas bacterias a través de pequefias moléculas de sefalizacion
se denomina “quorum sensing”. Este proceso dirige la expresion de genes bacterianos al
aumentar o disminuir la densidad celular (Miller y Blasser., 2001). Estos procesos
fundamentales regulan la virulencia, la produccién de toxinas, la motilidad, la
quimiotaxis y la formacion de biopeliculas, que podrian contribuir a la adaptacion de las
bacterias y la colonizacion (Gonzales y Keshavan.,, 2006). Las moléculas de
seflalizacion, se denominan Auto inductores (Al), las que median la comunicacion
intraespecies especificas son Al-1 (Lactonas N-Acilhomoserina) en bacterias Gram-
negativas y por oligopéptidos en bacterias Gram-positivas. Al-2 media las
comunicaciones intra e inter especies, para bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
(Miller y Blasser., 2001; Gonzales y Keshavan.,, 2006). Un tercer grupo de
autoinductores, Al-3, fue descrita inicialmente en E. coli enterohemorragica (EHEC) por
Sperandio y colaboradores (Sperandio y col., 2003). Este grupo de moléculas imita
hormonas eucariotas y media eventos de sefalizacidon inter-reino entre las bacterias y
mamiferos o plantas y viceversa (Pacheco y Sperandio., 2009). Los Al-2 sintetizados por
la S-ribosilhomocisteinasa, es parte del ciclo de metilo activado (AMC) complejo de la
enzima, que es importante para el reciclaje de metionina y la metilacion de ADN y las
proteinas (Winzer y col, 2002). La metionina se convierte en S-adenosilmetionina

(SAM) en una reaccion catalizada por la SAM-sintetasa (metK) en la Figura 2.
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Figura 2. Funciones metabdlicas de luxS en H. pylori.

16



La metiltransferasa SAM-dependiente escinde un residuo de metilo de SAM
produciendo asi el producto téxico S-adenosilhomocisteina (SAH). SAH es
metabolizado a homocisteina por una reaccion de dos etapas, en donde la enzima Pfs (5'-
metiltioadenosina / S-adenosil nucleosidasa) cataliza la escision de SAH a adenina y S-
ribosilhomocisteina (SSR), seguido por reaccion catalizada por LuxS que escinde a SSR
a Homocisteina y DPD, que es el precursor de AI-2 (He Y y col., 2008). Eucariotas,
arqueobacterias y eubacterias algunos son capaces de metabolizar la SAH a
homocisteina en una reaccidon de un solo paso por la SAH hidrolasa (Winzer y col,
2003). Las metiltransferasas MetE o MetH catalizan la conversién de homocisteina en
metionina. La mayorfa de los genomas Helicobacteraceae codifican un conjunto
completo de enzimas AMC, mientras que H. pylori constituye una excepcion (Doherty y
col., 2010). Los dos metiltransferasas conocidos MetE y MetH parecen estar ausentes en
H. pylori, y luxS es parte de una biosintesis de cisteina “de novo” que usa metionina
como fuente de azufre reducido. Andlisis de BlastP con MetE (CAL35316) y MetH
(ZP04809678) ha mostrado su ausencia en H. acinonychis, H. bizzozeronii, H.felis y H.
suis (todos pertenecientes a los taxones Helicobacter gastrico)(Solnick y col, 2001),
mientras que MetH o MetE parecen estar presentes en las especies de Helicobacter
enterohepaticas (H.bilis, H.canadensis, H.cinaedi, H. hepaticus, H. pullorum y H.

winghamensis).

Todas las cepas de H.pylori poseen en su genoma el gen /uxS, se encuentran dentro de
un operon que codifica cysK, metB y luxS que son necesarios para la biosintesis “de
novo” de cisteina (Doherty y col, 2010). En analisis “in silico” por Doherty y
colaboradores sugieren que el operon cysK-metB-luxS fue adquirido por un evento de
transferencia horizontal de genes de un Enterococos Gram-positivo después de la
separacion de estas especies de otras especies de Helicobacter, pero antes de su

separacion el uno del otro.

H.pylori es capaz de captar estimulos exdgenos como seflales quimoticticas, pero
solamente pocas se han demostrado para quimiorreceptores de H. pylori. En la cepa
26695 de la quimiorreceptores TIpA se ha demostrado que responden a arginina y

bicarbonato (Cerda y col, 2003), y en la cepa SS1 la quimoreceptores TIpB se ha
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demostrado que responden al dcido (Croxen y col., 2006). El TlpD quimiorreceptores
intracelular ha sido descrito como un sensor de energia, aunque la naturaleza molecular
de las sefales que percibe no se conoce (Schweinitzer y col., 2008). No hay ligandos

conocidos para TlpC.

Una de las condiciones del medio ambiente que H. pylori experimenta es la molécula de
autoinductor-2 via Quorum sensing producida endégenamente (AI-2) (Forsyth y
Cubierta., 2000; Joyce y col, 2000; Rader y col.,, 2007.). Al-2 se produce como un
subproducto metabdlico de la reaccion llevada a cabo por [uxS, que escinde la S-
ribosilhomocisteina, produciendo homocisteina y 4,5-dihidroxi-2,3-pentanodiona
(DPD). DPD se somete a una rapida deshidratacion y ciclazacion, hasta formar los Al-2
(Schauder y col., 2001). En muchas bacterias, /uxS es una enzima clave en la produccién
de la donante de metilo activado, S-adenosilmetionina (SAM); sin embargo, en H.
pylori, la homocisteina producida por luxS se metaboliza para producir “Cisteina de

Novo” (Doherty y col., 2010).

Informes anteriores han demostrado que varias cepas de H. pylori producen Al-2 de
forma luxS-dependiente, como se detecta a través de un ensayo de luminiscencia con
Vibrio harveyi (Forsyth y cubierta., 2000; Joyce y col., 2000; Lee y col., 2006; Rader y
col., 2007; Sheny col., 2010). La mutacion del gen luxS se ha asociado con la reduccién
de la transcripcion y sintesis de flagelina flaA, mejorar la formacién de biopeliculas,
disminucién de la motilidad en placas de agar blando, y defectos de colonizacién en
modelos murinos y gerbo (Cole y col., 2004; Lee y col., 2006; Loh y col., 2004; Osaki y
col., 2006; Rader y col, 2007). Ellos informaron anteriormente de que los Al-2
producidos funcionan como una molécula sefializacion que modula los niveles de
transcripcion del regulador flagelar FIhA, lo que influye en la regulacion flagelar global
(Rader y col,, 2007). Aunque estd claro que el AI-2 afecta a la expresion del gen
flagelar, encontraron que los flagelos en los mutantes luxS son morfolégicamente
normales y por lo tanto la alteracion de la regulacion de genes flagelares en esta cepa no
puede explicar completamente su defecto la motilidad en placas de agar blando. Debido
a la expansion colonial en estas placas requiere tanto de la motilidad y la quimiotaxis,

ellos examinaron de qué forma AI-2 afecta a este tltimo proceso.
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En 2011, Rader y colaboradores demostraron que la delecion del gen [uxS result6 en el
comportamiento de natacién con una frecuencia reducida de paradas en comparacion
con la cepa de tipo silvestre. La frecuencia de paradas fue restaurada a niveles de tipo
silvestre por complementacion genética de la mutacion uxS o por adicion de sintético
4,5-dihidroxi-2,3-pentanodiona (DPD), que se cicla para formar AI-2. El DPD sintético
también aumenté la frecuencia de las paradas en H. pylori tipo silvestre, similar al
comportamiento inducido por un quimio repelente conocido HCL. Se encontr6é que los
mutantes carentes de los genes quimiorreceptores TIpA, TlpC o TlpD respondieron a
una fuente exdgena de DPD sintético, mientras que el mutante carente de TlpB no pudo
responder a un gradiente o distribucién uniforme de la sustancia quimica. Por otra parte,
un doble mutante carente tanto TlpB y luxS exhibid un comportamiento quimiotactico
similar a mutante TIpB unica, mientras que un doble mutante carente tanto TlpB y del
gen de quimiotransducion CheA se comportdé como No quimiotictico CheA tnico
mutante, apoyando el modelo que TlpB funciona en una via de sefalizacién corriente
abajo de [uxS y arriba de CheA. Llegando a la conclusion de que H. pylori percibe a los
Al-2 producidos por LuxS como una sustancia quimio repelente a través de los

quimiorreceptores TIpB.

En 2012, Rolig y colaboradores, demostraron que la quimiotixis, especificamente, es
controlada por TlpD y es necesaria para que H. pylori pueda sobrevivir o crecer
alrededor de la inflamacion en el antro. Al infectar ratones con cepas de H.pylori (Che-)

y carentes de quimoreceptores.

2.6 Modulacion de la expresion de genes de virulencia en patégenos por
probioticos.

Medellin-Pefia y colaboradores, en 2009, confirmaron que el sobrenadante libre de
células de L.acidophilus La-5 poseen la capacidad de bloquear o interferir con la
virulencia de Escherichia coli (EHEC) O157:H7 en unensayo in vitro (Medellin-Pefia y
col,, 2008). En ese mismo afio, Carey y colaboradores, estudiaron el efecto de los
probidticos y acidos organicos en la expresion de Shiga toxina 2 en Escherichia coli

O157:H7 enterohemorragica, observado para todas las cepas de probidticos probadas
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incluyendo L.reuteri una disminucion en la expresion de szx2A, en comparacion con el
cultivo control. Ademads, la produccién de dcidos organicos, produce una disminucién en

el pH influyendo en la expresion génica de stx2A (Carey y col., 2008).

Kieran y colaboradores, en 2009, determinaron la capacidad de L.salivarius de modular
la expresion de genes de virulencia en H.pylori, modulando 8 de 12 genes relacionados a
la isla de patogenecidad cagA, mediante qPCR observaron una diminucién de la
expresion de estos genes (Kieran y col., 2009). En otro estudio, el sobrenadante libre de
células de L.reuteri RC-14 procedente de la vagina, reprime la expresion del gen que
codifica a la exotoxina causante del sindrome de Shock toxico (TSST-1) en

Sthaphylococus aureus mediante sistema Agr, regulador clave de los genes de virulencia

(Li Jycol., 2011).

En 2013, Mundi y colaboradores, estudiaron el efecto del sobrenadante libre de células
de L.acidophilus y B.longum en la expresidon de genes de virulencia en Campylobacter
Jjejuni, ambas cepas probidticas fueron capaces de disminuir la expresion de ciAB y flaA

en una cepa de tipo silvestre de Campylobacter jejuni 81-176 (Mundi y col., 2013).
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I11. JUSTIFICACION:

H. pylori afecta a cerca de dos tercios de la poblacién mundial y su prevalencia estd
fuertemente relacionada con las condiciones socioecondémicas (Malaty, 2007) En paises
en via de desarrollo afecta a mas de 80% de los adultos, encontraste 20 a 50% en paises
desarrollados (Suebaum, 2002). En todos los infectados produce gastritis cronica, pero
solo el 20% de ellos tendrd alguna enfermedad clinica. Del 10 a 20% de los infectados
durante su vida tendrdn riesgo de desarrollar ulceras pépticas y 1-2% de tener carcinoma
gastrico (Otero y col., 2007). A pesar de la disminucidon en la incidencia del cdncer
gastrico, actualmente ocupa el cuarto lugar y el segundo en mortalidad entre todos los
canceres en todo el mundo (Jemal y col., 2011). Se estima que en 2008 hubo 989.600
nuevos casos y 738.000 muertes por cidncer de estomago en el mundo, y
aproximadamente el 70% de los dos nuevos casos y muertes ocurrieron en paises
latinoamericanos (Ferlay y col., 2010).

Las tasas de incidencia mas altas se encuentran en el este de Asia, Europa Oriental, y en
algunos paises de América Latina, principalmente en Centroamérica y la Regién Andina,
con tasas de entre 20 a 30 por cada 100.000 habitantes. Algunas de las tasas de
incidencia mds bajas se encuentran en paises de Africa (0,6 a 3/100000) y en América
del Norte (5 a 6/100,000). Se ha estimado que la infeccion por H. pylori es responsable
de 77% de los casos de cancer gastrico distal y se asocia con ambos tipos, intestinales y
difusos, pero no con carcinomas originanen el cardias gastrico. A nivel Mundial, existe
un incremento en la resistencia a los antibidticos comunes contra H. pylori,
particularmente en América latina encontrandose altas tasas de 12 % para claritromicina,
53 % para metronidazol, 4 % para amoxicilina, 6 % para tetraciclina, 3 % para
furazolidona y 15 % para fluoroquinolonas (Camargo y col., 2014). Debido a todo lo
anterior, es necesario proponer alternativas terapéuticas, como el uso de bacterias
probidticas, especialmente metabolitos producidos por estas, que posean actividad

antimicrobiana y pudiesen modular la expresion de los genes de virulencia.
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IV. HIPOTESIS

El metabolito reuterina producido por Lactobacillus reuteri posee actividad
antimicrobiana contra patdgenos orales-géistricos y reprime la expresion de genes de

virulencia en Helicobacter pylori en ensayos in vitro.
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V. OBJETIVOS

General.

Evaluar la actividad antimicrobiana de reuterina producida por Lactobacillus reuteri
contra patdgenos orales-gastricos y efecto en la expresion de genes de virulencia de

Helicobacter pylori en ensayos in vitro.

Especificos.

1. Determinar la concentracién minima inhibitoria y concentracién minima bactericida
de la reuterina contra H. pylori y patégenos orales (Actinomyces naeslundii, Tannerella
forsythia, Porphyromonas endodontalis y Enterococcus faecalis).

2. Evaluar el efecto de la reuterina en la expresion de los genes de virulencia vacA,
cagA, flaA y luxS de H. pylori.

3. Evaluar la citotoxicidad de la reuterina contra la linea celular de fibroblastos de
estomago/intestino humana y células monoculares de sangre periférica humana.

4. Evaluar la expresion de citocinas proinflamatorias en células monoculares de sangre

periférica humana tratadas con reuterina.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material Biolégico

Se utilizaron cepas bacterianas proporcionadas por la ATCC Tabla 1.

Bacteria ATCC Pre-cultivo y medio de Atmosfera Incubacién
cultivo 37°C (horas)
Lactobacillus reuteri 55730 MRS-MRS Anaerdbica 24-48
Helicobacterpylori 700824 | Agar Sangre 5% - Caldo | Microaerofila 48-72
Brucella con 10% SFB
Tanarella forsythia 43037 NAM-PY con suero de Anaerdbica 24-48
caballo - NAM

Actinomyces naeslundii 51655 CAMG pH 7.5 Anaerdbica 24-48
Porphyromonas 35406 BHI-BHI Anaerdbica 24-48
endodontalis

Enterococcusfaecalis 29212 BHI-BHI Aerdbica 24-48

Tabla 1. Medios y condiciones de cultivo para los microorganismos usados segtin las recomendaciones

porla ATCC.

6.2 Condiciones de crecimiento de microorganis mos.

El pre-cultivo de los microorganismos se realizé sobre agar en cajas Petripor 24-48 hrs
a 37°C (Thermo Scientific Incubator Lab-Line, Marietta, OH) recomendado por la
ATCC. L. reuteri y los patogenos orales T. forsythia, A. naeslundii, P. endodontalis son
anaerobios y para su manipulacién se requiri6 de una atmosfera controlada en una
camara anaerdbica (Plas-Labs, Lansing/MI). Esta atmdsfera fue una mezcla de gases Ho
(20.13%), CO2 (10.13%), y N2 (69.74%). Todos los medios de cultivo, asi como los
materiales fueron pre-esterilizados 15 min a 120 °C a 15 libras de presion (All
American, Hillsville, USA). Los caldos de cultivo fueron preparados en matraces de

250mL conteniendo 200mL de medio de cultivo apropiado para cada microorganismo

(Tabla 1) e moculados a una densidad 6ptica (OD) de 0.2 a 600nm.

Actinomyces naeslundii 'y Tannerella forsythia requirieron medios de cultivo
especificos; medio CAMG, compuesto de (g/L), 5-triptona, 5-extracto de levadura
(Dibico, México D.F., México), 5-K2HPO4, 2-glucosa (J.T. Baker, Center Valley, PA),
0.5 mL polisorbato 80 y 2-agar bacteriolégico (Oxoid Ltd., Hampshire RG24 8PW, UK)
pH 7.5 (£0.1) para pre-cultivo de A. naeslundii y crecimiento en caldo CAMG. T.

forsythia fue pre-cultivada en agar dcido N-acetilmurdmico, que consiste de 49 g de agar
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triptona soya (Becton-Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ), y 10 mL de
hemina porcina (AppliChem GMbH, Darmstadt, Alemania) suspendido en 1L de agua
destilada. Posteriormente, cultivado en Peptona-Levadura (PY), constituido (g/L) de 5-
peptona (Dibico, México D.F., México), 5-tryptona (Bio Basic Inc., Ontario, Canada),
10-extracto de levadura (Dibico, México D.F., México), 4 mL de resazurin, 40 mL of
agua, 10 mL de hemina porcina, 0.2 mL de vitamin K, 0.5 L-cisteina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), y pH 7.0 (£0.1). El desarrollo de ambas bacterias se llevd a cabo en una

atmosfera de mezcla de gases a 37°C durante 24-48 h.

Porphyromonas endodontalis y Enterococcus faecalis se cultivaron en agar y caldo
Infusién-Cerebro-Corazon (Becton—Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) a 37

°C, en atmoésfera aerdbica para E. faecalis y anaerébica para E. endodontalis durante 24-
28 hrs.

6.3 Lineas celulares.

Las linea celular fibroblastos de estomago e intestino humano Hs 738.St/Int fue provista
por la ATCC, se cultivaron en medio d-MEM suplementado con 10% de SFB en frascos
de 25 ¢ (Corning, One River, NY, USA) e incubadas durante 72 hra a 37°C y 5% CO»
(Tabla2).

Caracteristicas Hs 738.St/Int

Organismo Homo sapiens, humano

Tejido Mezcla, estémago e intestino

Morfologia Fibroblasto

Propiedades Adherente

Enfermedad Normal

Procedencia Feto de 18 semanas de gestacion, Masculino, Caucésico

Tabla 2. Caracteristicas de la linea celular Hs 738.St/Int.

6.4 Produccion y aislamiento de la reuterina (3-HPA).

Primeramente, se requirid producir biomasa de L. reuteri ATCC 55730. Se sembré un
inoculo de 2 x 103 bacterias/mL (DOsoonm= 0.4) seglin la escala de McFarland, en
matraces de 250mL conteniendo 100mL de caldo MRS (Oxoid Ltd., Hampshire RG24
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8PW, UK), suplementado con 1% de glucosa (v/v) y pH 6.2 + 0.2, luego fueron
incubadas durante 14, 16, 18 y 20 hrs a 37°C en atmdsfera anaerobia compuesta por una
mezcla de gases Hz (20.13%), CO2 (10.13%), y N2 (69.74%). Tras la incubacién, se
determind la concentracion bacteriana y pH en el medio, posteriormente, las células
fueron centrifugadas a 1500 x g durante 10 minutos a 20°C, se separ6 el sobrenadante y
el pellet. El sobrenadante se filtré a través de membranas de nitrocelulosa de 0.22 micras
(Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) y almacenado a 5°C hasta la cuantificacién
de 3-HPA. Por otra parte, el pellet se lavé 2 veces con buffer de fosfato de potasio 0.1M
y se determiné el peso seco; luego, se resuspendié en 100mL de solucién de Glicerol
200 mM e incub6 a 37°C en atmdsfera anaerobia por 2 hrs. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron a 15,000 x g a 15 °C por 5 minutos; el sobrenadante resultante se filtr6
(0.22 pym) y se eluyd a través de cromatografia en columna Silica gel 60 (Merck,
Darmstadt, Alemania), con acetona: acetato de etilo (2:1) como eluyente, asi como lo
describe Cleusix y col., 2007. Para la eliminacion del eluyente la muestra solucion fue
sometida a rota-vaporizacion. Por ultimo, el producto se almacend a 4 °C en frascos

ambar hasta su cuantificacion.

6.5 Cuantificacion de reuterina.

La cuantificaciéon de 3-HPA se realizé por el método colorimétrico descrito por Circle y
col (1945). Para obtener la curvas de calibraciéon, 0-6 umol de acroleina (Fluka, Buchs,
Suiza) se afiadié a 6 mL de agua destilada. Luego, 4.5 mL de solucién DL-triptéfano
(Solucién 0.01 M en HC1 0,05 M) y 18 mL de HCI al 37%. Para cuantificacién de 3-
HPA, 1 mL de muestra se mezcl6 con 0.75 mL de soluciéon de DL-triptéfano y 3 mL de
HCI137%. Las mezclas que contenian las muestras y los estindares se incubaron durante
20 min en bafio de agua a 37 °C y la densidad 6ptica se midi6é a 560 nm. Las muestras de
3-HPA se diluyeron con agua destilada antes de mezclar con reactivos para asegurar una
DO560 final <1. Este método permite una cuantificacién precisa de 3-HPA usando
acroleina como un estidndar (Rutti y col., 2010; Liithi-Peng y col., 2002). Los ensayos

para la curva estdndar y cuantificacién de muestras se realizaron en triplicado.
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6.6 Concentracion de reuterina.

Las muestras de 3-HPA se congelaron en frascos de 100mL por inmersién en acetona
mas hielo seco a -40°C. Esas preparaciones se liofilizaron para reducir el volumen de
agua en una liofilizadora (LABCONCO, Kansas City, MO) a 0.133 mBar a -40°C y

almacenadas a -70°C hasta su utilizacion.

6.7 Ensayo de actividad antibacteriana.

La actividad antibacteriana se determiné por la técnica de microdilucién con
microplacas de 96 pozos. Usando esta técnica, los valores de concentracion minima
inhibitoria y concentracién minima bactericida se obtuvieron para reuterina contra los

microorganismos bajo estudio. Todos los ensayos se realizaron en triplicado.

6.7.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC).

Se realizé por microdilucién en placas de 96 pozos de fondo plano que contenian 120
uL de las diluciones seriadas de reuterina en caldo de cultivo especifico para cada
microorganismo (Tabla 1) y 80 uL de inéculo a una absorbancia de 0.1 (DO 600nm)
correspondiente a 0.5 en la escala de McFarland, equivalente a 2 x 108 UFC/mL,
alcanzando un volumen final de 200 pL por pozo; clorhexidina 0.12%, tetraciclina 5
ug/mL e hipoclorito de sodio 5% se utilizaron como controles positivos de inhibicién de
crecimiento bacteriano y caldo de cultivo se usé como control negativo. Por otra parte,
el crecimiento microbiano se indic6 como un cambio en la densidad dptica del inéculo.
Las placas de 96 pozos se incubaron a 37°C segtin lo recomendado por la ATCC para
cada microorganismo. La MIC se definié como la concentracién mds baja que inhibi6 el

crecimiento bacteriano.

6.7.2 Concentracion minima bactericida (MBC).

Se tomaron 10 pL. de cada ensayo realizado en la MIC, estos se inocularon en cajas de
Petri conteniendo agar especifico e incubado segin lo recomendado por la ATCC para
cada microorganismo. La MBC se definié como la concentracion mas baja donde no se

observaron UFC en agar.
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6.8 Ensayo de expresion de genes de virulencia.

Se partié de una densidad celular de 103 UFC/mL de H. pylori ATCC 700824 en 50 mL
de caldo Brucella suplementado con 10% de SFB, se incubaron a 37°C por 72 horas en
microaerofilia. Posteriormente, se transfirieron 5 mL a 3 tubos de 15 mL y se
dispensaron 5 mL de bacteria en fase estacionaria mis 5 mL caldo Brucella al control
Negativo (calibrador), 50 pg/mL de reuterina (tratamiento) y se incubaron, se tomaron
1.5 mL a las 3 horas (tiempo 1) y 6 horas (tiempo 2) postratamiento para la extracciéon
de RNA total.

6.8.1 Extraccion de RNA.

1 x 10° bacterias se separaron por centrifugacion a 4,000x g durante 10 minutos, luego
se lavaron y resuspendieron en 100 puL de tampdén Tris-EDTA 1x pH 7.4, se afiadieron
100 pg de Lizosima (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y 100 pg de Proteinasa K (Thermo-
Fisher, Carlsbad, CA, USA) y se incubaron a 37°C durante 30 min, luego, se realiz6 la
extraccion de RN A total con Trizol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); 1 mL de Trizol,
para asegurar la completa disociaciéon de los complejos nucleoproteinicos se incubé por
5 min a temperatura ambiente. A continuacion se afiadieron 200 pL de Cloroformo, se
mezcld vigorosamente por 15 seg protegiendo las muestras de la luz e incubacidn a
temperatura ambiente durante 15 min. La mezcla resultante se centrifugé a 12,000 x g
por 15 min a 4°C, la centrifugacion separ6 la mezcla en 3 fases; orgdnica (proteinas) en
el fondo, interfase (DNA) y Acuosa (RN A) en la superficie. Para el aislamiento de RN A,
se transfirié la fase acuosa en un tubo Eppendorf, luego, se anadieron 500 pL de 2-
propanol por 10 min a temperatura ambiente. Tras la incubacidn, la mezcla se centrifugd
a 12,000 x g por 10 min a 4°C, posteriormente, se descarté el sobrenadante y se obtuvo
el pellet, al cual se le afadi6 1 mL de etanol al 75% vy se repitié la centrifugacion. Por
ultimo, se elimind el etanol que contenia la muestra y el RNA se resuspendi6 en agua

libre de nucleasas (Agua DEPC) y almacenado a -80°C hasta su utilizacion.
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6.8.2 Cuantificacion de RNA.
Se utilizé 1 pL de RNA total para la cuantificacion y determinacion de su pureza en

radios de absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm en un espectrofotometro NanoDrop
8000 UV-Vis (Thermo-Fisher, Carlsbad, CA, USA).

6.8.3 Integridad de RNA.

Se diluyeron 5 uL de RNA totalcon 1 pL de tampdn de carga 6X, la mezcla se transfirié
al gel de agarosa al 1.3% en tampdon TBE 1x, la corrida electroforética se realizé a 90
volts por 40 min, luego, se tifid en solucion de bromuro de etidio (5 pg/mL) y por
ultimo, se transfirié a un transiluminador de luz ultravioleta Gel Doc™ XR+ Imager
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), donde se visualizaron 2 bandas predominantes de RN A
ribosomal, RNA de bajo peso molecular (0.1-0.3 Kb) y bandas de RNA de alto peso
molecular (7-15 Kb).

6.8.4 Sintesis de DNA complementario (cDNA).

Para la sintesis de cDNA se utiliz6 el kit comercial M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega, Madison, WI, USA). Se transfirieron 1 pg de RNA total a tubos Eppendorf
libres de RNAasa y se afladi6 1 pug de random primer hasta un volumen final de 14 pL,
luego la mezcla se calenté a 70°C por 5 min. Tras la incubacion, la mezcla se enfrié en
hielo y centrifugd brevemente, luego, se afiadieron 5 pL. del buffer de reaccion 5X M-
MLYV; 250mM Tris-HCI pH 8.3, 375mM KCI, 15mM MgChk, 50mM DTT. Ademads,
1.25 pL dATP 10mM,1.25 pL. ACTP 10mM, 1.25 pL dGTP 10mM, 1.25 pL. dTTP
10mM, 25 unidades de inhibidor de ribonucleasa, 200 unidades transcriptasa reversa M-
MLV, y agua DEPC hasta un volumen final de 25 uL. Por tdltimo, la mezcla se incub6 a
37°C durante 1 h. El cDNA sintetizado se almacen6 en agua libre de nucleasas a -20°C

hasta su uso.

6.8.5 PCR tiempo real.

Para el andlisis de expresion génica por PCR en tiempo real, se disefaron
oligonucledtidos dirigidos a los genes vacA, cagA, flaA, luxS y como gen de referencia
16s TRNA, las secuencias se obtuvieron de la base de datos del GenBank (NCBI), como

se muestra en la Tabla 3.
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Temperatura de

Gen Forward Reverse
alineacion (°C)
vacA CCTACTGAGAATGGTGGCAATA | GTTCTTCACGAGAGCGTAGTT 55
cagA GACCGACTCGATCAAATAGCA TTAGCTGAAAGCCCTACCTTAC 55
flaA CAGTATAGATGGTCGTGGGATTG | GAGAGAAAGCCTTCCGTAGTTAG 55
luxS CTAAATTCTGTGCGCCCTCTAA ACGATGCAAGACGTGCTAAA 55
16s TRNA | GGAGTACGGTCGCAAGATTAAA | CTAGCGGATTCTCTCAATGTCAA 55

Tabla 3. Especificaciones de los oligonucledtidos utilizados para los ensayos de RT-qPCR.

Para la validacién de los oligonucleédtidos, se determind la eficiencia de la amplificaciéon
realizando diluciones seriadas desde 4 ng/UL hasta 0.004 ng/uL. de cDNA, el valor de la
pendiente (m) se obtuvo por andlisis de regresion lineal simple. Se utilizé la ecuacidon

siguiente: Eficiencia = 10 "'/™ los datos se muestran en la Figura 3.
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E 20 DS
S vacA
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L 15 cagA
=
@ 10 flad
2 ——[uxS
&)
5
0
0.004 0.04 0.4 4
Concentracion cDNA (ng/uL)
16s vacA cagA flaA Iuxs
Pendiente -3.249 -3.2003 -3.1986 -3.2591 -3.3089
Eficiencia 10 (-2/-m) 2.03 2.05 2.05 2.03 2.01

Figura 3. Eficiencia de la amplificaciéon para los oligonucleétidos /6s rRNA, vacA, cagA, flaA y luxS.

Ademds, se evalud su especificidad a través de los picos de disociacién, donde se
determind la temperatura para cada par de oligonucleétidos, fueron 80.4, 80.8, 81.1, 82.2

y 78.1 grados Celsius para 16s, cagA, flaA, luxS'y vacA, respectivamente.
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Las reacciones de qPCR se realizaron en placas de 96 pozos, se utilizé 12.5 pL de
Maxima Sybr Green/qPCR master mix 2X (Thermo-Scientific, Carlsbad, CA, USA), 0.5
uM de mezcla de primer forward/reverse, 100 ng de cDNA y agua libre de nucleasas a
volumen final de 25uL, y se llevé a cabo en un termociclador LightCycler 48011 (Roche,
Basilea, Suiza), programado con el sistema de deteccion Sybr Green I en tres etapas; un
ciclo de Pre-incubacion, cincuenta ciclos de amplificacion, un ciclo para la curva de
disociacion (melting) y un ciclo de enfriamiento. La pre-incubacién fue a 95°C durante
10 min y descenso de 4°C/s, la amplificacion se llevd a cabo con tres temperaturas: 95°C
por 10 seg y descenso de 4°C/s, temperatura de alineacidn de acuerdo a los recomendado
por cada par de primer (52-56°C) por 15 seg y descenso de 2°C/s, y finalmente a 72°C
por 10 seg y descenso de 4°C/s en modo de adquisicion individual. La curva de
disociacion fue a 95°C por 5 seg 4°C/s, 65°C por 1 min 2.2°C/s y por ultimo, a 97°C en
modo de adquisicién continuo 5°C. La etapa de enfriamiento fue a 40°C por 30 segya 2
seg a 1.5°C/s. Mediante analisis de expresion relativa se calcularon los valores de ciclo
umbral (Cycle threshold Ct) y radios normalizados por el método de AACT con ayuda
del software LightCycler 48011 (Roche, Basilea, Suiza) y Rest2009 (QIAGEN, Hilden,

Alemania).

6.9 Cuantificacion de citocinas proinflamatorias en PBM Cs humanas tratadas con
reuterina.

Se realiz6 toma de muestra sanguinea por puncién intravenosa de la vena mediana
cubital en un donante voluntario, el fluido se colectd en tubos conteniendo
anticoagulante EDTA 7.2 mg (BD bioscience, San José, CA). Para la obtencion de
células monoculares se diluyeron 10 mL de sangre con 10 mL de tampon PBS 1x pH.
7.4 la mezcla se transfirié a un tubo de 50 mL conteniendo 20 mL de Ficoll-Hypaque
PLUS (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) y posteriormente se centrifugd a
400x g a 20°C durante 30 min, luego, con ayuda de un pipeta serolégica se extrajo la
interfase entre plasma-Ficoll conteniendo las PBMCs, se lavaron 3 veces y por ultimo se
resuspendieron en medio RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA, USA) suplementado con
10% de SFB inactivado, 2 mM glutamina, 100 u/mL ampicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina a una concentracién de 2x10° células/mL. Se dispensaron 400 uL en

placas de 24 pozos (1.9 cn??), se afiadié medio de cultivo al control negativo, 100 ng/mL

31



LPS (E. Coli, O55:BS, Sigma-Aldrich) al control positivo, 100 pg/mL y 50 pg/mL de
reuterina como tratamiento. La placa se incubé a 37°C con 5% de CO:> durante 24 hrs,
luego, se colectd el sobrenadante mediante centrifugacion y se almacend a -70 °C hasta
su uso. Posteriormente, se realizé la cuantificacién de citocinas proinflamatorias Factor
de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a) e Interleucina 6 (IL-6) mediante kit ELISA
(Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

6. 10 Ensayo de citotoxicidad de reuterina en linea celular Hs 738.St/Int y PBMCs
humano.

Se evalu6 el efecto de la reuterina a diferentes concentraciones sobre la viabilidad
celular en las lineas Hs 738.St/Int por el método de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en microplacas de 96 pozos. Se partid de cultivos
celulares confluentes contenidos en frascos de 25 cm?, se descart el medio utilizando
una pipeta serologica de S5mL, seguido, se aplicaron dos lavados a la capa celular con
solucion PBS (0.004% EDTA), inmediatamente, se afiadieron 500 uL de Tripsina-
EDTA (0.05%) y se incubaron a 37°C por 15 min; después de lograr dispersion celular
observable al microscopio invertido, se realiz6 recuento celular mediante tincién con
azul de tripano, mezclando 20uL de suspension celular con 20uL. de azul de tripano al
0.4% (Gibco, Carlsbad, CA, USA), montaje en cdmara de Neubauer y lectura bajo el
microscopio a 40x para determinar el promedio de células dentro de los 4 cuadrados

grandes angulares, utilizando la siguiente ecuacion:

ffé!u!rzs gn 4 cuadrados grandes ) (Eﬂﬂﬂ)
20

Numero de células =
(SRPET ficie x Dilucion x Profundidad

Doénde:
X = Promedio. Superficie= 1 mm?. Profundidad= 0.1 mm. Dilucién= 1/2

Se sembraron 5,000 células viables en cada pozo de la placa en medio Dulbecco's
Modified Eagle's (d-MEM) suplementado al 10% de suero fetal bovino, se incubaron a
37°C, 5% CO: hasta obtener confluencia (48-72 hrs), posteriormente se aplicé reuterina
y se incubaron las placas durante 24 y 48 hrs, luego se descartd el medio utilizando y se
aplic6 un lavado a la capa celular con solucién PBS (0.004% EDTA), luego se
adicionaron 30 pL de MTT (3 mg/mL) a cada pozo, se incubaron por 1 h y por
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ultimo, se afiadieron 200 pL de dimetil sulf6xido (DMSO) para disolver los cristales de
formazan. La lectura de la placa se realiz6 a 570nm en un lector de microplacas Smart
Spectophotometer plus (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
% citotoxicidad = [@] x100
Dénde:

A = Absorbancia de células sin tratar. B= Absorbancia de c€lulas tratadas.

6.11 Analisis estadistico.

Se utiliz6 el paquete estadistico SPSS v.22 para obtener los valores promedios,
desviaciones tipicas, posteriormente se empled la prueba ANOVA de una via para
evaluar el nivel de significancia de la diferencia entre la media de los grupos de los que
constaba el experimento (control y tratamientos). En los casos que se encontrd diferencia
entre los grupos, se empled la prueba de ¢ de Student para evaluar el nivel de
significancia de la diferencia de la media entre los tratamientos y del grupo control

contra cada una de las concentraciones de los compuestos (tratamiento).
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VII. RESULTADOS

Se evalu6 la produccién de reuterina, metabolito producido por la cepa bacteriana
Lactobacillus reuteri ATCC55730 desde las 14 hrs hasta 20 hrs en su fase estacionaria
de crecimiento utilizando el pellet celular, asi como, sobrenadante. La mayor produccién
se obtuvo utilizando el pellet celular a las 18 hrs 152.96 + 3.7 pg/mL, seguido de las 14
hrs, 20 hrs y 16 hrs, con 128.86 + 1.6 pg/mL, 123.36 + 10.4 pg/mL, 77.16 = 17.0
ug/mL, respectivamente. Sin embargo, se obtuvo una baja produccidon de reuterina
cuando se utilizé sobrenadante libre de células, las maxima fue a las 20 hrs con 19.86 +
2.9 pg/mL. El andlisis de ¢ de Student determiné diferencias significativas p < 0.01 entre

los grupos, como lo muestra la Figura 4.
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m Sobrenadante mPellet

Figura 4. Cuantificaciéon de reuterina, de pellet (rojo) y sobrenadante (azul) durante la fase exponencial de

L. reuteri. Datos se muestran como la media () desviacion estédndar. * p < 0.01

Para la concentracién minima inhibitoria (MIC), se realizaron diluciones seriadas de
reuterina contra H. pylori partiendo de una concentracion bacteriana correspondiente al
0.5 en la escala de McFarland (DO= 0.1, 108 UFC/mL). La MIC fue de 95.15 pg/mL al
100% de inhibicién, ademds se observd 50% de inhibicién a 60.55 pg/mL, datos se

muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Concentracion Minima Inhibitoria de reuterina contra H. pylori ATCC700824, tetraciclina 5
ug/mL como control positivo y caldo de cultivo control negativo. Datos se muestran como la media (+)
desviacion estandar.

La MIC para los patégenos orales A. naeslundii y T. forsythia fue de 80.1 pg/mL, en
ambos, sin embargo, desde 13.9 pug/mL se observa un efecto inhibitorio significativo

p<0.05 respecto al control negativo, como lo muestra la Figura 6.
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Figura 6. Concentracién Minima Inhibitoria de reuterina contra T. forsythia ATCC43037 y A. naeslundii
ATCC51655, Clorhexidina 0.12% como control positivo y caldo de cultivo control negativo. Datos se
muestran como la media (%) desviacion estandar. * p<0.05.
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La MIC para los patégenos orales E. faecalis y P. endodontalis fue de 86.5 pg/mL y
95.15 pg/mL, respectivamente, sin embargo, se observd inhibicién significativa a 8.65

86.5 ug/mL en E. faecalis p<0.05, como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Concentracién Minima Inhibitoria de reuterina contra P. endodontalis ATCC35406 y E. faecalis

ATCC29212, solucién de hipoclorito de sodio 5% como control positivo y caldo de cultivo control
negativo. Datos se muestran como la media () desviacion estdndar.

Se establecieron las concentraciones bactericidas (MBC) de reuterina contra las
bacterias patogénicas en estudio mediante método de siembra en Agar, > 95 pg/mL para
H. pylori a las 72 hrs. Ademds, se determind la dosis microbicida contra patogenos
orales a las 24 hrs, a dosis mayores a 61.0 ug/mL, 83.7 ug/mL, 80.55 pug/mL y 81.9
ug/mL para A. naeslundii, T. forsythia, P. endodontalis y E. faecalis, respectivamente,

datos se muestran en la Tabla 4.

Resultados
Patégeno
MBC (ug/mL) Bacteriostatica (ug/mL)

H. pylori ATCC ©700824™ > 95 <95

T. forsythia ATCC" 43037™ > 83.7 <837
A. naeslundii ATCC" 51655™ >61.0 <610
P. endodontalis ATCC' 35406™ > 80.55 < 80.55
E. faecalis ATCC 29212™ >81.9 <819

Tabla 4. Concentracién Minima Bactericidas de reuterina contra todos los patégenos bajo estudio.
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Para la determinacion del efecto en la expresion de los genes de virulencia, se evalu6 la
expresion de los genes vacA, cagA, luxS y flaA en H. pylori, a dosis de 50 ug/mL de
reuterina en fase estacionaria de cultivo bacteriano, el efecto se evalué a las 3 y 6 hrs
post-tratamiento. Se obtuvieron los radios normalizados respecto al gen de referencia
16s TRNA mediante cuantificacion relativa. Se observd una disminucién altamente
significativa en la expresion de los genes vacA y flaA a las 3 y 6 hrs postratamiento
p<0.01. Sin embargo, para el gen luxS se observd disminucién significativa a las 3 hrs
p<0.05 y posteriormente a las 6 hrs estabilizé su expresidon. Por ultimo, para el gen cagA

no presentd diferencias estadisticamente significativa (p>0.05), como se muestra en la
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Figura 8. Cuantificacion relativa de los genes de virulencia vacA, cagA, luxS y flaA bajo tratamiento con

reuterina, 16s rRNA se utilizé como gen de referencia. Los datos se obtuvieron mediante el método de
AACt. Los datos se muestran como la Media + error. **p<0.01, *p<0.05

Se evalud la citotoxicidad de la reuterina desde 3.4 mg/mL hasta 220 pug/mL contra la
linea celular de fibroblastos de estdmago e intestino humano Hs 738.St/Int. La dosis
citotoxica 50 (CD50) fue de 1.1 mg/mL a las 24 hrs y 810 ug/mL a las 48 hrs

postratamiento, los datos se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Porcentaje de citotoxicidad de reuterina sobre la linea celular de Hs 738.St/Int humano a las 24 y
48 hrs postratamiento, como control positivo 1% de Triton X-100. Datos se muestran como la media (%)

desviacion estandar.

Ademas, la citotoxicidad se evalué contra células mononucleares humanas PBMCs a
dosis desde 6.5 mg/mL hasta 10 uyg/mL. Las dosis citotéxica 50 (DC50) fue de 5.5
mg/mL tanto alas 16 hrs como a las 24 hrs, se muestran los datos en la Figura 10.
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Figura 10. Porcentaje de citotoxicidad de reuterina sobre PBMCs humanas a las 16 y 24 hrs
postratamiento, como control positivo 1% de Triton X-100. Datos se muestran como la media (%)

desviacion estandar.
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Se evalud la actividad anti-inflamatoria mediante cuantificacidon de citocinas presentes
en el sobrenadante de PBMCs humanas tratadas con reuterina en diferentes tiempos
mediante ELISA. En los grupos tratados con reuterina no se observd un diferencia
significativa respecto al control p>0.05. En los grupos tratados con 50ug/mL y 100
ug/mL de reuterina mas LPS, la produccién de TNF-a fue de 175 + 2.1 pg/mL y 100 +
2.5 pg/mL, respectivamente, esto a las 24 hrs. Se observd una reduccidn significativa

respecto al control positivo LPS p<0.01, todos los datos se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Produccion de TNF-a en células mononucleares de sangre periférica humana (2x 10° células)
tratadas con 50ug/mL y 100 pg/mL de reuterina, LPS 100 ng/mL como control positivo y medio de
cultivo control negativo a las 16 y 24 horas post-tratamiento. *p<0.01

Ademds, se cuantificé la produccion de IL-6, en el grupo tratado con 100 ug/mL de
reuterina mas LPS, la produccién de IL-6 fue de 73 £ 2.5 pg/mL, esto a las 24 hrs. Se

observé una reduccion significativa respecto al control positivo LPS p<0.01, todos los

datos se observan en la Figura 12.
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Figura 12. Produccién de IL-6 en células mononucleares de sangre periférica humana (2x 10° células)
tratadas con 50ug/mL y 100 pg/mL de reuterina, LPS 100 ng/mL como control positivo y medio de

cultivo control negativo a las 16 y 24 horas postratamiento. *p<0.01
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VIIL. DISCUSION

En este estudio se evalud la produccion de reuterina durante la fase estacionaria de L.
reuteri ATCC55730, nuestros resultados son muy similares a los obtenidos por Cleusix y
col., quienes obtuvieron 170 pg/mL de reuterina de la cepa L. reuteri SD2112, sin
embargo, utilizaron el pellet de 14 horas con 200mM de glicerol y para la purificacién
cromatografia en columna de gel silice 60. Por otra parte, nuestros reportes difieren de
Arques y col., quienes obtuvieron concentraciones de 40 pg/mL de reuterina de L.
reuteri Pro 137, utilizando cultivos de 16 horas con 100mM de glicerol. Esto sugiere que
la fase de crecimiento del cultivo, asi como, la concentracién de substrato es

fundamental en la bio-produccion de este metabolito.

La importancia de probidticos para el tratamiento con la infecciéon por H. pylori esta
ampliamente documentado, sin embargo la actividad antimicrobiana que pudieran tener

los metabolitos y/o compuestos secretados no ha sido evaluada completamente.

En este estudio, la concentracidon de reuterina se determiné por un método desarrollado
originalmente para la cuantificacion de acroleina, usando la formacién de un complejo
coloreado entre acroleina/HPA y triptéfano. Este método ha sido usado por muchos
autores como Vollenweider y col., (2004). La MIC y MBC de reuterina contra H. pylori

se determind usando un ensayo de microdilucién en placa.

No existen antecedentes de la actividad antimicrobiana de reuterina contra H. pylori, sin
embargo, ha sido evaluada contra E.coli asi como en otras bacterias Gram-negativas.
Especies del género Bacteroides, una de las mds importantes especies en el tracto
gastrointestinal, fue inhibida a concentraciones minimas de 7.5 mM. Reuterina ha
demostrado ser efectiva contra E.coli entero hemorrdgica (EHEC), ademds, un estudio
demostr6 poseer actividad contra C. jejuni y reportaron la reduccién de 4 log a las 24 h
(Arques y col., 2004). Otros microorganismos Gram-negativos mostraron ser afectados
por reuterina como Salmonella sp., Vibrio Cholera, Yersinia enterocolitica, Pseudomona
sp, and Shigella sp (Chung y col., 2011). Nuestros resultados demuestran una moderada
actividad antibacteriana contra H. pylori, esto pudiera atribuirse a la habilidad de

H.pylori para resistir los cambios en el pH porque la reuterina es activa a pH menor a 6.
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Por otra parte, la utilizacion del probidtico completo ha demostrado ser efectiva, en 2007
un estudio realizado por Imase y col., mediante ensayos clinicos con grupos de pacientes
infectados que fueron tratados con tabletas de L. reuteri SD2112, donde se observo
disminucién de la actividad ureasa, ademds de lo reportado por Dore y col., quienes
combinando tabletas de L. reuteri DSM 17938 20mg con el tratamiento convencional en
pacientes infectados, obtuvieron un aumento en la eficiencia terapéutica. Sin embargo,
existen reportes de la actividad antimicrobiana de reuterina contra patdgenos bacterianos
como P. aeruginosa, reportado por Liang y col., MIC 130 pg/mL y MBC 180 pg/mL,
asi también, en L. monocytogenes MIC de 16 a 24 pg/mL segun lo reportado por
Montiel y col., y en C. jejuni en base a lo descrito por Nazef y col, utilizaron el
sobrenadante libre de células producido por L. reuteri observando una importante

actividad contra este patdgeno del tracto gastrointestinal.

Nuestro trabajo permitié establecer las dosis inhibitoria y bactericidas, ademds de
mostrar el posible papel que poseen los compuestos secretados por L. reuteri como
reuterina para mantener una microbiota gastrointestinal saludable mediante la
prevencion de sobrecrecimiento gastrointestinal por otros microorganismos comensales

y patégenos, como H. pylori.

Nuestro estudio evalud el efecto de reuterina contra patdgenos cariogénicos, tanto 7.
forsythia como en A. naeslundii, nuestros resultados coinciden con lo reportado por
Kang y col., sin embargo, éstos utilizaron el sobrenadante libre de células de la cepas L.
reuteri KCTC3594 y KCTC 3678 y atribuyeron ese efecto a los dcidos orginicos,
peréxido de hidrogeno y bacteriocinas. Por otra parte, existen estudios donde se ha
utilizado la bacteria probidtica, como el realizado por Baca y col., quienes obtuvieron
inhibicién del crecimiento contra los mismos patégenos a una concentracion celular de
107 bacterias/mL mediante el método de difusién en agar. El presente estudio se
corrobora con muchos otros que también demuestran actividad antimicrobiana de

moléculas y/o metabolitos (Reid et al., 2004).

El uso de probidticos para luchar contra las bacterias patdgenas no sélo se basa en su
capacidad para competir por nichos, incluidos los tejidos del huésped y las propiedades
antimicrobianas, alternativas a matar o competencia por nichos también son posibles.
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Laughton y col., (2006) demostraron la capacidad de los sobrenadantes de L. reuteri para
inhibir la expresidén de ss/// gen en S. aureus a través de moléculas de sefalizacion
célula-célula. En otro estudio, Ryan y col, (2009) demostraron que L. salivarius

desregula significativamente el gen de virulencia cag en H. pylori.

El enfoque de este estudio fue evaluar el efecto de la reuterina en la expresion de genes
de virulencia en H. pylori. La expresion de vacA podria estar implicado en las
enfermedades gastroduodenales por la inflamacién, la citotoxicidad y apoptosis. La
inhibicion de la expresion observada en este estudio abre la posibilidad de regulacion de
los procesos pro-inflamatorios y anti-inflamatorios que participan en la producciéon de
citotoxina vacA que podrian contribuir a la reduccion de los sintomas y la prevencion de
enfermedades malignas. La inhibicién de la expresion génica en flaA y luxS a bajas
concentraciones de reuterina sugiere que los procesos de modulacion pueden estar
ocurriendo a nivel transcripcional. Hay informes que demostraron que los mutantes
deficientes para flaA exhiben pérdida completa de la motilidad y una reduccion
significativa en la colonizacion del epitelio gastrico. Ademds, se ha demostrado que luxS
estd implicada en la regulacion transcripcional y biosintesis flagelar. En este estudio, el
aumento de la expresion de los genes luxS observados a las 6 horas post-tratamiento

puede ser debido a un proceso de compensacion en respuesta a la inhibicién de flaA.

En este estudio se obtuvo una baja citotoxidad en fibroblastos de estdmago e intestino y
células mononucleares humanas, con menor toxicidad en esta ultima, estableciendo un
efecto dosis dependiente, estos datos son consistentes a lo reportado por Prince y col.,
quienes demostraron las propiedades protectoras de L. reuteri ATCCS55730 en
queratinocitos infectados con S. aureus, aumentando la viabilidad celular (P > 0.05) en
comparacion a las células sin tratar, ellos sugieren que la capacidad protectora se debe a
la capacidad de adherencia a las células. No existian reportes sobre la dosis citotdxica 50
de reuterina en células humanas hasta este estudio. Ademas, se observd una disminucidn
en la produccion de TNF-a e IL-6 sobre PBMCs estimuladas con LPS respecto al grupo
control, demostrando una importante actividad anti-inflamatoria que puede estar
relacionada directamente a la toxicidad, multiples estudios han demostrado este efecto,

sin embargo, han utilizado la bacteria y no reuterina, como lo realizado por Liu y col., en
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monocitos humanos y keratinocitos estimulados con LPS, quienes obtuvieron una
reduccion significativa de IL-8 y TNFa respecto al grupo control estimuladas sin tratar
esto en un modelo murino. Un trabajo realizado por O'Mahony y col., demostré que las
bacterias probidticas pueden inducir la proliferacion de Treg en la mucosa intestinal, lo
que puede sugerir que metabolitos secretados como reuterina pueden realizar la misma

funcién, y reducir la inflamacién en epitelio y/o mucosas.
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IX. CONCLUSIONES

La reuterina producida por L. reuteri posee actividad antimicrobiana inhibitoria
moderada y microbicida contra Helicobacter pylori y patégenos asociados a
infeccidn en la cavidad oral desde dosis bajas y resultd mayor a la reportada en otros
estudios.

A dosis bajas es capaz de reprimir significativamente la expresion de genes de
virulencia vacA,flaA y luxS, esenciales en el mecanismo de sefializacion.

Reuterina present6 citotoxicidad en fibroblastos de estdmago e intestino y en células
mononucleares humanas, sin embargo, a bajas concentraciones presentd actividad
anti-inflamatoria una disminucién en la produccién de TNFa e IL6 sobre PBMCs

estimuladas con LPS.

45



X. PERSPECTIVAS

Es muy importante realizar un estudio profundo sobre los mecanismos moleculares por
los cuales la reuterina es capaz de reprimir la expresion de los genes de virulencia e
mnhibir el crecimiento de H. pylori, asi como, rutas metabdlicas que puedan intervenir en
estos procesos a través de ensayos in vitro. Por otra parte, la reuterina pudiera ser
aplicable en ensayos in vivo en ratones infectados para la evaluacion de su capacidad

anti-H. pylori y profildctica gracias a su efecto microbicida contra patogenos orales.

La actividad antiinflamatoria de la reuterina en células gistricas humanas la perfila
como una buena alternativa terapéutica sola y/o en combinacidn a la terapia
convencional para obtener mayores tasas de erradicacion, menores efectos adversos, asi
como, atenuar la expresion de los genes de virulencia mas importantes en el desarrollo
de procesos inflamatorios y malignos en la mucosa gastrica y/o a nivel de bucal.
Ademads, se requieren estudios que evalden la firmaco-cinética y biodistribucion de esta

molécula.
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