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RESUMEN

Desde que la respuesta de tolerancia al 4cido (ATR) se identific6 en
Salmonella typhimurium y Escherichia coli, este mecanismo de adaptacion se ha
encontrado en una gran cantidad de bacterias Gram positivas y Gram negativas. El
objetivo principal de este estudio fue analizar la respuesta ATR en la bacteria
gastrica Helicobacter pylori. Este es un organismo neutr6filo, Gram negativo,
microaerofilico, ureolitico, cuyo tnico nicho conocido es la mucosa gstrica
humana. La respuesta ATR se ha definido como un mecanismo que se desarrolla
modificando la expresion de un grupo de genes que tienen que ver con la
homeostasis de pH y la adaptacién de las bacterias al estrés de pH acido. En
Salmonella typhimurium mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
bidimensionales se identificaron 49 proteinas que modifican su expresion frente al
estrés de pH 4cido y esta respuesta estd regulada por diversos reguladores
transcripcionales, entre los cuales se encuentra el regulador transcripcional Fur, que
originalmente fue caracterizado como un regulador de la homeostasis de hierro. En
H. pylori la adaptacién al pH é4cido del estémago se piensa que depende en gran
medida de la presencia de la ureasa. Nuestros estudios de adaptacién al pH 4cido en
H. pylori 43504 muestran que la bacteria es capaz de desarrollar una respuesta ATR
independiente de ureasa cuando el microorganismo se expone a acidos inorganicos
como organicos de cadena corta. Esta respuesta es tiempo-dependiente y necesita de
la sintesis de proteinas. El andlisis del proteoma de H. pylori, mediante
electroforesis bidimensional, durante la respuesta ATR, permitié detectar 51
proteinas que modifican su expresion como respuesta al estrés de pH. Por otra parte,
mediante el uso de un mutante isogénico fur de la cepa de H. pylori 43504
determinamos que la respuesta ATR estd bajo el control del regulador
transcripcional Fur y que la mutacion desarrolla un fenotipo sensible al acido. El
anilisis del proteoma de la cepa mutante expuesta a pH acido permitié identificar un

grupo de proteinas que podrian dar cuenta del fenotipo sensible al dcido.
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ABSTRACT

Since the acid tolerance response (ATR) was identified in Salmonella typhimurium
and Escherichia coli this mechanism was found in many Gram negative and Gram positive
bacteria. The main scope of this work was to study the ATR response in the gastric
bacterium Helicobacter pylori. This is a neutralophilic, Gram negative, microaerophilic,
and ureolitic organism that colonize the human stomach. The ATR response is an inducible
acid protection system that modified the expression of a group of genes involves with the
pH homeostasis and the acid stress adaptation mechanism. In S. typhimurium, by two-
dimensional polyacrilamide gel electrophoresis, 49 proteins modified their expression and
that mechanism is regulated by several transcriptional regulators, one of them it is the Fur
transcriptional regulator, originally characterized as iron homeostatic regulator. The main
acid mechanism adaptation in H. pylori is the urease. Our acid pH adaptation studies in A.
pylori 43504 show that the bacteria is able to develop an urease independent ATR response
when the microorganism is expose either inorganic or short-chain organic acids. This
response is time dependent and the protein synthesis is required. The H. pylori proteome
analysis by two-dimensional electrophoresis, during ATR response, showed modification
of the expression in 51 proteins, and the study with the fur isogenic mutant of H. pylori
43504 strain showed that the ATR response is under Fur control and the mutation causes an
acid-sensitive phenotype. The fur mutant strain protein analysis showed a group of proteins
that modified their expression when the bacteria is exposed to acid and they could be

involve in the acid-sensitive phenotype.
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1. INTRODUCCION

La capacidad para semsar Yy responder a cambios en el ambiente, €s una
caracteristica esencial para la sobrevivencia de cualquier microorganismo. En la infeccion
microbiana, durante la invasion de los tejidos y la proliferacién en el sitio de colonizacion,
los microorganismos se enfrentan a cambios radicales, comparados con los encontrados
antes de la infeccién (aire, agua, alimentos, condiciones de laboratorio, etc.). Ademas, los
microorganismos deben enfrentar y evadir al sistema inmune. Estas situaciones, deben ser
superadas con estrategias que le permitan sobrevivir en el hospedero invadido y finalmente

colonizarlo (Mekalanos y col., 1992).

En bacterias, la expresién genética puede ser modificada en respuesta a las
condiciones ambientales a las que se enfrentan. Algunas de las sefiales, generadas en el
medio aportado por el hospedero, capaces de inducir una respuesta a nivel de la expresion
genética son, la escasa disponibilidad de hierro u ofros iones, la temperatura alta, los
cambios de osmolaridad y de pH, la disminucién de la tensién de oxigeno y/o CO2
(Mekalanos y col., 1992). Dependiendo de la severidad y duracién del estrés, se observa

que tanto el crecimiento como la sobrevida de los microorganismos son inhibidos.

Los cambios en la expresién de los genes como respuesta a las variaciones del
medio ambiente pueden estudiarse bajo condiciones definidas, tales como: carencia de
nutrientes y/o hierro, modificando la tensién de oxigeno, la osmolaridad del medio, el pH o
1a temperatura. Todas estas condiciones seudo-fisiologicas y variables fisico-quimicas estan
asociadas a la expresién de factores de virulencia en los microorganismos patdgenos

(Mekalanos y col., 1992). Un estudio realizado en Escherichia coli, mediante la hibridacién




de cDNAs derivados del mRNA total, a un “DNA microarray” del genoma completo,
evalué los cambios globales en la expresién genética frente a la modificaciéon de los
nutrientes en el medio de cultivo y confirmé que E. coli expresa diferentes genes cuando se
crece en un medio rico comparado con un medio minimo (Tao y col., 1999). Estos
resultados confirman en un solo experimento, los estudios genéticos clasicos y de biologia
molecular, en genes particulares realizados en los tltimos 50 afios, que mostraron
determinadas variaciones de la expresién genética como respuesta a las condiciones

nutricionales a las que se enfrenta la bacteria.

Los mecanismos de adaptacién desarrollados por las bacterias como respuesta a los
cambios de temperatura, sales, agentes que dafian el DNA y el estrés oxidativo son
ampliamente conocidos y se han estudiado en detalle (Little, 1993; Yura y col., 1993; Farr
y Kogoma, 1991; Bukau, 1993). Sin embargo, se conoce mucho menos respecto de los

mecanismos desarrollados por las bacterias como respuesta a los pH extremos.

La capacidad de adaptacién desarrollada por las bacterias patdgenas para tolerar
ambientes agresivos, tanto dentro del hospedero como fuera de éste, juega un papel
importante en determinar el éxito de ellas como patogenos. Cuando la ruta de infeccién es
la via oral, el pH 4cido de las secreciones gastricas actia como una barrera que impide la
invasién por la bacteria (Drasar, y col., 1969; Giannella, y col., 1973). Sin embargo, el pH
dcido también aumenta la virulencia de algunas bacterias patégenas modificando la

expresién de genes especificos (Olson, 1993).




Al pasar al intestino el pH es cercano a la neutralidad, sin embargo, hay una alta
concentracién de dcidos orgénicos de cadena corta (AOCC), producidos por las reacciones
de fermentacion de la microflora intestinal, los que resultan agresivos para las bacterias
debido a que las formas protonadas de dichos acidos pueden difundir a través de la
membrana citoplasmética, disociarse y bajar el pH interno de la bacteria, atin cuando el pH
externo sea neutro. A pH externo bajo, la concentracion de protones es alta por lo tanto los
acidos estarfan no disociados o protonados aumentando la cantidad de 4cido disponible para

atravesar la membrana (Foster y col., 2000).

La respuesta al estrés de pH en algunos microorganismos incluye componentes de
resistencia tanto inducibles como constitutivos. Los mecanismos de resistencia al estrés de
pH constitutivos, o intrinsecos, incluyen los sistemas “housekeeping” de mantencion de la
homeostasis de pH, cuyas actividades (mds que la sintesis) varian con el pH. También
contribuyen a la tolerancia intrinseca en 4cido o base factores como las estructuras de las
membranas que influyen en la permeabilidad de protones, la capacidad amortignadora
interna, v la estabilidad frente a variaciones del pH de proteinas esenciales. Los
mecanismos inducibles de tolerancia al estrés de pH estan mas débilmente definidos.
Potencialmente, ellos pueden incluir sistemas inducibles que alteran el bombeo de protones,
disminuyen la permeabilidad de la membrana, modifican la produccion de chaperonas,

reparan el DNA o previenen el dafio de macromoléculas. (Foster y col,,1995)

Salmonella tiphymurium y E. coli crecen en medio minimo en condiciones de
acidez entre pH 5 y pH 8,5, lo que representa un rango de variacién de la concentracion de
protones de 3000 veces. Estos organismos pueden sobrevivir desde pH 4 a pH 9 durante

extensos periodos de tiempo. Sin embargo, si las células son adaptadas primero a




condiciones moderadamente 4cidas o alcalinas antes de determinar sus pHs limite, se puede
encontrar que ellas sobreviven en un rango de variacién de la concentracién de protones
sobre 1.000.000 de veces. Esta capacidad es muy importante para ambos microorganismos
tanto en situaciones normales como de patogénesis donde las condiciones de pH fluctian

draméticamente (Renberg y col.,1993).

Los factores de virulencia en las enterobacterias estdn regulados coordinadamente
por una variedad de seﬁalgs ambientales ya mencionadas (Miller y col.,1989). Un nimero
creciente de factores de virulencia inducibles por 4cido estdn siendo identificados en E.

coli, S, typhimurium, y otras enterobacterias (Slonczewski y col.,1996).

1.1 Mecanismo de respuesta al estrés de pH 4cido en Salmonella entérica serovar

typhimurium.

Durante su ciclo de vida, S. typhimurium puede sobrevivir en diferentes ambientes
en los cuales el pH es 4cido: aguas estancadas, los fluidos dcidos del estomago y los del
colon. Sin embargo, la exposicién mas relevante al dcido ocurre después de la invasion del
epitelio intestinal donde la bacteria ya fagocitada por macréfagos prolifera en los
fagosomas, organelos que poseen un pH entre 5 y 6. Al continuar con su ciclo infectivo, S.
typhimurium aun dentro de los macréfagos tiene la capacidad de sobrevivir al pH 3 a 4 que
poseen los fagolisosomas (Fields, 1980). Esta capacidad de sobrevivir en condiciones
extremas de acidez, en el macréfago, se explica porque la bacteria responde al estimulo
agresor expresando su mecanismo de respuesta de tolerancia al acido (ATR) que le permite

sobrevivir a pesar de que este pH es normalmente bactericida para esta bacteria, en ensayos




in vitro (Foster y Hall, 1990). Por otra parte, esta respuesta a la acidez es un importante
factor de virulencia (Garcia-del Portillo y col. 1993). La respuesta ATR ocurre porque la
exposicién de los microorganismos a un medio moderadamente 4cido gatilla la sintesis de
proteinas que protegen a la bacteria frente a condiciones mas extremas de acidez (Foster y

Hall, 1991).

El ATR es una respuesta global frente a cambios de pH, lo que implica la expresion
de varios genes cuya funcién es mantener la homeostasis de pH interno de la célula
bacteriana en niveles compatibles con la vida. Para que este mecanismo se induzca, las
células crecidas logaritmicamente a pH 7,6 deben ser expuestas a un pH moderadamente
4cido, entre 5,5 y 6, durante un cierto tiempo para adaptarlas al pH acido. Estas células asi
tratadas presentan entre 100 a 1.000 veces mds resistencia a un subsecuente cambio a un pH
extremo (pH 3,3) comparadas con las células no adaptadas que son transferidas
directamente de pH 7,6 a 3,3. Esta respuesta de tolerancia a la acidez requiere de la sintesis
de proteinas y resulta ser un mecanismo de defensa especifico frente al acido. El andlisis
mediante electroforesis bidimensional de las protefnas inducidas por el 4cido revela 18
proteinas con modificacién en su expresion, 6 de las cuales se reprimen mientras que otras
12 se inducen por el cambio al pH é4cido moderado. Esta induccion de los genes ATR
protege al microorganismo de condiciones mas extremas de acidez como las que S.
typhimurium encuentra en el fagolisosoma de los macrofagos (Foster y Hall, 1990). Este
sisterna de homeostasis de pH opera cuando el pH externo es inferior a 4 y su funcién es la

de mantener el pH interno entre 5 y 5,5 (Foster y Hall, 1991).




En la fase logaritmica de crecimiento de S. fyphimurium, varios genes regulatorios
participan en la induccion del mecanismo ATR. Entre ellos rpoS, que codifica para el factor
&5 de la RNA polimerasa, el regulador de hierro Fury ¢l sistema de transduccion de sefiales
PhoPQ. Cada uno de estos reguladores controla un subgrupo de proteinas de estrés dcido
(ASPs). El mecanismo ATR dependiente del factor ¢° es necesario para la respuesta de la
célula cuando ésta se enfrenta a AOCC y también contribuye a la tolerancia frente a 4cidos
inorganicos. Esta misma funcién regulatoria que presenta el factor o° se ha descrito en
otros organismos como Bacillus subtilis y Listeria monocylogenes (Gaidenko y Price,
1998; Weimann y col., 1998). Por otra parte, el regulador de hierro Fur, normalmente actlia
como un co-represor unido a hierro. Sin embargo, durante su participacién en el mecanismo
de adaptacién a pH 4cido regula la expresién de un grupo de proteinas de estrés acido

(ASPs) en forma independiente de hierro.

Durante la fase estacionaria del crecimiento, S. typhimurium desarrolla un
mecanismo ATR independiente del factor o° y parece ser diferente al observado en la fase
logaritmica de crecimiento (Foster, 1999). En esta etapa del crecimiento, el unico regulador
involu?rado en la respuesta ATR es OmpR. Este regulador normalmente responde a los
cambios de osmolaridad cuando es fosforilado por el sensor de transmembrana EnvZ,
modificando la expresion de ompC y ompF, dos genes que codifican para porinas. Sin
embargo, su funcién como regulador del mecanismo ATR es independiente de EnvZ

(Foster y col., 1999).




1.2 Respuesta al estrés dicido en E. coli.

E. coli, al igual que S. fyphimurium, posee un mecanismo de respuesta ATR en la
fase logaritmica como en la fase estacionaria de crecimiento. Sin embargo, existen
diferencias en el mecanismo de respuesta entre estas dos bacterias. Una de las diferencias
mas notables es que E. coli, al igual que L. monocylfogenes (Phan-Thanh y Montagne,
1998), presenta una mayor capacidad para sobrevivir a pH 2 (Lin y col,, 1995). S
typhimurium sobrevive escasamente a pH inferior a 3,0, mientras que E. coli puede
sobrevivir varias horas a pH 2,0. Esta diferencia se observa solo en medios ricos ya que
ambos microorganismos presentan una sobrevida similar cuando se estudia el efecto de pH
en medio minimo (Foster y col., 1999). La mayor capacidad de resistir al acido que
presenta E. coli, se debe a la presencia de tres sistemas que se expresan durante la fase
estacionaria de crecimiento. El primer sisterna‘f de resistencia al acido incluye al factor ooy
un sistema dependiente de una proteina receptora de AMPc que protege a las células a pH
2,0 en medio minimo; el segundo, requiere de glutamato ¥ de un intercambiador de
glutamato/4cido y-dmino butirico (GadC) y el tercero, es dependiente de arginina, el cual
requiere de la enzima arginino descarboxilasa, codificada por el gen adid. De estos
sistemas, el mas relevante es el dependiente de glutamato, el cual en presencia del

intercambiador GadC, permite la tolerancia a pH 2,5.

E. coli también, posee un mecanismo de respuesta ATR que se expresa en la fase
logaritmica de crecimiento, el cual se conoce como “habituacion al cambio de pH”.
Aunque, presenta un sistema de iguales caracteristicas al de S. typhimurium en medio
minimo, en estas condiciones la respuesta ATR en E. coli esta fuertemente modulado por

fosfato (Bearson y col., 1997).




Por otra parte, algunos estudios sugieren que el mecanismo de respuesta ATR que
opera en la fase logaritmica de crecimiento es diferente entre ambos microorganismos. Por
ejemplo, en la fase logaritmica en medio minimo, la respuesta ATR de S. typhimurium es
dependiente del factor o> y Fur, mientras que el de E. coli es dependiente de CysB
(Rowbury y Googson, 1997), el regulador transcripcional de los genes involucrados en la

biosintesis de la cisteina en bacterias Gram-negativas.

1.3 Regulacién de Ia homeostasis de pH y respuesta a condiciones de acidez en H.

pylori

H. pylori es una bacteria neutrdfila, Gram negativa, ureolitica, moétil, Winica en su
capacidad de colonizar el estémago humano. Es microaerofilica, bacillar, de 3 a 5 pm de
longitud y 0.5 pm de didmetro, con seis flagelos unipolares, (Dunn y col,, 1997). Su
genoma ha sido secuenciado recientemente y posee alrededor de 1500 marcos de lectura,
que codifican para una diversidad de proteinas. Alrededor de un tercio de los genes
permanecen sin asignacion de funcién mientras que los dos tercios restantes se conocen por
homologia a otras proteinas identificadas en otras bacterias (Tomb y col., 1997). La forma
espiral de este bacilo junto con su mancjo unipolar de flagelos le ha permitido adaptarse
para penetrar y nadar répidamente en la viscosa capa mucosa que protege al epitelio
gastrico (Warren y Marshall, 1983; Hazel y col., 1986; Jung y col., 1997; Nakamura y col.,
1998). Esta bacteria es ¢l agente causante de la gastritis crénica en humanos y su presencia
incrementa el riesgo de desarrollar dilcera péptica y adenocarcinoma en el estémago (Cover

y Blaser, 1996).




Las condiciones del nicho ecolégico de H. pylori son dominadas por las ATPasas de
H* y K' ghstricas, las cuales secretan écido hacia el lumen del estémago. Luego de la
colonizacién la bacteria debe tolerar las variaciones de pH que se producen en la capa
mucosa, donde el gradiente de pH va desde 2 en el lumen a aproximadamente 7 en la
superficie del epitelio (Quigley y Turnberg, 1987). En estas condiciones, la bacteria ha
desarrollado estrategias fisiologicas para sobrevivir. In vitro, H. pylori puede crecer enire
pH 4,5 v 8, siendo su rango dptimo entre 6 y 7. En ausencia de urea, la bacteria no puede
sobrevivir a pH inferiores al rango entre 4,5y 5 (Toledo y col, 2002; Marshall y col., 1990;
Clyne y col., 1995). En cambio en presencia de urea, la bacteria puede sobrevivir in vitro a

pHs tan bajos como 1 (Resultados no publicados).

La forma helicoidal caracteristica de H. pylori y los flagelos facilitan su movilidad
en la capa mucosa a pesar de su viscosidad, permitiéndole escapar del pH extremadamente
bajo del lumen géstrico. Su capacidad quimiotactica a urea y bicarbonato (Mizote y col.,
1997) le permite a la bacteria alejarse de la superficie mucosa y dirigirse a los centros de
mayor concentracion de estos agentes quimicos requeridos para amortiguar los cambios de
pH. Aunque, el mucus es una barrera parcial al contenido acido del lumen del estémago, .
pylori debe estar sujeto a exposiciones periédicas de pH 4cido, sobre todo en los periodos

de ayuno, donde el pH del mucus baja, y en la etapa inicial de la colonizacidn géstrica.

‘El principal mecanismo de adaptacidn desarrollado por H. pylori para tolerar el
ambiente 4cido es la expresion de una actividad ureasa muy eficiente, que le permite la
neutralizacién del medio inmediatamente circundante, hidrolizando la urea presente en las
secreciones géstricas para producir CO; y NH; (Dunn y col., 1990; Meyer-Rosberg y

col.,1996; Rektorschek y col., 1998). La ureasa se encuentra en el citoplasma y sobre la




superficie de H. pylori tanto in vivo como en cultivos en fase estacionaria de crecimiento
(Dunn y col,,1997a,b; Tsuda y col.,1994). La capacidad de H. pylori para sobrevivir a

exposiciones de pH 4cido depende de una combinacién de la actividad ureasa

citoplasmatica y de superficie.

En un estudio realizado por Bijisma y col. (1998), mutantes generados por
exposicion a la radiacion UV, positivos para ureasa, crecieron de igual forma que la cepa
parental sobre placas a pH 7, pero no crecieron igual cuando se hizo sobre placas a pH 3.
Estudios complementarios con los mutantes y la cepa silvestre, sugirieron que en H. pylori
existe un sistema de resistencia al 4cido independiente de urea, que probablemente depende

de la expresion de més de un gen y estd involucrado en el crecimiento a pH bajo.

El metabolismo de glucosa en H. pylori permanece activo a pHs ambientales entre
3,5 y 8,6 v la actividad de la ureasa citoplasmatica permite el metabolismo de la glucosa
entre pH 2,5 a 4, manteniendo el pH periplasmatico en 6,2. Por otro lado, la ureasa asociada

a la superficie disminuye la sobrevida de H. pylori a pH neutro (Recktorschek y col.,1998).

Ademés de la produccién de ureasa, H. pylori ha desarrollado otros mecanismos de
homeostasis de pH. En muchas bacterias, la ATPasa FiF, que transloca protones es una
enzima importante para regular el pH intracelular y sintetizar ATP. En células que respiran,
la transferencia de electrones a través de la cadena transportadora hacia aceptores
adecuados estd acoplada a la extrusién de protones y la creacion de un gradiente
electroquimico de protones de transmembrana. La estrategia bdsica de H. pylori es
mantener la fuerza protén motriz (FPM) ajustando la diferencia de potencial a través dela

membrana citoplasmatica para compensar los cambios en el gradiente de pH (Meyer-
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Rosberg y col., 1996; Sachs y col., 1996). Esta FPM se usa para convertir la energia en
ATP a través de la ATPasa F Fo; asi, la FPM se mantiene en un nivel bastante elevado para

permitir la sintesis de ATP en un rango amplio de pH externo.

H pylori puede crear un potencial de membrana interno positivo ya sea
concentrando cationes o bombeando aniones hacia afuera. Tomb y col. (1997), sugirieron
que la primera estrategia es mas probable dado que no esta claro el mecanismo para el
eflujo de aniones. Ademds, tres ATPasas que translocan protones del tipo P han sido
identificadas: CadA, CopA v la ATPasa 115. Inicialmente se pensé que estas ATPasas
estaban implicadas en la regulacién de pH extruyendo protones desde el citoplasma pero
Tomb y col. (1997) sugirieron que ellas estaban mds estrechamente relacionadas al
transporte de cationes bivalentes. Hay acuerdo de que estén involucradas en la importacion
de cationes bivalentes y eliminando metales téxicos mis que en la regulacién del pH. Los
ORFs HP1552 y HP1183 son similares a los genes que codifican los antiportadores de
Nat/H+ en E. coli y en Enterococcus hirae, respectivamente. Estos sistemas de
transportadores acoplados a H* son responsables de controlar el flujo de iones dentro y
fuera de las células y también podrian tener una funcién en la regulacion del pH en H.

pylori,

Las aminas bésicas, productos de la descarboxilacién de aminodcidos, proveen un
importante mecanismo de proteccién para las bacterias que viven bajo condiciones de bajo
pH. Especificamente en H. pylori pueden estar involucradas en la homeostasis de pH. El
gen hp0422, homéloga a sped, que codifica la arginino descarboxilasa en E. coli, puede ser
importante en la regulacién de pH utilizando los productos ae la biodegradacion de las

proteinas.
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Otro mecanismo de adaptacién al pH dcido es la hidrdlisis de la arginina por la
arginasa para la generacién de urea. Recientemente, se ha caracterizado la actividad
arginasa en H. pylori, cuya enzima estd codificada en el ORF HP1399, el cual es ortélogo
al gen rocF de B. subtilis que codifica para la arginasa (McGee y col., 1999). Esta enzima
participa en el ciclo de la urea y, en H. pylori, también se encuentra involucrada en el
metabolismo del nitrégeno (Mendz y Hazell, 1996). Estudios realizados en H. pylori
mostraron que un mutante rocF era aproximadamente 1.000 veces més sensible a la
exposicion al 4cido que la cepa silvestre y que esta sensibilidad de la mutante al 4cido no es
revertida por la presencia de arginina (McGee y col., 1999), sugiriendo que rocF en H

pylori es importante para la proteccién al 4cido.

Las investigaciones sobre los mecanismos de resistencia al estrés d4cido
independientes de la actividad ureasa, han llevado a la identificacién de genes cuya
expresion es inducida después de la exposicién al pH 4cido. Un estudio muestra que la
exposicién de H. pylori a un pH écido induce la produccion de la proteina activante de
neutrofilos (NapA) y de la alquilo hidroperéxido reductasa (TsaA), sin embargo, no se
detectaron cambios en el nivel de transcripcién de los respectivos genes. Una posible
explicacién es que el efecto del dcido sobre estas proteinas refleja una redistribucién de su
localizacién, una alteracién en sus propiedades fisicas o cambios en los niveles de

traduccién o degradacién (McGowan y col., 1997).

Otro mecanismo inducible de adaptacion al estrés de pH propuesto en H. pylori es
la expresion de algunas proteinas involucradas en la unién de la bacteria al epitelio géstrico
(Huesca y col., 1998). En este sentido, se ha identificado la Hsp70 como una proteina

inducida por el estrés acido y que actuaria como una posible adhesina. Del mismo modo, se
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ha propuesto que la Hsp60 podria participar en la proteccién y regulacién de la expresion

de la ureasa (Evans y col., 1992)

Otro de los genes inducidos es el #p0045 que codifica para la proteina Whel cuyo
peso molecular predicho es de 34,8 kDa. Esta es homéloga a proteinas bacterianas de
biosintesis del antigeno O involucradas en la conversién de manosa-GDP a fucosa-GDP.
Un mutante isogénico wheJ que expresa el antigeno O y los determinantes Lewis™ o Lewis’
fue mas sensible al estrés dcido que la cepa parental. La pérdida de expresion del antigeno
O puede también afectar la expresion de varias proteinas de superficie necesarias para la
tolerancia. Ademas, se observaron diferencias cualitativas en los perfiles de LPS entre
células de H. pylori crecidas a pH 5 y pH 7, sugiriendo que A pylori puede alterar la
estructura de su LPS en respuesta al pH acido (McGowan y col.,1998). Esta puede ser una
importante respuesta adaptativa que facilita la colonizacién de H. pylori al ambiente 4cido
del estémago, dado que el microorganismo puede alterar la estructura de sus LPS
haciéndolos mds resistentes al acido en respuesta al bajo pH, debido quizds a que la
composicién de antigeno O puede alterar la permeabilidad de la membrana cambiando la

carga superficial.

La via de reparacién de DNA por escision de nucleétidos contribuye a reparar el
dafio producido por el 4cido en esta molécula. Un mutante isogénico uvrB de H. pylori
construido mediante la insercién de un cassette de resistencia a kanamicina en uvrB mostré
un gran incremento en sensibilidad a agentes que dafian el DNA como metil-
metanosulfonados o radiacién UV, igual como ocurre con mutantes #vrB negativos de otras
especies bacterianas. El bajo pH fue significativamente mas letal para el mutante uvrB que

para la cepa silvestre, sugiriendo que esta via de reparacion por escision de nucledtidos de
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H. pylori esta envuelta en la reparaci6n del dafio en el DNA inducido por 4cido (Thompson

y col., 1998).

En H. pylori el pH del microambiente del hospedero también parece ser una sefial
que puede cambiar la expresién de algunos genes de virulencia, proteinas de membrana
externa o proteinas del tipo sensor-regulador (Olson y col.,1993). Por ejemplo, las células
de cepas cagd+ de H. pylori crecidas a pH 6 durante 48 h, inducen al maximo la expresién
de cagd, y esto se relaciona con la mayor susceptibilidad de estas cepas a pH 3 que las
cepas silvestres cagA o knock-outs isogénicos cagA. Estos datos sugieren que H. pylori
presenta una susceptibilidad diferencial al é4cido que puede contribuir a la colonizacién
preferencial de cepas particulares de H. pylori en nichos especificos de la capa mucosa

(Karita y cols, 1996).

Los datos experimentales muestran que muchos mecanismos han sido desarrollados
por H. pylori para regular el pH interno y responder a las condiciones 4cidas. Los datos
obtenidos desde el andlisis del genoma concuerdan con estas observaciones y sugieren

nuevas 4reas para ampliar la investigacién acerca de la resistencia al 4cido de la bacteria.

1.4 Acidos orgéinicos y la respuesta de tolerancia al dcido.

La exposicion a AOCC es otra condicién de estrés a la que se ven enfrentadas las
bacterias enteropatégenas durante su ciclo de vida. Uno porque los AOQOCC se encuentran
presentes en grandes cantidades en el tracto gastrointestinal y ademds porque han sido

ampliamente usados como preservantes de alimentos.
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La exposicién a AOCC tales como 4cido acético, propidnico y butirico a pH neutro
|

o cercano a la ne}utralidad, incrementan la sobrevida al 4cido de E. coli y S. typhimurium
|

(Guilfoyle y Hirschfield, 1996; Kwon y Ricke, 1998). Los estudios realizados en S.

H . - ’
typhimurium indican que la resistencia al cido se encuentra muy incrementada después de

la exposicion de jeste microorganismo a dichos 4cidos y la induccién, mediada por estos

agentes quimicoé, es ademds incrementada por una exposicién adicional a pH &cido,
anaerobiosis y/o una prolongada exposicién a los AOCC. Otra observacién sefiala que la
exposicion a una imezcla de estos acidos organicos incrementa la tolerancia de la bacteria al
estrés por alta osmolaridad (Kwon y Ricke, 1998). También se sugiere que la exposicién de
S. typhimurium a‘ estos 4cidos orgénicos incrementa la virulencia de este patdgeno por su

. | : e
capacidad de aumentar su resistencia al acido.

Estudios realizados recientemente en E. coli, utilizando matrices de genes (gene
arrays) para inve?tigm las bases de la tolerancia al 4cido inducida por acetato, mostré que la
bacteria reprime jla expresion de 60 genes. De estos, 48 corresponden a genes que codifican
para componentes de la maquinaria transcripcional. Por otra parte 26 genes incrementan su
expresion, de los cuaies 6 de ellos se conoce son importantes para la sobrevida de la
bacteria a bajo pH. Cinco de estos genes, al igual que otros 6 inducidos por el acetato, son
miembros del regulén RpoS de E. coli (Arnold, 2001). El factor RpoS, como se menciond

anteriormente, se sabe que es necesario para la induccién de la tolerancia al dcido.

Otros estudios realizados en Vibrio cholerae muestran que este patégeno también presenta
una respuesta dejtolerancia al dcido, ATR, que se divide en un mecanismo ATR inorgénico
y ATR orgénico. En V. cholera se ha demostrado que el regulador transcripcional ToxR es

necesario para la; respuesta ATR orgénica de manera independiente de ToxT. Por otra parte,
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el analisis de las proteinas de esta bacteria mediante electroforesis bidimensional después
de ser sometida a un estrés por dcidos orgénicos mostré que al menos 100 proteinas alteran
su expresién (Merrell y col, 2001). De éstas, mas de 20 polipéptidos modifican su
expresién en una mutante foxR comparada con una cepa silvestre. Ademds, la expresion de
la porina OmpU parece ser suficiente para evitar el efecto de la mutante foxR sobre la
respuesta ATR, sefialindose que OmpU tendria alguna funcién en la respuesta de

resistencia a los acidos orgénicos en este microorganismo (Merrell y col., 2001).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipbtesis

H. pylori posee un mecanismo de tolerancia al 4cido independiente de la actividad ureasa,
inducible por 4cidos inorgénicos y orgénicos y regulado por el factor transcripcional Fur.

Obijetivo General:

Se propone caracterizar el mecanismo de respuesta de tolerancia al acido, ATR, en
H. pylori y estudiar la funcién del regulador transcripcional Fur.

Objetivos Especificos:

1. Construir una cepa mutante fir de H. pylori ATCC43504 mediante la insercién de un
marcador de resistencia a cloramfenicol.

2. Analisis del proteoma de las cepas de H. pylori 43504 y su mutante isogénica fur
mediante geles bidimensionales frente a condiciones de estrés acido.

3. Caracterizar la respuesta de tolerancia al 4cido en las cepas de A pylori 43504 y su

mutante isogénica fir luego del tratamiento con acidos inorganicos y organicos de cadena
corta.
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3. MATERIALES
3.1 Cepas bacterianas utilizadas
H. pylori ATCC43504 (cag+,uret) obtenida desde la ATCC y aislada desde un paciente australiano
con tilcera péptica.
H. pylori DW504 urel (kan") facilitada por el Dr. G. Sachs (Weeks y cols, 2000).
H. pylori ATCC 700392, que corresponde a la cepa 26695 secuenciada (Tomb y cols, 1997).
H pylori FUR504 mutante fur negativa, isogénica de la cepa ATCC43504, construida en este
trabajo.
E. coli DHSa (©80 d_lacZ AM13, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, F’ end Al, gyr A96 thi-1,

hsd R17 (ne-,1ic+) » sup E44, rel A1) de Gibco BRL

3.2 Medios de cultive
Agar Luria-Bertani
BactoTriptona 10 g/1
Extracto de lavadura - 5g/1
NaCl 5g/l
Agar 15¢1
Caldo Luria-Bertani
Bacto triptona 10 g/l
Extracto de levadura 5¢gll
NaCl 5g/1
Agar Soya triptona (TSA).
Agar TSA 36 g/l
Sangre de cordero o suero de caballo 45 ml/l
Isovitalex 3mll
Dent 4 ml/l
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Caldo Brucella

Medio Brucella 30/
Suero de caballo 50 mi/t (5%)

3.3 Antibiéticos.
Ampicilina: 100 pg/ml E. coli
Cloramfenicol: 50 pg/ml E. coli
20 pg/ml H. pylori
Kanamicina: 20 pg/mil H. pylori

Todos los antibidticos se prepararon como soluciones acuosas y se esterilizaron mediante

filtracién a través de filtros Millipore de 0,22 pm.

3.4 Reactivos

Los reactivos usados se obtuvieron de los siguientes proveedores:

Gibco BRL, Maryland, USA: agarosa, extracto de levadura, tris base, peptona 140, kanamicina
sulfato, urea, EDTA, glicina, suero de caballo, endonucleasas de restriccion (EcoRV, Hindlll, Pstl),
dNTPs, Taq DNA polimerasa, fosfatasa alcalina (CIAP), polinucledtido kinasa del fago T4, DNA
ligasa del fago T4, marcador de tamafio de DNA 1 kb.

Bio-Rad Laboratories Inc., Melville, N Y, USA: SDS, acrilamida, azul de bromofenol, persulfato de

amonio, bis acrilamida, anfolito3/10.

Winkler Ltda: cloruro de magnesio, TEMED, B-mercaptoetanol, mezcla fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1), mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), glicerol, alcohol etilico,

clorofarmo, alcohol isopropilico, hidroxido de sodio, cloruro de sodio, glicina, tris, 4cido fosférico.

Sigma Chemicals Co. , St Louis, USA: persulfato de amonio, acido n-butirico, bromuro de etidio,

NP-40,
Oxoid, England: Campygen, suplemento antibidtico Dent.

Becton Dickinson and Company, USA: suplemento nutritivo Isovitalex, Agar soya triptona, caldo

soya triptona.
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Difco Lab, USA: agar granulado.
Merck Ltda, Chile. : metanol, acetona, 4cido acéfico.
NEN: [S**]-metionina.

Promega Life Sciences, Inc, USA: kit de purificacién de plasmidio “Wizard Plus Maxiprep”,
IPTG, X-Gal.

New Endland Biolabs: Inc., Beverly MA., USA: endonucleasas de restriccion (Smal, EcoRI).
Laboratorio Chile S.A.: ampicilina, penicilina.
Instituto de Salud Publica de Chile: sangre desfibrinada de cordero.

Integrated DNA Technologies,Inc: oligonucleotidos .

3.5 Plasmidios:

Se utiliz6 como vector de clonamiento el plasmidio pUC19 de New England Biolabs Inc.

Plasmido pBSC103 que contiene el gen de resistencia a cloramfenicol (caf) de Campylobacter coli
(Wang y Taylor, 1990), cedido por el Dr. Douglas Berg, del Departamento de Microbiologia

Molecular de la Escuela de Medicina de la Universidad de Washington, en San Luis, U.S.A.

3.6 Partidores
A continuacién se indican los partidores utilizados como iniciadores de la reaccién de
amplificacién del gen fur de H. pylori

FUR1 5 TATCTGGCGCGCTTGATTGC 3'

Tm (50 mM NaCl): 59,66°C

FUR2 5' GGGGGGCTCGAG/GCAGTCAAACAAATCGCCTACC 3"
Tm (50 mM NaCl): 72,64°C

FUR4 5’GTCGTTAAAGCGCCCAAAGG 3’

Tm (50 mM NaCl): 57, 90°C
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4. METODOS

4.1 Almacenamiento y cultivo de las cepas bacterianas. Las cepas de H. pylori se cultivaron sobre
placas agar-soya triptona, suplementadas con 5% de suero de caballo o sangre desfibrinada de
cordero, suplemento nutritivo Isovitalex y el suplemento selectivo Dent, en un incubador de
atmésfera controlada (5,5% COz, 70% humedad) a 37°C. Las cepas s¢ traspasaron diariamente a
placas frescas y cuando fue requerido, las placas se suplementaron con cloramfenicol (20 pg/ml) o
kanamicina (20 pg/ml). Luego de 48 h de crecimiento, una masa de bacterias equivalente a un cuarto
de placa se cosechd con un asa plastica estéril y suspendi6 homogéneamente en 1 ml de
amortiguador fosfato-salino pH 7,2 (PBS: 0,2 g/l KCI, 80 g/l NaCl, 0,2 g/l KILPOsy 1,15 g/l de
Na,HPO, pH 7,2). A continuacién las muestras.se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 min a 4 °C,
por dos veces en una microfuga Eppendorf. El sedimento bacteriano se resuspendié en 300 pl de
caldo soya triptona suplementado con 20% de glicerol para ser almacenadas a —-80°C.

La cepa de E. coli DH5u. transformada y no transformada se crecié en medio LB a 37°C
durante 1a noche con el correspondiente antibiético, segin el vector utilizado. Alicuotas de 50, 100y
150 pl se sembraron en placas agar LB para la mantencién de las colonias durante perfodos cortos

de tiempo.

4.2 Crecimiento de H, pylori en medio liquide, Para los experimentos de crecimiento de H. pylori
en medio liquido, las células se crecieron durante 24 h sobre placas de agar soya triptona, con los
suplementos anteriormente indicados. Las células cosechadas se lavaron por centrifugacién durante
10 min a 10.000 rpm en amortiguador PBS y se resuspendieron en 1 6 2 ml de amortiguador PBS

hasta alcanzar una suspensién de 3 X 108 células/ml. Las células asi tratadas se crecieron en medio

L3
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liquido Brucella pH 7,0 o pH 5,7, ajustado con HCI 0,5 N, suplementado con 10 % de suero fetal
bovino, suplemento antibi6tico Dent e Isovitalex. El medio se esterilizé6 mediante filtracién a través
de una membrana de tamafio de poro de 0,2 pm. Alicuotas de 15 ml de este medio, contenidos en
matraces estériles de 100ml de capacidad, se inocularon con 150 pl de Ia suspensidn anterior para
dar una concentraci6n inicial aproximada de 10° células/ml 6 DOsgo= 0,015 U.

Los caldos inoculados se crecieron en jarras Gaspack y el ambiente de microaerofilia se
logré introduciendo sobres de microaerofilia Campygen (Oxoid). Los cultivos se desarrollaron en
forma continua con agitacién suave a 37°C durante 72 h y los sobres productores de microaerofilia
se renovaron cada 24 h, cada vez que se midi6 la DO.

El crecimiento de los cultivos de H. pylori se determiné midiendo la absorbancia a 560 nm o

contando el nimero de colonias sobre placas de agar soya triptona, a las 0, 24,48 y 72 h.

4.3 Preparacién de DNA cromosémico de H. pylori. El DNA cromosomal de H. pylori se purifico
segin el método descrito por Clayton y Mobley (1997). Bésicamente, una suspension de H. pylori
crecidas durante 24 h en 900 pl de amortiguador Tris-EDTA (TE: Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8,0), se centrifugd en una microfuga Eppendorf a 14.000 rpm durante 5 min. El sedimento
bacteriano se resuspendié en 576 pl de amortiguador TE. Luego, se adiciond 30 pl de SDS al 10% y
3 ul de Proteinasa K 20 mg/ml. La mezcla se agité vigorosamente e incubé durante 1 h a 37° C.
Después de la incubacién se agregd a la mezcla 100 pi de NaCl 5M y 80 pl de solucion CTAB/NaCl
(4,1 g de NaCl y 10 g de CTAB para 100 mi de solucién) y se incubd por 10 minutos a 65°C. A
continuacién se adicioné un volumen equivalente de mezcla cloroformo:alcohol isoamilico (24:1),
se agité vigorosamente y se centrifugd la muesira por 5 min a 14.000 rpm. La fase acuosa s¢

{raspas6 a un tubo limpio y se agregé 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1),
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se agito y centrifugd por otros 5 min. Nuevamente la fraccién acuosa se transfiri6 a un tubo limpio y
se adiciond 0,6 voliimenes de isopropanol para precipitar los 4cidos nucleicos. La precipitacion se
desarrollé a 5° C durante 30 min. Luego, para recuperar el precipitado la mezcla se centrifugd a
14.000 r.p.m. por 10 min y el sedimento de DNA se lavé dos veces con etanol al 70%. Finalmente,

el DNA se resuspendi6 en agua bidestilada y almacend a —20° C para su posterior utilizacién.

4.4 Preparacién del DNA plasmidial. Purificaciones a pequefia escala de DNA plasmidial se
lograron utilizando el kit comercial “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System™ de

acuerdo al protocolo establecido por los fabricantes.

4.5 Amplificacién del gen fur de H. pylori mediante la técnica de PCR. La reaccidon de
amplificacién se realiz6 en un volumen final de 20 pl en solucién amortiguadora Tris-HC] 20 mM,
pH 8.,4; KCI 50 mM, 1,5 mM MgCly, 2,5 mM de cada desoxirribonucledsido trifosfato (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP), partidores a una concentracién final de 1 pM, 0,2 unidades de Tag
polimerasa y 0,1 6 0,5 pg de DNA cromosomal de H. pylori, durante 35 ciclos de amplificacién en
un termociclador MJ Research. Cada ciclo consisti6 en 40 s a 94° C (desnaturacion), 40 s a 58° C
(hibridacién) y 1min por cada 1 kb de DNA a 72° C (clongacién). Al finalizar, las muestras se

mantuvieron a 4° C hasta ser analizadas.

4.6 Digestiones de DNA con endonucleasas de restriccién. Segiin el propésito de la digestion, se
incubaron entre 10 a 30 pg de DNA con 5 a 30 U de enzima de restriccion en un volumen final de
100 pl en el correspondiente amortiguador, por un minimo de 1 h hasta un maximo de 12 h. La

temperatura de incubacién fue de 37° C. El progreso de las digestiones se analizé mediante
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electroforesis en geles de agarosa al 1% tomando alicuotas de la mezcla de reaccidén. Una vez
finalizada la digestion, el total de los fragmentos de DNA obtenidos se separd por electroforesis en

geles de agarosa de bajo punto de fusién al 1%, para su posterior purificacion.

4.7 Electroforesis en geles de agaroesa. La separacion de los fragmentos de DNA entre 0,5 y 3,0 kb
se realiz6 por electroforesis en geles de agarosa horizontal al 1% preparados en solucién TAE 0,5X
(TAE 50X: 242 g/l de Tris base, 57,1 ml/1 de 4cido acético glacial, 100 mV/1 de EDTA 0,5 M, pH
8,0). Los geles se sometieron a electroforesis en solucién TAE 0,5X a 50 mA. Las muestras se

suspendieron en solucién de carga 2X (glicerol 25%, SDS 0,5% y azul de bromofenol 0,025%).

4.8 Determinacién de la concentracién de DNA. La concentracién de DNA en las muestras se
determiné espectrofotométricamente a 260 nm. Se consideré la razén 280/260 como indicador del
grado de pureza de la muestra. La relacion utilizada fue de 1 unidad de absorbancia = 50 pg/ml de

DNA de doble hebra y 20 pg/ml de DNA de hebra simple (Sambrook y cols., 1989).

4.9 Purificacién de DNA desde geles de agarosa. Los fragmentos de DNA obtenidos a partir de las
digestiones con enzimas de restriccién se separaron electroforéticamente en geles de agarosa de bajo
punto de fusién al 1% en tamp6n TAE 1X modificado (TAE 50X: 242 g/l de Tris base, 57 ml/l de
4cido acético glacial, 100 ml/l de EDTA 0,05 M, pH 8,0). Las bandas se visualizaron en un
transiluminador UV y compararon con el estandar de peso molecular (pBR322 digerido con
HindIll). Las bandas de interés se escindieron del gel y eluyeron a través de una columna de
separacién mediante centrifugacion a 14.000 rpm durante 15 min. E1 DNA se precipitd adicionando

0,1 voltimenes de acetato de sodio 3 M pH 5,2y 2 voltimenes de etanol al 100%. Para lograr una
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mejor precipitacion, se agrego 1 ul de glucdgeno (20 mg/ml) por cada 50 ul de volumen de muestra.
La precipitacién se llevo a cabo durante 12 h a 5° C luego de lo cual se centrifugd durante 10 min a

14.000 rpm, y el precipitado se lavo 2 veces con etanol frio al 70%.

4.10 Purificacién de DNA a partir de reacciones de PCR. Los fragmentos de DNA obtenidos a
partir de amplificaciones por la técnica de PCR se purificaron con el kit “WizardTM PCR Preps
DNA Purification System”. Para asegurar la calidad de las muestras, el DNA se precipitd tal como
se indico anteriormente. Posteriormente, el precipitado se resuspendid en agua estéril y se analizé

mediante electroforesis en geles de agarosa.

4.11 Tratamiento de DNA con la Polimerasa del fago T4. Para obtener fragmentos con extremos
romos, los fragmentos de DNA de extremos cohesivos se trataron con la DNA polimerasa del fago
T4 segiin el método descrito por Weiss y cols. (1968) con las modificaciones que se sefialan a
continuacién. La mezcla de reaccién consistié de 20 a 30 pg de DNA, 10 pl de amortiguador de
reaccion 5X (Tris-HC1 250 mM, pH 7,6, MgCly 50 mM, ATP 5 mM y PEG 20%), 0,5 ul de una
mezcla de desoxirribonucleésidos trifosfato 25 mM cada uno y 2 U de la DNA polimerasa del fago
T4 en un volumen final de 50 ul. La mezcla se incub6 durante 15 minutos a 16° C, luego de lo cual

la enzima se inactivo por 5 min a 65° C.

4.12 Fosforilacién de insertos. En la misma mezcla de reaccién una vez finalizada la reaccion para
obtener extremos romos, se adicionaron 2 pl de ATP 50 mM y 40 U de polinucledtido kinasa del
fago T4. La enzima cataliza la transferencia del fosfato y del ATP al grupo hidroxilo 5’ del DNA

(Maxam A. y cols., 1977). La reaccién se llevé a cabo durante 15 min a 37° C. Luego, la reaccion
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fue detenida inactivando la enzima durante 10 min a 65°C. Los fragmentos de DNA se purificaron

con el kit “Wizard™ DNA Clean-Up System” de Promega, segtin las indicaciones del proveedor.

4.13 Desfosforilacién de vectores plasmidiales. Para remover los fosfatos de los extremos 5’ y
evitar la autoligacién de los vectores digeridos con enzimas de restriccién,‘ los fragmentos de DNA
se trataron con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) de acuerdo a las indicaciones de
Sambrook vy col. (1989) y Ausubel y col. (1987). Para esto se tomaron 10 ul de DNA a desfosforilar
(1 a 20 pg), 5 ul de solucién amortiguadora 10X para CIAP (Tris HCI 500 mM pH 8,5 y EDTA 1
mM), MgCl, 1 mM, ZnCl, 1 mM y 1 U de CIAP para un volumen final de 50 pl. Esta mezcla se
incubé a 37° C durante 15 min, luego de lo cual la enzima se inactivd por 15 min a 56° C. Entonces,
se adicioné de nuevo 1 U de enzima y se repiti6 la reaccion en las mismas condici'ones. La reaccion
se detuvo agregando 1 pl de EDTA 0,5 My calentando a 65° C por 20 min. El DNA se puificé

usando el kit “Wizard™ DNA Clean-Up System” de Promega.

4,14 Ligacién de fragmentos de DNA. La metodologia utilizada se fundamentd en la técnica
descrita por Weiss y cols. (1968) y Sambrook y cols. (1989) con algunas modificaciones.

Luego de digerir, tanto el inserto de DNA como el vector a utilizar, con las enzimas de
restriccion, se mezclaron ambos en un tubo Eppendorf en un volumen final de 50 pl en una relacién
molar de 4:1 (inserto: vector), respectivamente. Luego, se adicionaron 5 pl de solucidn
amortiguadora para ligacién 10X (Tris-HC1 300.mM, pH 7,8; MgCl, 100 mM, DTT 100 mM y ATP
10 mM), PEG al 2% y 3 U Weiss de DNA ligasa del bacteri6fago T4 y agua bidestilada estéril hasta
completar €l volumen especificado anteriormente. Todas las reacciones se llevaron a cabo durante

16hal6°C.

26




4.15 Preparacién de células clectrocompetentes. Las células competentes se prepararon de

acuerdo al método de Miller (1994).

4.16 Transformacién bacteriana con DNA plasmidial

4.16.1 Transformacién nataral de H. pylori: El protocolo de transformacion se basa
fundamentalmente en el descrito por Zhongming y Taylor (1997) con las modificaciones descritas a
continuacion.

Un cultivo fresco realizado en placa se cosechd y suspendi6 en 1,5 ml de glicerol frio al
10%. Las células se colectaron mediante centrifugacién a 6.000 rpm por 10 min a 4° C. Después, el
precipitado celular se lavd una vez més en las mismas condiciones y el precipitado se resuspendié
en 200 pl de glicerol frio al 10% y se adicion6 entre 0,5 a 1 pg de DNA. A continuacién, la mezcla
se incub6 durante 5 min en hielo y posteriormente la suspension se esparcié en un didmetro maximo
de 20 mm en una placa de agar soya triptona e incub6 en ambiente de microaerofilia a 37° C durante
12 h. Después de este periodo, las células se cosecharon cosechadas y suspendieron en tampén
fosfato salino pH 7,2. Alicuotas de 50, 100 y 150 pl de la suspencién celular se esparcieron en
placas de seleccién que contenian cloramfenicol 20 pg/ml e incubaron entre 3 a 5 dias, hasta la
aparicién de colonias.
4.16.2 Electrotransformacién de E. coli DH5a: La electrotransformacion de E. coli DHSa se
realizé basicamente segun el método descrito por Chasy y cols.,(1998), con algunas modificaciones
introducidas por Miller (1994). A un tubo Eppendorf con 20 pl de células competentes se le
adicioné 0,1 a 0,5 pg de DNA plasmidial. Se mantuvo en hielo por 5 min y se traspasé a una cubeta

estéril de electroporacién. Se utilizé un equipo de “Life Technologies BRL”, Las condiciones
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fueron: voltaje 400 V, resistencia 4.000 Q y capacitancia 330 pF. Luego de aplicar el pulso, se retird
la cubeta de la cdmara, colocindose inmediatamente en hielo y las células se diluyeron con 800 pl
de caldo Luria Bertani estéril. Luego de incubar las células por 1 h a 37° C se sembraron alicuotas de
50, 100 y 150 pl en placas LB-agar con ampicilina 100 pg/ml 6 50 pg/ml de cloramfenicol segin el

cassette de resistencia que portara el plasmido

4.17 Preparacion de la muestira para electroforesis bidimensional. Las células marcadas con
[S35]-metionina se obtuvieron mediante centrifugacién durante 5 min a 10.000 rpm. El sedimento
bacteriano se resupendié en 1 ml de buffer PBS, centrifugd y resuspendié en 300 ul de amortiguador
de sonicacién (Tris-HCI 0,01 M, pH 7,4, MgClz2 5 mM y ribonucleasa A 50 pg/ml). Las muestras se
sonicaron en un aparato 60 Sonic Desmembrater de Fisher Scientific, con una potencia de 20 W a
intervalos de 30 s por 3 veces, entre los cuales las muestras fueron mantenidas en hielo. Los lisados
resultantes se secaron al vacio a 65° C durante aproximadamente 1 h en un equipo DNA Speed Vac

DNA, 110 de Savant y se mantuvieron finalmente a —20°C para su posterior andlisis.

4.18 Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida. Los procedimientos siguientes y las
soluciones stock para el desarrollo de la metodologia de electroforesis bidimensional son descritos

por O’ Farrel (1975).
4.18.1 Primera dimensién: La resolucion de protefnas en primera dimensién se logrd inicialmente

mediante la técnica de isoelectroenfoque al no-equilibrio en geles de poliacrilamida (NEPHGE).

Para ello, capilares de vidrio de 130 mm X 2,5 mm de didmetro interno, se cargaron hasta 115 mm
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con una mezcla compuesta de urea 9,5 M, 2% Nonidet P-40, 4% de acrilamida/bis- acrilamida y 2%
de anfolitos de un rango de pH entre 3-10. Los geles de isoelectroentoque se polimerizaron con 10
pl de persulfato de amonio (10%) y 7 ul de N.N,N’, N tetremetiletilendiamina (TEMED) por cada
10 m! de mezcla. Luego de lo cual se cubrieron con 20 pl de HyO y polimerizaron durante i2ha

temperatura ambiente.

I.a muestra a analizar se resupendié en 25 pl de tampé6n de lisis (urea 9,5 M, NP-40 2%,
anfolitos 2% pH 3-10 y 5% de B-mercaptoetanol) la que se cargé en el extremo superior de los
capilares. Sobre ella se adiciond 15ul de “amortiguador de muestra: (10% de glicerol, 5% de B-
mercaptoetanol, 2,3% de SDS y Tris-HC1 0,0625 M, pH6,8). Para desarrollar la electroforesis, la
cAmara inferior (dnodo) del aparato de electroforesis de primera dimensién contenia una solucién de
NaOH 0,02 M y la cémara superior (cétodo) una solucién de 4cido fosférico 0,01 M. El
procedimiento se realizé a 400 V durante 5,5 h.

Del mismo modo se realizaron geles en condiciones de equilibric mediante la técnica de
O’Farrell (). En estas condiciones el gel de primera dimension se prepara de la misma forma que se
describi6 para el NEPHGE excepto, que los anfolitos se utilizan en una mezcla del 0,2% anfolito pH
3-10 y 0,8 % anfolito pH 5-7. Para alcanzar el equilibrio, los geles se precorren a 200 V por 10 min,
luego a 300 V por 15 minutos y 400 V por 15. En el catodo se utiliza una solucién de NaOH 0,02 M
y en el dnodo una solucién de H;PO, 0,01 M. Posteriormente se cargd la muestra y los geles se
corrieron por 7.200 Vh. Al final de la corrida, los geles se removieron de los capilares por extrusion
y equilibraron en 5 ml de amortiguador de muestra SDS durante 1 h a temperatura ambiente.

4.18.2 Segunda dimensién: La segunda dimensién es el sistema de electroforesis en geles de

poliacrilamida al 11,5 % en presencia de SDS descrito por Laemmli (1970). Después del equilibrio
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de los geles de la pril'{lera dimensién, estos se ubicaron sobre el gel concentrador y se fijaron a éste
con una solucién de agarosa al 1%, que contenia cantidades traza de azul de bromofenol. La
electroforesis se desarrollé durante 16 ha 40 V. Posteriormente, los geles se fijaron y tifieron con
una solucion de azul de Coomassie al 0,1%, en acido acético al 10% y metanol al 50% durante 30
min y posteriormente se decoloraron con una solucién compuesta por metanol al 25% y acido

acético 7,5%.

4.19 Andlisis cuantitativo de expresién de proteinas, Para analizar los geles, éstos se secaron
sobre un papel filtro Whatman y asf fueron expuestos sobre una pantalla K por 5 dias. Las imagenes
se capturaron por el equipo “Personal Molecular Imager FX” de BioRad, digitalizadas y procesadas
con el programa computacional “Quantity One” de la misma compafifa. Las manchas de proteinas se

normalizaron en cada gel, utilizando como referencia el factor de elongacién EF-Tu.

4.20 Ensayos de adaptacién y tolerancia al dicido. Para adaptar las células a una condicién subletal
de pH 4cido, una suspensién de 3 X 10® células/ml en medio RPMI1640 suplementado con
metionina y ajustado a pH 6,0, se incub6 en condiciones microaerofilicas durante 30 min a 37° C.

Después de adaptar las células a pH 7,0 6 6,0 estas se sometieron a un estrés a pH 3,0 6 4,0 a
distintos tiempos, para medir la respuesta de tolerancia al 4cido. Cada vez el pH del medio se ajustd
con HC1 0,5 M. En los experimentos donde se utilizé 4cidos orgénicos de cadena corta (acético,

propidnico o butirico) estos se obtuvieron de soluciones patrones 1 M ajustadas a pH 7,0.

4.21 Determinacién de las células viables. La determinacion de la viabilidad se realizd de acuerdo

al método de Foster y Hall (1991). Después de cada ensayo de adaptacién o tolerancia al 4cido se
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tomé 100 pl de la suspensién de células y se hizo una serie de 4 diluciones de 10 en 10, de la que se
sembrd 10 pl de cada una en sendas placas de agar soya triptona suplementadas con 5% de suero de
caballo, en las condiciones ya descritas. Las placas se incubaron durante 4 dias hasta obtener

colonias que se pudieran contar.

422 Andlisis estadistico, Los datos representan el valor promedio de al menos tres experimentos

independientes y fueron analizados mediante el test estadistico t de Student en los resultados que se

mencionen.
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5. RESULTADOS

5.1 Andlisis bioinformético del gen fur de H. pylori

Algunos de los sistemas reguladores que estan implicados en la respuesta de
adaptacion al estrés de pH 4cido, en organismos como S. fyphimurium, V. cholerae y L.
monocytogenes, son OmpR/EnvZ, PhoP/Q, RpoS y el regulador transcripcional Fur
(Bearson y col., 1997; Foster y col., 1999). Sin embargo, los genes homdlogos para estos
reguladores estan ausentes en los genomas de las cepas de H. pylori 199 y 26695, excepto el
regulador Fur, el cual corresponde al ORF HP1027 en la secuencia del genoma de H. pylori
26695 (Tomb y cols., 1997). Este ORF presenta una region intergénica de 162 pares de
bases en su extremo 5’ que lo separa del ORF HP1026, ubicado rio arriba, mientras que el
ORF HP1028, ubicado rio abajo de firr, estd orientado en forma opuesta, lo que sugiere que
el gen se transcribe en un mensajero monocistrénico. Recientemente se ha confirmado que
0

el gen fur de H. pylori se transcribe desde un promotor tinico, bajo el control del factor ¢°

y es regulado por si mismo en forma dependiente de hierro (Delany y col., 2002).

Estudios estructurales de la proteina Fur de E. coli, han permitido establecer dos
dominios funcionales, uno de eflos corresponde al dominio amino terminal el cual se une al
DNA y sufre cambios conformacionales producto de la uni6n del ion ferroso a la proteina y
el dominio carboxilo terminal que corresponde a la regién de la proteina donde se encuentra
el sitio de unién al ion ferroso. Fur se une al DNA a través de secuencias especificas,

conocidas como cajas FUR, las que se ubican generalmente en las regiones promotoras de
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los genes regulados por hierro. Fl consenso de las cajas FUR en E. coli es
5*GATAATGATAATCATTATC3’ (Escolar y col., 1999; Coy M. y col,, 1991). Sin
embargo, hasta el presente no se ha definido un consenso en H. pylori para las regiones que

interaccionan con Fur.

El andlisis de la estructura secundaria de la proteina Fur, con el programa J-Predic
(Cuff y col., 1998) muestra que Fur de H. pylori, al igual que Fur de S. pyphimurium'y E.
coli, posee tres hélices de tipo a (Hi, H,, Ha) en la regién amino terminal, seguidas por dos
hojas beta pequetias (By ¥ B2) (Fig. 1A). La tercera hélice, H3, conocida como hélice de
reconocimiento, es esencial para la interaccién de la proteina con el DNA, la que se inserta
en el surco mayor. Se sugiere que el par de hojas B podrian constituir parte de la unidad de
unién al DNA y formarian un “loop” que media el contacto secundario con el DNA

(Gonzélez de Peredo, 2001).

Estudios recientes mostraron que el cambio de la histidina 99 por isoleucina (H991),
en Fur de H. pylori, impedia el cambio conformacional necesario para la unién de la
proteina al DNA. Esto se explica porque este aminodcido actia como ligando para la union
del ion ferroso (Delany y col., 2002). Este resultado es coincidente con los datos obtenidos
con Fur de S rtyphimurium, donde experimentos de mutacién sitio dirigida a la H90
provocan el mismo efecto (Hall y Foster, 1996). La proteina Fur de H. pylori posee un
segundo sitio de unién a metal en el dominio carboxilo terminal, el sitio de unién a Zinc,
CysXYCysGly. Este mismo motivo de unién también se encuentra en Fur de S.

typhimurium y E. coli (Fig. 1 A) (Fostery col., 1996; Gonzalez de Peredo y col., 1999).
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Figura 1. Secuencia aminoacidica de Fur. A, muestra la estructura secundaria de Fur de I pylori
predicha usando el programa J-Pred. Las regiones subrayadas por dobles o simples lineas corresponden a
hojas B o hélices o, respectwamente ( Cuff v cols,, 1998). Los aminoicidos destacados en color azul
corresponden al-motivo de unién a Zinc y en rojo la R66 v la H99. B, muestra ¢l alineamiento de Ias
secuencias de aminogcidos de la proteina Fur de /. pylor: (superior) y S. typhimurium (inferior). Los
rectingulos grises indican amino4cidos idénticos y los vacios los aminodcidos similares.
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El alineamiento de la secuencia aminoacidica de Fur de S. fyphimurium con el de H.
pylori revela que entre las dos proteinas existe un 30% de identidad (Fig. 1B). Los estudios
de tolerancia al acido en S. typhimurium (Hall y Foster, 1996) permitieron aislar mutantes
de Fur que perdian la capacidad de regular la expresién de los genes requeridos para
mantener la homeostasis de hierrro, sin alterar su funcién como regulador de la respuesta de
tolerancia al acido. Este resultado indicé que la funcién de Fur en la regulacién de la
respuesta de tolerancia al 4cido (ATR) puede estar en un dominio separado en la proteina,
del dominio implicado en la funcién de Ia regulacion de la homeostasis de hierro. También,
se logré identificar algunos aminoécidos que son especificos para la funcién reguladora de
Ja respuesta ATR. Al comparar las secuencias aminoacidicas de la proteina Fur de H. pylori
con la secuencia aminoacidica de Fur de S. fyphimurium encontramos que al menos dos
aminoacidos de los sefialados por Foster, en la proteina de S. fyphimurium, se conservan en
1a secuencia de la proteina de H. pylori. Uno de ellos es H99, equivalente a la H90 en el Fur
de S. typhimurium ubicada en la regién de unién a hierro de la proteina, y la R66,
equivalente a R57 en S. typhimurium ubicada dentro de la hélice H3 que interacciona con el
DNA (Figuras 1A y 1B). De estos aminoacidos, mutaciones en la R57 de la proteina de S.

typhimurium no alteran la funcién reguladora de la homeostasis de hierro.

Estos antecedentes sefialan una gran homologia estructural entre las proteinas Fur de
H. pylori y S. typhimurium por lo que es licito pensar que Fur de H. pylori puede estar

implicado en la respuesta de tolerancia al scido ademés de controlar la homeostasis de

hierro.
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5.2 Construccién de una cepa mutante fur de H. pylori

Con el propésito de investigar la funcién de la protefna Fur en la respuesta ATR, en
H. pylori, se construyé un mutante isogénico fur-negativo de la cepa ATCC43504,
mediante intercambio alélico con el pldsmido pUCFUR*. Esto di6 como resultado la
inactivacion del gen fir mediante la insercin de un cassetie de resistencia a cloramfenicol
(caf). La estrategia de clonamiento se muestra en la figura 2. Para ello, el gen fur se
amplificé mediante PCR a partir del DNA cromosomal de la cepa ATCC700392 con los
partidores FUR1 y FUR2, obteniéndose un fragmento esperado de 1.500 pb. El producto de
amplificacién se purificé con el kit comercial, “Wizard™ PCR Preps DNA Purification
System”. Posteriormente se lig6 al vector de clonamiento pUC19 digerido con la enzima de
restriccién Smal, obteniéndose el plasmido pUCFUR. Paralelamente, se obtuvo el gen de
resistencia a cloramfenicol (caf), de C. coli, a partir del plasmido pBSC103 digerido con las
enzimas PstI'y EcoRI. Este gen tiene un tamaiio de 1,2 kb, posee su propio promotor, y un
terminador de la transcripcién Rho independiente. El gen cat aislado, se ligé al plasmido
pUCFUR previamente digerido en el tinico sitio EcoRV, ubicado dentro del gen fir. El
plédsmido pUCFUR’ se purificé mediante lisis alcalina de las colonias transformantes con el

kit comercial “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System”.

La cepa mutante knock-out en el gen fur, se obtuvo incubando la cepa H. pylori
43504 con el plasmido pUCFUR" durante 24 h en condiciones microaerofilicas, para
permitir el intercambio alélico. Las colonias recombinantes se seleccionaron luego sobre

placas de agar-sangre suplementadas con cloramfenicol. Una vez amplificadas, se
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extrajo el DNA cromosomal de las bacterias y el analisis mediante PCR con los partidores
FURI1 y FUR4 confirmé el reemplazo del gen fur original por el gen interrumpido (Fig. 3).
Los clones seleccionados fueron aquellos en los cuales sélo se obtuvo una banda de 2.670
pb, correspondiente a la suma de los tamafios del gen fur mas el inserto correspendiente al

gen de resistencia a cloramfenicol creandose la cepa H. pylori FURS504.

4 Oligonucledtidos PCR “
especificos para fur

1.- DNA polimerasa del fago T4
2.- Polinucledtido kinasa
3.- pUC19 digerido con Smal

4.- DNA ligasa

3Tt 1)
e,
WSS

DNA cromoso

H. pylori

—p
1.- EcoRV
2-" Cﬂf
3.- DNA ligasa

Figura 2. Estrategia general de clonamiento. Metodologia bésica utilizada para el clonamiento e interrupeion
del gen fur de H. pylori ATCCA3504.
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PM WT  fur

Figura 3. Anélisis mediante PCR del gen fir mutagenizado. La figura muestra un gel de agarosa en el que la
primera linea corresponde al estdndar de peso molecular (Marcador 1 kb de Gibco BRL). wt corresponde a la
amplificacién del gen fir desde DNA cromosomal de la cepa parental (1500 pb) y fur corresponde a la
amplificacién del gen interrumpido en la cepa isogénica fir negativa (2.670 pb).

5.3 Induccién de la respuesta de tolerancia al cido en H. pylori

Para inducir la respuesta de tolerancia al 4cido en H. pylori, una suspension de 3x10°
ufc/ml de bacterias se incubé a pH 6,0 en medio RPMI1640 durante 0, 15, 30, 45 o 60 min
a 37°C. Luego de cada tiempo se estudio la resistencia al acido incubando las bacterias por
30 minutos a pH 4,0. El nimero de células viables se determind segln el método de Foster
y Hall (1991). La respuesta maxima de tolerancia al acido se alcanzd a los 15 min de
adaptacién a pH 6,0. Este resultado indica que H. pylori desarrolla una respuesta de

tolerancia al 4cido (Figura 4).
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Figura 4: Respuesta de tolerancia al 4cido en H. pylori. Las células se crecieron hasta la mitad de la fase
exponencial y se resuspendieron en amortignador fosfato-salino o medio RPMI1640 ajustados a pH 6,0 con
HCI durante 0, 15, 30, 45 0 60 min. Después de cada tiempo de incubacién a pH 6,0 el pH se ajust6 a 4,0 con
HCL En la abscisa, se indica el tiempo de adaptacitn en min, y en el eje de las ordenadas, el porcentaje de
sobrevida durante el estrés de pH #cido, expresado en escala logarftmica de acuerdo al método de Foster y
Hall (1991). Los resultados muestran el porcentaje promedio de sobrevida de al menos tres experimentos y
sus respectivas desviaciones estdndar. El asterisco sobre las barras indica diferencias significativas con

respecto a las células sin adaptar (p<0,05).

5.4 Crecimiento de H. pylori 43504 y de su mutante isogénica FUR504 en medio de

cultivo liquido.

El efecto de la mutacién del gen fur sobre el crecimiento de H. pylori se determind en
caldo Brucella a pH 7,0 6 5,7, suplementado con 5% de suerc de caballo. No se observaron
diferencias significativas entre el crecimiento de las cepas de H. pylori 43504 y FURS04 a
pH 7,0 (Figura 5). El crecimiento de ambas cepas mostrd un retardo en las primeras 24 h de
incubacion, luego de lo cual se alcanzé el estado estacionario a las 48 h. Luego de este
tiempo se observé una répida pérdida de la viabilidad de las células tal como se ha descrito

en la literatura. El tiempo de generacién calculado fue de aproximadamente 3 h para ambas

cepas.
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Las tasas de crecimiento de la cepa parental y la mutante fur mostraron diferencias
significativas cuando el experimento se realizé a pH 5,7, siendo el crecimiento de la cepa
FURS04 inhibido en estas condiciones de acidez, mientras que la cepa parental mostré un
crecimiento significativamente mayor, cuando fue crecida a pH 5,7. (Figura 5) que el

observado a pH 7,0.

0,800 T

DO
%80 4,600 -

0,400 -

0,000 -

pH7.0 pH 5,7

Figura 5. Crecimiento de H. pylori en medio liguido, Las barras representan el valor de DOseo alcanzado por
Jos cultivos de las cepas 43504 y FUR504 a pH 7,0 o pH 5,7. La densidad inicial para todos los cultivos fue
de 0,015 unidades/ml. Las barras con textura indican el crecimiento de la cepa 43504 en ambas condiciones
de acidez y las barras con fondo gris indican el crecimiento de 1a cepa FUR504. Los resultados representan el
promedio de tres experimentos independientes y sus respectivas desviaciones estandar. El asterisco indica
diferencias significativas con respecto a la cepa 43504 en iguales condiciones (p<0,05).

40




Luego de 48 h de crecimiento, la cepa parental elevd el pH inicial del medio de 5,7 a
7,0. Mientras que el pH del medio subi6 a 6,0 durante el crecimiento de la cepa mutante.
No se observé variacién del pH en el medio sin inocular durante el curso del experimento.
Los resultados muestran que Fur tiene una funcién importante en la mantencién de la
homeostasis de pH en la célula lo que le permite tolerar el pH acido v crecer en las

condiciones experimentales descritas.

5.5 Respuesta de tolerancia al dcido en H. pylori FURS04

Para comparar la resistencia al cido generada como respuesta a la adaptacion a pH
6,0 en la cepa 43504 y la cepa FURS504, se monitoreé y comparé durante 30 min la
viabilidad de las células a pH 4,0. Las curvas de viabilidad obtenidas muestran que la cepa
43504 es capaz de desarrollar una respuesta ATR, después de ser adaptada a pH 6,0, la cual
no se observa en el control no adaptado (incubado a pH 7,0) tal como se indica en la figura
6. Por otra parte, la mutante FUR504 no fue capaz de desarrollar una respuesta ATR
indicando que la proteina Fur es esencial para el desarrollo de esta respuesta. No se
observaron diferencias significativas de sobrevida durante el estrés 4cido entre las cepas

43504 y FUR504 sin adaptar (pH 7,0).
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Figura 6. Respuesta de toleran
adaptaron a pH 6,0 o pH 7,0 duran

fraccién de colonias viables expresadas

cia al 4cido de las cepas H. pylori 43504 (A) y FURS504 (B). Las células se
te 30 min y luego se expusieron a pH 4,0 por 30 min. El eje y indica la

como porcentaje, luege de la exposicién a pH 4,0. Los datos

representan los promedios de al menos tres determinaciones independientes y sus D.E.

5.6 Sintesis de proteinas durante la adaptaci6én a pH 6,0

Con el propésito de averiguar si la respuesta de tolerancia al 4cido induce la sintesis de
protefnas, el protocolo de adatacion de las células a pH 6,0 se desarroll6 en presencia de un
inhibidor de la sintesis de proteinas. Para ello se adiciono cloramfenicol (20 pg/ml) en el
medio de incubacién durante la etapa de adaptacion de H. pylori 43504 y se mantuvo el
antibidtico durante el estrés 4cido. Esta concentracién de cloramfenicol fue suficiente para
alcanzar una inhibicion en la sintesis de aproximadamente 95%. (Resultado no mostrado).
Tal como se muestra en la figura 6A, después de 30 min de incubacién a pH 4,0, el cultivo
adaptado en presencia de cloramfenicol tuvo una menor sobrevida qgue el cultivo adaptado
en ausencia del antibidtico (Figura 6A). El resultado sugiere que para que se produzca el
efecto protector de la etapa de adaptacién al pH levemente écido, debe producirse la
sintesis de algunas proteinas claves que son responsables de la sobrevida de las bacterias

durante el estrés de pH écido.
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La presencia del cloramfenicol durante una hora en el medio de incubacién, no tuvo
efecto negativo sobre la viabilidad de las células. El mimero de células viables provenientes
de 1a incubacién en presencia del antibitico fue igual al nimero de células recuperadas de

la incubacidn realizada ent ausencia de cloramfenicol.

5.7 Anslisis del patrén de proteinas expresadas durante la adaptacién de H. pylori

43504 a pH 6,0

Tos datos anteriores sugieren que la sintesis de proteinas es importante para
desarrollar la respuesta ATR durante la adaptacién de H. pylori a las condiciones subletales
de acidez. Es importante entonces determinar los cambios producidos en el patrén de

proteinas en la bacteria que le permiten tolerar y crecer en condiciones de pH 4cido.

Una suspensién de células de la cepa 43504 se incubd a pH 6,0 6 7,0 por 1 h en
medio RPMI1640 suplementado con 100 uCi de [S*]metionina. Luego, las células
sonicadas se sometieron a electroforesis bidimensional del tipo NEPHGE en geles de
poliacrilamida para analizar el patrén de protefnas expresadas en las células adaptadas y no
adaptadas a pH 6,0. Posteriorménte los geles deshidratados se expusieron durante 5 dias a
una pantaila K, de la cual se puede obtener una imagen digitalizada cuando ésta es
analizada en un equipo “Personal Molecular Imager FX”, mediante el programa “Quantity

One” de BioRad.
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La figura 7 muestra la imagen digitalizada obtenida y se observa que al menos 51
proteinas modificaron su nivel de expresion en las bacterias adaptadas a pH 6,0 (B) al
comparar con el patrén de proteinas obtenido de las células no adaptadas (A). De éstas, 29
mostraron un aumento en su nivel de expresion (flechas azules), mientras que 22

disminuyeron su expresion (flechas rojas).

Figura 7. Analisis de la expresion de proteinas durante la respuesta ATR en H. pylori mediante electroforesis
bidimensional en geles de poliacrilamida del tipo NEPHGE. Una suspension de 3x10® células/ml de H. pylori
43504 se incubo en el medio RPMI1640 suplementado con 100pCi/ml de [S**]metionina durante 1 ha37°C a
pH 7,0 (A) o pH 6,0 (B). Las flechas rojas indican proteinas cuya expresion esta disminuida a pH 6, mientras
que las flechas azules indican proteinas que estan aumentadas a pH 6,0. Las elipses en A encierran todas las
proteinas que se indican con flechas en B. A la derecha de la figura se indica la movilidad de los marcadores
de pesos molecular, en kDa. La escala horizontal superior indica la escala de pH. Los geles mostrados para
cada condicion son los mas representativos entre al menos cuatro experimentos independientes.
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5.8 Patrén electroforético de las proteinas de H. pylori 43504 y FUR504 mediante

electroforesis bidimensional

Con el propésito de identificar ol efecto de la mutacién del gen fur sobre la sintesis de
las proteinas en la cepa FURS504, se analiz6 el patron electroforético bidimensional de las
cepas 43504 y FURS504. Para ello las bacterias se incubaron primero en presencia de
[S**metionina a pH 7,0, tal como se describi6 anteriormente. Los geles 2D se analizaron en
triplicado para poder determinar cambios consistentes en el patron de proteinas y los mas
representativos de ambas cepas se presentan en la Figura 8. La comparacién del patrén de
proteinas de ambas cepas indicé que al menos diez proteinas presentaron un incremento
significativo producto de 1a inactivacidn de fur y seis proteinas disminuyeron (p<0,05).
Este resultado sefialé que Fur estaria actuando directa o indirectamente como regulador

positivo y/o negativo en la expresion de estos genes.

De entre las proteinas que aumentaron su expresién en la cepa mutante FUR504 se
identifico las proteinas Pfr (ferritina), NapA (proteina activante de neutrsfilos) y TsaA
(alquilo hidroperéxido reductasa). La asignacion de identidad para estas proteinas se realizd
de acuerdo a sus coordenadas de migracion en los geles bidimensionales y mediante la
comparacién de estos pardmeiros con los que se obtienen de geles bidimensionales
disponibles en la literatura (Kim y col. 2002, McAtee y col. 1998, Slonczewskij y col.

2000, Jungblut y col. 2000).
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Figura 8. Anilisis 2D PAGE del patron de proteinas de H. pylori 43504 y FURS04. En A se muestra el
patrén electroforético de la cepa 43504 y en B el de la cepa FUR504. Las células se incubaron tal como se
sefiala en la figura 7 durante 1 h a pH7,2. Las proteinas que muestran diferencias cuantitativas (p<0.05) entre
las dos cepas se indican en cuadrados. La flecha azules indican las proteinas que aumentaron su expresion y
las rojas, las que disminuyen.

5.9 Analisis del patrén electroforético de la cepa FUR504 de H.pylori durante la

adaptacién a pH 6,0

Mediante electroforesis bidimensional se analizé el patron de proteinas expresado
por el mutante fur adaptado a pH 6.0, tal como se describe en el experimento desarrollado
en la cepa 43504. En la figura 9B se muestra el patron electroforético obtenido cuando la
cepa 43504 es adaptada a pH 6,0 y en A, el patrén proteico de la cepa FURS504. El analisis
comparativo de los geles muestra que en la cepa FUR504 hay 15 proteinas cuya expresion
se observo alterada respecto del patrén de proteinas de la cepa 43504. De este grupo, 6

aumentaron su expresion por la falta del regulador Fur, contrariamente a lo que se observa
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en la cepa parental que disminuyen su expresion por efecto de la adaptacion a pH 6,0. Entre
estas proteinas estdn NapA, Pfr y TsaA, identificadas por sus coordenadas de migraciéon y
mediante la comparacién con geles bidimensionales disponibles en la literatura, como ya se
menciond. Por otra parte, en circulos se indican 7 proteinas que pierden la capacidad de ser
inducidas y que en la cepa parental aumentan su expresién por efecto del pH &cido. Este
resultado sugiere que la pérdida de la respuesta ATR en la cepa FURS504 se podria deber en

parte a la falta de regulacién de este grupo de proteinas y en particular de aquellas que no se

indujeron.

Figura 9. Patrén electroforético de las proteinas expresadas durante la adaptacién a pH 6,0 en las cepas 43504
y FUR504. A Patrén proteico de la cepa mutante. En circulos se indican las proteinas que no son inducidas y
en rectangulos las que no son reprimidas durante la respuesta ATR. B. Patrén de proteinas obtenido de la cepa
parental en las mismas condiciones. En este gel se sefialan las proteinas identificadas mediante sus
coordenadas de migracion,
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5.10 Adaptacién a dcidos orgénicos y respuesta ATR

En el intestino humano hay una alta concentracion de dcidos orgénicos productos de
la fermentacién de la flora bacteriana (Cummings y col., 1987) que puede inducir una
respuesta ATR en las diferentes bacterias que se encuentran en este medio. Dado que A
pylori es el causante de la tdlcera duodenal, es licito pensar que la bacteria puede estar
sujeta a un estrés de pH 4cido por la presencia de estos acidos orgénicos ¢ inducir una
respuesta ATR tal como lo muestran los estudio realizados en E. coli y S. typhimurium
(Kwon y col., 1998; Arnold y col., 2001). Por lo tanto, el siguiente objetivo fue estudiar si
Jos 4cidos orgdnicos de cadena corta pueden desarrollar en H. pylori una respuesta ATR
similar a la observada en E. coli y S. typhimurium (Aol y col., 2601; Kwon y col., 1998).
Con ese proposito, H. pylori 43504 se incubd en presencia de 100 mM de 4cidos acético,
propidnico o butirico, a pH 7,0 durante 1 h. Luego de este periodo de incubacién las células
se centrifugaron y se lavaron con amortiguador fosfato salino, para retirar el acido
orgénico. Posteriormente, las células se resuspendieron en medio RPMI1640 ajustado a pH
3,0 con HCI, para provocar un estrés acido, durante 25 min. Como control del experimento
se usé una solucién de NaCl 100 mM, pH 7,0 debido a que se utilizé NaOH (1,0 M, pH
7,0) para ajustar el pH final de las soluciones de 4cidos organicos y ademds, descartar un
posible efecto de shock osmético. El porcentaje de sobrevida de la bacteria se calculd
determinando el niimero de bacterias recuperadas después del estrés a pH 3,0 en relacion
con el nimero de bacterias obtenidas después de la incubacion en presencia del dcido

organico, segin el método de Foster y Hall (1991).
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La respuesta ATR desarrollada por los &cidos acético y propiénico, fue
significativamente mayor que la inducida por acido butirico o por NaCl, pero menor a la
obtenida cuando las células se trataron con HC, siendo la viabilidad de 0,35% después de
la exposicion a cido propi6nico, de 0,1 1% después de la adaptacién con &cido acético y un
0,045% luego de la exposicion a 4cido butirico, mientras que con NaCl sélo se alcanzé un
0,023%. La adaptacién a 4cido propi6nico desarrollo la mayor tolerancia al acido (Figura
10). Con el proposito de ver si habia alguna diferencia en el crecimiento de las bacterias
después del tratamiento con los 4cidos organicos, que explique las diferencias observadas
por la respuesta ATR, se lavaron las células y se sigui6 el crecimiento de ellas en medio
RPMI1640 ajustado a pH 7,0. No se observd diferencias en el crecimiento de las cepas
tratadas con los 4cidos organicos versus las no tratadas, por lo que se descarta que la mayor
tolerancia al 4acido, luego del tratamiento, se deba a un aumento en el crecimiento de las
bacterias (resultados no mostrados). Los resultados indican que la exposicion a los dcidos
organicos inducen una respuesta ATR en H. pylori y que este nivel de respuesta depende
del tipo de 4cido orgénico, con el cual se produce la adaptacién. Ademds, el control
realizado con NaCl indica que esta respuesta no se relaciona con un posible estrés osmético

debido a la alta concentracién de dcidos o de las sales presentes.
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Figura 10. Respuesta de tolerancia al 4cido de H. pylori 43504 y FUR504 inducida por 4cidos orgénicos. H.
pylori se incubb con 4cido acético, propiénico o butirico 100 mM, ajustado a pH 7,0, por una hora, para
inducir la respuesta ATR. Luego de lavadas con PBS, las células se sometieron a un estrés de pH dcido (pH
3,0). Las barras representan el promedio de al menos tres experimentos independientes y sus respectivas
desviaciones estandar. El * indica diferencias estadisticamente significativas en relacién con el control tratado
con NaCl 100 mM. Los ** indican diferencias estadisticamente significativas entre la cepa mutante y la cepa
parental (p<0,05).

El siguiente objetivo fue determinar si Fur tiene alguna funcién en la respuesta de
tolerancia al 4cido inducida por los 4cidos orgémicos. Para ello, la cepa de H. pylori
FURS504 se incubd en las condiciones descritas en presencia de los dcidos orgénicos, ya
sefialados, durante una hora y luego se sometieron a un estrés de pH 3,0 durante 25 min.
Los resultados muestran que luego de adaptar las células a pH 7,0 en presencia de dcido
acético, propidnico o butirico la sobrevida a pH 3,0 fue de 0,027 %, 0,038% y 0,037%
respectivamente (Figural0). Mientras que el control en presencia de NaCl 100 mM y
ausencia de 4cido orgénico fue de 0,01%. Este resultado indica que la cepa FUR504 no es

capaz de desarrollar esta respuesta ATR sugiriendo que el regulador transcripcional Fur
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también modula el mecanismo de la respuesta ATR cuando las células son expuestas a

acidos orgéanicos de cadena corta.
5,11 Efecto de los Acidos orgénicos sobre la sintesis de proteinas en H. pylori

La exposicién del microorganismo a 4cido acético o propidnico induce una
respuesta de tolerancia al 4cido y esta es modulada por Fur. En la figura 11, se muestra el
perfil electroforético, mediante electroforesis bidimensional al no-equilibrio, de las
proteinas de H. pylori 43504 incubadas a pH 7,0 durante una hora en presencia de acido
acético (A) o é4cido propionico (Figura 11B). En cambio en C se observa el perfil
clectroferético de las proteinas de las células incubadas con &cido butirico obtenido

mediante la técnica electroforética de O’ Farrell (1972).

El andlisis cuantitativo de los geles mostrd una disminucién en la cantidad de
[**Simetionina incorporada a las proteinas durante el tratamiento con los dcidos orgénicos
en relacion con la incorporacién del aminodcido cuando las células se trataron con HCL El
tratamiento de las células con 4cido acético resulté en un 12% de incorporacién del
aminodcido respecto de la incorporacién obtenida en el control en ausencia de 4cidos
organicos. Mientras que el tratamiento con los 4cidos butirico y propidnico resulté en un
34% y un 24% de incorporacién del aminoécido respectivamente. Como ya se menciono, la
adaptacion de las células con dcidos orgénicos no produce una pérdida significativa de la

viabilidad en el tiempo del ensayo que explique esta menor incorporacién del aminodcido.
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Figura 11. Patrén electroforético de las proteinas de H. pylori trat

de H. pylori 43504 se tratd por 1 h con 4cidos organicos 100 mM, en presencia de [S**Jmetionina.
A 4cido acético, B: 4cido propidnico y C: butirico. Los tres geles superiores muestran los perfiles

electroforéticos obtenidos utilizando la técnica de NEPHGE
O’ Farrell.

y los dos inferiores utilizando la técnica de

ada con acidos orgénicos. Una suspension
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5.12 Anélisis de la expresién de proteinas en H. pylori después del tratamiento

con ficidos orgdnicos

La adaptacion de H. pylori a pH 7,0 en presencia de 4cidos orgénicos provoco una
disminucién importante de la sintesis de proteinas, tal como se muestra en la figura 11. Sin
embargo, al ser sometidas estas células a un estrés de pH 4cido ellas desarrollan una
respuesta de tolerancia al &cido, que de acuerdo a los experimentos realizados con la cepa
FUR504 parece ser dependiente de Fur. Con el proposito de determinar si despucs del
tratamiento con los dcidos orgénicos existe una etapa de recuperacién de las células, se
incubé H. pylori 43504 en presencia de 4cido propi6nico ajustado a pH 7,0 por una hora.
Luego se centrifugaron las células se lavaron con amortiguador fosfato salino y se
resuspendieron RPMI1640 ajustado a pH 7,0 suplementado con [S**Jmetionina, durante 15
min. Las células se analizaron mediante electroforesis bidimensional. Los autorradiogramas
muestran que después de retirar el acido orgénico, del medio de cultivo, se restablece la
sintesis de proteinas y €sta es mayor que la que se observo en las células controles, que no
fueron tratadas con 4cido propi6nico (Figura 12). Este resultado indica que la exposicién de
la bacteria a los dcidos orgénicos produce una disminucién de la sintesis de proteinas , que
no produce un efecto bactericida sobre la bacteria al menos durante el intervalo de tiempo '

en el cual se desarrollaron los experimentos.
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se retird el acido lavando las células con PBS y se incub
suplementado con 100 nCi de [S**]metionina.

Figara 12. Analisis bidimensional de las proteinas de H. pylori 43504 después del tratamiento con dcido
propiénico. En A se observa la incorporacitn de la metionina en una suspensién de H. pylori 43504 incubada
en medio RPMI1640 a pH 7,0 suplementado con 100 pCi de [S**]metionina por 10 minutos y en B, una
suspensién de bacterias file tratada con 4cido propiénico 100 mM a pH 7,0 durante 1 h, luego de este tiempo
aron por 10 min a pH 7,0 en medio RPMI1640
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6. DISCUSION

6.1 Respuesta de tolerancia al dcido en H. pylori

H. pylori, coloniza la mucosa gastrica donde ¢l pH es aproximadamente entre 4 y 5,
razén por la cual se piensa que la bacteria est4 muy bien adaptada a vivir en condiciones de
acidez. Sin embargo, los resultados de este estudio muestran que H. pylori es capaz de
desarrollar una respuesta de tolerancia al 4cido (ATR), durante la exposicion a condiciones
subletales de pH 4cido (pH 6,0) ¥ que este mecanismo es independiente de la presencia de
la ureasa, enzima que se reconoce como factor de virulencia y colonizacién. La respuesta
ATR inicialmente se describié en S. typhimurium y posteriormente se estudié en E. coli.
Desde que esta repuesta fue identificada en estas dos enterobacterias, se ha demostrado que
una gran cantidad de bacterias Gram negativas y Gram positivas han desarrollado un
mecanismo de tolerancia al 4cido, que les permite sobrevivir a condiciones més drasticas
de acidez.

Karita propuso que H. pylori desarrolla la respuesta ATR (Karita y Blaser, 1998)
pero sus estudios no analizaron las caracteristicas de ésta. En H. pylori 1a respuesta ATR
parece ser temporal y depende de la sintesis de un grupo de proteinas. Nuestros resultados
muestran que la méxima tolerancia al &cido desarrollada por H. pylori se alcanza a los 15
min de adaptacién a pH 6,0, condicion en la cual el ntmero de células recuperadas y que
sobreviven a este estrés es mayor aproximadamente en 2 a 3 érdenes de magnitud despues
de la exposicién a pH 4,0 comparado con el nimero de las células recuperadas no
adaptadas (expuestas a pH 7,0). Por otra parte, la respuesta se mantiene al menos una hora
durante el proceso de adaptacién, aunque la sobrevida de las bacterias va disminuyendo a

medida que ¢l tiempo de adaptacién se hace més prolongado.
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Foster en sus estudios de adaptacién a pH écido con S. typhimurium también
encontré que el méximo de la respuesta se alcanza a los 15 min de adaptacién a pH
subletal v que ésia va d'eclinando a medida que transcurre el tiempo de adaptacion,
sugiriendo que la respuesta €s temporal (Foster y Hall, 1991). Sin embargo, el caricter
transitorio de esta respuesta parecer no Ser una caracteristica general en todos los
microorganismos estudiados, ya que en ¢l caso de L. monocytogenes la adquisicién de la
tolerancia al 4cido se consigue gradualmente durante la etapa de adaptacion (Davis y col,,
1996).

La respuesta ATR desarrollada por H. pylori a pH 6,0 no solo protege a la bacteria
del estrés a pH 4,0 sino que también la protege a condiciones mdis extremas de acidez
como pH 3,0 (Toledo y col., 2002). Esto sugiere que la respuesta ATR desarrollada por H.
pylori es similar a la desarrolla por S. typhimurium cuando la bacteria es expuesta a pH 5.8
(Foster, 1991). Es bien conocido que A. pylori no puede crecer y sobrevivir in vitro a pH
50 o menor y que en estas condiciones de acidez la presencia de urea aumenta
notablemente la sobrevida del microorganismo (Toledo y col., 2002). Recientemente,
Toledo y col. (2002) mostraron que Fl. pylori no es capaz de desarrollar respuesta ATR en
presencia de urea. Sin embargo, es posible lograr que la bacteria responda a los efectos del
pH 4cido, desarroliando una respuesta ATR en condiciones en las que el microorganismo
no es capaz de utilizar la urea. Esta condicion se logrd con la cepa de H. pylori DW504,
mutante para el gen wrel que ha sido caracterizado como un canal especifico para urea
(Weeks y col, 2000). Con esta cepa es posible inducir la respuesta ATR
independientemente de la presencia de ureasa (Toledo y col., 2002).

Una caracteristica importante de la respuesta ATR en H. pylori es que depende de

la sintesis de novo de algunas protefnas, como lo demuestran los estudios realizados en
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presencia de cloramfenicol, un inhibidor de Ia sintesis de proteinas, durante la etapa de
adaptacién, Este resultado es coincidente con los estudios realizados en S. typhimurium, E.
coli, A. hydrophila, Streptococcus faecalis 'y L. monocytogenes, donde también se ha
determinado que la sintesis de proteinas es esencial para que estas bacterias desarrollen la
respuesta ATR.

El anilisis de las protefnas mediante electroforesis bidimensional d.espués de
inducir la respuesta ATR muestra que ésta es compleja, produciéndose la induccion y la
represion de la sinte:c;is de un gran niimero de proteinas (Toledo y col., 2002; Foster, 1991;
Davis, 1996). El patrén electroforético de las proteinas de H. pylori adaptado a pH 6,0,
obtenido mediante electroforesis en geles de poliacrilamida bidimensionales del tipo
NEPHGE, muestra que aproximadamente 51 proteinas se ven afectadas por la presencia
del 4cido, tal como se ha descrito en otras enterobacterias. De éstas, 29 proteinas aumentan
su expresion y 22 la disminuyen. Dentro del grupo de proteinas que aumentan su expresion
se identificd a las subunidades UreA y UreB, de la ureasa, por sus coordenadas de
* migracién, dadas por su pl y peso molecular, y por la gran cantidad de estas proteinas que
normalmente representan el 15% de la proteina total de la bacteria. Es interesante destacar
que nuestro resultado es coincidente con otro estudio que indica que hay un aumento de la
transcripcion de los genes ured y wureB cuando la bacteria se crece en condiciones
subletales de acidez (Ang y col., 2001; Allan, 2001). Otra proteina identificada, por sus
coordenadas de migracién, es la proteina TsaA que disminuye su nivel de expresion,
coincidiendo con el resultado de Slonczewski y col. (2000) quienes encontraron que TsaA
disminuye su expresién durante el crecimiento de H. pylori en medio 4cido, pH 5,5. Sin
embargo, este resultado es contradictorio con los resultados obtenidos en E. coli que

muestra un incremento de expresion, en condiciones de pH 4cido, de la proteina homologa,
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AhpC, que participa en la reduccién de los radicales de oxigeno, (Blankenhorn y col.,

1999).

6.2 Funcién del regulador transcripcional Fur en el desarrollo de la respuesta ATR en

H. pylori

Los estudios de resistencia al &cido en S. fyphimurium demostraron que el regulador
transcripcional Fur tiene una importante funcién en el desarrolio de la respuesta de
tolerancia al 4cido (Foster, 1992), ademés de su funcién en la regulacion de la homeostasis
de hierro. Dado que Fur es el finico regulador transcripcional presente en el genoma de H.
pylori, de los descritos que participan en la adaptacién al acido en ofras bacterias, es
importante estudiar su funcién en la respuesta de tolerancia al 4cido desarrollada por este
microorganismo.

Los resultados obtenidos con el mutante isogénico fur, FURS504, de la cepa H
pylori 43504 creada en este trabajo, indican que a pH 7,2, en medio liquido, no hay
diferencia entre la tasa de crecimiento de la cepa FUR504 y la cepa parental. Sin embargo,
en condiciones de acidez, el crecimiento de la mutante se encuentra disminuido. Este
fenotipo no se debe a la falta de regulacién de la homeostasis de hierro, ya que en las
condiciones de nuestro ensayo el medio de incubacidn donde se desarrollan los estudios de
pH 4cido no contjene una concentracién de hierro alta (20 pM), de modo que la reaccion
de Fenton, favorecida por las condiciones de acidez a las que se someten las células, no da
cuenta de los posibles dafios oxidativos producto de los radicales libre que esta reaccién
puede generar. Esta afirmacion estd apoyada por los resultados de Bereswill (2000) quien
demostré que el crecimiento de mutantes fur no es mas sensible a las distintas

concentraciones de hierro. Sin embargo, cepas mutantes pfi negativos si son afectadas en
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su crecimiento cuando se exponen a pH 6,0 en presencia de altas concentraciones 'de hierro
(Waidner, 2002). Esto porque Pfr almacena el hierro protegiendo a la bacteria de la
toxicidad del ion Fe** (Bereswill y col., 2000).

En Staphylococcus aureus, la expresi6on de KatA, enzima encargada de la
desintoxicacién de radicales libres de oxigeno, se regula positivamente por Fur. En este
caso las mutantes fir son sensibles al &cido debido al aumento del estrés oxidativo en
condiciones de acidez, incluso en un medio no suplementado con hierro (Horsburgh y col.,
2001). En H. pylori, los genes que participan en la desintoxicacion de estos radicales libres
de oxigeno (tsad y kat4) no presentan regulacién por Fur mediado por la concentracion de
hierro (Delany y col., 2001). Por esto no es posible explicar, en parte, el fenotipo sensible
al 4cido en la cepa FUR504, por falta de regulacion de estos genes debido a la ausencia del
regulador Fur en esta mutante. Esto sugiere que la disminucién del crecimiento a pH 5,7 de
la mutante fisr no se deberia a un aumento en la sensibilidad al estrés oxidativo producto de
las condiciones de acidez y que el gen fir estd directamente implicado en la regulacién de
la respuesta de tolerancia al 4cido tal como fue descrito para S. typhimurium (Foster y Hall,
1990; Foster, 1992).

Los resultados de este trabajo sefialan que la ausencia de Fur en H. pylori también
provoca la pérdida de la respuesta ATR. Sin embargo, no se observé ninguna diferencia en
el comportamiento frente al estrés dcido entre la cepa parental y la mutante cuando ambas
se adaptaron a pH 7,0, sugiriendo que la mutacién de fur no afecta la capacidad de H.
pylori para sobrevivir al estrés acido, pero si afecta el fenotipo de adaptacién al pH
subletal.

Sabemos que la proteina Urel, el canal de urea, €5 abierto por protones y que esto

ocurre cuando el pH.es igual o menor a 5,5 (Weeks y col., 2000). Por otra parte, en

59




condiciones fisiolégicas la concentracién de urea en el estémago es entre 3 y 10 mM. En
estas condiciones, ex vivo, la sintesis de proteinas y el crecimiento de la bacteria no se
afecta cuando las células son expuestas a un estrés de pH écido (Toledo y col., 2002;
Stingl, 2001). Nuestros resultados sefialan que en presencia de urea H. pylori responde al
estrés de pH 4cido <5,5 utilizando la urea y en condiciones en que el pH es superior a 5,5
la bacteria desarrolla una respuesta ATR que le permite adaptarse a las condiciones de
acidez, dado que Urel a este pH se encuentra cerrado a la urea.

El anslisis del patrén electroforético de las proteinas sintetizadas por la cepa
mutante fir, comparado con el patrén electroforético obtenido de la cepa parental, muestra
que un grupo de proteinas pierde su regulacién cuando la bacteria se encuentra en
condiciones de pH 7,0 producto de la ausencia de Fur. Entre ellas se encuentran dos
proteinas que estdn involucradas en la homeostasis de hierro y que son reguladas
negativamente por Fur de manera dependiente de hierro, Pfr y NapA, (van Vliet y col,,
2002). Ambas proteinas también son modulas por las condiciones de acidez del medio,
sugiriendo que el regulador Fur lo hace de manera dependiente de la concentracién de
protones. Este resultado sugiere que el regulador Fur der H. pylori, al igual que el de S.
typhimurium, posee dominios diferentes que permiten a la proteina responder frente a los
cambios de la concentracion de protones o a la concentracién de hierro, dirigiendo la
proteina al blanco adecuado para adaptar a Ia bacteria al estimulo del medio.

El andlisis global de los geles bidimensionales obtenidos de las cepas de H. pylori
43504 y su mutante FURS504 a pH 7.0 y pH 6,0 permite identificar dos poblaciones de
proteinas que poseen un comportamiento diferente frente a la adaptaci6n al pH 4cido. De él
se desprende que 29 proteinas se inducen y 22 se reprimen durante el desarrolio de la

respuesta ATR. Entre las proteinas inducidas 7 de ellas estdn bajo el control de Fur
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mientras que entre las que se reprimen solo se identificaron 6 que estan bajo el control del
regulador Fur (Figura 1l3).

Este anslisis sugiere que Fur actiia regulando un grupo importante de proteinas de
manera dependiente de la concentracién de protones, interaccionando sobre elementos
reguladores de los genes blancos, cajas Fur, o mediante un efecto de cascada a través de
otros reguladores intermediarios que podrian estar participando en el desarrollo de la
respuesta ATR, o una combinacién de ambos mecanismos de regulacion. En sintesis, Fur
puede actuar como un regulador positivo y/o negativo de la expresién de las proteinas que
aumentan y disminuyen durante la respuesta ATR (Figura 13).

Los resultados sefialan que el fenotipo sensible al dcido es producto de la mutacién
knock-out producida en el gen fir y que ésta bloquea la respuesta ATR, indicando que Fur
estd implicado en la mantencién de la homeostasis de pH. Es importante desarrollar
estudios adicionales que permitan caracterizar mejor esta respuesta de adaptacion al 4cido
identificando las proteinas implicadas en este mecanismo como la funcién de cada una de

ellas en H. pylori.
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Proteinas inducidas Proteinas reprimidas

29 22
Fur dem( >ndependientu Fur dependientes Fur independientes
12 17 11 11
Control Positivo Control Negativo Control Positive Control Negativo
7 5 5 6

Figura 13. Representacién esquemética de las protefnas reguladas por 4cido en H. pylori

6.3 Respuesta de adaptacién de H. pylori a 1a presencia de dcidos orgdnicos

La exposicién de cultivos en fase exponencial de E. coli (Arnold y col., 2001) vy S.
typhimurium (Kwon y col., 1998) a 4cidos organicos de cadena corta tales como acético,
propidnico y butirico, a pH neutro, incrementan la capacidad de las bacterias para tolerar
condiciones de acidez. Esta respuesta inducida de tolerancia al 4cido mediante la adicion
de 4cidos orgénicos de cadena corta requiere de la sintesis de protefnas (Amold y col,,
2001: Kwon y col., 1998). In vitro, los 4cidos organicos de cadena corta pueden tener un
efecto bacteriostatico o bactericida dependiendo de su concentracién, y/o pH (Cherrington
y col., 1991). En este estudio se analizé si en H. pylori también se desarrolla la respuesta
de tolerancia al acido organico. Los resultados muestran que luego de tratar las células por
una hora con acido propidnico o acético 100 mM se aumenta significativamente la
tolerancia al acido de la bacteria, en relacién con las células sin tratar con 4cido orgénico

Sin embargo, este incremento es menor que el observado cuando se obtiene la respuesta de
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tolerancia maxima con las células tratadas con acido inorgénico (HCI). Esta respuesta de
tolerancia al acido inducida por los acidos orgénicos parece ser también regulada por Fur
ya que la cepa FUR504 no desarrolla esta respuesta, tal como se observo con cepas
mutantes fur de S. typhimurium (Kwon'y Ricke, 1998).

El patron electroforético de las proteinas de las células tratadas con los acidos
orgAnicos muestra una inhibicién global de la sintesis de proteinas, esto se debe a un efecto
bacteriostatico que no afecta la viabilidad de las células durante las primeras seis horas de
tratamiento. La recuperacién del nimero de células y el aumento de la incorporacion de la
metionina en las proteinas de las células tratadas durante una hora con dcido organico y
posterior eliminacién de €l confirman el efecto bacteriostitico que se produce por el
tratamiento con los 4cidos organicos de cadena corta en H. pylori, que al igual que en E.
coli podria deberse a una inhibicion de algunos genes que participan en la transcripeion
(Arnold, 2001).

La disminucion de la sintesis de proteinas observada en & pylori producto de la
presencia de 4cidos orgénicos contrasta con o observado en E. coli y S. typhimurium
_donde se obtiene, al igual que con el tratamiento con HCI, un incremento y disminucién de
la traduccidn de un gran nimero de proteinas. Es posible pensar que al retirar el estimulo
provocado por los écic;ios orgénicos, en H. pylori, se desarrolle una respuesta que llamamos

post-estrés que de cuenta de la resistencia al acido observada en esta bacteria.
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7. CONCLUSIONES

H. pylori desarrolla la respuesta de tolerancia al 4cido transiente cuando se encuentra
en condiciones de pH subletal.

La respuesta de tolerancia al &cido modula la expresion de un grupo importante de
proteinas que deben estar implicadas en la regulacion de la homeostasis de pH.

El regulador transcripcional Fur estd implicado en la respuesta ATR y en el
crecimiento de la bacteria en condiciones subletales de acidez posiblemente regulando
la expresién de los genes afectados por la concentracion de protones.

Los 4cidos organicos de cadena corta poseen un efecto bacteriostatico y ademds,

inducen una respuesta ATR menor que la observada en respuesta al HCL
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