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RESUMEN
La infeccion por Helicobacter pylori es uno de los factores de riesgo mas importantes
para desarrollar cancer gastrico (CG). El sistema de secrecion tipo IV (SST4)
codificado en laisla de patogenicidad cag es el principal factor de virulencia de H. pylori
asociado con CG. Ademas, se ha demostrado que otros factores de virulencia juegan
un papel importante en la virulencia de H. pylori, como la citotoxina vacuolizante VacA,
la ureasa, los flagelos (2-6 y las adhesinas. Los acidos grasos de cadena larga (AGCL)
son moléculas sefalizadoras que afectan a la transcripcion de genes de virulencia en
varias bacterias patogénas como Salmonella enterica, Vibrio cholerae, Pseudomonas
aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis. Sin embargo, el efecto de los AGCL sobre
la transcripcion de genes de virulencia de H. pylori sigue siendo aun desconocido. En
el presente trabajo, se analizo si la transcripcion de los genes que codifican para el
SST4 y componentes de la envoltura celular, flagelinas, adhesinas, toxinas, ureasa,
asi como la transcripcion de diferentes genes regulatorios de la cepa 26695 de H.
pylori, se alteraban por la presencia de cinco diferentes AGCL: palmitico, esteérico,
oleico, linoleico y linolénico. Nuestros resultados mostraron que los acidos palmitico y
oleico regulan positivamente tanto a la mayoria de los genes de virulencia probados,
incluyendo cagL, cagM, flaB, sabA, mraY y vacA, asi como a los genes que codifican
los reguladores transcripcionales NikR, Fur, CheY, ArsR, FIgR, HspR, HsrA, Hup y
CrdR. Por el contrario, los otros AGCL (estearico, linoleico, linolénico) afectaron
diferencialmente la transcripcion de los genes reguladores y de virulencia evaluados.
Nuestros datos muestran que los AGCL pueden actuar como moléculas sefializadoras

que controlan la transcripcion del viruloma de H. pylori.
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ABSTRACT

Infection with Helicobacter pylori is one of the most important risk factors for developing
gastric cancer (GC). The type IV secretion system (T4SS) encoded in the cag
pathogenicity island is the main virulence factor of H. pylori associated with GC.
Additionally, other virulence factors have been shown to play an important role in the
H. pylori virulence, such as vacuolizing cytotoxin (VacA), urease, flagella, and
adhesins. Long-chain fatty acids (LCFAs) are signaling molecules that affect the
transcription of virulence genes in several pathogenic bacteria such as Salmonella
enterica, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa and Mycobacterium tuberculosis.
However, the effect of LCFAS on the transcription of H. pylori virulence and regulatory
genes remains unknown. Here we analyzed whether the transcription of virulence
genes that encode T4SS, cellular envelope components, flagellins, adhesins, toxins,
urease, as well as the transcription of different regulatory genes in the H. pylori strain
26695, are altered by the presence of five distinct long-chain fatty acids (LCFAS):
palmitic, stearic, oleic, linoleic, and linolenic acids. Palmitic and oleic acids up-regulated
the transcription of most of the virulence genes tested, including cagL, cagM, flaB,
sabA, mraY and vacA, as well as that of the genes encoding the transcriptional
regulators NikR, Fur, CheY, ArsR, FIgR, HspR, HsrA, Hup, and CrdR. In contrast, the
other LCFAs (stearic, linoleic, linolenic) differentially affected the transcription of the
virulence and regulatory genes assessed. Our data show that LCFAs can act as

signaling molecules that control the transcription of the H. pylori virulome.



INDICE GENERAL

1.INTRODUCCION

1.1. Factores de virulencia de Helicobacter pylori
1.1.1. Flagelos

1.1.2. Ureasa

1.1.3. Sistema de secrecion tipo 4 (SST4)

1.1.4. Adhesinas

1.1.5. Citotoxina vacuolizante VacA

1.1.6. Envoltura celular

1.2. Reguladores transcripcionales de Helicobacter pylori
1.3. Acidos grasos de cadena larga (AGCL)
1.3.1. Acido palmitico

1.3.2. Acido esteéarico

1.3.3. Acido oleico

1.3.4. Acido linoleico

1.3.5. Acido linolénico

PR RER R R
O©COOWOOONUIRLRNOPRRWWNDN P

2.ANTECEDENTES 20
2.1. Efecto de los AGCL sobre la expresion transcripcional de los factores de 20
virulencia en bacterias patégenas

3. JUSTIFICACION 22
4. HIPOTESIS 22
5. OBJETIVOS 23
5.1. Objetivo general 23
5.2. Objetivos patrticulares 23
6.MATERIAL Y METODOS 24
6.1. Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento 24
6.2. Cinética de crecimiento H. pylori 26695 24
6.3. Disefio, sintesis y especificidad de los oligonucleotidos 24
6.3.1. Extraccion de DNA de H. pylori 26695 27
6.3.2.PCR en punto final de los genes que codifican para factores de 28
virulencia de H. pylori 26695

6.4. Curvas estandar del DNA de H. pylori 26695 29
6.5. Ensayos de H. pylori 26695 en presencia de los AGCL 31
6.6. Extraccion de RNA de H. pylori 26695 32
6.7. Sintesis de cDNA 34
6.8. Amplificacion de los genes mediante la PCR en tiempo real 35
6.8.1. Determinacion de la expresion génica relativa 36
6.9. Cuantificacion de la secrecion de 1L-8 36

X



6.10. Ensayos de motilidad en agar suave

6.11. Ensayos de adherencia celular

6.12. Formacion de Biopelicula

6.13. Analisis estadistico

6.14. Mapas de calor de la expresion diferencial de los factores de virulencia
y reguladores transcripcionales

7.RESULTADOS

7.1. Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento de H. pylori 26695

7.2. Cinética de crecimiento de H. pylori 26695

7.3. Especificidad de los iniciadores

7.3.1. Extraccion de DNA de H. pylori 26695

7.3.2. PCR en punto final de los principales genes que codifican para factores
de virulencia de H. pylori 26695

7.4. Curvas estandar de los genes de virulencia de H. pylori 26695

7.5. Extraccion de RNA de H. pylori 26695

7.6. Efecto de los AGCL sobre los componentes del SST4 de H. pylori 26695
7.7. Efecto de los AGCL sobre la expresién de los genes que codifican las
flagelinas y adhesinas

7.8. Los &cidos palmitico y oleico estimulan la transcripcion del gen mraY
para la sintesis del peptidoglicano

7.9. El efecto de los AGCL en la transcripcion de los genes vacA y genes
ureAB

7.10. Los AGCL regulan diferencialmente la transcripcion de los genes
regulatorios de H. pylori

8.DISCUSION

9.CONCLUSIONES

10. PERSPECTIVAS

11. BIBLIOGRAFIA

12. Apéndice I. Figuras suplementarias

13. Apéndice Il. Difusion de los resultados

Xl

37
38
39
41
41

42
42
43
43
44
45
46
50
51
53
53
56

57

58

63

63

64

83

93



Tabla

W

INDICE DE TABLAS

Reguladores transcripcionales de Helicobacter pylori

Genes que codifican para factores de virulencia y reguladores
trascripcionales de H. pylori, empleados en este estudio
Oligonucledtidos para gqRT-PCR empleados

Disefio de oligonucleoétidos para la amplificacion mediante
gPCR de los genes que codifican para los factores de
virulencia de H. pylori

Xl

Pagina
12
25

30
48



Figura

10
11
12

13

14
15

16

INDICE DE FIGURAS

Cultivo de H, pylori 26695 en agar y caldo Brucella SFB al
10% a 37°C en una atmésfera de 10% CO2

Curva de Crecimiento de H. pylori en caldo Brucella SFB
10% a 37°C, 10% COz2

Gel de agarosa al 1% con amortiguador TAE 1X, tefiido con
Gel Red del DNA gendmico de H. pylori 26695.

Gel de agarosa al 2% con amortiguador TAE 1X, tefiido con
Gel Red, de los amplicones de los principales genes que
codifican para factores de virulencia de H. pylori 26695,
obtenidos por PCR en punto final.

Gel de agarosa al 2% con amortiguador TAE 1X, tefiido con
Gel Red. Amplicones de diez genes que codifican para
reguladores transcripcionales de H. pylori 26695, obtenidos
por PCR en punto final.

Gel de agarosa al 2% con amortiguador TAE 1X, tefiido con
Gel Red, de los amplicones de los principales genes que
codifican para factores de virulencia de H. pylori 26695,
obtenidos por PCR en punto final.

Curva de amplificacion del fragmento de 163 pb gen rrnA16S
de H. pylori.

Curva estandar de DNA del gen cagA de H. pylori realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo
SYBR® Green.

Curva de disociacion del DNA del fragmento de 172 pb gen
cagA de H. pylori.

Curva de disociacion del DNA del fragmento de 163pb gen
rral6sS de H. pylori.

RNA total obtenido a partir del crecimiento de H. pylori con
AGCL.

Efecto del acido palmitico, estearico, oleico, linoleico y
linolénico sobre la expresion de cagPAl.

Efecto de los AGCL en la expresién de los genes flagelares y
de adhesinas, asi como en la motilidad y adherencia de H.
pylori.

Efecto de los AGCL sobre la expresion de los genes de la
envoltura celular.

Efecto de los AGCL en la expresion de los genes vacA'y
ureAB.

Efecto de AGCL en la expresion de diferentes genes
reguladores.

Xl

Péagina
41

42
43

44

45

46

46

47

47
48
49
51

53

54

56



17

Resumen de los efectos de diferentes AGCL sobre la
expresion transcripcional de la virulencia de H. pyloriy los
reguladores transcripcionales.

XV

57



NUMERO

S1

S2
S3

S4

S5
S6

S7

S8
S9

S10

S11
S12

S13

S14
S15

S16

S17

INDICE DE FIGURAS COMPLEMENTARIAS

Curva de amplificacion del fragmento de 128 pb gen caglL de
H. pylori realizada por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y
usando el fluorocromo SYBR® Green.

Curva estandar de DNA del gen caglL de H. pylori realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo
SYBR® Green.

Curva de disociacion de DNA del fragmento de 128 pb gen
cagL de H. pylori

Curva de amplificacion del fragmento de 182 pb gen vacA de
H. pylori.

Curva estandar de DNA del gen vacA de H. pylori realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo
SYBR® Green.

Curva de disociacion de DNA del fragmento de 182 pb gen
vacA de H. pylori

Curva de amplificacion del fragmento de 102 pb gen ureA de
H. pylori.

Curva estandar de DNA del gen ureA de H. pylori realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo
SYBR® Green.

Curva de disociacién de DNA del fragmento de 102 pb gen
ureA de H. pylori.

Curva de amplificacion del fragmento de 147 pb gen ureB de
H. pylori.

Curva estandar de DNA del gen ureB de H. pylori realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo
SYBR® Green.

Curva de disociacion de DNA del fragmento de 147 pb gen
ureB de H. pylori

Curva de amplificacion del fragmento de 135 pb gen flaA de
H. pylori

Curva estandar de DNA del gen flaA de H. pylori realizada por
gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR®
Green.

Curva de disociacién de DNA del fragmento de 135 pb gen
flaA de H. pylori

Curva de amplificacion del fragmento de 128 pb gen flaB de
H. pylori

Curva estandar de DNA del gen flaB de H. pylori realizada por
gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR®
Green.

XV

PAGINA

83

83

83

84

84

85

85

85

86

86

86

87

87

87

88

88

89



S18

S19

S20

S21

S22

S23

S24

Curva estandar de DNA del gen flaB de H. pylori realizada por
gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR®
Green

Curva de amplificacion del fragmento de 100 pb del gen babA
de H. pylori

Curva estandar de DNA del gen babA de H. pylori realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo
SYBR® Green

Curva de disociacion de DNA del fragmento de 100 pb gen
babA de H. pylori

Curva de amplificacién del fragmento de 105 pb gen sabA de
H. pylori

Curva estandar de DNA del gen sabA de H. pylori realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo
SYBR® Green

Curva de disociacion de DNA del fragmento de 105 pb gen
sabA de H. pylori

XVI

89

90

90

91

91

92

92



1. INTRODUCCION
Helicobacter pylori es una bacteria que coloniza la mucosa del estdmago durante toda
la vida del ser humano, teniendo éxito al vivir en un lugar hostil donde la mayoria de
los microorganismos colonizan y en el que la competencia es limitada. Helicobacter
pylori es una bacteria Gram negativa de forma espiral, de alrededor de 3 micrometros
de largo, con un didmetro aproximado de unos 0.5 micrometros. Helicobacter pylori
posee multiples flagelos (2-6 flagelos) en uno de sus extremos, lo que la hace
altamente movil ( Baj etal.,, 2021; Cover et al.,, 1991). Helicobacter pylori es una
bacteria microaerofilica, es decir, requiere oxigeno pero a mas bajas concentraciones
de las encontradas en la atmdésfera y ademas es oxidasa y catalasa positiva. Es una
bacteria generalmente no invasiva, ahora se sabe de su capacidad de penetraciéon a
las lineas celulares epiteliales en ensayos in vitro e in vivo (Necchi et al., 2007) que
vive en el epitelio y en el moco que cubre la mucosa gastrica. Es un microorganismo
de crecimiento lento, y se necesitan de 3 a 5 dias para que se puedan apreciar las
colonias en medios solidos (Harris et al., 1996). Su caracteristica bioquimica mas
sobresaliente es la abundante produccion de la enzima ureasa, que cataliza la
hidrolisis de la urea en amonio y diéxido de carbono; la produccion de amonio es un
mecanismo importante para la sobrevivencia de la bacteria en un ambiente con pH tan

acido debido al jugo gastrico (Dunn et al., 1990).


http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Atm%C3%B3sfera
http://es.wikipedia.org/wiki/Oxidasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Catalasa

1.1. Factores de virulencia de H. pylori

Varios factores de virulencia han sido descritos en H. pylori para la colonizacion
gastrica y para el dafio tisular. El sistema de secrecion tipo 4 (SST4), los flagelos, la
ureasa, la citotoxina vacuolizante VacA y las adhesinas son los factores de virulencia
mas importantes para la patogenicidad de H. pylori (Molnar etal., 2010). A
continuacion, se describen los principales factores de virulencia que se emplearon en
este estudio.

1.1.1. Flagelos

Los flagelos de H. pylori se han estudiado ampliamente, demostrandose el papel clave
de éstos en la colonizacion de la mucosa gastrica humana. Experimentos con lechones
gnotobidticos han establecido una correlaciéon entre el estado de la motilidad de
algunos aislados de H. pylori y su capacidad para colonizar el epitelio gastrico (Eaton
et al.,, 1989, 1992). La motilidad de H. pylori es importante para su patogenicidad,
especificamente en el proceso de colonizacién del organismo huésped y en el
establecimiento de una infeccion exitosa (Campbell et al., 1998; Dorocicz et al., 1993;
Jiang et al., 1996). La morfologia curvada de H. pylori y la motilidad polar causada por
flagelos unipolares produce movimientos parecidos a un tornillo permitiendo al
organismo penetrar la capa de mucina y contrarrestando el peristaltismo gastrico, lo
que permite la adhesion a la superficie epitelial. Los flagelos estan compuestos por
proteinas llamadas flagelinas, que tienen un peso molecular aproximado de 50 a 60
kDa y que estan codificadas por los genes flaA y flaB, que son los elementos
reguladores de la funcién de los flagelos (Baj et al., 2021; Jenks et al., 1997; Porwollik

et al., 1999).



1.1.2. Ureasa

La ureasa es la enzima mas abundantemente expresada en H. pylori y es fundamental
para el metabolismo y la virulencia de esta bacteria y es necesaria para la colonizacion
de la mucosa gastrica (Baj et al., 2021). Su peso molecular es de 550 kDa, y consta
de tres subunidades de 26.5 kDa (UreA), 61 kDa (UreB) y 13 kDa (UreC). Esta enzima
es necesaria para mantener un pH neutro en el microambiente bacteriano, para la
supervivencia de H. pylori en la acidez del estomago (Hu et al., 1992). Este mecanismo
se logra debido a que la ureasa, cataliza la hidrélisis de la urea del jugo gastrico,
formando bicarbonato y amonio. El bicarbonato aumenta el pH alrededor de la
bacteria, protegiéndola del medio acido. El amonio puede producir directamente dafio
celular, y también se ha reportado que aumenta la retrodifusiéon de los iones H* e
inactiva el complemento (Marshall, 1991).

1.1.3. Sistema de secrecion tipo IV (SST4)

La isla de patogenicidad cag (cagPAl) es un largo segmento de DNA de alrededor de
40 kb, con 27 genes que codifican un SST4. Esta cagPAIl es una determinante de
virulencia que esta presente en un 60-70%, de las cepas de H. pylori occidentales y
virtualmente en el 100% de las cepas del este de Asia (Akopyants et al., 2002; Alm
et al., 1999; Censini et al., 1996; Covacci y Rappuoli, 1998; Tomb et al., 1997). Aunque
todas las cepas de H. pylori producen gastritis, las cepas que tienen la cagPAl (+)
aumentan el riesgo de gastritis severa, atrofia, displasia y CG, en comparacion con
cepas que pierden la cagPAlI (-). Las cepas de H. pylori cagPAI (-) son encontradas
predominantemente en la capa de la mucosa gastrica mientras que las cepas cagPAl

(+) son encontradas adyacentes o adheridas a células del epitelio gastrico, indicando



que el fenotipo cag influye en la topografia de la colonizacién dentro del estbmago
(Covacci y Rappuoli, 1998). EI SST4 es un complejo de proteinas que se ensamblan
formando una estructura parecida a una aguja que permite la secrecion y translocacion
de moléculas efectoras como CagA dentro de las células del epitelio gastrico. Dentro
de la célula epitelial, CagA induce fenotipos asociados con la transformacion
oncogénica, como la proliferacion incrementada e invasion celular (Denic et al., 2020).
Ratones transgénicos que expresan la proteina CagA desarrollan hiperproliferacion de
células del epitelio géastrico y adenocarcinomas, tanto en el estbmago como en el
intestino (Ohnishi et al., 2008), por lo que cagA es el primer oncogén bacteriano
descrito.

1.1.4. Adhesinas

Las adhesina mas estudiada y caracterizada en H. pylori es BabA (Blood group
Antigen-Binding Adhesin), que pertenece a la familia de las proteinas de membrana
externa S (HopS) (Baj et al.,, 2021; Matsuo et al., 2017; llver et al.,, 1998), tiene
caracteristicas similares a las que se observan en los antigenos sanguineos Lewis
(Yamaoka, 2008). Las adhesinas bacterianas, al acoplarse a los receptores de las
células del hospedero: antigenos del grupo sanguineo H-tipo 1 y ABO/Lewis b (LeP),
inducen cambios inmediatos mediante sefales de transduccion, permitiendo la
infiltracion de células inflamatorias, pero también estableciendo mecanismos para
evadir la respuesta inmune y establecer lo ya mencionado como una infeccion
persistente (Baj et al., 2021; Ansorg y Schmid, 1998).

Otra de las adhesinas principales que expresa H. pylori, es la adhesina SabA (Sialic

acid-binding adhesin). Esta adhesina es una proteina de membrana externa P (HopP)



y al igual que otras adhesinas de H. pylori (BabA (HopS), HopQ, LabA, OipA (HopH) y
AlpAB (HopC/B)), median una asociacion fuerte de la bacteria con el epitelio y asi
facilitan la exposicion de otros factores de virulencia, dando como resultado un
incremento de la inflamacién y dafio a la mucosa géstrica (Matsuo et al., 2017). La
adhesina SabA reconoce glicoesfingolipidos que tienen estructuras de acido sialico
(sialilado Lewis X / un glioesfingolipido sLeXy sLe? (Baj et al., 2021; Matsuo et al.,
2017). La proteina SabA se expresa cuando H. pylori predomina en el estbmago
inflamado cronicamente (Mahdavi et al., 2002). La expresién de sabA funcional esta
Sujeta a variacion de fase debido a la presencia de repetidos de oligonucleétidos
cercanos al inicio del gen. La colonizacion con cepas que expresan sabA esta
asociada con un riesgo incrementado de cancer géastrico (Yamaoka et al., 2006).

La proteina de membrana externa Q (HopQ), es un factor de virulencia
importante en la supervivencia bacteriana en el microambiente &cido, asi como en la
adherencia a las células epiteliales géstricas, la colonizacién y progresion en dolor
gastrointestinal. Hay dos tipos de HopQ el tipo 1 y el 2, el tipol esta presente en la
mayoria de las cepas cagA-positivas a y vacA-tipo s1, fenotipos con lo que se favorece
el riesgo de Ulcera péptica. El tipo 2 esta mas asociado con dispepsia no ulcerosa
(NUD) y gastritis ligeramente severa, la presencia de los dos alelos tipo 1 y 2 facilita
significativamente el riesgo de NUD (Matsuo et al., 2017).

HopQ se une a moléculas de adhesion celular relacionadas con el antigeno
carcinoembrionario (CEACAM), principalmente CEACAM1, CEACAM3, CEACAMS5 y
CEACAMG6 del huésped (Baj et al., 2021; Denic et al., 2020 Javaheri et al., 2016;

Kdniger et al., 2016).



1.1.5. Citotoxina vacuolizante VacA

La citotoxina VacA de H. pylori es una proteina de aproximadamente 95 kDa, es uno
de los factores de virulencia cruciales que permite la colonizacion bacteriana y la
supervivencia en el epitelio gastrico, el gen vacA esta presente en todas las cepas de
H. pylori. VacA se une a los receptores parecidos a la proteina tirosina fosfatasa a 'y
(RPTP ay RPTP B) y forma poros en las membranas de las células epiteliales y
permite la salida de aniones y urea deteriorando el trafico endolisosomal del huésped,
causando una acumulacién de lisosomas y autofagosomas disfuncionales (Denic et
al., 2020, Baj et al., 2021). También favorece la separacion de las uniones epiteliales,
lo que hace posible el paso de los nutrientes a través de la barrera mucosa en beneficio
de la bacteria (Palframan et al., 2012; Rassow y Meinecke, 2012). Las cepas de H.
pylori con diferentes alelos de vacA exhiben una gran variedad de fenotipos,
probablemente relacionados con diversas enfermedades gastroduodenales. Este gen
tiene dos regiones diferenciadas, una de 0.5 kb que corresponde a la regién de una
secuencia sefal, denominada vacAs y otra region de 0.73 kb que corresponde a la
region media, conocida como vacAm. La regién sefial del gen vacAs codifica para un
péptido sefial y para el extremo amino de la toxina vacA procesada. Respecto de esta
region se conocen dos tipos: el tipo s1 es completamente activo, mientras que el tipo
s2 tiene un extremo amino corto que bloquea la formacion de vacuolas y disminuye la
formacion de poros en las membranas eucariotas. Las cepas vacAs2 son raramente
aisladas de pacientes con Ulceras pépticas o adenocarcinoma gastrico (Atherton et al.,
2001). La region vacAm codifica la parte del dominio de unién de la toxina a la célula.

Basados en la secuencia de nucledtidos de esta region, las cepas se clasifican en dos



familias de alelos: el alelo tipo m1 para las cepas de H. pylori que tienen actividad
citotoxica y el alelo m2 para las cepas que carecen de ésta. Hasta ahora se reconocen
varios genotipos vacA: sl1, s2, m1, m2, slml, sim2, s2m2 y s2ml. El genotipo VacA
sl es uno de los més abundantes en pacientes infectados con H. pylori, este genotipo
Se asocia a ulcera péptica. El genotipo s1m1, se asocia con gastritis cronica, mientras
que s1 y ml son los genotipos mas prevalentes en cancer gastrico ( Baj et al., 2021;

Atherton et al., 2001).

1.1.6. Envoltura celular

La envoltura celular de H. pylori esta compuesta por la membrana interna
(fosfolipidos anclados por peptidoglicanos dentro de los que se incluyen la mureina y
proteina de unién a penicilina: PBP; la pared celular y la membrana externa
(adhesinas, lipopolisacaridos y porinas).

La membrana interna bacteriana esta compuesta por una red estructurada de
fosfolipidos anclados por peptidoglicanos, dentro de los que se encuentran la mureina
y las proteinas de union a penicilina (PBPs) (Barragan et al, 2014; Doig et al., 1999).
Los componentes de la envoltura celular son los primeros puntos de contacto entre los

patogenos bacterianos y el hospedero.

Otros componentes de la envoltura celular como el peptidoglicano, las PBPy el
lipopolisacarido han sido relevantes en la fisiologia y virulencia de H. pylori (Li et al.,

2017; Sycuro et al., 2012).



El peptidoglicano de H. pylori difiere sustancialmente del de E. coli ya que
contiene altas proporciones de muropéptidos, con una cadena de pentapéptidos que
terminan en glicina y contienen acido 1-6-anhidro-N-acetilmuramico. Esa estructura
carece de lipoproteinas unidas a la mureina, muropéptidos triméricos y (1-D)
muropéptidos entrecruzados. El genoma de H. pylori tiene homélogos para todas las
enzimas necesarias para la sintesis citoplasmatica de precursores requeridos para el
ensamlaje del peptidoglicano. Con base en la homologia de las secuencias
aminoacidicas, el genoma de H. pylori codifica para todas las enzimas involucradas en
la sintesis citoplasmica del disacarido-pentapéptido, comenzando con la sintesis de
acido UDP-N-acetilmuramico y terminando con el UDP-disacarido-pentapéptido unido
a un transportador de lipido undecaprenilo. La sintesis de acido UDP-N-acetilmuramico
es la etapa critica en este proceso. En este sentido, el gen mraY codifica para una
proteina integral de membrana involucrada en la sintesis de la pared celular con
actividad de fosfo-N-acetil-muramil-pentapéptido transferasa, la cual cataliza la
primera reaccion ligada a lipidos que ensamblan la capa del peptidoglicano a la pared
celular bacteriana. La estructura del peptidoglicano de H. pylori tiene varias
caracteristicas unicas relacionadas con el grado de entrecruzamiento, el cual refleja el
porcentaje del nimero total de residuos de acido diaminopimélico que estan unidos en
los enlaces de los péptidos entrecruzados (Mobley, 1996). En H. pylori, este grado es
de alrededor de 17%, el cual es uno de los grados mas bajos de entrecruzamiento,
comparandolo con E. coli (25-30%), Neisseria spp. (36-44%), Vibrio spp. (30%),
Proteus spp. (33-37%), Moraxella spp. (25-45%) y Pseudomonas spp. (25-45%)

(Mobley, 1996).



Después del transporte a través de la membrana citoplasmatica, los precursores
del peptidoglicano son incorporados en la capa de peptidoglicano por las PBPs. Estas
son un grupo de proteinas que se caracterizan por su afinidad y union con la penicilina,
son acil-serina transferasas que participan en el ensamblaje, integridad y dinamica de
la matriz de peptidoglicano (Sauvage et al., 2008). Se han identificado ocho PBPs en
H. pylori 26695, PBP1 fue la primera identificada y actualmente la mas estudiada
(Barragan et al, 2014; Rimbara et al., 2008; Paul et al., 2001;). PBP1 posee un peso
molecular de 66 kDa y tiene la caracteristica de ser bifuncional con actividades de
transglicosilasa y DD-transpeptidasa en un solo polipéptido. Su funcién consiste en el
alargamiento de las hebras de peptidoglicano y la formacién del entrecruzamiento
entre los péptidos de peptidoglucano, por lo que su inhibicién interfiere con la sintesis
de peptidoglicano y crecimiento celular; también presenta una variedad en su
secuencia de ADN (Krishnamurthy et al., 2001; Matta et al., 2022; Okamoto, 2002;
Rimbara et al., 2008).

El lipopolisacéarido (LPS) es el componente principal de la membrana externa de las
bacterias Gram (-); es de gran relevancia debido a sus caracteristicas de adherencia,
endotoxicas e inflamatorias, Esta formado por tres componentes principales: la region
lipidica corresponde a un glicolipido llamado lipido A (endotoxina); la region glicosidica
a un heteropolisacéarido llamado ndcleo o core, ambas regiones estan unidas por un
KDO (2-ceto-3-desoxioctanato) y éste a su vez va unido al antigeno O, la tercera region
glicosidica. De las tres regiones, el lipido A es la fraccion bioldgicamente activa, su
estructura consta de un disacarido (glucosamina) unido a acidos grasos (caproico,

ladrico, miristico, palmitico y estearico). Finalmente, el LPS es uno de los factores de



virulencia mas complejos en la patogénesis bacteriana, ya que funciona como
endotoxina cuando las bacterias son fagocitadas por células fagociticas. El antigeno
O es la region mas externa del LPS expresada en la superficie bacteriana, lo que le
permite desencadenar no solo la respuesta inmune celular sino también la respuesta
innata. Algunas mutaciones en el locus rfb, cuyos genes participan en la sintesis y
ensamblaje de la cadena O producen cepas rugosas, a diferencia de las cepas
silvestres o wild-type, las cuales crecen con un fenotipo liso. El gen waalL tiene un
papel clave en la formacion de un LPS completo que consiste en el OS (oligosacarido
core) del nacleo del lipido A y el antigeno O. Waal se caracteriza por presentar
multiples hélices transmembranales (TM) y un bucle periplasmico relativamente
grande cerca del extremo C-terminal. Posiblemente, los aminoacidos expuestos a la
cara periplasmica de la membrana son importantes para la actividad de Waal, ya que
podrian interactuar con las moléculas donantes y aceptoras (Hug et al., 2010; Ruan
et al., 2012). En términos del LPS, la enzima WaalL es una enzima con actividad de
lipido A-nucleo-O-antigeno-ligasa, la cual participa en el Gltimo paso de biosintesis de
LPS, que consiste en la transferencia del polisacarido O desde el undecaprenil
pirofosfato (Und-PP) al lipido A-core (Hug etal., 2010). Se ha reportado que las
mutaciones en el gen waal impiden la unién de las moléculas del antigeno O al
sistema operativo del nucleo A del lipido lo que da como resultado bacterias que
producen LPS desprovisto de polisacarido del antigeno O (LPS "aspero”) y también
acumulan antigeno O unido a moléculas intracelulares de Und-PP intracelular. WaalL
es considerado un excelente objetivo para desarrollar moléculas inhibidoras que

podrian servir como nuevos factores antivirulencia (Ruan et al., 2012).
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1.2. Reguladores transcripcionales de H. pylori

Helicobacter pylori 26695 aislada de un paciente con gastritis en el Reino Unido fue la
primera cepa secuenciada (Tomb etal., 1997). El genoma tiene un tamafo de
1,667,867 pb (1.67 Mb) de longitud y un marco de lectura abierta para 1590 genes, de
los cuales 899 son funcionales (Alm y Noonan, 2001). Dentro de estos ultimos se
incluyen los que codifican para los factores de virulencia, los cuales son fundamentales
en la patogenicidad de esta bacteria.

A diferencia de otras enterobacterias, como E. coli que posee seis factores sigma, H.
pylori posee solamente tres: RpoD, RpoN, y FliA. Ademas, la expresion de los factores
de virulencia de H. pylori estd controlada principalmente por 13 reguladores
transcripcionales: HrcA, ArsR, Fur, FIgR, HspR, Hup, CrdR, NikR, HsrA, CheY,
HP0222, HP0564 y HP1021 (Danielli et al., 2010; De la Cruz et al., 2017). Estos 13
reguladores transcripcionales (Tabla 1) controlan la expresiéon de genes implicados en
la supervivencia, el metabolismo y la patogenicidad bacteriana (Danielli et al., 2010;
De la Cruz et al., 2017). Este repertorio de reguladores transcripcionales tan reducido
en H. pylori sugiere que los reguladores transcripcionales actian a través de redes

altamente interconectadas (Danielli et al., 2010).
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Tabla 1. Reguladores transcripcionales de H. pylori

Proteina Gen Secuencia referencia
Factores sigma
RpoD (0%°) hp0088 NP_206888.1
RpoN (%% hp0714 NP_207508.1
FliA (028) hp1032 NP_207822.1
Factores
transcripcionales
NikR hp1338 NP_208130.1
Fur hp1027 NP_207817.1
CheY hp1067 NP_207858.1
HrcA hp0111 NP_206911.1
ArsR hp0166 NP_206965.1
FIgR hp0703 NP_207497.1
HspR hp1025 NP_207815.1
HsrA hp1043 NP_207833.1
Hup hp0835 NP_207628.1
CrdR hp1365 NP_208157.1
HP1021 hp1021 NP_207811.1
HP0564 hp0564 NP_207359.2
HP0222 hp0222 NP_207020.1

Danielli et al., 2010; De la Cruz et al., 2017

Aungue existen muchos estudios de expresion por microarreglos en H. pylori,
en los cuales diferentes sefiales ambientales como el pH &cido, hierro, asi como
también la fase de crecimiento o la adherencia a células epiteliales de adenocarcinoma
gastrico humano (AGS) afectan la expresion de los genes de virulencia (Ang et al.,
2001; Bury-Moné et al., 2004; Merrell et al., 2003; Thompson et al., 2003; Wen et al.,
2003), se sabe poco de la regulacién de la expresiéon de los factores de virulencia de
H. pylori (Szczebara et al., 1999, Danielli et al., 2010; De la Cruz et al., 2017).

Nuestro grupo de trabajo ha reportado el efecto de algunas sefiales ambientales

sobre la expresion de los reguladores transcripcionales en H. pylori, incluyendo genes
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regulatorios involucrados en la formacion de biopelicula a células epiteliales de AGS.
La expresion de los reguladores transcripcionales hrcA, hup y crdR se incrementa con
urea, niquel y hierro, también se observd una regulacion positiva en la expresion de
los reguladores rpoD, flgR, hspR y cheY en presencia de las células epiteliales de AGS
(De la Cruz et al., 2017).

Existen estudios recientes de algunos reguladores transcripcionales en los que
se describe mas a detalle su funcion y su posible mecanismo regulatorio. En el
regulador transcripcional HsrA, el cual es esencial para la supervivencia de la bacteria,
se encontraron 37 sitios de unién en el DNA cromosomal para este regulador, donde
33 de esos sitios se localizaron en regiones promotoras y se confirmé el motivo de
unién de este regulador. Los genes identificados como regulados por HsrA estan
involucrados en procesos celulares como traduccion, transcripciéon y metabolismo
energético, sugiriendo que HsrA podria ser un interruptor regulatorio potencial en la
modulacién del metabolismo y el crecimiento (Pelliciari et al., 2017). En el caso del
regulador NikR, ademéas de su funcién conocida en la homeostasis de metales, se
encontré que regula los factores de virulencia, sistemas toxina-antitoxina y RNA no
codificante en presencia de niquel (Vannini et al., 2017). La homeostasis del niquel es
de gran importancia para H. pylori, ya que incluye la regulacién de los transportadores
y las proteinas de union a metales, pero también bucles de retroalimentacion que
regulan el propio NikR. En contraste con HsrA, este estudio también revel6 una
extensa union intergénica por NikR. Sin embargo, esta unidbn no parece afectar
claramente los niveles de transcripcion, lo que sugiere otras funciones de NikR en la

regulacion. Otro regulador en escrutinio es CsrA, el cual se cree que tiene participacion
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en la regulacion, al participar en la regulacion de los genes flagelares a través del
control del factor sigma alternativo RpoN. En otro estudio, se analizaron los perfiles de
transcripcion de la cepa H. pylori J99 y una mutante isogénica csrA, identificandose 53
genes expresados diferencialmente en dicha mutante, la mayoria con niveles
disminuidos (Kao et al., 2017). Entre estos, identificaron el gen jhp0106 con funcion
desconocida adyacente al gen flagelar flaB. Un andlisis mas detallado de jhp0106
(hp0114) revel6 que era una glicosiltransferasa putativa que participa en la
glicosilacion de flagelina y la formacién de flagelos, expresada bajo el control del
promotor flaB y la mutacion de jhp0106 condujo a la pérdida de motilidad (Kao et al.,
2017). La proteina Fur esta ampliamente estudiada en E. coli, pero en H. pylori los
mecanismos de regulacién genética son en gran parte desconocidos. En E. coli se
sabe que Fur es un represor transcripcional que regula positivamente los genes que
codifican para los sistemas de absorcion de hierro, siendo un sensor directo para la
concentracion interna de hierro. La represion de los sistemas de absorcién de hierro
también protege a las células de la sobrecarga de hierro, previniendo la formacién de
radicales toxicos de oxigeno (los genes que codifican para la superoxido dismutasas,
que también forman parte del regulon Fur). Fur impide la transcripcion de los genes
blanco al unirse a un motivo de DNA operador conservado en la llamada caja Fur,
presente en las regiones promotoras de los genes blanco. Este motivo esta
conservado entre bacterias y se ha demostrado que Fur de E. coli interactta con los
sitios de operadores Fur presentes en los genes blanco de otras especies bacterianas.
H. pylori ha desarrollado sistemas de alta afinidad para la absorcién del hierro de la

lactoferrina  humana y de la hemina. Se han identificado los receptores
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correspondientes y se ha demostrado que la expresion de estas proteinas esta
regulada por el hierro de manera similar a Fur. Junto con el descubrimiento de que
varias proteinas se producen exclusivamente cuando H. pylori se somete a estrés por
hierro, la caracterizacion de las proteinas de union a hemina y lactoferrina dio los
primeros indicios de que podria existir un sistema de regulacion similar a Fur en H.

pylori (Bereswill et al., 1998).

1.3. Acidos grasos de cadena larga (AGCL)

Los acidos grasos son acidos carboxilicos, que pertenecen al grupo de los lipidos y
gue forman parte de los fosfolipidos y glucolipidos, de la bicapa lipidica de todas las
membranas celulares. Su estructura esta compuesta por una serie repetida de grupos
metilo (una cadena lineal hidrocarbonada de diferente longitud) y un grupo carboxilo
en el extremo: CHs-(CH2)r -COOH (Nelson et al., 2017). Dependiendo de la longitud
de la cadena, pueden ser acidos grasos de cadena corta (2 a 6 atomos de carbono),
de cadena media (8 a 12 carbonos) y de cadena larga (14-22 carbonos), aunque no
hay un consenso en cuanto al nimero exacto de carbonos y la designacion del tipo de
cadena (Kaur et al., 2014). Los acidos grasos pueden ser saturados, 0 sea que no
tienen enlaces dobles en su estructura, e insaturados los cuales si los presentan y son
sélidos o liquidos a temperatura ambiente, respectivamente. Dentro de los acidos
grasos saturados (SFA’s, por sus siglas en inglés) se encuentran el acido palmitico
(PA, por sus siglas en inglés) C16:0, y el &cido estearico (SA, por sus siglas en inglés)
C18:0. Dependiendo del numero de enlaces dobles, pueden ser acidos grasos

monoinsaturados (MUFA'’s, por sus siglas en inglés) como lo es el acido oleico (OA,
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por sus siglas en inglés) C18:1, el cual presenta solo un enlace doble en su estructura;
y acidos grasos polinsaturados (PUFA’s, por sus siglas en inglés), los cuales tienen
mas de un enlace doble. Los PUFA’s se dividen en acidos grasos esenciales (no
pueden ser sintetizados en el cuerpo y deben ser proporcionados por los alimentos, ya
gue son necesarios para la salud): estos son los acidos grasos omega 3 (n-3 6 w-3) y
los omega 6 (n-6 6 w-6). Este nombre hace referencia a la posicion del enlace doble,
asi los n-3 tienen su enlace doble en la posicién 3 (tercera union del grupo metilo final
del acido graso) mientras que en los acidos grasos n-6 lo tienen en la posicion 6 (Kaur
et al., 2014; Kenar et al., 2017). Los &cidos grasos n-3 son el acido linolénico (ALA,
por sus siglas en inglés) C18:3n-3, estearidonico (SDA, por sus siglas en inglés)
C18:4n-3, el acido eicosapentaenoico (EPA, por sus siglas en inglés) C20:5n-3 y el
acido docosahexaenoico (DHA, por sus siglas en inglés) C22:6n-3. Los acidos grasos
n-6, son el acido linoleico (LA) C18:2n-6 y el 4cido araquiddnico (AA) C20:4n-6. Este
altimo esta involucrado en inflamacién, enfermedades cardiovasculares, diabetes,
cancer y enfermedades relacionadas con la edad (Park et al., 2015). Los acidos grasos
n-3 son beneficiosos en la salud, ya que tienen un efecto protector en contra de
enfermedades cardiovasculares, artritis reumatoide, diabetes y cancer; debido a sus
caracteristicas antioxidantes y antinflamatorias (Park etal., 2015). Correia y
colaboradores (2012), mostraron que el DHA inhibe el crecimiento de H. pylori in vitro
y la colonizacion de la mucosa gastrica en ratones, esto por disrupcion de la membrana
celular de esta bacteria conduciendo a la lisis bacteriana, por lo cual se le atribuye un
efecto también antibiético a este acido graso (Thompson et al., 1994). Otro efecto in

vitro del DHA en la infeccion en H. pylori, es la disminucion de la inflamacién debido a
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la disminucion de IL-8, de las células epiteliales de AGS infectadas con H. pylori
(Correia et al., 2013).

Los &cidos grasos, en general, tienen mdultiples funciones: energética, estructural y
regulatoria. A nivel energético, los acidos grasos son necesarios en los procesos
celulares ya que, a través de estos, se toma energia necesaria cuando la
concentracion de insulina es baja o la glucosa es insuficiente en los procesos celulares,
0 cuando el organismo quema acidos grasos Yy origina cuerpos cetonicos. La funcion
estructural de los acidos grasos se debe a que los acidos grasos son componentes
fundamentales de los fosfolipidos y esfingolipidos, moléculas que forman parte de la
bicapa lipidica de las membranas de todas las células. En cuanto a la funcién
reguladora, los acidos grasos son precursores de las prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos, moléculas con una gran actividad biologica, que intervienen en la
regulacion y control de numerosos procesos vitales, como la respuesta inflamatoria,
regulacion de la temperatura corporal, procesos de coagulacibn sanguinea y

contraccion del musculo (Kenar et al., 2017).

1.3.1. Acido palmitico

El acido palmitico, o también llamado acido hexadecanoico, es el principal acido graso
saturado de cadena larga. La férmula molecular del PA es CHz(CH2)14COOH o
C16H3202y la forma simplificada es C16:0. El &cido palmitico, es el mas abundante en
el aceite de palma (44%), seguido del acido oleico (39.2%) y del acido linoleico (10.1%)
y también se produce de manera natural en animales, vegetales y en la leche materna.

También es el principal acido graso que se encuentra naturalmente en animales y
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vegetales y en la grasa de la leche humana (Fattore y Fanelli, 2013; Mancini et al.,
2015).

1.3.2. Acido estearico

El &cido estearico, o también llamado acido octadecanoico, es un acido graso saturado
de cadena larga, cuya formula molecular es CH3(CH2)16COOH o0 CisH3602 y la forma
simplificada es C18:0. Este acido graso esta presente en varias grasas de animales y
vegetales y es un componente importante de la manteca de cacao y la de karité
(«PubChem Compound Summary for CID 5281, Stearic Acid», 2022).

1.3.3. Acido oleico

El &cido oleico, también llamado acido cis-9-octadecenoico, es el representante
principal de los acidos grasos mono insaturados; es un acido graso omega 9 (n-9), no
esencial, cuya férmula molecular es CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH o0 CisH3402y la
forma simplificada es C18:1; n-9. Este &cido graso es un producto que se encuentra
en Ventilago denticulata e Hypera meles, una especie de planta y un gorgojo del trébol,
respectivamente («PubChem Compound Summary for CID 445639, Oleic Acid.»,
2022). El acido oleico estéa presente en el aceite de oliva (55-80%) y en la semilla de
uva (15-20%) y en menor proporcion en los aceites de soja, palma y maiz (Choi et al.,
2010).

1.3.4. Acido linoleico

Es un é&cido graso polinsaturado esencial (n-6), también conocido como
octadecadienoico; es el precursor del &cido araquidénico (AA) C20:4 n-6 (Park et al.,
2015). Su férmula molecular es CH3(CH2)4CH=CH-CH2-CH=CH (CH2)7COOH o

C1sH320:2 y la forma simplificada es C18:2 (9,12) («PubChem Compound Summary for
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CID 5280450, Linoleic Acid», 2022). Este acido graso es el PUFA mas consumido en
la dieta humana (88%), ya que esta presente en el 70-85% de la carne (puerco, pollo
y res); y en mas del 80% en el huevo; en los aceites vegetales como el de soja o soya
(70%); en las nueces y las semillas. Los alimentos manufacturados también contienen
45% de acido linoleico (Whelan y Fritsche, 2013).

1.3.5. Acido linolénico

Es un acido graso polinsaturado esencial (n-3), también conocido como acido cis-
9,12,15-octadecatrienoico, es el precursor de los PUFA n-3 de cadena larga; su
formula molecular es CH3(CH2)sCH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH(CH2)4COOH o
CisH3002 y la forma simplificada es C18:3 (9,12,15); n-3 («PubChem Compound
Summary for CID 5280934, Linolenic Acid», 2022). Existen dos isémeros en la
naturaleza, el alfa-linolénico (a,) y gamma-linolénico (Y’). La fuente mas rica de ALA
es el aceite de linaza (57% de los acidos grasos totales), también es abundante en
semillas de lino y en pequefias cantidades (7-13%) en canola, cafiamo, soya, nueces.
En general, se ha visto que los AGPI n-3 tienen un efecto protector en las
enfermedades cardiovasculares (ECV), el mecanismo no es claro, pero se propone la
capacidad que tienen los AGPI n-3 para promover la coagulacion sanguinea y la
trombosis, el perfil de los lipidos plasmaticos, la presion sanguinea, la arritmia y la
inflamacion. Los efectos ateroprotectores de AGPI n-3, provienen principalmente de
su incorporaciéon a los fosfolipidos de las membranas de las células (Carrero et al.,

2005).
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2. ANTECEDENTES

Los lipidos son biomoléculas cruciales que poseen funciones estructurales y de
fuentes de energia. Los acidos grasos de cadena larga (AGCL) son lipidos que,
ademas de estas funciones, actian como moléculas de sefializacion tanto en células
eucariotas como procariotas. En este sentido, las bacterias patdégenas han
desarrollado mecanismos de transduccion de sefales capaces de detectar AGCL para

controlar la expresion de sus genes de virulencia.

2.1. Efecto de los AGCL sobre la expresién transcripcional de los factores de
virulencia en bacterias patégenas
En Salmonella enterica serovar Typhimurium, los &cidos oleico, miristico y palmitico (a
una concentracion de 0.3 mM) reprimen la expresiéon de la isla de patogenicidad 1
(SPI-1) que codifica para el sistema de secrecidn tipo 3 (SST3) que es necesario para
la invasion de células epiteliales intestinales (Golubeva et al., 2016). Esta represion
fue debida a la unién directa de los acidos grasos al regulador transcripcional HilD,
bloqueando su actividad de unién a DNA. Los acidos araquidonico, oleico y linoleico
(a una concentracion de 0.3%) suprimieron la produccién de la toxina del célera de
Vibrio cholerae (Chatterjee etal., 2007). En contraste, el &cido linoleico (a una
concentracion de 0.03%) aumenté la motilidad de V. cholerae estimulando la
transcripcion del regulador transcripcional flagelar FIrA. En el caso de Pseudomonas
aeruginosa, la mutagénesis de dos acil-CoA sintetasas (FadD1 y FadD2) demostré
que los AGCL son importantes fuentes nutritivas para la replicacion bacteriana en un

modelo murino de infeccion pulmonar (Kang et al., 2010).
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Para M. tuberculosis, tanto los AGCL como el colesterol afectaron la expresion
de diversos genes que codifican para factores de virulencia de esta bacteria, ya que
son parte estructural de las células del sistema inmune que forman el granuloma (Ehrt
y Schnappinger, 2007; Mendum et al., 2015). Con respecto a los lipidos, en H. pylori
s6lo existe un reporte del efecto del colesterol sobre esta bacteria, usando dicho
compuesto como sustituto del suero fetal bovino en los medios condicionados para el
crecimiento de H. pylori en caldo Brucella, donde no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en ambos medios, sin embargo en los medios
suplementados con colesterol, se obtuvo un mejor crecimiento bacteriano y una fase
exponencial mas prolongada (Jiménez-Soto et al.,, 2012). Sin embargo, no hay un
estudio que evalué el efecto de los AGCL sobre la expresion génica de los factores de

virulencia de H. pylori.
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3. JUSTIFICACION

Helicobacter pylori, una bacteria que infecta la mucosa gastrica y que participa en el
desarrollo, del cancer gastrico debido a la presencia de genes que codifican para
factores de virulencia y obviamente, su expresion en el hospedero. A pesar de los
exhaustivos estudios sobre la patogénesis de H. pylori, existen muy pocos reportes
sobre como la bacteria regula transcripcionalmente sus factores de virulencia. En este
sentido, los AGCL afectan tanto positiva como negativamente a la expresion de
factores de virulencia en diversas bacterias patdogenas. Actualmente no se cuenta con
reportes que describan el efecto de los AGCL sobre la expresion de los factores de
virulencia de H. pylori. Los AGCL forman parte tanto de la dieta como de las
membranas de las células del epitelio gastrico, los datos generados sobre el efecto de
estos lipidos en la expresion transcripcional de los factores de virulencia de H. pylori
nos ayudaran a tener mayor informacion sobre la etiologia del cancer gastrico mediado

por esta bacteria.

4. HIPOTESIS

La transcripcién de los genes que codifican los factores de virulencia de H. pylori sera

afectada por la presencia de los AGCL.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Determinar el efecto de los AGCL sobre la expresion transcripcional de factores de

virulencia en H. pylori.

5.2.1 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de los AGCL en la expresion génica del SST4 codificado en la
Isla de patogenicidad cag.

2. Cuantificar la transcripcién de los flagelos y adhesinas en presencia de los AGCL.
3. Determinar la expresion de genes de envoltura celular bajo el efecto de los AGCL.
4. Analizar el efecto de los AGCL en la expresion génica de la citotoxina VacA y la
ureasa.

5. Determinar la expresiéon de los 10 genes reguladores de H. pylori bajo el efecto de

los AGCL.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Cepabacterianay condiciones de crecimiento.

La cepa de referencia H. pylori 26695 (ATCC 700392) se incub6 en agar Brucella
(BBL™ Ref. 211088) suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Gibco® Ref. 16000-
044) al 10% y se incub6 a 37°C en una atmésfera microaerofilica de 10% CO2, de 2 a
3 dias (Incubadora de CO2 Thermo Scientific™ Mod. RCO3000T-5-ABC).
Posteriormente, se realizé una suspension bacteriana en 5 mL de caldo Brucella SFB
10%. El inéculo se ajustd a una densidad optica (DO) de 0.1 a 600 nm
(Espectrofotdmetro UNICO® 1100 RS) en 15 mL de caldo Brucella SFB 10% y
vancomicina (clorhidrato de vancomicina de Streptomyces orientalis Sigma-Aldrich ®
V2002) 10 pug/mL, en una botella de cultivo celular con tapa de ventilacién (Falcon®
25 cm?) y se incubd a 37°C con 10% COz2, durante 24 h, con agitacién constante
(Mezclador Vortex VELP® Scientifica) empleando un agitador magnético.

6.2. Cinética de crecimiento de H. pylori 26695

La cinética de crecimiento se realiz6 midiendo la densidad 6ptica a 600 nm (DOsoonm)
y realizando diluciones seriadas 1:10 del cultivo de H. pylori 26695 en caldo Brucella
SFB 10% en intervalos de 12 h durante 5 dias.

6.3. Diseno, sintesis y especificidad de los oligonucleotidos

Los oligonucledtidos para la amplificacion de los genes que codifican para factores de
virulencia de H. pylori 26695, asi como los genes reguladores transcripciones de H.
pylori se muestran en la tabla 2, donde se sefiala el producto que codifican y la funcion
de cada uno de ellos. Los oligonucleétidos se disefiaron utilizando el software “Primer3

plus”; considerando la Tm entre 57 y 59°C, asi como un amplicon entre 100y 172 pb.
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Una vez disefiados, los oligonucledtidos se enviaron a sintetizar al Instituto de

Biotecnologia de la UNAM.

Tabla 2. Genes que codifican para factores de virulencia y reguladores

transcripcionales de H. pylorit, empleados en este estudio.

Gen
cagA
cagL
cagM

flaA

flaB
ureA

ureB

vacA

babA

sabA

hopQ
mrayY
pbplA

waalL

Producto

Proteina efectora translocada
por el SST4

Adhesina sobre la superficie del
pili

Proteina estructural localizada
en el canal transmembranal
Subunidad flagelar A

Subunidad flagelar B

Subunidad enzimatica A de la
ureasa
Subunidad enzimatica B de la
ureasa

Citotoxina vacuolizante

Adhesina BabA

Adhesina SabA

Adhesina HopQ

fosfo-N-acetil-muramil
pentapéptido transferasa
Proteina de unién a penicilina
1A (PBP1A)

Ligasa de antigeno O

25

Funcion
Proteina  oncogénica  que
produce proliferacién celular del
epitelio gastrico
Se une a la integrina 31 de las
células del epitelio gastrico

Componente estructural del
SST4

Componente estructural del
flagelo
Componente estructural del
flagelo

Componente estructural
apoenzimatico A
Componente estructural
apoenzimatico B
Produce vacuolizacion de

células del epitelio gastrico
Estructura relacionada con la
adhesion de H. pylori a los
antigenos sanguineos Lewis
Estructura relacionada con la
interaccién de H. pylori a los
antigenos de Lewis x sialiados
Ayuda al SST4 en |Ila
translocacion de CagA,
uniéndose a antigenos CAMPS

Biosintesis del peptidoglicano

Transferasa involucrada en la
biosintesis del peptidoglicano
Sintesis del LPS, une el lipido A
con el antigeno O



nikR

fur

cheY

hrcA

arsR

flgR

hspR

hsrA

hup

crdR

rrAl6S

Regulador transcripcional NikR,
(HP1338)

Regulador transcripcional Fur,
(HP1027)

Regulador
CheY, (HP1067)

Regulador transcripcional HrcA,
(HPO111)

transcripcional

Regulador transcripcional ArsR,
(HP0166)

Regulador transcripcional FIgR,
(HPO703)

Regulador
HspR, (HP1025)

transcripcional

Regulador transcripcional HsrA,
(HP1043)

Regulador transcripcional HU,
(HP0835)

Reguladortranscripcional CrdR,
(HP1365)

rRNA16S

Regulador  pleiotrépico  de
respuesta a niquel,
homeostasis de metales (Cu,
Fe, Ni), adaptaciéon acida,
consumo/almacenamiento  de
hierro, motilidad, quimiotaxis,
respuesta a estrés, colonizacion
del raton.

Regulador pleiotrépico
involucrado en  adaptacién
acida, homeostasis de metales
y colonizacion de raton/gerbo

mongol
Quimiotaxis, motilidad,
colonizacion de ratén/gerbo
mongol

Involucrado en choque térmico,
respuesta al estrés y motilidad
Adaptacion acida, metabolismo
de la acetona, respuesta a
estrés oxidativo y formacién de
biofilm

Regulador maestro
dependiente de RpoN de los
genes flagelares clase Il
Choque térmico, respuesta a

estrés acido/osmotico y
motilidad
Viabilidad celular, estrés

oxidativo, virulencia, respuesta
a metronidazol

Respuesta a estrés acido,
proteccion de DNA de estrés

oxidativo, involucrado en
colonizacion del ratén

Resistencia a cobre,
supervivencia  bajo  estrés

nitrosativo y colonizacién del
raton
RNA ribosomal 16S

1Se muestra el gen, el producto para el cual codifica y la funcién del mismo en H. pylori. De la Cruz et al., 2017

26



6.3.1. Extraccion de DNA de H. pylori 26695

La extraccion del DNA genomico, se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita
previamente (Pitcher et al., 1989). Para lo anterior, la cepa de referencia H. pylori
26695, se incubo en agar Brucella SFB al 10% a 37°C en una atmésfera de 10% COx,
de 2 a 3 dias. Se cosecho el cultivo bacteriano con un hisopo estéril y se resuspendio
en 1 mL de PBS. Se obtuvo la pastilla bacteriana centrifugando a 13000 rpm durante
5 min y se adicionaron 500 uL de regulador de lisis: reactivo de GES (60 g tiocianato
de guanidina, 20 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0, 5 mL sarcosyl 10% y 100 mL agua
destilada), se incub6é durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
adicionaron 250 pL de acetato de amonio 7.5 M (previamente enfriado). Se incubo en
hielo durante 5 min, luego se adicionaron 650 pL de cloroformo, se mezclé suavemente
y se centrifug6 a 13000 rpm durante 5 min. La fase superior acuosa (la parte superior)
se transfirio a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se le adicioné 0.54X volumenes de
isopropanol. Para obtener el DNA precipitado, se centrifugé a 13000 rpm durante 1
min. Finalmente se realizaron 2 lavados con 500 pL de etanol al 70%. Para eliminar el
etanol remanente, los tubos con el DNA se dejaron abiertos aproximadamente 10 min.
El DNA se resuspendio con 100 pL agua libre de DNasa.

El DNA se cuantifico por espectrofotometria utilizando un Nano Drop-1000 (ND-1000),
se determind su calidad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%; finalmente

se almaceno a -20°C hasta su uso.
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6.3.2. PCR en punto final de los genes que codifican para factores de virulencia
de H. pylori 26695.

Con el fin de confirmar que los iniciadores amplificaran especificamente el producto
esperado, se realiz6 las PCR de punto final, las cuales se realizaron empleando el kit
comercial Promega GoTaq Hot Start Polymerase™. Las reacciones se realizaron en
un volumen de 15 pL que contenian: amortiguador de PCR 1X; dNTP"s 0.2 mM; MgCl2
1.5 mM; Oligonucledtidos 0.4 uM; Taq polimerasa 0.025 U/uL y 325 ng de DNA de H.
pylori 26695. Los tubos con la mezcla de reaccién se colocaron en un termociclador
Mastercycler® de Eppendorf; las temperaturas de amplificacion consistieron de un
ciclo inicial de desnaturalizacidon a 94°C/5 min, posteriormente 35 ciclos con las
siguientes condiciones: 94°C/30 seg, 58 0 59°C/30 seg, 72°C/50 seg Yy finalmente un
ciclo de extension de 72°C/5 min. Las temperaturas de alineamiento fueron: 58°C:
ureB, babA, cagA, cagM, sabA, flaB, cagL, hrcA, arsR, fur, flIgR, hspR, hup, crdR, nikR,
hsrA, cheY y rrnA16S. 59°C: ureA, flaA, vacA, hopQ, mraY, waal y pbplA.

Una vez terminada la reaccion se comprob6 la amplificacion mediante un corrimiento
electroforético a 80 V durante 4 horas en un gel de agarosa al 2.0% tefido con Gel
Red (1X), colocando en cada pozo 5 pL de producto de PCR y usando como regulador

TAE 1X.
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6.4. Curvas estandar del DNA de H. pylori 26695

Las curvas estandar de DNA se realizaron amplificando los genes virulencia de H.
pylori 26695: cagA, cagL, cagM, sabA, babA, hopQ, ureA, ureB, vacA, flaA, flaB, waal,
mraY, pbpl, y el gen normalizador rrnA16S mediante PCR en tiempo real, usando el
termociclador LightCycler® 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Las
reacciones se llevaron a cabo en placas de 96 pozos Lightcycler®480. La mezcla de
reaccion para cada pozo consistié de: 1.5 yL de agua grado PCR, 1.0 pL de iniciadores
20 uM (Tabla 3), 5.0 pL de “LightCycler® 480 SYBR Green | Master” 10X y 2.5 yL de
DNA de H. pylori (16.25, 3.25, 0.65 ng/uL). Cada reaccion se realiz6 por cuatriplicado.
Los ciclos de reaccion en LightCycler® 480 (Roche) fueron 95°C durante 5 min, 30
ciclos: 95°C durante 10 s, temperaturas de alineamiento 58°C: ureB cagA, babA, cagM,
caglL, sabA, flaB y rrnA16S; 59°C: ureA, vacAy flaA y durante 10 sy 72°C durante 10
s (en este punto se realizé la medicidén de la fluorescencia), 95°C durante 5 s a una
velocidad de 4.4°C/s, 65°C durante 1 min a una velocidad de 2.2°C/s y 97°C durante
5 s (durante esta fase se midio la fluorescencia en forma continua para construir la
curva de disociacion), y un ciclo final de enfriamiento a 40°C durante 10 s. Las graficas
de las curvas estandar y de amplificacion, asi como las curvas de disociacion, fueron
obtenidas usando el software LightCycler® 480 (Roche) (Figuras suplementarias S1-

S11).
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Tabla 3: Oligonucleotidos para gRT-PCR

Gene

cagAl!
cagL
cagM
flaA
flaB
urea
ureB
vacA!
sabA

babA

hopQ
mraY
pbpl
waal
nikR?
Fur?
cheY?
hrcA?
arsR?
flgR?
hspR?
hsrA?
Hup?
crdR?

16S!

Sequence 5’ 3

AGC AAA AAG CGA CCT TGA AA
AGC CAATTG CTC CTT TGA GA
AGA CCA ACC AAC AAG TGC TC
ATC TCC TCT CAA AGC AAT GGC
TAC CAA CAA GCC GCA TAC AA
ACA AAA CTC CAAACG CAACC
ACA AGT GGA TGG CGT GAATG
ACG CTC GCA TAG GCT TTAAC
AAA CCA AAG CCG TTC AAG CC
TTG GCC GTT AAA GCT TGT GG
AGC CTG GCG AAG AAA AAT CC
TGCTTTCGT TGT CTG CTT GC
ATC AAA GGC GGG TTC ATT GC
AGC CGC TTG AGA CAC AAA AG
AAG CAC CATTTG CCT TTG AC
CGT TCAATTTCAGCG TGC TA
TGG CGT TTC AAA CAC ATC CG
ACC GCT TGT TGC AAA ATG GG
ACA CCA TCA ACG AAG CAT GC
AAA GCG CCG CATATTTTC CC
AAG CGC AAA ACC TAG CCAAC
ATT CAA GGC GCC GTT ATT CG
CCATTTCTAGCT TCG TGC CAAG
ACA ACACGC TCG CAACAATG
CCCCAGCAATTATTCTCG CAAG
TTC AAA GCC AAG CTG ATC GC
GCTTGC TTTTTG CCAGTT GC
TTG CAC CAA TGA GAG CAAGC
CATCCGCTTTTC GGT TTC

CAT GTC GCG CAC TAATTC TG
GAA GAA GTG GTG AGC GTTTTG
CCTTTT GGC GGA TAG AAT GC
TGG AAG CTT GGG AGA AAC TG
CAG AGC GCACCTTTT TAACG
TTT CTT GCG CAC TGG GTT AC
GAA AGA AGC AGC GAT TGA GC
GAG CGAGTT TTT GCT CCAAC
GCC CGT CTA AAT TAG GCA AAG
CAG GCC TTA AAA GTC GCA AG
CGC TAT AAA AGG GTG CTT GG
CGG GCG TGG ATATTATCT TG
TGTTTG TGC AGAGCG TCT TG
GGA AGA AGTCCATGC GTTTG
CAA ACG AGC CTC AATCCT TG
GTG GAG TTG ATC GGT TTT GG
TTAGGC ACCCGTTTGTCT TC
CTT AGG CGT GGC TAA AAT GC
CAA ACG CCC CAA AAA CAC
GTG TGG GAG AGG TAG GTG GA
GTT TAG GGC GTG GAC TAC CA

Target
gene
hp0547
hp0539
hp0537
hp0601
hp0115
hp0073
hp0072
hp0887
hp0725
hp1243
hp1177
hp0493
hp0597
hp1039
hp1338
hp1027
hp1067
hp0111
hp0166
hp0703
hp1025
hp1043
hp0835
hp1365

MnAl6S

Tm (°C)
58

58
58
59
58
59
58
58
58

58

59
59
59
59
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58

58

1Cardenas et al, 2016; 2De la Cruz et al, 2017
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6.5. Ensayos de H. pylori 26695 en presencia de los AGCL

Se prepararon las soluciones stock de los AGCL a una concentracion de 25 mM
(100X), para lo cual se pesé el lipido y se adicion6 1.5 mL tiloxapol al 10%
(concentracion final 0.5% o 100X), (Sigma-Aldrich® T8761-50G), 600 uL de etanol
absoluto (Sigma-Aldrich® E7023) y 900 pL de caldo Brucella. Esta solucion de lipido
se solubilizé por completo calentando en bafio maria a 80°C durante 5 min.

Una vez preparada la solucion stock de los lipidos, se procedi6 a realizar los ensayos
con AGCL para lo cual, se cultivd H. pylori 26695 en agar Brucella SFB 10% (como se
indica en la seccién de: Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento) y los 15 mL
cultivo de H. pylori 26695, se distribuyeron en la placa de cultivo celular de 6 pozos
(Nunc™ Thermo Scientific™) adicionando 3 mL de este cultivo en cada pozo y
posteriormente se adicionaron, 30 puL de la solucion stock de cada lipido, a una
concentracion de 25 mM, acido palmitico (Sigma-Aldrich®, P0500-10G, 99%) (C16:0),
acido estearico (Sigma-Aldrich®, S4751-1G, 98.5%) (C18:0), acido oleico (Sigma-
Aldrich®, 01008-1G, 99%) (C18:1), &cido linoleico (Sigma-Aldrich®, L1376-500MG,
99%) (C18:2 n-6), acido linolénico (Sigma-Aldrich®, L2376-500MG, 99%) (C18:3 n-3)
con lo que se consiguié una concentracion final de 250 yM del lipido en cada pozo;
excepto en los pozos control en los cuales no se adiciono lipido, a estos controles se
les adicion6 30 pL de solucidn stock (Tiloxapol 0.5% o 100X, 600 pL de etanol absoluto
y 900 pL de caldo Brucella); la placa se incub6 1 hora a 37°C en atmoésfera
microaerofilica y agitacion constante, una vez transcurrido este tiempo, se tomo el
cultivo de H. pylori, tratado con lipido de cada uno de los pozos y se centrifugé a 8000

x g durante 10 min, se desecho el sobrenadante y la pastilla obtenida con el sedimento
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celular tratado con lipido, se almacend a -70°C hasta que se realiz0 la extraccion de
RNA.

6.6. Extraccion de RNA de H. pylori 26695

El RNA total se extrajo de los cultivos de H. pylori 26695, tratados con cada uno de los
AGCL (acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico, acido linolénico),
utilizando el método de fenol acido (Jahn et al., 2008) con algunas modificaciones.
Rompimiento celular: La pastilla obtenida en el paso anterior, se resuspendio en 500
uL de solucién de lisis (SDS 0.5%, Acetato de sodio 20 mM, EDTA 10 mM) y se coloco
en tubos con tapdén de rosca de 2 mL.

Las bacterias se rompieron con vértex de la siguiente manera: 6 ciclos de 1 min a
velocidad maxima, seguido de 1 min de incubacion en hielo. El lisado celular se
transfiri6 a un tubo Eppendorf que contenia 500 pL de fenol acido (Sigma)
precalentado a 65°C; posteriormente los tubos se agitaron vigorosamente y se
incubaron a 65°C durante 10 min con agitacion en ThermoMixer®. Después de la
incubacion, los tubos se colocaron en hielo y se centrifugaron a 24100 x g a 4°C
durante 5 min y el lisado celular (fase superior) se recupero en tubos limpios. A cada
tubo se le adiciond 1 mL de etanol absoluto frio (Alcohol etilico puro, sigma-Aldrich®),
y el RNA se dejo precipitar a -70°C toda la noche.

Precipitacion del RNA: Los tubos obtenidos en la fase anterior se centrifugaron a
24100 x g durante 10 min a 4°C. El etanol se eliminé teniendo cuidado de no llevarse
la pastilla obtenida y se lavo con 1 mL de etanol al 70%, se centrifugé a 24100 x g

durante 2 min, la pastilla se resuspendio en 400 pL de solucion de lisis.
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El procedimiento se repiti6 desde la adicion de etanol absoluto frio, hasta la
centrifugacion a 24,100 x g (omitiendo la incubacion a -70°C). Después de la
eliminacién cuidadosa del etanol, el sedimento se secé en el equipo Concentrador
Eppendorf® 5301 durante 15 min, finalmente el RNA se resuspendio en 20 uL de agua
libre de nucleasas. El RNA se almaceno a -70°C hasta su uso.

Purificacion del RNA: A los tubos del paso anterior se les adicion6 2 uL de regulador
para DNasa 10X y 1 yL de DNasa TURBO™ (Ambion); posteriormente, se incubd a
37°C durante 30 min. Pasado el tiempo de incubacion, a cada tubo se le adicionaron
2 uL del Agente de Inactivacién de la DNasa y se mezclé suavemente con micropipeta
hasta homogeneizar; se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugo
a 8000 x g durante 2 min. La fase acuosa que contenia al RNA se transfirié a un tubo
Eppendorf nuevo. EI RNA se sometié a un segundo proceso de purificacion.
Visualizacion de RNA de H. pylori 26695 en gel de agarosa

Para observar la integridad del RNA aislado, se realiz6 electroforesis en gel de
agarosa, utilizando el método descrito por (Aranda et al., 2012). El gel de agarosa al
1% se preparé mezclando 0.3 g de agarosa, 600 pL de amortiguador (TAE) (50X) y
300 pL de hipoclorito de sodio (Cloralex®) y se aforé a 30 mL con agua desionizada,
esta solucién se incubé 5 min a temperatura ambiente y se mezclé cada minuto,
finalmente la agarosa se fundi6 utilizando un horno de microondas. Posteriormente se
cargo 1 pL del RNA con buffer de carga y la electroforesis se realizé a 80 V durante
80 min- Al finalizar el corrimiento electroforético, el gel se tifid con una solucion de
bromuro de etidio (concentracion 0.5 ug/mL) durante 10 min, y después se eliminoé el

exceso de bromuro de etidio incubando el gel durante 5 min en agua destilada.
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Finalmente, el gel se visualiz6 empleando un fotodocumentador de imagenes (Equipo

UVP BioDoc-It® Imaging System).

Cuantificacion de RNA de H. pylori 26695

El RNA purificado (libre de DNA), fue cuantificado por espectrofotometria, empleando
el espectrofotometro (Nanodrop 2000, Eppendorf®), se tomé 1 yuL de RNA para
obtener la concentracion y ademas se identificé la relacion 260/280 nm y 260/230 nm,
los cuales son indicativos de la calidad del RNA extraido. Posteriormente, la
concentracion de RNA se ajusté a 1 ug en un volumen de 11 uL de agua DEPC. Este
RNA se empled para realizar la sintesis del DNA complementario (cDNA) y/o se
almacen¢ a -70°C.

Verificacion de pureza del RNA

Para comprobar la ausencia de DNA en las muestras de RNA, se tomaron 2 pL de
cada RNA total purificado, para emplearlo en una PCR de punto final empleando
iniciadores especificos para el gen del rRNA16S de H. pylori; como control positivo de
la PCR, se emple6 DNA genomico de la cepa silvestre. Se realiz6 un gel de agarosa

para visualizar los productos amplificados.

6.7. Sintesis de cDNA

El cDNA se sintetizé utilizando los reactivos del Kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Thermo Scientific® Ref. K1622. Se realiz6 la mezcla de reaccidon que
contenia lo siguiente: 4 pL del regulador de reaccion 5X, 2 uL de mezcla de dNTP 10

mM, 1 pL de Primer Random Hexamer, 1 pL del Inhibidor de RNasa RiboLock (20
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U/uL), 1 pL de la enzima RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL), 1 ug (11 pL) del RNA de
H. pylori 26695. La reaccion de transcripcion inversa se llevo a cabo en el termociclador
Eppendorf® MasterCycler Personal, con las siguientes condiciones de reaccion:
incubacion a 25°C durante 5 min, después a 42°C durante 60 min, finalmente 70°C
durante 5 min. El producto de reaccion de transcripcion inversa se diluy6 1:50 (15 uL

de cDNA 'y 735 uL de agua libre de nucleasas) y se almacené a -20°C hasta su uso.

6.8. Amplificacion de los genes mediante PCR en tiempo real

Para realizar la PCR en tiempo real (JQPCR), se empleo el termociclador LightCycler®
480 Roche; y el sistema de deteccion fue el fluorocromo SYBR® Green I. Las
reacciones para los ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en placas de 96
pozos Lightcycler®480. Se prepar6 la mezcla de reaccidn con los siguientes
componentes: 1.5 yuL de agua grado PCR, 1.0 puL de primers 20 pM, 5.0 pyL de
LightCycler® 480 SYBR Green | Master 10X y 2.5 pL de cDNA diluido (1:50).
Finalmente, la mezcla de reaccién se coloco por triplicado en cada pozo de la placa,
luego la placa se sell6 con sealing foil LightCycler® 480 y ésta se cargd en el
Instrumento de deteccion y amplificacion de PCR en tiempo real (Termociclador
LightCycler® 480 Roche).

Las reacciones de qPCR se realizaron bajo las siguientes condiciones: un ciclo de
desnaturalizacion (95°C durante 10 min); 45 ciclos de amplificacion y cuantificacion
(95°C durante 10 s, 58 y 59°C (temperatura de hibridacion correspondiente para cada
par de iniciadores empleados) durante 20 s, 72°C durante 30 s (en este punto se realiza

la medicion de la fluorescencia); posteriormente la curva de disociacion, para confirmar
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la especificidad de los primers empleados: un ciclo en las siguientes condiciones: (95°C
durante 10 s, 65°C durante 1 min con medicion de fluorescencia continua a 97°C); y
finalmente un paso de enfriamiento a 40°C durante 10 s. El gen gen rRNA 16S
(rrnA16S) se utilizé6 como gen de referencia para la normalizacion.

6.8.1. Determinacion de la expresidon génica relativa

Se empled el método descrito por Livak y Schmittgen (2001), para determinar la

expresion génica, en unidades de expresion relativa mediante la aplicacion de la

formula matematica 22CT. La ACT se determind al restar el valor de CT (“crossing

treshold”) del gen en estudio, al valor de CT del gen rRNA 16S (rrnA16S) el cual fue el

gen normalizador. Los valores obtenidos se multiplicaron por un factor con la finalidad

de que el resultado final sea mayor o igual a 1.

6.9. Cuantificacion de la secrecion de IL-8

La secrecion de IL-8 se determind como se describié previamente en Vazquez-
Jiménez et al. (2016), empleando el kit comercial BD Opt EIA™Human IL-8 ELISA,
555244. Se adicionaron 100 pL del anticuerpo de captura diluido 1:250 a cada uno de
los pozos de la placa de ELISA de 96 pozos (Corning CLS3590, Costar) empleando
una pipeta multicanal (Socorex, Acura® manual 855) y se incubo6 4°C toda la noche.
Posteriormente se retir0 el anticuerpo y se hicieron 3 lavados con 300 pL de buffer de
lavado (PBS/Tween 20 al 0.005%). Después se adicionaron 200 L de buffer diluyente
(PBS/SFB 10%) y se incubd 1 h a temperatura ambiente, se retir6 el buffer diluyente y
se realizaron 3 lavados con 300 uL buffer de lavado; en seguida se adicionaron 100

pL de cada una de las diluciones de la curva estandar de IL-8 (0, 3.125, 6.25, 12.5, 25,
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50,100 y 200 pg/mL), las cuales se prepararon a partir de un stock (standard
Recombinant Human IL-8, 95 ng/ mL) incluido en el kit y también se adicionaron 100
uL los sobrenadantes obtenidos en la infeccién (150 pL de los sobrenadantes y 150
uL del buffer diluyente), tanto la curva estandar como los sobrenadantes se
adicionaron por duplicado y se incubaron 2 h a temperatura ambiente. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion se retiraron tanto los sobrenadantes como la
curva estandar y se realizaron 5 lavados con 300 pL buffer de lavado, luego se
adicionaron 100 pL del anticuerpo de deteccion diluido (1:250: 0.5 pL Detection
Antibody Biotin anti-human IL-8 y 5.976 mL del buffer diluyente) también se diluyé la
enzima SAV-HRP (1:250: 0.5 uL Enzyme Reagent SAV-HRP y 5.976 mL de la solucién
de anticuerpo de deteccidon previamente diluido) y se incubé 1 h a temperatura
ambiente y se retir6 el anticuerpo y se realizaron 7 lavados con 300 pL buffer de lavado
y se adicionaron 100 pL del sustrato diluido en una proporcion (1:1) es decir 50 uL del
reactivo A y 50 pL del reactivo B) y se incubé 30 min a temperatura ambiente.
Finalmente se adicioné 50 pL de soluciébn de paro (Capture Antobody Purified
antihuman IL-8). Se tomo la densidad optica a 450 nm usando un espectrofotbmetro
(MultiScan Ascent, Thermo Scientific). Los ensayos se realizaron por triplicado en tres
dias distintos, y se analizaron los datos empleando el software GraphPadPrism

(Software version 6.0 for MacOS, San Diego, CA, USA).

6.10. Ensayos de motilidad en Agar Suave
A partir del cultivo de H. pylori 26695 en 15 mL caldo Brucella/SFB 10% y vancomicina

10 pg/mL (DOeoo iniciai=0.1 nm / 37°C /24h /10% COg; agitacion constante), se realizo el

37



ensayo con los lipidos, adicionando 3 mL de este cultivo en cada pozo y 30 pL del
lipido a una concentracion final de 250 uM (1 h/ 37°C/ CO2 10% /agitacidén constante),
una vez transcurrido este tiempo, se tomaron 10 uL del cultivo de H. pylori 26695/lipido
(DO600=0.8 nm) y se inocularon por puncion y triplicado en agar (Bacto agar 0.35%
Itriptona 1%/SFB 2.5%) y en tres diferentes dias, después se incub6 37°C /CO2 10%/
3 dias. Finalmente se midi6 el diametro de migracion de H. pylori 26695 en presencia
de cada lipido. Los datos fueron analizados y graficados empleando el software
GraphPadPrism (Software version 6.0 for MacOS, San Diego, CA, USA) (Sanders

et al., 2013).

6.11. Ensayos de adherencia celular

Los ensayos de adherencia se realizaron como se describe en De la Cruz y col. (2017),
lo cual se sincroniz6 tanto el cultivo de H. pylori 26695 en presencia de los &cidos
grasos: acido palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico (como se indic6 en la
seccién correspondiente) como la infeccion de la linea celular epitelial de
adenocarcinoma gastrico humano (AGS), ATCC CRL-1739™. Las células epiteliales
AGS se incubaron en una placa de cultivo celular de 6 pozos con tapa (Corning,
Costar® 3516) a una confluencia del 80% con medio F12 (HAM) con L glutamina
(Invitro® ME-032), suplementado con SFB (Gibco® Ref. 16000-044) al 10% y se
incubd a 37°C con 5% CO:2. Para realizar la infeccion de las células epiteliales de AGS,
se retiré el medio F12 /SFB al 10% y se adicion6 medio F12 sin SFB. Posteriormente,
se adiciond H. pylori 26695 a una multiplicidad de infeccion (MDI) de 100, la infeccién

se realizd durante 6 h a 37°C con 5% CO2. Una vez transcurrido las 6 h de infeccion
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se tomo el medio de cultivo F12 y se conservo a -70°C para posteriormente realizar la
deteccion de IL-8. A las células epiteliales de AGS infectadas con H. pylori 26695 se
les realizaron 3 lavados con 1 mL PBS esteril, luego se adicioné 1 mL de Triton X-100
al 0.1% y se incubo6 a temperatura ambiente durante 15 min; finalmente se tomo el
lisado celular de los pozos y se coloc6 en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Se realizaron
10 diluciones decimales del lisado celular: 900 pLde PBS + 100 uL de lisado (dilucion
1:10) 6 (-1). Se plaguearon 20 uL de cada una de las diluciones por triplicado en agar
Brucella/SFB10%, se incubaron a 37°C con 10% CO:y se calcularon las UFC/mL
empleando la siguiente formula: UFC/mL= (Promedio de las UFC contadas) (uL
plagueados x Factor de dilucién). Los ensayos de adherencia se realizaron por
triplicado, en tres diferentes dias. Los resultados obtenidos fueron graficados

empleando GraphPadPrism (Software versién 6.0 for MacOS, San Diego, CA, USA).

6.12. Formacion de biopelicula

De igual forma que en los ensayos de motilidad, para los experimentos de formacién
de biopeliculas se partio del cultivo de H. pylori / lipido 250 yM en fase estacionaria, el
cual fue centrifugado a 12000 rpm durante 2 min y resuspendido en caldo Brucella /
SFB 2% ajustando la DOeoo a 0.1. Se cuantificoO la capacidad de formacion de
biopeliculas siguiendo la metodologia propuesta por Cardenas-Mondragén vy
colaboradores (2016). Para ello, se adicionaron 200 uL en cada pozo de la placa de
poliestireno de 96 pozos y se incub6 a 37°C/9%CO2/3dias. Posteriormente, se
desecho el medio de cultivo (cel planctdnicas) con una micropipeta y se realizaron 3

lavados con 200 puL de PBS; después se adicionaron 100 pL Cristal Violeta 1% y se
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incub6 a temperatura ambiente durante 20 min; se retird el Cristal violeta y se
realizaron 3 lavados con 200 pL de PBSy se dej6 secar la biopelicula, para solubilizarla
con 100 pL de etanol al 70% durante 5 min. Finalmente, se cuantifico la cantidad de
Cristal Violeta adherida a la biopelicula usando un espectrofotdmetro MultiScan Ascent
(Thermo Scientific) a una DOsgonm. EStos ensayos se realizaron por quintuplicado, en

3 dias diferentes.

6.13. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé usando el software GraphPadPrism (Software version
6.0 for MacOS, San Diego, CA, USA), utilizando el andlisis de varianza (ANOVA)
unidireccional, seguido por la prueba de comparacion de Tukey; donde los valores de

p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

6.14. Mapas de calor de la expresion diferencial de los factores de virulenciay
reguladores transcripcionales

Los cambios en la expresion génica relativa de los genes de virulencia y los

reguladores transcripcionales de H. pylori en presencia de AGCL se trazaron en un

mapa de calor (se seleccioné la funcion "heatmap.2" del software R, utilizando el

paquete "gplots") para visualizar mas facilmente su efecto (Figura 17).
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7. RESULTADOS

7.1. Cepabacterianay condiciones de crecimiento de H. pylori 26695

En nuestro grupo de trabajo se reportaron recientemente las condiciones Optimas de
crecimiento para H. pylori en medio liquido suplementado con SFB al 10% (Céardenas
et al., 2016; De la Cruz et al., 2017). Helicobacter pylori 26695 crecié tanto en agar
como en caldo Brucella suplementado con SFB al 10% a 37°C en una atmésfera de
10% COz2, de 2 a 3 dias. EIl crecimiento de H. pylori 26695 en caldo Brucella requirio
de condiciones microaerofilicas y agitacion constante para que fuera homogéneo

(Figura 1Ay 1B).

Figura 1: Cultivo de H, pylori 26695 en agar y caldo Brucella SFB al 10% a 37°C en una atmésfera
de 10% COa. A) Incubacion de 2 a 3 dias en medio sélido; B) Incubacién en medio liquido a las 24 h de
incubacion.
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7.2. Cinéticade crecimiento de H. pylori 26695

En la Figura 2 se muestra la curva de crecimiento de H. pylori 26695: la DOsoonm S€
incrementd desde el inicio del crecimiento del cultivo hasta la fase logaritmica a las 24
h. A pesar de que el cultivo bacteriano continta creciendo (por estimaciones de la DO),

la bacteria alcanza la fase estacionaria después de las 60 h de cultivo.
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Figura 2: Curva de crecimiento de H. pylori en caldo Brucella SFB 10% a 37°C y 10% CO..

7.3. Especificidad de los iniciadores
Los oligonucledétidos que se disefiaron para los genes que codifican para factores de
virulencia de H. pylori 26695 estan descritos en la Tabla 3. Son oligonucledétidos

disefiados especificamente para gPCR, con las siguientes caracteristicas: i) longitud
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de 20-22 nucledtidos; i) contenido de GC del 50%; iii) Tm entre 57 y 62°C; iv) tamafo
del amplicon de 100 a 207pb.

7.3.1. Extraccion de DNA de H. pylori 26695

La extraccion de DNA se realizé con el método descrito por Pitcher et al. (1989), el
cual utiliza tiocianato de guanidina como agente caotrépico. Con este método se
obtuvo un rendimiento en promedio de 32 pg de DNA/placa de agar Brucella/SFB 10%.

La pureza e integridad del DNA fue la adecuada (A260/280nm=1.8) (Figura 3).

(pb)

1500

500

Figura 3: Gel de agarosa al 1% con amortiguador TAE IX, tefiido con Gel Red del DNA
gendmico de H. pylori 26695. Carriles 1-3: DNA de H. pylori 26695; carril 4: Escalera de DNA de
100 pb (Promega).

7.3.2. PCR en punto final de los principales genes que codifican para factores de
virulencia de H. pylori 26695.
Se obtuvieron los amplicones especificos, con los tamafios esperados, usando los

oligonucledtidos que se disefiaron para gPCR de los principales genes que codifican
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para factores de virulencia (Figura 4) y de los reguladores transcripcionales de H. pylori

26695 (Figura 5).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

(pb)
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Figura 4: Gel de agarosa al 2% con amortiguador TAE 1X, tefiido con Gel Red, de los
amplicones de los principales genes que codifican para factores de virulencia de H. pylori
26695, obtenidos por PCR en punto final. Carriles 1. mraY (98 pb), 2. babA (100 pb), 3. ureA (102
pb), 4. hopQ (103 pb), 5. waal (103 pb), 6. pbplA (108 pb), 7. sabA (105 pb), 8. cagM (124 pb), 9.
cagL (128 pb), 10. flaB (128 pb), 11. flaA (135 pb), 12. ureB (147 pb), 13. rrnA16S (163 pb), 14. cagA
(172 pb), 15. vacA (182 pb), M. Marcador de escalera de DNA de 100 pb (Promega).
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Figura 5: Gel de agarosa al 2% con amortiguador TAE 1X, tefiido con Gel Red. Amplicones de diez
genes que codifican para reguladores transcripcionales de H. pylori 26695, obtenidos por PCR en punto
final. Carriles: M. Marcador de escalera de DNA de 100 pb (Promega), 1. hsrA (96 pb), 2. hup (109 pb),
3. flgR (124 pb), 4. hspR (87 pb), 5. arsR (130 pb), 6. cheY (107pb), 7. hrcA (97 pb), 8. crdR (154 pb),
9. nikR (101 pb), 10. fur (78pb).

7.4. Curvas estandar de los genes de virulencia de H. pylori 26695

Se construyeron diez curvas estandar de DNA de H. pylori 26695 con concentraciones
conocidas de DNA (6.25, 3.25, 0.65 ng/uL). Se amplificaron mediante qPCR, nueve
fragmentos de los principales genes que codifican para factores de virulencia de H. pylori
y uno del gen normalizador rrnA16S. En las curvas obtenidas se puede observar
claramente la emisién de la fluorescencia antes del ciclo 15 para los amplicones:
rrmAl16S (Figura 6), cagL (Figura S1), vacA (Figura S4), ureA (Figura S7), ureB (Figura
S10), flaA (Figura S13), flaB (Figura S16), babA (Figura S19) y sabA (Figura S22). El
rango inferior de deteccién de DNA analizado para la curva de amplificacién fue de 0.65

ng/pL.
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Amplification Curves
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Figura 6: Curva de amplificacién del fragmento de 163pb del gen rrnA16S de H. pylori. La curva fue
realizada usando el equipo LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.

Las curvas estandares generadas para los genes cagA (Figura 7), rrnA16S (Figura 8),
cagL (Figura S2), vacA (Figura S5), ureA (Figura S8), ureB (Figura S11), flaA (Figura
S14), flaB (Figura S17), babA (Figura S20) y sabA (Figura S23) tuvieron parametros de
eficiencia y error confiables (Tabla 4) para ser utilizadas en los experimentos de
determinacién de expresion génica por gPCR. Por ejemplo, para el gen cagA (Figura 7),
el error obtenido para la curva estandar fue de 0.000505 y la eficiencia de 1.925, ambos
parametros estan dentro de los parametros aceptados para la curva estandar (error<
0.09 y eficiencia < 2.1). Lo mismo sucedi6 para el gen rrnA16S (Figura 8) con un error=

0.0485 vy eficiencia= 2.097.
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Figura 7: Curva estandar de DNA del gen cagA de H. pylori 26695, realizada por gPCR en el
LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de 16.25, 3.25,
0.65 ng/uL para generar la curva estandar.
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Figura 8: Curva estandar de DNA del gen rrnA16S de H. pylori 26695, realizada por qPCR en el
LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de 16.25, 3.25,
0.65 ng/uL para generar la curva estandar.

Finalmente, las curvas de disociacion de los diez genes amplificados: cagA (Figura 9),
rrmA16S (Figura 10), cagL (Figura S3), vacA (Figura S6), ureA (Figura S9), ureB (Figura
S12), flaA (Figura S15), flaB (Figura S18), babA (Figura S21) y sabA (Figura S24)
mostraron un solo pico de amplificacién en la curva, lo que indicé la especificidad de los
oligonucledtidos empleados para amplificar un solo fragmento especifico y Unico, asi

como la calidad de DNA usado en la curva.
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Figura 9: Curva de disociacién del DNA del fragmento de 172 pb del gen cagA de H. pylori 26695,
obtenida por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura 10: Curva de disociacién del DNA del fragmento de 163pb del gen rrnal6S de H. pylori,
obtenida por qPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.

Tabla 4: Disefio de oligonucle6tidos para la amplificacion mediante gPCR de los genes

gue codifican para los factores de virulencia de H. pylori.

Gen Error Eficiencia pendiente
cagA 0.000505 1.925 -3.517
cagL 0.0450 1.859 -3.713
vacA 0.00000698 1.806 -3.895
ureA 0.0162 1.897 -3.598
ureB 0.0315 1.814 -3.866
flaA 0.0860 1.802 -3.909
flaB 0.0429 1.901 -3.585
babA 0.0154 1.889 -3.622
sabA 0.00335 1.962 -3.418
rrAl6s 0.0485 2.097 -3.110
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7.5. Extraccién de RNA de H. pylori 26695

Se extrajo el RNA total de H. pylori 26695 para analizar la transcripcion de los factores
de virulencia y de reguladores transcripcionales en la fase logaritmica temprana (24 h)
en presencia de acido palmitico, oleico, linoleico y linolénico, utilizandose una
concentracion final de 250 uM para cada acido graso. Al cuantificar en el
espectrofotometro (ND-1000) el RNA total aislado de las diferentes condiciones de
crecimiento de H. pylori 26695 con los AGCL, se obtuvieron concentraciones de entre
0.758y 1.815 pg/uL y purezas de 1.98 a 2.05 segun el coeficiente de absorcién A260/280

nm.

= rRNA 23S
= 'RNA 16S

Figura 11: Gel de agarosa al 1% con hipoclorito de sodio (Cloralex®) y amortiguador TAE 1X h,
tefiido con Gel RED. RNA total obtenido a partir del crecimiento de H. pylori: 1) control, 2) Tiloxapol, 3)
Acido palmitico, 4) Acido estearico, 5) Acido oleico, 6) Acido linoleico 7) Acido linolénico.

El RNA de todos los ensayos con lipidos presentd una calidad adecuada, las
bandas fueron nitidas y correspondientes al rRNA 23S y al rRNA 16S. En la Figura 11,

se muestra el RNA obtenido de los ensayos con acido palmitico, estearico, oleico y
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linoleico. Para comprobar la ausencia de DNA en las muestras de RNA total, se realizo
una PCR en tiempo real (QPCR) con el RNA como molde de la reaccién a una
concentracion final de 50 ng y empleando los iniciadores especificos para el gen
constitutivo rrnA16S que codifica para el RNA ribosomal 16S de H. pylori. Como control
positivo se emple6 DNA gendmico a una concentracion final de 50 ng. No se detecto
amplificado alguno en las muestras de RNA, por lo tanto, dichas muestras se
encontraban libres de DNA. Debido a lo anterior, se pudo continuar con los
experimentos.

7.6. Efecto de los AGCL sobre los componentes del SST4 de H. pylori 26695
Para determinar el efecto de los AGCL en la expresion del SST4 de H. pylori, se analizd
la expresion transcripcional por RT-gPCR de los genes cagA, caglL, y cagM, los cuales
codifican para componentes estructurales del SST4, en presencia de acido palmitico,
estearico, oleico, linoleico y linolénico. La transcripcion de los genes caglL y cagM, que
codifican para una estructura de pilus y una proteina transmembrana del SST4,
respectivamente, fueron inducidas significativamente en presencia de acido palmitico,
oleico y linolénico (Figura 12A). Interesantemente, el acido linoleico ejercié un efecto
positivo y negativo en la transcripcion de cagM y cagl, respectivamente (Figura 12A).
En contraste, la transcripcion del gen cagA, el cual codifica para la citotoxina oncogénica
translocada en las células del huésped a través del SST4, no fue afectada
significativamente por ningin AGCL probado (Figura 12A). La secrecion de IL-8 de las
células epiteliales de AGS, la cual requiere de un SST4 funcional, incrementd
significativamente so6lo en respuesta al crecimiento de H. pylori en presencia de acido

palmitico, pero no con los otros AGCL probados.
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Nuestros datos muestran que acido palmitico, oleico y linolénico mejoran la transcripcion
de los componentes estructurales del SST4 de H. pylori, y que solamente el acido

palmitico indujo la secrecion de IL-8 de las células epiteliales gastricas mediadas por H.

pylori.
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Figura 12: Efecto del &cido palmitico, esteérico, oleico, linoleico y linolénico sobre la expresion de
cagPAl. A) La expresién detectada por (RT-gPCR) de los genes cag de H. pylori en fase logaritmica de
crecimiento en presencia o no de AGCL a una concentracion final de lipidos de 250 uM. B) Andlisis de
ELISA de la expresion de la proteina IL-8 en el sobrenadante de las células epiteliales de AGS infectadas
con H. pylori a las 6 h post infeccion. Los datos representan la media con desviacién estandar obtenidas
de tres experimentos separados realizados por triplicado. Diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control: ***, p<0,001.
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7.7. Efecto de los AGCL sobre la expresion de los genes que codifican para las
flagelinas y adhesinas

Para determinar si los AGCL afectaban la motilidad y la adherencia de H. pylori, se
analizé la transcripcion de los genes flagelares y de adhesinas en presencia de acido
palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico. Se evaluaron tanto los genes flagelares
flaA y flaB, los cuales codifican la flagelina mayoritaria y minoritaria, respectivamente,
asi como los genes de las adhesinas sabA, babA y hopQ. La transcripcion de flaB fue
incrementada 24 y 3 veces en presencia del &cido palmitico y acido oleico,
respectivamente, y no se afecto por los otros AGCL probados. En contraste, ninguno de
los AGCL evaluados modificé la transcripcion de flaA (Figura 13A). De acuerdo con su
efecto altamente inductivo en la expresion del gen flaB, el acido palmitico también
aumento significativamente (p<0.001) la motilidad de H. pylori en agar suave (Figura
13B). Por otro lado, la transcripcion de sabA se incrementd significativamente en
presencia de la mayoria de los AGCL probados; los acidos palmitico y oleico indujeron
la transcripcion hasta 15 veces el nivel de transcripcion de este gen (Figura 13C). De
acuerdo con estos datos de expresion, tanto el &cido palmitico como el oleico
aumentaron 3 veces la capacidad de adherencia de H. pylori a las células epiteliales
AGS (Figura 13D); los AGCL evaluados no afectaron la transcripcion de los genes babA
y hopQ, con la excepcion del &cido linoleico que redujo 2.5 veces el nivel de transcripcion
de babA (Figura 13C). Ademas, ninguno de los AGCL probados afect6 la formacion de
biopeliculas por H. pylori (Figura 13E), mostrando que los acidos palmitico y oleico no
afectaron la adherencia de H. pylori a una superficie abiética. Por lo tanto, nuestros

resultados apoyan que los acidos palmitico y oleico mejoran la motilidad y la adherencia
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de H. pylori regulando

positivamente la transcripcion de los genes flaB y sabA,

respectivamente.
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Figura 13. Efecto de los AGCL en la expresiéon de los genes flagelares y de adhesinas, asi como en
la motilidad y adherencia de H. pylori. A) Expresion medida por RT-gPCR de los genes del flagelares
flaA y flaB de H. pylori en fase logaritmica de crecimiento. B) Efecto de los AGCL en la motilidad H. pylori
en placas de agar suave, la cual esta expresado como diametro de las distancias de migracion de las
colonias. C) Expresién detectada por RT-gPCR de los genes de las adhesinas sabA, babA, y hopQ de H.
pylori en la fase logaritmica de crecimiento. D) Niveles de adherencia de H. pylori a las células epiteliales
de AGS. Las baterias fueron crecidas en presencia de cada AGCL probado y entonces inoculado con
AGCL a una monocapa de células epiteliales de AGS a una MOI de 100 durante 6h a 37°C en una
atmosfera humidificada con 5% COz. E) Cuantificacion de la formacion de biopeliculas en presencia o no
de de AGCL. La formacién de biopeliculas fue determinada midiendo la captacion de Cristal Violeta de la
bacteria. Todos los experimentos fueron realizados en presencia o no de una concentracion final de AGCL
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de 250 pM. Datos expresados como veces de cambio de la expresion, UFC/mL o absorbancia,
representan la media con desviaciones estandar obtenida de tres experimentos realizados por triplicado.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control: **, p<0.01; ***, p<0.001.

7.8. Los acidos palmitico y oleico estimulan la transcripcion del gen mraY para
la sintesis del peptidoglicano

Con el fin de determinar el efecto de los AGCL en la expresion de los componentes de
la envoltura celular de H. pylori, se cuantifico el nivel de transcripcion de los genes mray,
pbplA y waal, los cuales codifican para la fosfo-N-acetiimuramoil-pentapéptido-
transferasa, la proteina de union a penicilina 1A y a la ligasa lipido A core-O-antigeno,
respectivamente. El nivel de transcripcion del gen mraY incrementd 13 y 6 veces en
presencia del acido palmitico y oleico, respectivamente, mientras que no se afecto por
los otros AGCL probados (Figura 14). Por el contrario, ninguno de los AGCL evaluados
afect6 significativamente la transcripcion de los genes pbpl y waal (Figura 14). Por lo
tanto, estos resultados indican que los &cidos palmitico y oleico aumentan el nivel de

transcripcion del gen mraY, requerido para la sintesis del peptidoglicano.
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Figura 14: Efecto de los AGCL sobre la expresion de los genes de la envoltura celular. A) La
expresion cuantificada por RT-gPCR de los genes de la envoltura de H. pylori en fase logaritmica de
crecimiento en presencia o no de AGCL a una concentracion final 250 uM. Los datos representan la media
con desviaciones estandar obtenidos de tres experimentos realizados por triplicado. Diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control: **, p<0.01; ***, p<0.001.
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7.9. El efecto de los AGCL en latranscripcidon de los genes vacA y ureAB

En H. pylori, la citotoxina VacA y la enzima ureasa son requeridos para la vacuolizacion
de células eucariotas y supervivencia bacteriana a pH acido, respectivamente (Mobley,
1996; Palframan et al., 2012). Para determinar si los AGCL afectan estos fenotipos de
virulencia de H. pylori, se cuantificé el nivel de transcripcion de los genes vacA, ureA 'y
ureB. La transcripcion de vacA se incrementd significativamente 2 veces (p< 0,01) en
presencia de los acidos palmitico y oleico, pero no se vio afectada por los otros AGCL
probados (Figura 15A). Aunque el nivel de transcripcion de ureA no se afectdé con
ninguno de los AGCL probados, se observdé una disminucién de dos veces en la

expresion genética de ureB cuando H. pylori se tratd con &cido linoleico (Figura 15B).
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Figura 15: Efecto de los AGCL en la expresiéon de los genes vacA y ureAB. La expresion determinada
por RT-qPCR del gen vacA que codifica la citotoxina vacuolizante (A), y los genes ureA y ureB que
codifican las subunidades de la enzima ureasa (B), en fase logaritmica de crecimiento en presencia o no
de AGCL a una concentracion final 250 uM. Los datos representan la media con desviaciones estandar
obtenidos de tres experimentos separados realizados por ftriplicado. Diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control: **, p<0.01; ***, p<0.001.
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7.10. Los AGCL regulan diferencialmente la transcripciéon de los genes
regulatorios de H. pylori.

El genoma de H. pylori codifica un numero limitado de reguladores transcripcionales, los
cuales controlan la expresion de genes involucrados en la supervivencia, el metabolismo
y la patogenicidad bacteriana. Se determiné el efecto de los acidos palmitico, estearico,
oleico, linoleico y linolénico sobre la transcripcion de genes que codifican para varios de
estos factores de transcripcion. Con excepcion del gen hrcA, el resto de genes
reguladores evaluados (nikR, fur, cheY, arsR, flgR, hspR, hsrA, hup y crdR) mostraron
niveles aumentados de transcripcidn en presencia de los acidos palmitico y oleico,
mientras que los acidos linoleico y linolénico regulan positivamente o negativamente la
transcripcion de varios de estos genes como fur, hrcA, arsR, flgR, hspR, hup y crdR
(Figura 16). Por lo tanto, estos resultados revelan que los AGCL probados ejercen un
efecto regulador diferencial sobre los genes que codifican varios reguladores

transcripcionales de H. pylori.
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Figura 16: Efecto de AGCL en la expresion de diferentes genes reguladores. Expresion determinada
por RT-gPCR de los genes reguladores nikR, fur, cheY, hrcA, arsR, flgR, hspR, hsrA, hup y crdR en fase
logaritmica de crecimiento en presencia o no de AGCL a una concentracion final de 250 uyM. Los datos
representan la media con desviaciones estandar obtenidos de tres experimentos separados realizados
por triplicado. Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control: **, p<0.01; ***, p<0.001.
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Los cambios en la expresion génica relativa de los genes de virulencia y los reguladores
transcripcionales de H. pylori en presencia de AGCL se integraron en un mapa de calor,
para visualizar mas facilmente el perfil de expresion (Figura 17). Los acidos palmitico y
oleico fueron los dos AGCL que principalmente regularon positivamente los genes de
virulencia evaluados, como flaB, sabA, cagM, cagL, vacA y mraY, asi como también
estimularon la transcripcibn de casi todos los genes que codifican factores de
transcripcion probados. Por otro lado, los acidos linoleico y linolénico afectaron de
manera similar a dos grupos de genes reguladores: nikR, fur, cheY y hrcA fueron
reprimidos, mientras que arsR, flgR, hspR, hsrA, hup y crdR fueron regulados

positivamente por estos AGCL.
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Figura 17: Resumen de los efectos de diferentes AGCL sobre la expresién transcripcional de la
virulencia de H. pylori y los reguladores transcripcionales. Mapa de calor de los niveles de expresion
génica en presencia de diferentes AGCL: palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico, A) De los
factores de virulencia y B) De los reguladores transcripcionales. Los valores de expresion génica relativa
se expresan como fold change o veces de cambio en una escala Log!°. La escala de codificacion de
colores denota regulacion positiva en verde y regulacién negativa en rojo.
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8. DISCUSION

Helicobacter pylori es un microorganismo adaptado a un nicho especifico: la mucosa
gastrica humana, la cual ademas extremo dadas las condiciones de acidez del mismo.
Nuestro grupo ha descrito que las sefiales ambientales como el pH acido, el hierro, el
niquel o el cobre son cruciales para controlar la transcripcion de genes de virulencia y
reguladores de esta bacteria (Cardenas-Mondragén et al., 2016; De la Cruz et al., 2017).
En este contexto, algunos reportes indican que los AGCL pueden actuar como moléculas
sefalizadoras, alterando la transcripcion de genes que codifican factores de virulencia
en diferentes bacterias patdogenas (Chatterjee et al., 2007; Ehrt y Schnappinger, 2007;
Golubeva et al., 2016; Kang et al., 2010). Los AGCL se encuentran principalmente en
los fosfolipidos, tanto de membranas procariotas como de eucariotas, lipido A de LPS,
sales biliares y dieta diaria. Los acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico y
araquidénico son los principales AGCL que forman los fosfolipidos de la membrana
eucariota, que pueden sintetizarse de novo o modificarse mediante reacciones de
desacilacion/reacilacion (Hulbert et al.,, 2014; Schmid et al., 1995). En este trabajo se
evaluo el efecto del acido palmitico, esteérico, oleico, linoleico, linolénico sobre la
transcripcion de genes que codifican los principales factores de virulencia y diferentes
reguladores transcripcionales de H. pylori.

Los acidos palmitico y oleico fueron los dos AGCL que regularon principalmente
positivamente los genes de virulencia evaluados, como flaB, sabA, cagM, cagL, vacAy
mraY, los cuales estan involucrados en la motilidad, adherencia y sintesis de la pared
celular. Los acidos palmitico y oleico también estimularon la expresion de casi todos los
genes que codifican para factores de transcripcion probados. Por otro lado, los acidos

linoleico y linolénico afectaron de manera similar a dos grupos de genes reguladores:
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nikR, fur, cheY y hrcA fueron reprimidos, mientras que arsR, flgR, hspR, hsrA, hup y
crdR fueron regulados positivamente por estos AGCL.

Se ha demostrado que algunos AGCL afectan la funcidbn de factores
transcripcionales de diferentes familias. HilD y ToxT son dos factores de transcripcion
tipo AraC, que actian como reguladores maestros de los genes de virulencia en
Salmonella y Vibrio, respectivamente (Ellermeier y Slauch, 2007; Weber y Klose, 2011).
Los acido palmitico y oleico reprimieron la expresion de hilD y toxT; ademas, el acido
oleico se une directamente y, por lo tanto, bloquea la actividad de union al DNA de HilD
y ToxT (Cruite et al., 2019; Golubeva et al., 2016). Ademas, los acidos palmitico y oleico
redujeron la afinidad de unién al DNA de los reguladores tipo TetR Rv3249c/Rv1816 y
TfmR de M. tuberculosis y Xanthomonas citri, respectivamente (Delmar et al., 2015;
Teper et al., 2019). Por lo tanto, es razonable proponer que los acidos palmitico y oleico
también interactian con algunos reguladores transcripcionales positivos o negativos de
H. pyloriy, por lo tanto, afectan la expresion de genes de virulencia en esta bacteria.

Con respecto al efecto de los AGCL sobre la expresion de cagPAl, los acidos
palmitico, oleico y linolénico activaron la transcripcion de los genes caglL y cagM, que
codifican para los componentes estructurales del SST4, mientras que la transcripcion
del gen de la citotoxina CagA no se vio afectada significativamente por cualquiera de los
AGCL probados. Ademas, la secrecion de IL-8 de las células epiteliales de AGS se
estimulé solamente cuando H. pylori crecié en presencia de acido palmitico. Nuestros
resultados sugieren que el acido palmitico podria ser una molécula de sefializacion
involucrada en la estimulacion de la inflamacion de la mucosa gastrica independiente de
CagA. De acuerdo con esta nocion, se ha demostrado que CagL es capaz de estimular

la secrecion de IL-8 independientemente de la translocaciéon de CagA (Gorrell et al.,
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2013). Esta inflamacion independiente de CagA podria estar respaldada por la baja
asociacion entre la dispepsiay las cepas H. pylori CagA+ observada en algunas cohortes
de pacientes en todo el mundo (Andreolla et al., 2016; Bommelaer et al., 2001; Heikkinen
et al., 1998; Nordenstedt et al., 2007; Vasiliou et al., 2014). Los efectos positivos del
acido palmitico sobre la transcripcion de sabA y sobre la adherencia de H. pylori a las
células epiteliales de AGS potenciarian el proceso inflamatorio, ya que SabA es una
adhesina necesaria para una fuerte interaccion entre la bacteria y las células epiteliales
gastricas, lo que favorece la inflamacion de la mucosa gastrica (Mahdavi et al., 2002).
Aungue se ha reportado que los flagelos y el peptidoglicano son estructuras implicadas
en la formacién de biopeliculas por H. pylori (Hathroubi et al., 2018), la presencia del
acido palmitico, que regula positivamente la transcripcion de los genes flaB y mraY (los
cuales codifican para la flagelina FlaB y la enzima MraY relacionada con la biosintesis
de peptidoglicano, respectivamente), no afecté a la formacion de biopeliculas por H.
pylori. Estas observaciones sugieren que mdltiples factores estan involucrados en la
formacion de biopeliculas por H. pylori en respuesta a diferentes sefiales ambientales.
A diferencia de los acidos palmitico y oleico, el acido linolénico regulo
negativamente la transcripcion de genes de virulencia como flaB, ureB, babA y cagL, y
también la de los genes reguladores fur y hrcA. En V. cholerae, los acidos oleico,
linoleico y araquidénico reprimieron la expresion de los genes ctxAB y tcpA, que
codifican para la toxina del colera y el pilus tipo IV TCP, respectivamente (Chatterjee
et al., 2007). Es destacable que el acido linoleico también aumenté la motilidad de V.
cholerae, estimulando la expresion del gen flrA, que codifica el regulador transcripcional
superior que controla la motilidad en esta bacteria (Chatterjee et al., 2007). Este doble

efecto sobre la virulencia o los genes reguladores también se observo para algunos
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AGCL en nuestro estudio. Por ejemplo, el acido linolénico mejoro la transcripcion de los
genes reguladores arsR, hsrA, hup y crdR, pero disminuyd la transcripcidn de los genes
reguladores hrcAy fur.

Nuestros datos apoyan las vias reguladoras previamente reportadas para algunos
de los genes y fenotipos que evaluamos en este estudio. Por ejemplo, se ha demostrado
que el regulador transcripcional FIgR induce la expresién de flaB pero no la de flaA, los
genes que codifican para las flagelinas de H. pylori, que se expresan como unidades
transcripcionales independientes, y se demostré que FIgR es necesario para la motilidad
de H. pylori (Spohny Scarlato, 1999). De forma coherente con estos hallazgos, nuestros
resultados indicaron que los &cidos palmitico y oleico regulan positivamente la
transcripcion de los genes flgR y flaB, pero no la del gen flaA. Aunque el acido esteérico
y linolénico indujeron la expresion del gen flgR, estos AGCL no afectaron la expresion
de flaB, lo que sugiere otros mecanismos reguladores. Ademas, se encontré que el acido
palmitico mejoraba la motilidad de H. pylori. Como se describié anteriormente, se
observé el efecto positivo de un AGCL sobre la motilidad para V. cholerae, ya que el
acido linoleico aumenté el nado bacteriano por sobrerregulacién del regulador flagelar
FIrA (Chatterjee et al., 2007). Nuestros resultados sugieren que el acido palmitico actua
como una molécula de sefializacion que favorece la motilidad de H. pylori, al inducir la
expresion del gen flaB a través del regulador FIgR.

La transcripcion de los genes fur y ureB se reprimid en presencia de acido
linoleico, lo que respalda las observaciones de que ureB esta controlado negativamente
por 5’'ureB-sRNA, que a su vez es reprimido por el sistema de dos componentes ArsRS
(Wen et al., 2003), y este operdn bicistrénico es reprimido por el regulador Fur (Roncarati

et al., 2016). En términos de sabA, se reportd anteriormente que este gen de adhesina
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fue reprimido por el sistema de dos componentes ArsRS en la cepa J99 de H. pylori
(Goodwin et al., 2008). Sin embargo, nuestros datos mostraron que todos los AGCL,
excepto el &cido estearico, pudieron estimular la expresion de los genes arsR y sabA, lo
gue sugiere que el sistema de dos componentes ArsRS regula positivamente la
transcripcion de sabA en la cepa H. pylori 26695 en presencia de estos AGCL. Estas
diferencias en la regulacién de sabA entre ambas cepas podrian estar asociadas con la
longitud del tracto poli-CT dentro de la porcién 5’ de la region codificante de cada cepa
(Aberg et al., 2014; Goodwin et al., 2008), y la actividad de union a DNA de ArsR podria
ser modificada por la estructura local del DNA y/o interaccion directa con algun AGCL.
Nuestro estudio muestra por primera vez que los AGCL afectan la expresion de
los genes reguladores y de virulencia de H. pylori. El esclarecimiento de los mecanismos
por los cuales los AGCL alteran la expresion de estos genes podria ayudar a desarrollar
estrategias antiinfecciosas para contrarrestar las infecciones por H. pylori. El acido
palmitico y oleico fueron los dos principales AGCL que aumentaron la transcripcion de
genes de virulencia involucrados en la motilidad, adherencia y sintesis de la pared celular
de H. pylori. Estos mismos &cidos grasos mejoran la expresion de casi todos los genes
reguladores probados. Mientras, el &cido linolénico reprimié la transcripcion de genes
reguladores y de virulencia. Mientras que el acido linolénico mostré un efecto dual sobre

la expresién de ambas clases de genes en H. pylori.
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9. CONCLUSIONES
e Los acidos palmitico y oleico fueron los dos principales AGCL que incrementaron
la transcripcion de genes de virulencia involucrados en la motilidad, adherencia y
sintesis de la pared celular de H. pylori.
e Los acidos palmitico y oleico aumentaron la transcripcion de casi todos los genes
regulatorios examinados en este trabajo.
Mientras que el &cido linoleico reprimié la transcripcion de los genes de virulencia y
regulatorios, el acido linolénico mostré un efecto dual sobre la expresion de ambas

clases de genes en H. pylori.

10. PERSPECTIVAS
-Realizar un estudio de transcriptémica en presencia de los AGCL empleados en
este estudio: 4cido palmitico, estearico, oleico, linoleico, linolénico.
-Observar el efecto de otros AGCL de importancia en la dieta del humano como el
acido araquidonico (omega 6); acido docosahexaenoico, acido eicosapentaenoico
(ambos omega 3).
-Purificar los 10 reguladores transcripcionales (NikR, Fur, CheY, ArsR, FIgR, HspR,
HsrA, Hup, CrdR y HrcA), sobre todo aquellos en donde se conozca mejor su
regulatoria sobre de los factores de virulencia de H. pylori como Fur, FIgR y realizar
ensayos de retardo electroforético con cada AGCL empleados en este estudio:

acido palmitico, estearico, oleico, linoleico, linolénico.
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12.Apéndice I. Figuras suplementarias
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Figura S1: Curva de amplificacion del fragmento de 128 pb del gen cagL de H. pylori, realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S2: Curva estandar de DNA del gen caglL de H. pylori realizada por qPCR en el
LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de 16.25,
3.25, 0.65 ng/uL para generar la curva estandar.
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Figura S3: Curva de disociacion de DNA del fragmento de 128 pb del gen caglL de H. pylori,
obtenida por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Amplification Curves
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Figura S4: Curva de amplificacion del fragmento de 182 pb del gen vacA de H. pylori, realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S5: Curva estandar de DNA del gen vacA de H. pylori realizada por qPCR en el LightCycler

480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de 16.25, 3.25, 0.65 ng/uL
para generar la curva estandar.
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Figura S6: Curva de disociacion de DNA del fragmento de 182 pb del gen vacA de H. pylori,
obtenida por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S7: Curva de amplificacién del fragmento de 102 pb del gen ureA de H. pylori, realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S8: Curva estandar de DNA del gen ureA de H. pylori realizada por gPCR en el
LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de
16.25, 3.25, 0.65 ng/uL para generar la curva estandar.
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Figura S9: Curva de disociacion de DNA del fragmento de 102 pb del gen ureA de H. pylori,
obtenida por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S10: Curva de amplificacién del fragmento de 147 pb del gen ureB de H. pylori,

realizada por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S11: Curva estandar de DNA del gen ureB de H. pylori realizada por qPCR en el
LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de 16.25, 3.25,
0.65 ng/uL para generar la curva estandar.

86



-(didT) Fluorescence (483-533)

65 70 75 &0 85 a0 a5
Temperature {"C)

Figura S12: Curva de disociacion de DNA del fragmento de 147 pb del gen ureB de H. pylori,
obtenida por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green
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Figura S13: Curva de amplificacion del fragmento de 135 pb del gen flaA de H. pylori, realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S14: Curva estandar de DNA del gen flaA de H. pylori realizada por qPCR en el
LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de 16.25,
3.25, 0.65 ng/pL para generar la curva estandar.
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Figura S15: Curva de disociacion de DNA del fragmento de 135 pb del gen flaA de H. pylori,
obtenida por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S16: Curva de amplificacion del fragmento de 128 pb del gen flaB de H. pylori,
realizada por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S17: Curva estdndar de DNA del gen flaB de H. pylori realizada por gPCR en el
LightCycler 480 (Roche)y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de 16.25,
3.25, 0.65 ng/uL para generar la curva estandar.
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Figura S18: Curva de disociacion de DNA del fragmento de 128 pb del gen flaB de H. pylori,
obtenida por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S19: Curva de amplificacion del fragmento de 100 pb del del gen babA de H. pylori,
realizada por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S20: Curva estandar de DNA del gen babA de H. pylori realizada por qPCR en el
LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de 16.25, 3.25,
0.65 ng/uL para generar la curva estandar
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Figura S21: Curva de disociacion de DNA del fragmento de 100 pb del gen babA de H. pylori,
obtenida por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S22: Curvade amplificacién del fragmento de 105 pb del gen sabA de H. pylori, realizada
por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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Figura S23: Curva estandar de DNA del gen sabA de H. pylori realizada por gPCR en el
LightCycler 480 (Roche) y el fluorocromo SYBR® Green. Se usaron concentraciones de 16.25,
3.25, 0.65 ng/pL para generar la curva estandar.
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Figura S24: Curva de disociacién de DNA del fragmento de 105 pb del gen sabA de H. pylori,
obtenida por gPCR en el LightCycler 480 (Roche) usando el fluorocromo SYBR® Green.
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ABSTRACT

Infection with Helicobacter pylori is one of the most important risk factors for
developing gastric cancer (GC). The type IV secretion system (T4SS) encoded in
the cag pathogenicity island is the main virulence factor of H. pylori associated with
GC. Additionally, other virulence factors have been shown to play a role in the
H. pylori virulence, such as vacuolizing cytotoxin (VacA), urease, flagella, and adhesins.
Long-chain fatty acids (LCFAs) are signaling molecules that affect the transcription
of virulence genes in several pathogenic bacteria such as Salmonella enterica, Vibrio
cholerae, Pseudomonas aeruginosa and Mycobacterium tuberculosis. However, the effect
of LCFAs on the transcription of H. pylori virulence and regulatory genes remains
unknown. Here we analyzed whether the transcription of virulence genes that encode
T4SS and cellular envelope components, flagellins, adhesins, toxins, urease, as well as
the transcription of different regulatory genes of the H. pylori strain 26695, are altered
by the presence of five distinct LCFAs: palmitic, stearic, oleic, linoleic, and linolenic
acids. Palmitic and oleic acids up-regulated the transcription of most of the virulence
genes tested, including cagL, cagM, flaB, sabA, mraY and vacA, as well as that of the genes
encoding the transcriptional regulators NikR, Fur, CheY, ArsR, FlgR, HspR, HsrA, Hup,
and CrdR. In contrast, the other LCFAs differentially affected the transcription of the
virulence and regulatory genes assessed. Our data show that LCEAs can act as signaling
molecules that control the transcription of the H. pylori virulome.
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 14:00 horas
del dia 12 del mes de septiembre del ano 2022 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DR. OCTAVIO LOERA CORRAL
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DR. MIGUEL ANGEL ARES JIMENEZ
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