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Resumen

RESUMEN,

A finales del siglo XX, uno de los mayores avances en gastroenterologia ha sido la
asociacion de una infeccion bacteriana con las ulceras gastricas. Distintos estudios han jugado un
papel importante en relacionar la infeccion por Helicobacter pylori (H. pylori) con algunas
enfermedades gastricas. Hoy en dia, se conoce que al menos la mitad de la poblacién mundial se
encuentra infectada con esta bacteria, siendo considerada en la actualidad como la principal causa
de gastritis. Datos epidemiolédgicos sugieren que H. pylori es adquirida en la infancia y apoyan en
gran medida una asociacion entre la infeccion por H. pylori y el cancer gastrico.

Para causar la enfermedad en el hombre, H. pylori utiliza un proceso complejo por medio
del cual el microorganismo tiene que resistir primero la barrera acida del estbmago para poder
llegar y penetrar la capa mucoide, adherirse al epitelio gastrico (colonizacion) y multiplicarse en
la mucosa gastrica (persistencia). En dltima instancia, H. pylori induce inflamacion y destruccion
del tejido gastrico. Distintos factores de virulencia estdn implicados en los diferentes pasos del
proceso infeccioso que estan siendo determinados y caracterizados.

La adhesion bacteriana a la membrana gastrica debe ser un proceso dinamico para
persistir en un epitelio de constante recambio. La importancia de la adherencia en cualquier
proceso infeccioso localizado es bien conocida, haciendo de este factor de virulencia un posible
blanco importante para el tratamiento terapéutico. El presente trabajo de investigacion fue
enfocado al estudio de un conjunto de proteinas de H. pylori con afinidad a compuestos de
membrana gastrica como una estrategia para el desarrollo de vacunas contra H. pylori:

1. Caracterizacion parcial de las proteinas enlazantes del sulfato de heparina
(HSBP) de H. pylori. El proteoglicano sulfato de heparina (HS) es el mas comun en las
superficies celulares y en la matriz extracelular. Estudios recientes han insistido en la importancia
de HS dentro del control de la adhesion celular a varias proteinas de la matriz extracelular (ECM).
La presencia de HSBP en la superficie celular bacteriana se considera parte de la maquinaria de
adhesion de H. pylori. Estas proteinas fueron aisladas y parcialmente caracterizadas del
sobrenadante de cultivos liquidos, de la superficie celular y de proteinas de la membrana externa
(Articulo I).

2. Evaluacion de la actividad inmunoestimulante de las HSBP. La proteccion efectiva
contra una infeccion por patogenos de mucosas requiere de respuestas inmunes, tanto locales
como sistémicas, que pueden ser logradas mediante vacunas utilizando adyuvantes y
acarreadores. Distintos modelos animales han sido propuestos para estudiar la patogénesis de la
bacteria y diferentes tratamientos contra el patogeno. Ratones BALB/c fueron utilizados en
nuestro estudio para determinar la respuesta inmunoldgica inducida por las HSBPs, junto a varios
adyuvantes de mucosa (CTB, hLT) y acarreadores (Manuscrito II).

3. Papel inmunoprotector de las HSBPs contra infecciones inducidas por H. pylori
en ratones BALB/c. Dado que se ha observado una respuesta inmune natural en pacientes
infectados con H. pylori y que ésta no es eficaz en la eliminacion de la bacteria, el conjugado
HSBP-CTB fue evaluado como inmunoprotector contra la colonizacion del tracto gastrointestinal
de ratones BALB/c mediante la infeccion experimental con una cepa de H. pylori adaptada al
raton (Articulo ITI).
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INTRODUCCION.,

1. El estomago y las tlceras duodenales.

La ulcera péptica y sus manifestaciones son causa frecuente de consulta médica
estimandose que, al menos el 50% de la poblacion adulta en paises industrializados, y
mas del 90% de habitantes en paises en desarrollo, la padece alguna vez en su vida
(Blaser, 1990; Blaser, 1992; Hone y Hackett, 1989; Peterson, 1991; Monath et al., 1998).
Aunque esta inflamacion cronica de estomago y/o duodeno no es una causa importante de
mortalidad, si ocasiona altos costos econémicos en su atencion (NIH, 1994). La tlcera
duodenal es una enfermedad cronica recurrente con complicaciones que incluyen
hemorragia, perforacion y/o obstruccion en el tracto gastrointestinal; atin sin estas
complicaciones, ocasiona importantes trastornos no solo fisiologicos sino emocionales en
los pacientes que la padecen (Feldman, 1991).

A principios del siglo XX, la patogénesis de esta enfermedad era asociada a las
condiciones de estrés y habitos alimenticios de los pacientes (Tabla I). De tal forma, los
tratamientos se veian enfocados a la hospitalizacion y descanso, asi como a la
prescripcion de alimentos blandos especiales. Posteriormente, el siguiente factor
implicado fue la secrecion gastrica acida, por lo que el tratamiento con antidcidos se
generalizo con la persistencia, sin embargo, de la sintomatologia (Blaser, 1990; 1992). Al
identificarse que los receptores para histamina eran los principales mediadores de la
secrecion de acido, el tratamiento se dirigi6 a bloquear estos receptores; las conclusiones
sobre estos inhibidores demostraron que eran “seguros y efectivos”. El uso de cimetidina
constituye una de las historias mas famosas en cuanto al éxito econémico de un farmaco,
aunque no se logré erradicar la ulcera péptica que, como se ha anotado antes, persistio
con su caracteristica de recurrente (NIH, 1994). Después de estos inhibidores se han
desarrollado una gran cantidad de farmacos con la intencion de curar las tlceras pépticas
y, sobre todo, evitar la recurrencia (Feldman, 1991; Lee, 1994).

En 1982, Robin Warren y Barry J. Marshall proporcionaron la primera evidencia
de un nuevo factor patogénico importante en esta enfermedad (Blaser, 1990; Blaser,
1992). Ellos aislaron un organismo espiral productor de ureasa ubicado en la interfase
entre las células de la superficie epitelial gastrica y en el recubrimiento mucoide (Mai et
al., 1992; Saitoh et al., 1992). En los estudios iniciales, la presencia de este organismo
correlaciond con la incidencia de gastritis antral y con tlceras gastricas y duodenales, en
tanto que la erradicacion de este patogeno eliminaba en forma efectiva la recurrencia de
la enfermedad.
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Tabla 1. Factores relacionados con tulceras gastricas y duodenales. (Marshall, 1995).

Entre tanto la evidencia cientifica combate la antigua creencia que el estrés y la dieta
Estilo de vida causan Ulceras, diversos factores cotidianos contintian como sospechosos de jugar un
papel en la incidencia de las tlceras gastricas y duodenales. Estos incluyen el fumar,
alimentos y bebidas que contienen cafeina, alcohol, y el estrés emocional.

Diversos estudios han demostrado que el fumar cigarrillos incrementa la posibilidad
Fumar de desarrollar una tlcera. Este habito disminuye la restauracion de tlceras existentes
y también contribuye su reincidencia.

El cafg, te, refrescos de cola y alimentos que contienen cafeina parecen estimular la
secrecion de acido en el estomago, agravando el dolor de una ulcera existente. Sin
Cafeina embargo, la cantidad de la secrecion de acido después de tomar café descafeinado es
la misma producida al tomar café regular. Asi, la estimulacion del 4cido gastrico no
puede atribuirse solamente a la cafeina.

Las investigaciones no han encontrado una asociacion entre el consumo de alcohol y
Alcohol las ulceras pépticas. Sin embargo, las Ulceras son mas comunes en personas que
padecen cirrosis del higado, una enfermedad generalmente asociada al consumo de
alcohol.

Pese a que el estrés emocional no es considerado ser causa de ulceras, personas con
ellas frecuentemente reportan que el estrés incrementa el dolor. El estrés fisico, sin
Estrés embargo, incrementa el riezgo de desarrollar tlceras, particularmente en el
estdmago. Por ejemplo, personas con daflos como quemaduras severas y personas
sometidas a cirugias mayores, frecuentemente requieren tratamientos rigorosos para
prevenir tlceras y complicaciones por esta misma causa.

Los investigadores consideran que la inhabilidad del estomago de defenderse contra
estos fuertes fluidos digestivos contribuye en la formacion de ulceras. El estdbmago
se defiende de estas secreciones de diversas maneras: Una es mediante la produccion
Acido y pepsina | de moco, un recubrimiento lubricante que cubre el tejido. Otra, mediante la
produccion de iones bicarbonato; estos neutralizan y degradan los fluidos digestivos
en substancias menos daiiinas al tejido gastrico. Finalmente, la circulacion sanguinea
del epitelio gastrico, la renovacion celular y la reparacion tisular, tambien ayudan a
proteger el estdmago.

Este microorganismo inicialmente recibi6 el nombre de Campylobacter pylori, sin
embargo, en base a diferencias en ultraestructura, composicion de acidos grasos,
quinonas respiratorias, modo de crecimiento, secuencia de ARN y enzimas que produce
(ureasa, catalasa), se le ha asignado el nuevo nombre de Helicobacter pylori (Eaton y
Krakowka, 1994; Ghiara et al., 1995).

Una relacion epidemiologica preocupante entre la infeccion por H. pylori y
malignidades géstricas ha sido reportado (Blaser et al., 1995; Weber et al., 1994). Tales
estudios han apoyado la hipotesis de que H. pylori es el principal factor etiologico en la
enfermedad ulcero-péptica y que el diagndstico y erradicacion del microorganismo son
necesarios para el 6ptimo tratamiento.

Estudios epidemiologicos llevados a cabo en distintas localidades (urbanas y
rurales) de nuestro pais han revelado que, al menos un 66% de la poblacion se encuentra
infectada con la bacteria, siendo la edad el mas grande factor de riesgo para adquirir la
infeccion. En tal forma, se ha encontrado que para la edad de 1 afio, el 20% se encuentra
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infectado con la bacteria, llegando a ser de un 50% para la edad de 10 afios (Torres et al.,
1998). En este estudio no se observo diferencia en la prevalencia de H. pylori entre los
habitantes de comunidades urbanas y rurales, jugando un papel igualmente importante el
bajo grado de educacion, nivel socioecondmico y viviendas numerosas en la prevalencia
de la bacteria. Un segundo estudio llevado a cabo para determinar la relacion entre la
infeccion por H. pylori y el cancer gastrico en la ciudad de México indica la presencia de
la bacteria en 87.2% de los casos estudiados, calculando que con la erradicacion de la
infeccion en la poblacion general la incidencia del cancer géstrico podria reducirse hasta
en un 26.6% (Lopez-Carrillo et al., 1997).

La sintomatologia mas comtn de la tlcera es un dolor ardiente en el abdomen. El
dolor frecuentemente ocurre entre los alimentos y por las mafianas. Puede durar tan solo
unos minutos, o incluso por varias horas y puede controlarse con la comida o la ingestion
de antiacidos (Muiioz, 1995).

Los sintomas menos comunes incluyen nausea, vomito, pérdida de apetito y peso.
El sangrado de las tlceras puede ocurrir en el estdmago y/o en el duodeno. En ocasiones
las personas no estan conscientes de una ulcera sangrante debido a que la pérdida de
sangre es lenta y ésta puede no ser obvia en el excremento. Estas personas pueden
sentirse cansadas y débiles. Si el sangrado es profuso, la sangre aparecera en el vomito o
heces, impartiendo a estas ultimas de un color obscuro (Mufioz, 1995).

2. La Historia de Helicobacter pylori.

La contribucion de Barry J. Marshall y Robin Warren (1982) a la etiologia de la
ulcera gastrica fue el descubrimiento de un organismo espiral gram negativo en estrecha
asociacion con la presencia de gastritis antral, Ulcera gastrica y duodenal (Marshall y
Warren, 1984; Taylor y Blaser, 1991). Ademas, estos autores demostraron que al
eliminarlo se disminuye la recurrencia de la sintomatologia, lo que ha marcado el
parteaguas en el tratamiento de la enfermedad considerandose actualmente a la tlcera
péptica de etiologia infecciosa (Marshall y Warren, 1984).

»

Fig. 1. Micrografia de Helicobacter pylori
mostrando 4 a 6 flagelos unipolares.
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Marshall y Warren llegaron a esta conclusion debido al hallazgo de que todos los
pacientes con ulceras duodenales y el 80% de pacientes con tlceras gastricas tenian a la
bacteria (Lee y Hazell, 1988; Taylor y Blaser, 1991). El 20% de las ulceras gastricas sin
la presencia de H. pylori fueron de aquellos pacientes que habian sido sometidos a
tratamientos con drogas antiinflamatorias no esteroideas (NSAIDs), tales como aspirina e
ibuprofeno, que son causas comunes de ulceras gastricas. Pese a que sus evidencias
parecian concluyentes, la teoria de Marshall y Warren fue fuertemente debatida y
permanecio en disputa por mucho tiempo. El debate continué incluso después de que
Marshall y un colega llevaron a cabo un experimento en el cual se infectaron
experimentalmente ellos mismos con H. pylori y desarrollaron gastritis (Lee 1994).

La evidencia asociando a H. pylori con el desarrollo de ulceras se acumuld en los
siguientes 10 afos con numerosos estudios que confirmaron su presencia en muchas
personas con ulceras. Aln mas, investigadores de los Estados Unidos y Europa dieron a
conocer que mediante el uso de antibidticos para eliminar a H. pylori, las tlceras eran
curadas y se prevenia la recurrencia en un 90% de los pacientes (Taylor y Blaser, 1991).

Para investigar mas a fondo estos hallazgos, los Institutos Nacionales de Salud
(NIH) de los Estados Unidos establecieron un departamento para estudiar de cerca la
asociacion entre H. pylori y la enfermedad tulcero-péptica. Durante la Conferencia en
Febrero de 1994, dicho departamento concluy6 que H. pylori juega un papel significativo
en el desarrollo de ulceras y que los antibidticos junto con otros medicamentos pueden
curar dicha enfermedad.

Helicobacter pylori sobrevive en el estdbmago debido a que produce en grandes
cantidades ureasa (Collins, 1993; Eaton et al., 1981; Eaton y Krakowka, 1994; Ghiara et
al., 1995; Labigne et al., 1991; Solnick et al., 1994), una enzima que neutraliza la acidéz
estomacal permitiéndole resistir en un ambito hostil. Debido a su forma, el modo en que
se mueve y la presencia de lipasas, la bacteria puede penetrar la capa mucoide que cubre
el epitelio gastrico. Una vez establecida, su metabolismo produce diversos compuestos
que debilitan el moco protector haciendo a las células gastricas mas susceptibles a los
efectos nocivos del acido y pepsina (Slomiany et al., 1987; Blaser, 1992). La bacteria
tiene también la habilidad de adherirse al tejido gastrico en donde interfiere con los
mecanismos de defensa del estdbmago, induciendo a la vez una inflamacion local. Por
razones no completamente comprendidas, H. pylori puede también sobreestimular la
produccioén de acido estomacal (Blaser 1990, 1992).

Un exceso de acidéz estomacal pueden causar irritacion en el duodeno. En
algunas personas, después de prolongados periodos de tiempo, esta inflamacion resulta en
la produccion de células tipo gastricas, consecuencia denominada metaplasia

gastroduodenal, iniciando los caminos oncogénicos hacia el cancer gastrico. H. pylori
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entonces ataca estas células induciendo mayor daiio tisular e inflamacion que resulta en el
desarrollo de una ulcera (Blaser, 1990, 1992; Buck, 1990).

Después de una semana de infeccion con H. pylori, la mayor parte de las personas
desarrollan gastritis, una inflamacion del estomago (Tabla II). Sin embargo, hay aquellos
que nunca desarrollan sintomatologia o problemas relacionados con la infeccion. Los
investigadores aun no tienen conocimiento de la diferencia entre los individuos que
desarrollan o no los sintomas de la ulcera gastrica relacionados a la bacteria. Es probable
que factores hereditarios o ambientales, ain no discernidos, sean la causa de esta
diferencia. Alternativamente, los sintomas y las ulceras pueden resultar de la infeccion
con cepas mas virulentas. Estas preguntas sin respuesta son temas de intensa
investigacion (Blaser, 1990, 1992; Buck, 1990).

Tabla II. Enfermedades relacionadas a H. pylori (Marshall, 1995).

Las tulceras pépticas duodenales ocurren en la primera parte del intestino,

Enfermedad ulcerosa una o dos pulgadas después del estdémago. Se ha probado que eliminando a
duodenal Helicobacter pylori muchos pacientes con ulceras duodenales pueden ser
curados.
Estas ulceras tienen dos causas. La mas comun es la infeccion por H.
Ulceras gastricas pylori. Alrrededor del 30% de las tlceras gastricas no son causadas por la

bacteria sino por los efectos corrosivos de medicamentos como la aspirina.
Los canceres del estomago (adenocarcinomas gastricos) son
frecuentemente asociados con H. pylori (70-90%). En una revision
Cancer gastrico extensiva de los céanceres gastricos y H. pylori, el grupo de estudio
Eurogast determind un riesgo seis veces mayor de cancer cuando la
bacteria estaba presente, abarcando aproximadamente la mitad de todos los
canceres gastricos.

La asociacion de H. pylori con la dispepsia cronica no ha sido corroborada.
Dispepsia no ulcerosa Sin embargo, en algunos pacientes una respuesta inmediata es observada
cuando se emplean tratamientos anti-H. pylori.

Existen aquellos pacientes que estan infectados con la bacteria, pero no
Pacientes asintomaticos desarrollan signos de infeccion. Las caracteristicas de tales condiciones,
esta aun bajo estudio.

Existen diversas condiciones que pudieran causar o ser agravadas por H.
pylori: por ejemplo, el acné rosacea que es una urticaria epidérmica rojiza
Sindromes poco usuales de | en el rostro que pudiera responder a los tratamientos para H. pylori. Los
H. pylori pacientes infectados presentan una incrementada permeabilidad de la
mucosa gastrica, potencialmente expuesta a antigenos no procesados de los
alimentos. Algiinos padecimientos de la piel ocasionalmente desaparecen
cuando se da tratamiento contra H. pylori.

Varios estudios han demostrado que la infeccion por H. pylori en los Estados
Unidos varia con la edad, grupo étnico y clase socioecondmica. La bacteria es mas
comun en adultos afro-americanos, hispanos y en grupos de bajo nivel socioecondémico
(Taylor y Blaser, 1991). El microorganismo parece ser transmitido por la ruta fecal-oral
(cuando las heces infectadas entran en contacto con manos, alimentos o agua). Muchos
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individuos parecen ser infectados durante la nifiez y su infeccion llega a durar de por vida
(Buck, 1990).

H. pylori puede ser cultivada de las heces de algunas personas infectadas. Esto
apoya la hipdtesis de la transmision fecal-oral al entrar en contacto con personas
infectadas (Beckwith et al., 1997; Osaki et al., 1998). Ademas, la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) puede detectar H. pylori en la placa dental en un 30% de las
personas con infeccion gastrica. Esto, sin embargo, puede ser una fuente menos comin de
transmision (Ferguson et al., 1993).

Se le considera a H. pylori como un patégeno debido a que su presencia es
siempre asociada a la gastritis activa cronica y la erradicacion de la bacteria es siempre
precedida por el cese de la gastritis. Ademas, practicamente todos los pacientes con la
enfermedad ulcerosa duodenal tienen gastritis asociada a H. pylori y el reinicio de la
ulcera es excepcional después de la erradicacion. De tal suerte, la presencia de H. pylori
parece ser necesaria para la produccion de ulceras duodenales, con la excepcion de
ulceras causadas por drogas antiinflamatorias no esteroideas (NSAIDs), o por el sindrome
Zollinger-Ellison (NIH consensus, 1994).

Por otra parte, la asociacion de la infeccion con ulceras gastricas no es tan fuerte.
Pese a que la infeccion por H. pylori esta presente en el 80% de los pacientes con ulceras
gastricas que no consumen NSAIDs, muchas personas infectadas no reportan ningun
sintoma clinico. Esto puede ser debido a que son colonizados por cepas menos virulentas,
0 a otros cofactores del huésped y de la bacteria, que son requeridos para iniciar la
enfermedad (Eaton et al., 1989). Adicionalmente, tres estudios prospectivos han
demostrado que las personas infectadas por H. pylori presentan un incremento en el
riesgo de desarrollar adenocarcinoma gastrico no diferenciado. Sin embargo, la
asociacion de H. pylori con tlcera o cancer gastrico puede haberse subestimado en estos
estudios. Contrariamente, la gastritis atrofica que sigue a la infeccion prolongada provoca
un nicho gastrico menos hospitalario para la bacteria, lo cual puede eliminar al H. pylori
o hacerlo dificil de detectar. No obstante, la gastritis atropica per se es considerada una
lesioén precancerosa que lleva a la carcinogénesis sin la presencia de H. pylori (Blaser et
al., 1995).

H. pylori se multiplica con gran eficiencia en el ambiente hostil dentro del
estomago pero sobrevive pobremente en el limen gastrico. La bacteria, se encuentra
principalmente donde el pH esta entre 4 y 7, por ejemplo por debajo de la capa mucoide y
en cercania o incluso adherida a las células epiteliales gastricas (Chmiela et al., 1997;
Clyne y Drumm, 1993; Kobayashi et al., 1993; Smoot et al., 1993).
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3. Factores de virulencia.

3.1. Movilidad.

Dos importantes factores de virulencia de H. pylori son su forma espiral y la
movilidad proporcionada por la presencia de 4 a 6 flagelos unipolares (Hazell et al.,
1986), que le hacen mas resistente al lavado peristaltico del contenido géstrico,
escapando a su vez de la acidez presente en el lumen gastrico y penetrando la capa
mucoide para alcanzar, finalmente, la superficie del tejido gastrico (Eaton et al., 1989).
En consecuencia la elevada movilidad, incluso en un ambiente viscoso, es una
determinante virulenta para H. pylori (Mizote et al., 1997), observacion que fue
fortalecida por Eaton y asociados (1989), quienes reportaron que mutantes no moéviles de
la bacteria eran incapaces de colonizar la mucosa gastrica de cerdos pigmeos
gnotobidticos.

3.2. Ureasa.

Helicobacter pylori es una bacteria poco usual en lo que respecta a su habilidad
de colonizar las células del huésped en un ambiente de elevada acidez. Dado que el portal
de entrada al ambiente gastrico es mediante la ingestion oral, el organismo es
constantemente sometido a pH extremos en el lado del lumen géstrico (pH ~ 2). La
sobrevivencia de H. pylori en ambientes acidos es probablemente debida a su habilidad
de modificar su microambiente mediante la accion de la ureasa y la liberacion de factores
que inhiben la produccién de acido por células parietales (Tomb et al., 1997).

La produccion de ureasa por H. pylori fue el primer factor de virulencia o
colonizacion estudiado (Eaton et al., 1981; Evans et al., 1992). La produccion de esta
enzima, que es una caracteristica compartida por todas las especies de Helicobacter,
puede explicar su extraordinaria habilidad para sobrevivir en un ambiente previamente
considerado estéril debido a la presencia de enzimas proteoliticas y el bajo pH de los
contenidos gastricos. Ademas de que la neutralizacioén del 4acido beneficia a la bacteria,
los iones hidroxido producidos son toxicos a las células epiteliales gastricas in vivo,
como ha sido indicado por experimentos in vitro (Eaton y Krakowka, 1994).

Nakamura (1998) demostro que la ureasa de H. pylori participa de forma
importante en la movilidad quimiotactica en un medio de alta viscosidad. La
concentracion de urea en el suero (5 mM) y los jugos géastricos (2 mM) de sujetos
saludables no infectados se encuentran en el marco efectivo para atraer a H. pylori
(Mizote et al., 1997). En dicho estudio, H. pylori mostr6 actividad quimiotactica en
respuesta a urea e iones bicarbonato, incluso en la ausencia de ureasa. Esto sugiere que la

fuerza motora generada por los procesos metabolicos independientes de ureasa es
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adecuada para desplazarse en un buffer, pero pudiera no ser suficiente para el

movimiento en soluciones viscosas.

3.3. Citotoxinas.

El factor de virulencia de H. pylori que mas ha atraido la atencién durante los
pasados afios ha sido su citotoxina vacuolizante (producto del gene vacA) y una proteina
asociada a la citotoxina (cagA). Recientemente, el genoma completo de H. pylori ha sido
publicado (Tomb et al., 1997).

VacA es inicialmente traducida como una protoxina de 140 kDa, que
subsecuentemente sufre procesamiento tanto N- como C-terminal para producir una
toxina madura secretada de ~ 90 kDa (Forsyth et al., 1998), lo que induce la formacion de
vacuolas 4cidas en las células epiteliales del huésped. Su presencia esta asociada
epidemiologicamente con el dafio tisular y la enfermedad (de Bernard et al., 1997). La
administracion oral de VacA purificada a ratones produce dafio de la mucosa gastrica
(Phadnis et al., 1994; Strobel et al., 1998). Esta toxina exhibe la propiedad unica de ser
una proteina activada por, y resistente a, pH tan bajo como 1.5, una acidez que puede ser
alcanzada en el lumen gastrico.

La administracion intragastrica de la toxina a roedores causa algunos, pero no
todos, de los dafos epiteliales observados en las personas infectadas por H. pylori.
Ademas, la produccion de la citotoxina se encuentra altamente correlacionada con la
produccién de una proteina de alto peso molecular (120 a 128 kDa) denominada proteina
asociada a citotoxina (cagA) que no es de por si toxica (Ghiara et al., 1995).

El gene cagA, pese a no ser una determinante de virulencia, se encuentra ubicado
en un extremo de un islote de patogenicidad que contiene los genes que inducen la
produccion de interleucina 8 (IL-8) por las células epiteliales gastricas (Censini et al.,
1996; Tummuru et al., 1995). El conjunto cag contiene los genes que codifican las
proteinas que incrementan la virulencia de la cepa, por ejemplo, induciendo la produccion
de citocinas en el huésped (van Doorn et al., 1998).

3.4. Adhesinas.

La habilidad de muchas bacterias patogénicas de adherirse a las superficies
epiteliales de sus huéspedes es considerada a ser un importante factor de virulencia.

Un namero considerable de posibles adhesinas y receptores han sido reportados.
Las hemaglutininas son uno de estos factores. El proceso de hemaglutinacion ha sido
correlacionado con la habilidad de la bacteria de unirse a los tejidos del huésped, debido a
que los eritrocitos, asi como las células epiteliales, comunmente comparten estructuras

glicoconjugadas similares (Chmiela et al., 1997; Lelwala-Guruge et al., 1992; O’Toole et
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al., 1995). En algunos casos, la adhesion bacteriana predominante reconoce una
estructura glicosilada presente en los eritrocitos y otros tejidos del huésped, como lo es
para E. coli tipo P donde la colonizacion se encuentra generalmente restringida al tracto
urogenital (Kukkonen et al., 1993; Westerlund et al., 1993).

Otras adhesinas en H. pylori han sido estudiadas, tal como las proteinas
enlazantes de acido sialico y N-acetilneuraminil-lactosa (Borén et al., 1993; Evans et al.,
1989; Kobayashi et al., 1993; O’Toole et al., 1995). Chmiela (1997) ha reportado que la
interaccion entre el acido sidlico y las hemaglutininas bacterianas especificas a ¢él, asi
como la interaccion entre la heparina y las proteinas bacterianas enlazantes de heparina,
son importantes para la fagocitosis no opsoénica directa de H. pylori por macrofagos. La
afinidad de H. pylori hacia los glicerolipidos gastricos ha sido previamente demostrada
(Lingwood et al., 1989; Lingwood et al., 1993).

La interaccion entre H. pylori y el sulfato de heparina ha sido previamente
demostrada (Ascencio et al., 1993, 1995; Utt y Wadstrom, 1997). Debido a que la
heparina, el sulfato de heparina y otros glicosaminoglicanos (GAGs), participan en la
adhesion de algunos virus especificos y microorganismos patogenos a células eucariotas
(Utt y Wadstrom, 1997), y de que dichos GAGs estan presentes en las superficies
celulares y en la matriz extracelular (Oksala et al., 1997), se considera que estas
estructuras participan en la adhesion inicial de distintas bacterias a la mucosa
gastrointestinal (Noel et al., 1994).

3.5. Proteasas, glicosidasas.

La integridad de la mucosa gastrica es importante para mantener el balance
dindmico entre los factores agresivos y de defensa del estdmago, de tal forma que la
alteracion de la funcion protectora del moco por su degradacidon excesiva da lugar a la
etiologia de la enfermedad ulcero-péptica (Slomiany et al., 1987). Varios estudios han
identificado una proteasa secretada en lavados salinos de aislados clinicos de H. pylori
cultivados exhibiendo una fuerte actividad proteolitica no solo hacia proteinas tipicas
tales como albtimina, sino también hacia glicoproteinas (mucinas) del moco gastrico
(Baxter et al., 1989). Debido a que tales mucinas, proteoliticamente degradadas pierden
su viscosidad normal y propiedades gelificantes, asi como la habilidad de retardar la
difusion del i6n hidroégeno, la erosion de la capa mucoide por las enzimas proteoliticas de
H. pylori conlleva a consecuencias dafiinas para la integridad de la mucosa y
comprometen el perimetro de defensa del tejido gastrico (Slomiany et al., 1987).

Diversos estudios sobre la inhibicion de la actividad litica de H. pylori por el
subsalicilato de bismuto coloidal (pepto bismol) han sido también reportados. Sin

embargo, algunos de ellos han sugerido que la cantidad de la enzima y los productos de la
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digestion de la mucina no han sido detectados en pacientes sintomaticos en niveles que se

esperarian indican patogenicidad (Smith et al., 1994).

4. Inmunidad de mucosas.

La absorcion de antigenos en el intestino es mediada principalmente por células
M epiteliales especializadas, las cuales presentan los antigenos luminales a tejidos
linfoides organizados en las placas de Peyer para su procesamiento. Varias diferencias
regionales ocurren a lo largo del intestino en el nimero de células M y la magnitud de la
captura de antigenos por las placas de Peyer, asi como en la poblacion de células T y
dendriticas. Las placas en la mucosa intestinal de murinos pueden jugar un papel en el
procesamiento de antigenos pero probablemente son mas importantes como tejidos
linfoides donde los progenitores linfohematopoyéticos para células T y B son generados
(Lamm M., 1997).

La superficie de la mucosa gastrointestinal representa la mas grande barrera entre
los sistemas internos de 6rganos y el ambiente. Como tal, frecuentemente se encuentra
expuesta a una gran variedad de materia extrafia, incluyendo microorganismos patdogenos
(Hone y Hackett, 1989). Las respuestas inmunes que ocurren en los tejidos linfoides
asociados a la mucosa son cruciales en el mantenimiento de la integridad de tales
superficies. El concepto de una red inmune de mucosas generalizada que enlaza los
elementos linfoides de varios tejidos de mucosas con el tejido linfoide asociado al
intestino (GALT) ha sido propuesto. En este sistema los linfocitos B sensibilizados al
antigeno, y especialmente de las placas de Peyer, entran a la circulacion y
preferentemente se ubican en la mucosa intestinal (Lamm M., 1997; Quiding et al.,
1991). En seguida las células B pueden diferenciarse en células plasmaticas produciendo
inmunoglobulinas secretorias (Quiding et al., 1991).

Una diferencia entre los compartimentos linfoides de las mucosas y los sistémicos
es el tipo de inmunoglobulina que producen. Las células plasmaticas de la mucosa
tienden a producir anticuerpos de la clase de inmunoglobulina A (IgA), mientras que los
tejidos linfoides sistémicos impulsan la produccién de inmunoglobulina G (IgG). Debido
a la extension del tejido linfoide asociado a la mucosa, la IgA es por mucho la clase de
anticuerpo mayormente sintetizada por el cuerpo (Holmgren J., 1991); 50-100 mg/kg de
peso corporal/dia de IgA contra 30 mg/kg/dia de IgG.

El segundo factor que cuenta por su predominancia en las secreciones de la
mucosa es un mecanismo mediado por un receptor para transportar selectivamente a la
IgA a traves de las células epiteliales que se alinean en las membranas de la mucosa
(Lamm M., 1997). Tal transporte es posible dado el enlace de la IgA dimérica al receptor
de inmunoglobulinas polimérico (pIgR), que es una proteina transmembranal localizada
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en la superficie vasolateral de las células epiteliales que contiene un dominio externo que
reconoce a la IgA (Holmgren J., 1991; Lamm M., 1997).

Ademas, la resistencia de la IgA secretoria (sIgA) hacia las proteasas intestinales
normales otorga a los anticuerpos de este isotipo un caracter tnico y bien adaptado para
proteger la superficie mucosa intestinal. La funcion protectora principal de los
anticuerpos sIgA (Orr et al., 1992) es la ‘exclusion inmune’ de patdégenos bacterianos y
virales, toxinas bacterianas y otras moléculas potencialmente dafiinas (Tabla III). Esto
permite que la presencia de la inmunoglobulina A sea el principal componente de las
secreciones humanas y animales tales como saliva, calostro, fluidos bronquiales y
secreciones intestinales (Hone y Hackett, 1989).

Tabla III. Mecanismos de la defensa de mucosas mediada por IgA (Lamm M., 1997)*.

1 Proporciona una barrera inmune de exclusién en secreciones, contra microbios,
toxinas y otros antigenos.

2 Reconoce adhesinas bacterianas tipo lectinas, bloqueando la adhesion bacteriana.

3 Efecto sinergético con substancias antimicrobianas no especificas en las
secreciones.

4 Neutraliza virus dentro de las células epiteliales.

5  Excreta los antigenos del compartimento subepitelial, a través del epitelio, hacia las
secreiones.

6  Promueve la fagocitosis.

7  Promueve la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

8  Activa el complemento (camino alternativo).

=

Nota: El primer mecanismo esta bién establecido, los demas se encuentran aun bajo estudio.

Una funciéon interesante atribuida a la IgA es su propiedad anti-inflamatoria
(Lamm M., 1997). Esto es debido a que la porcion Fc de los anticuerpos ha evolucionado
para mediar las funciones secundarias que entran en juego una vez que la porcion Fab se
ha combinado con el antigeno, como es el caso de la IgG. En el caso de la IgA, la porcion
Fc de la IgA polimérica es responsable de la union con el pIgR para iniciar el mecanismo
de transporte transepitelial, posiblemente el principal papel de esta porcion.

Diferentes estudios han demostrado que la IgA no puede activar el camino clasico
del complemento y es poco eficiente en activar el camino alternativo (Michetti et al.,
1992). Como ejemplo, cuando la IgA y la IgG se unen a la misma bacteria, la IgA
interfiere con la habilidad de la IgG de activar el complemento (Lamm M., 1997).

Pese a que IgA es ciertamente la principal inmunoglobulina en las mucosas, otros
tipos de anticuerpos también interactian con los antigenos en estos sitios. IgM, por
ejemplo, comparte importantes caracteristicas con IgA (polimérica, se une a pIgR), pero
la principal diferencia es la mayor capacidad de IgM de activar el complemento. La
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presencia de IgG en las secreciones de la mucosa esta mas relacionada con la inflamacion
local o dafio epitelial y no con un mecanismo de transporte selectivo. El papel real de la
IgG “de mucosa” esta relacionado a la activacion del complemento y reconocimiento de
receptores en fagocitos, facilitando la fagocitosis (Lamm M., 1997).

5. La infeccion y la respuesta inmune.

Uno de los aspectos mas intrigantes de la infeccion gastrica con H. pylori es su
persistencia a pesar de inducir una activa respuesta inmune tanto local, como sistémica
(Czinn y Nedrud, 1991; Goodwin, 1993; Granberg et al., 1993; Granstrom et al., 1997;
Guruge et al., 1990; Meijer et al., 1997). Esta respuesta es extremadamente compleja y
varia entre los humanos infectados. La respuesta sistémica esta caracterizada por un
marcado incremento en IgG plasmatica, la cual permanece presente por meses después
que la infeccion ha sido curada. La respuesta local incluye la produccion de IgA que se
enlaza a los antigenos de superficie de H. pylori in vitro y recubre a la bacteria in vivo
(Granstrom et al., 1997; Meijer et al., 1997).

Por otro lado, la infeccion es consistentemente asociada con una intensa respuesta
inflamatoria y con la infiltracion de células hacia la mucosa gastrica (Chmiela et al.,
1997; Clyne y Drumm, 1993; Dytoc et al., 1993; Evans et al., 1989; Kobayashi et al.,
1993; Sommer et al., 1998; Smoot et al., 1993). Aunque las células polimorfonucleares
frecuentemente estan presentes, muchas de las células en los infiltrados son
mononucleares (Fox et al., 1993; Knipp et al., 1993; Peterson, 1991). Tanto células B
como T estan presentes y distintos estudios han indicado que la actividad asesina natural
de linfocitos periféricos puede ser incrementada por H. pylori, posiblemente mediante la
estimulacion de la produccion de interferén y otras citocinas (Bliss et al., 1998; Crowe et
al., 1995; Sharma et al., 1995; Sommer et al., 1998). Asi, el portar a largo plazo la
infeccion puede relacionarse con la habilidad de la bacteria de influir en la respuesta por
células T (Knipp et al., 1993). Algunas evidencias (Chen et al., 1997; Granstrom et al.,
1997) también sugieren que esta infeccion puede espontaneamente desaparecer sin el uso
de antibioticos.

La respuesta en la mucosa puede llegar a promover la colonizacién, como ha sido
indicado por la observacion en pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) que tienden a tener una menor tasa de infeccion que los sujetos de la misma edad
negativos para el virus de inmunodeficiencia humana. El ultimo estudio también
demostro que pacientes con SIDA tienen un distinto patron de gastritis, caracterizado por
mayores respuestas por células mononucleares, menos foliculos linfoides y una mayor
prevalencia de metaplasia intestinal. Sin embargo, la respuesta inmune también se ha

considerado que previene la invasion de H. pylori, como ha sido sugerido por la
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controvertida observacion de la infeccion invasiva de H. pylori en un paciente con SIDA
(McClure et al., 1992).

6. Adhesion y colonizacion de Helicobacter pylori.

La mucosa gastrica se encuentra cubierta por una gruesa capa mucoide de gel
(MGL) compuesta por dos tipos de mucinas: la mucina celular de la superficie mucoide y
la mucina celular de la glandula mucoide. Esta capa, que es considerada ejerce un efecto
protector en la mucosa gastrica manteniendo un gradiente de pH, de un valor acido en el
lumen a casi neutral en la superficie de la mucosa, forma una barrera de ion bicarbonato
preservando estos iones alejados de las células y plasma (Fasano, 1996).

Fig. 2. Corte histologico de la mucosa
gastrica de un paciente con ulcera duodenal
(x1000). Se ven multiples células curveadas
de H. pylori (A) asi como leucocitos
polimorfonucleares (B) (Marshall, 1995).

Esta capa puede servir como un habitat adecuado para H. pylori (Fig. 2). El
organismo caracteristicamente se adhiere a la superficie de las células mucoides y, pese a
que la invasion intracelular por H. pylori es poco comun, ha sido observado en la
superficie de dichas células (Fig. 3), asi como de células parietales y células ‘chief’
(Chmiela et al., 1997). Adicionalmente, grandes cantidades de H. pylori han sido
encontradas por debajo de la capa mucoide. La capa de moco es un lugar indispensable
para la colonizacion por H. pylori (Clyne y Drumm, 1993; Hazell et al., 1983) y la
esterilizacion de este lugar deberia considerarse suficiente para erradicar al
microorganismo. En el estdmago infectado con H. pylori, la estructura de la MGL se
encuentra marcadamente desintegrada, pero la erradicacion de la bacteria restaura la

estructura a su forma normal.

Fig. 3. Seccion (x1000) mostrando |
leucocitos polimorfonucleares (P) =~
invadiendo el cuello de una
glandula de moco. En la glandula, |
pueden apreciarse algunas células
de H. pylori (flecha) y algunos ™
eosindfilos (E) también presentes. =
(Marshall, 1995). '
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En los inicios del estudio de H. pylori como agente causal de gastritis, fue
observado que la bacteria se adhiere a las células epiteliales gastricas (Hazell et al., 1983;
Slomiany et al., 1989; Smooth et al., 1993; Trust et al., 1991; Valkonen et al., 1993;
Valkonen et al., 1994). Los examenes histologicos de biopsias mostraron que la bacteria
podia ser vista en la superficie de las células epiteliales gastricas y en la superficie
luminal dentro de las criptas (Clyne y Drumm, 1993; Hazell et al., 1983; Hazell et al.,
1986). La colonizacion se observo principalmente en el antro del estdmago, sin presentar
una distribucion uniforme en su superficie y rara vez cerca de las células parietales en
individuos no tratados. A partir de estas observaciones iniciales, muchos estudios
histologicos se han llevado a cabo tanto de biopsias como de modelos in vitro (Clyne y
Drumm, 1993; Chmiela et al., 1997; Kamisago et al., 1996; Kobayashi et al., 1993).

Estudios llevados a cabo sobre la distribucion histologica de H. pylori con
biopsias gastricas de pacientes infectados, demostraron que la adhesion de la bacteria
presenta distintos grados de interaccion (Borén et al., 1993; Cellini et al., 1994; Chmiela
et al., 1997; Dytoc et al., 1993), pudiéndose encontrar débil o intimamente adherida a la
mucosa. En el primer caso, la superficie microviliar se encuentra predominantemente
intacta en el sitio de la adherencia. Se ha observado que tal interaccion estd mediada por
vellocidades que se encuentran en el espacio entre la bacteria y la membrana (Dytoc et
al., 1993). Cuando se observa una adhesion intima, usualmente ocurre un desfasamiento
del microvili y las dos membranas estan firmemente en contacto (Chmiela et al., 1997,
Dytoc et al., 1993).

7. Diagnostico.

La infeccion por H. pylori puede diagnosticarse después de cultivar especimenes
de biopsias gastricas tomadas durante endoscopia, cosechando y aislando la bacteria
(Hazell et al., 1989) en condiciones microaerofilicas (90% Nj, 5% O,, y 5% CO,) y
caracterizando las enzimas (ureasa, catalasa y oxidasa) que produce (Ansorg et al., 1991;
Archer et al., 1988). La visualizacion de la bacteria por microscopia de luz en filminas de
cortes histologicos tefiidos con hematoxilina y eosina, gram, giemsa, o tinciéon de
Warthin-Starry es también de gran beneficio ya que esto permite determinar el grado de
inflamacion inducida por H. pylori. Sin embargo, debido a que la colonizacion por H.
pylori es focal, resultados negativos de biopsias no excluyen la posibilidad de infeccion
en areas no muestreadas. Asi mismo, la identificacion histologica requiere ser confirmada
por microscopia electronica de transmision, dado que otros organismos espirales, como
Flexispera rappini, pueden también estar presentes en el estomago de los humanos
(Archer et al., 1988).
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La infeccion puede también ser diagnosticada mediante la determinacion de los
titulos de inmunoglobulina G (IgG), o A (IgA), plasmatica o salivar, mediante un ensayo
inmunoadsorbente enzimatico (Granberg et al., 1993; Granstrém et al., 1997; Guruge et
al., 1990; Livingston et al., 1997; Meijer et al., 1997; Nilsson et al., 1997). Esta ultima
técnica es especifica, sensible y no invasiva, y se considera que refleja la inmunidad
inducida por la infeccion con H. pylori (Best et al., 1994; Karavar et al., 1997; Luzza et
al., 1997; Oksanen et al., 1998).

Otras dos pruebas, que se basan en la produccion de ureasa, son también
empleadas para el diagndstico de infeccion por H. pylori. Una es la prueba CLO
(organismos tipo-Campylobacter) que se realiza colocando un especimen de biopsia en
un medio que contiene urea y un indicador sensible al pH que cambia de color con la
presencia de los iones OH". La segunda prueba es la de urea en el aliento (UBT)
empleando urea marcada con HC o 13C, donde después de su administracion, el CO;
marcado es exhalado y medido (Marchildon et al., 1996). Este método se basa en la
presencia de ureasa en el estdmago de los pacientes infectados con H. pylori. Pese a que
la prueba UBT-""C es simple y adecuada, la proteccion de la radiacion no es tan sencilla.
En tanto, la prueba UBT->C no presenta esta desventaja, pero requiere de
espectrofotometria de masas para su deteccion (Chen et al., 1997).

Ningtina de estas pruebas es especifica para H. pylori, dado que G. hominis (H.
heilmannii), que también genera ureasa, igualmente da una reaccion positiva. Por lo
pronto y hasta que otros métodos especificos basados en la amplificacion del rRNA 168S,
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), sean ampliamente disponibles
(Chong et al., 1996), el diagnostico de H. pylori debera apoyarse en las caracteristicas
morfologicas.

Dentro de esto ultimo, la PCR es un método prometedor para la deteccion de
Helicobacter pylori en especimenes de biopsias gastricas (Clayton et al., 1992; Hammar
et al., 1992; Monteiro et al., 1997; Valentine et al., 1991). Para el diagnostico molecular
de infecciones por H. pylori, distintas metodologias han sido propuestas. Por ejemplo,
Furuta (1996) utiliz6 una PCR competitiva para la deteccion cuantitativa de H. pylori en
el moco gastrico, empleando fragmentos de DNA sintéticos.

Otras técnicas basadas en el acido nucleico, como el analisis de restriccion de
DNA genomico (Langenberg et al., 1986; Simor et al., 1990) y la hibridizacién por
Southern blot con sondas de rRNA (Owe et al., 1994), han sido utilizadas para
caracterizar los aislamientos clinicos de H. pylori de diferentes pacientes, pero los
patrones producidos por estos métodos son complejos y dificiles de interpretar,

particularmente para analisis a gran escala de aislamientos clinicos.
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Labigne (1991) utilizo el analisis por PCR para la amplificacion de un fragmento
del gene ureC de H. pylori y ha demostrado que esta amplificacion es especifica para el
género Helicobacter, y mas precisamente para Helicobacter pylori.

Sin embargo, se continlla con una intensa investigacion para el desarrollo de
estrategias de deteccion de H. pylori que cumplan no solo con los requisitos de
sensibilidad y especificidad, sino que sean pruebas no invasivas para disminuir en lo

posible, el estrés psicologico y fisico inducido en los pacientes por las pruebas invasivas.
8. Tratamiento.

8.1. Medicamentos.

Aunque H. pylori es sensible a muchas drogas antimicrobianas in vitro, es dificil
erradicarla del estomago (Manetti et al., 1995). Esto puede deberse a la ruptura del
antibiotico en el acido gastrico, al recambio géstrico, y/o a la dificultad del antibiotico
para penetrar la capa mucoide donde la bacteria reside. La resistencia de H. pylori a
farmacos especificos, especialmente metronidazol, es también frecuente (Henriksen et al.,
1997; Piccolomini et al., 1997; Wang et al., 1998). Por tanto, y en general, es aceptada la
combinacién de al menos dos, y posiblemente tres, agentes antimicrobianos para ser
administrados por un minimo de una semana (Tabla IV). El régimen que se ha
encontrado mas efectivo es el uso de amoxicilina (o tetraciclina) en conjunto con
metronidazol y subsalicilato de bismuto, dos a cuatro veces al dia por dos a tres semanas
(Walsh y Peterson, 1995).

Tabla I'V. Tratamientos basados en antibidticos contra enfermedades asociadas a H.
pylori (Marshall, 1995).

Terapia triple por 14 dias. Efectividad 80-90% (dependiendo
Econémico $600 en el nivel de resistencia a metronidazol).
Ranitidina, amoxicilina y metronidazol.

Amoxicilina, omeprazol y claritromicina, 10-14 dias.
Efectivo $2,000 Efectividad 85-95% (dependiendo en el nivel de resistencia a
metronidazol y claritromicina).

Metronidazol, omeprazol y claritromicina (MOC).
Efectividad 85-95% (dependiendo en el nivel de resistencia a
Breve (7 dias) $1600 metronidazol y claritromicina).

Muchos estudios logran el éxito con 7 dias de terapia.
Metronidazol, omeprazol y amoxicilina (MAC). 85-90% de
éxito con 7 dias de tratamiento en un gran estudio practico.
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El uso de un antibiotico en asociaciébn con un agente antisecretor, como el
antagonista del receptor de histamina, ha arrojado resultados negativos (Dubois, 1995).
En contraste, la combinacidén de un inhibidor de la bomba de protones (antagonista de
ATPasa H-K') con amoxicilina o macrolidos estables en 4cido (claritromicina o
roxitromicina), parecen mas prometedores (Walsh y Peterson, 1995). Diversos estudios
estan siendo llevando a cabo para determinar la Optima dosis, duraciéon de la terapia
concomitante y efectividad, asi como la cuestion econémica de la aplicacion de estos
compuestos. Recientemente se ha demostrado que un tratamiento de al menos siete dias
de cualquier régimen es requerido para obtener una alta tasa de cura (90%), resultado que
no se mejora significativamente si el tratamiento se prolonga hasta 10 dias (Marshall,
1995).

Finalmente, la terapia topica fue estudiada recientemente con resultados
excelentes. Este tratamiento implica la administracion por dos dias de un agente
mucolitico para disolver la capa mucoide y un inhibidor de la bomba de protones. En el
tercer dia un globo es introducido en la segunda porcion del duodeno y una solucion de
pronasa, amoxicilina, metronidazol y subsalicilato de bismuto inyectada al estdbmago, en
donde se deja por una hora. La presencia del globo duodenal previene el vaciamiento de
los medicamentos y el agente mucolitico, asegurando una maxima eficiencia del
tratamiento (Marshall, 1995).

El tratamiento de la infeccion por H. pylori en pacientes con enfermedad ulcero-
péptica es hoy dia una practica aceptada en EUA y Europa (NIH, 1994) y es la base para
la regulacién de las combinacidones de medicamentos empleados. Sin embargo, la terapia
antimicrobiana tiene un numero inherente de limitaciones que pudieran vencerse con el
uso de vacunas efectivas o una combinacion de antibidticos y vacunas. En promedio, el
fracaso del tratamiento primario ocurre en un 15% de pacientes tratados con antibioticos
combinados con un componente antisecretor. El desacuerdo de los pacientes con los
regimenes complejos de antibidticos y la resistencia a ellos en H. pylori (Monteiro et al.,
1997), contribuyen a la falta de éxito en los tratamientos. En contraste a los antibidticos,
la inmunidad inducida por vacunas no se relaciona con la generacion de organismos
resistentes o mas virulentos, dado que los mecanismos inmunolégicos son distintos al de
los implicados en los tratamientos antimicrobianos. Las vacunas solas, o en asociacion
sinergistica con medicamentos, pudieran lograr una tasa de curacion del 100% (Monath
etal., 1998).

8.2. Inmunizaciones.
Diferentes antigenos bacterianos han sido estudiados en cuanto a su uso posible

como componentes de vacunas, incluyendo a la ureasa (responsable de la tolerancia al
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acido, colonizacion y debilitamiento de la mucina), que también es uno de los mas
estudiados debido a su elevada produccion por todas las especies de Helicobacter
(Collins y D’Orazio, 1993; Tsuda et al., 1994). Utilizando urea recombinante y extractos
crudos, la actividad terapéutica ha sido documentada en ratones con eficiencias del 50%
al 94%. Cuando la vacuna y un régimen parcialmente efectivo de antibidticos fueron
combinados, resultd en una mayor efectividad que el empleo por separado (Monath et al.,
1998).

Otra estrategia es la posibilidad de inducir una respuesta inmune contra la
movilidad bacteriana, la actividad catalasa (Czinn y Nedrud, 1991; Goodwin, 1993; Lee
et al., 1993), asi como para el bloqueo de otras proteinas relacionadas con el mecanismo
de adhesion empleado por la bacteria (O’Toole et al., 1995; Piotrowski et al., 1991;
Ringnér et al., 1992). Ademas, se han empleado toxinas bacterianas como vacunas
previniendo de forma efectiva la infeccion con cepas virulentas de H. pylori (Manetti et
al., 1995). Todos estos estudios han reportado un incremento en la habilidad del huésped
de protegerse contra este patdogeno, pero aun se tiene mucho trabajo por hacer. Por
ejemplo, Pappo (1995) encontrdé una asociacién entre la inmunizacion y la gastritis
histologica en un modelo murino de Helicobacter, estudiando el resultado de un animal
oralmente inmunizado con una vacuna de ureasa recombinante.

Las pruebas clinicas de la ureasa recombinante como tratamiento terapéutico
iniciaron en 1994 (Monath et al., 1998). Estos estudios fueron llevados a cabo en
voluntarios infectados sin manifestaciones de la enfermedad, debido a la preocupacion de
que en individuos con gastritis activa ésta pudiera agravarse al existir un incremento en el
nivel de inflamacioén con la infeccidon subsecuente o, incluso, enmascarar los efectos
adversos inducidos por la vacuna. Este fendmeno fue también observado en ratones (Lee
et al., 1997) con la cuantificacion directa del efecto terapéutico en sujetos infectados
presentando la mayor significancia clinica.

Un estudio clinico limitado fue llevado a cabo para demostrar la seguridad y
tolerancia de la administracion oral de la ureasa sin un adyuvante de mucosa (cuatro dosis
de 60 mg cada una), sin presentarse un incremento en la respuesta inmune ni cambio en
la densidad bacteriana, inflamacion o dafio a la mucosa. Por el contrario, la
coadministracion oral de la toxina termolabil de E. coli (hLT) con ureasa, resultd en un
incremento en los numeros de células productoras de anticuerpos (APCs) IgA o IgG en
las biopsias gastricas estudiadas. Los sujetos que recibieron esta vacuna experimentaron,
en promedio, un gran decremento en la densidad bacteriana que aquellos que recibieron
unicamente placebo (Monath et al., 1998).

Todo un convincente cuerpo de datos existe hoy dia que apoya el potencial de una

inmunizacion exitosa contra H. pylori. Sin embargo, los estudios sobre vacunas atin se
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encuentran en una etapa preliminar de desarrollo clinico. Los mejores inmunégenos, la
forma de presentacion, el nimero de dosis necesarias, la edad 6ptima de inmunizacion,
los beneficios esperados, los costos y otros factores implicados en el desarrollo de
vacunas requieren estudios mas a fondo (Monath et al., 1998).

Estos aspectos fueron estudiados en el presente trabajo, con la evaluacién de un
esquema de inmunizacion contra enfermedades gastroduodenales asociadas a H. pylori en

un modelo animal, empleando una cepa del patdégeno adaptada al roedor.

9. Desarrollo de vacunas.

Aunque hoy en dia se utilizan tratamientos antimicrobianos efectivos contra
Helicobacter pylori para prevenir la recurrencia en pacientes con enfermedad ulcerosa
duodenal activa o reciente, la habilidad de tratar no hace obvia la necesidad de estrategias
preventivas (Millar y Pike, 1992). Ciertamente, muchas infecciones por H. pylori
predisponen para el desarrollo de cancer gastrico, y 20 a 30% de los casos de hemorragia
gastrointestinal superior ocurre en individuos quienes han sido sometidos a infecciones a
largo plazo, sin previa manifestacion sintomatologica. Por esta razon, estos individuos no
buscan la asistencia médica en tiempo para la intervencion antimicrobiana (Monath et al.,
1998). Por otro lado, la alta prevalencia de patdogenos bacterianos resistentes a
antibioticos y el surgimiento de pacientes inmunocomprometidos, han servido como
estimulo para reconsiderar el uso de anticuerpos para combatir las infecciones clinicas
(Lamm M., 1997).

La compleja patogénesis de esta infeccion (Blaser, 1990), por la presencia de
antigenos de H. pylori compartidos con el huésped que generan un mecanismo de evasion
inmune, demanda nuevas estrategias para el desarrollo de una formulacion efectiva de
vacuna. Es razonable asumir que mas de un componente protector es necesario en una
formulacién de vacuna para inducir una respuesta protectora y que han sido descubiertos
un numero de antigenos ademas de la estudiada ureasa (Monath et al., 1998). El analisis
de la secuencia del genoma completo de H. pylori por Tomb y colegas (1997), apoya los
esfuerzos para el descubrimiento de antigenos, facilitando su deteccion e incluso,
agilizando los mecanismos para su obtencion y empleo para el desarrollo de un
inmunogeno efectivo. Ademas de una composicion del antigeno, una vacuna exitosa debe
ser administrada al huésped en forma tal que induzca inmunidad protectora (terapéutica),
particularmente en el sitio de la colonizacion bacteriana (mucosa gastrica). Las rutas
orales de inmunizacion con un adyuvante de mucosa clasico ha proporcionado los
mejores resultados, pero la actividad profilactica continia incompleta (Monath et al.,
1998). Es necesario investigar los mecanismos de la inmunidad protectora inducida por

las vacunas a una infeccion natural y sobre la funcion de las células T en esta respuesta.
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Dichos estudios pueden proporcionar datos importantes que llevaran al desarrollo de
métodos de inmunizacion novedosos y a pruebas mejores para estudiar la proteccion.

Todos los estudios preclinicos reportados a la fecha han demostrado cierta
eficiencia en la vacunacion contra la infeccion por Helicobacter empleando antigenos
administrados a nivel de mucosa en conjunto con la toxina del colera (CT) o hLT, como
adyuvante de mucosa. Ninguna proteccion se logra cuando los antigenos son
administrados sin tal adyuvante, incluso empleando dosis excesivas del mismo (Lee y
Chen, 1994). CT no es aceptable como adyuvante en humanos debido a que produce
diarrea a niveles de microgramos, pero hLT es menos nociva y ha sido empleada
clinicamente (Monath et al., 1998). Una forma de evitar la reaccion de toxinas nativas
como adyuvantes es el uso de la subunidad B de la toxina del colera (CTB) que no es
toxica, junto con una dosis baja de la toxina nativa. Se ha demostrado que tal
combinacién para la formulacion de una vacuna, por ejemplo empleando un sonicado de
H. felis como antigeno y un adyuvante, proporciona proteccion contra infecciones
experimentales con H. felis en un modelo animal (Lee y Chen, 1994).

Asi mismo, existe un incremento en el uso de la ruta oral para la administracion
de antigenos para la produccion de inmunidad contra agentes infecciosos.
Paraddjicamente, la administracion oral de antigenos puede también resultar en el
desarrollo de tolerancia al tratamiento de varias enfermedades autoinmunes (Sun et al.,
1996). Los factores que determinan el resultado en la induccion de inmunidad o
tolerancia y los mecanismos responsables de tal resultado atin no estan bien definidos.
Evidencias sobre la comunicacion y coordinacion que ocurre entre las distintas mucosas
(nasal, respiratoria, intestinal, urinaria y genital), estan dia a dia siendo mas persuasivas
(Holmgren J., 1991) en la btusqueda de rutas alternativas de administracién de diversos
inmundgenos.

El éxito de la vacunacién oral para poliomielitis, en conjunto con la mejor
apreciacion del tamafio y amplia distribucion del tejido linfoide asociado a mucosas
(Holmgren J., 1991) y la compartamentizacion de la respuesta por IgA, han renovado el
interés en explotar el sistema inmune de mucosas para la vacunacion contra las muchas
infecciones que ocurren o se originan en las membranas de mucosas (Lamm M., 1997).

Muchos factores especificos pueden influir en la formacion de inmunidad de
mucosas a un antigeno en especial. En muchos casos, la mejor inmunizacién se obtiene
mediante la aplicacion repetida del antigeno (Holmgren J., 1991). Otro factor que influye
en la respuesta a la inmunizacion es la experiencia del contacto previo al mismo antigeno
en el sitio en estudio (Jackson et al., 1993). Por ejemplo, varios trabajos demostraron que
la inmunizacion parenteral con colera da origen a una respuesta mediada por la

inmunoglobulina A secretoria (sIgA) en la leche materna en mujeres paquistanies,
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mientras que tal inmunizacion no indujo anticuerpos de mucosas en mujeres suecas
quienes no habian estado en contacto con el organismo (Holmgren J., 1991).

Otra determinante importante, es la naturaleza del antigeno utilizado. Los
inmunogenos efectivos no deben ser degradados en el ambiente de la mucosa, pero si
deben unirse y/o penetrar al epitelio facilitando su procesamiento (Toida et al., 1997).
Para esto, la habilidad de la CTB y hLT de unirse fuertemente a los receptores de la
superficie intestinal, junto con la habilidad de estas proteinas de resistir la degradacion
por las enzimas proteoliticas intestinales, ha creado mucho interés en el empleo de estas
toxinas no solo como agentes inmunoprofilacticos orales, sino también como
acarreadores de otros antigenos relevantes en vacunas (Holmgren J., 1991).

Asi mismo, existe gran interés en el desarrollo de nuevas y efectivas formas de
"empacar" antigenos para la inmunizacion de mucosas. Los antigenos pueden ser
administrados en aerosoles al tracto respiratorio y pueden ser aplicados oralmente dentro
de microesferas biodegradables que penetran las células M para llegar al tejido linfoide
asociado a mucosas con mayor eficiencia (Jones et al., 1996). Los antigenos para
aplicacion oral también han sido combinados con liposomas (Gregoriadis G., 1994;
Guzman et al., 1993). Mediante la ingenieria genética, es posible desarrollar bacterias y
virus atenuados que producen antigenos protectores o epitopes, ya sea del propio
patégeno, u otros microorganismos (Jagusztyn et al., 1993; Lamm M., 1997).

A su vez pueden construirse bacterias atenuadas conservando la habilidad del
patogeno original de colonizar la mucosa gastrica pero que tengan una habilidad de
replicacion limitada, incapaces de causar la enfermedad. (Lamm M., 1997).

También hay considerable interés en los adyuvantes que mejoran las respuestas
inmunes en las mucosas y puedan ser clinicamente aceptables. Dos de los adyuvantes
mas prometedores estudiados hoy dia son la toxina del colera y la enterotoxina termolabil
de E. coli (o sus subunidades B), que han probado ser altamente efectivas en los sistemas
experimentales. (Czerkinsky et al., 1989; Holmgren J., 1991; Jagusztyn et al., 1993).

Diferentes estudios han también evaluado el papel de anticuerpos contra proteinas
bacterianas con afinidad por constituyentes de la ECM; tal como las proteinas enlazantes
de fibronectina y colageno en infecciones experimentales con Staphylococcus aureus
(Ciborowski et al., 1992; Rozalska y Wadstrom, 1994; Mamo et al., 1994), probando ser
prometedoras contra infecciones por S. aureus, previniendo la adhesion inicial de la

bacteria a varios tejidos que producen estos receptores (fibronectina y colageno).

10. Investigacion futura.
Desde hace mucho se ha reconocido que muchas infecciones implican a las

membranas de mucosas como portal de entrada, o como el foco de la enfermedad.
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También es conocido que, hablando en general, los anticuerpos son altamente efectivos
contra patdogenos extracelulares y por tanto, deben ser capaces de prevenir infecciones
con gran eficiencia. Mayores evidencias sobre el papel de IgA como el principal
anticuerpo de mucosa y sobre los caminos naturales y requerimientos para su produccion,
en conjunto con el rapido progreso en el desarrollo de nuevos vectores y adyuvantes para
estimular la produccion de anticuerpos en las mucosas, debera hacer posible la creacion
de una nueva generacion de vacunas (Lamm M., 1997).

Los pasados 12 afios han sido testigos de un extenso progreso en la investigacion
sobre H. pylori como la causa de gastritis activa cronica, enfermedad ulcero-duodenal, y
cancer gastrico (Blaser, 1990, 1992; Blaser et al., 1995; Weber et al., 1994). Esto ha sido
debido principalmente a la colaboracion de muchos gastronterologos, patdlogos,
genetistas moleculares, bacteriologos e inmunoélogos. Sin embargo, nuestro
entendimiento de como H. pylori coloniza y causa la enfermedad dista de ser completa y
esta comprension se verda beneficiada por estudios llevados a cabo en animales que
pueden ser experimentalmente infectados con H. pylori. Ademas, no hay disponibilidad
de un tratamiento facilmente administrado para la erradicacion de esta bacteria en todos
los pacientes, aunque un mejor conocimiento de su fisiologia podra llevar al desarrollo de
uno.

Estudios en animales que no son infectados naturalmente por H. pylori sugiere
candidatos posibles para estudio de vacunas. Evaluaciones en proceso en primates no
humanos estan explorando la posibilidad de inmunizar huéspedes que pueden ser
infectados de forma natural con este organismo (Engstrand, 1995). Pese a que la
eliminaciéon de la enfermedad ulcero-péptica y ciertas formas de cancer gastrico,
requeriran esfuerzos extensos y coordinados de las autoridades de salud publica, esta
meta parece encontrarse al alcance.
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PLAN GENERAL DEL PRESENTE ESTUDIO.

El objetivo general del presente trabajo fue el desarrollo de una estrategia para
bloquear la adhesion de Helicobacter pylori a la membrana gastrointestinal del modelo
animal BALB/c, como una medida de prevencion y control de la enfermedad inducida
por este microorganismo en humanos.

Para ello se consideraron diversas estrategias, seleccionandose la obtencion de
una vacuna como medida profilactica efectiva. Dicha obtencién considerd las
propiedades inmunologicas de los componentes de la bacteria que participan en la
adhesion del microorganismo al epitelio gastrointestinal como primer evento en la
infeccion. Para ello se propuso la obtencidon de un conjugado de los componentes con la
toxina del cdlera para promover una respuesta inmune mediada por la producciéon de

inmunoglobulinas A como mecanismo de proteccion de la infeccion.
Se emplearon las siguientes estrategias:

(i) La caracterizacion bioquimica parcial de proteinas de la superficie celular de
H. pylori que pueden estar asociadas con el proceso infeccioso. En esta etapa del estudio
se seleccionaron las proteinas que presentan afinidad por el proteoglicano sulfato de
heparina (HSBPs). Se considera que dichas proteinas estan relacionadas con el
mecanismo de adhesion que emplea la bacteria para unirse al tracto gastrointestinal del
huésped. El contar con un mejor conocimiento de estas proteinas nos proporcionara
mejores herramientas para el disefio experimental de vacunas contra este patdgeno
(articulo I).

(ii) El desarrollo de una estrategia de inmunizacion oral contra la gastritis
asociada a H. pylori, utilizando una vacuna preparada con las HSBP en conjunto con
adyuvantes, para estimular el sistema inmune asociado al tejido gastrointestinal con el fin
de prevenir la colonizacién por el organismo y la degradacion del tejido (estomago e

intestino) en ratones experimentalmente infectados (articulos II y I1I).
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RESULTADOS.

Nota: Los detalles de la metodologia y las figuras mencionadas, aparecen en los trabajos publicados
referidos con nimeros romanos.

Proteinas enlazantes de sulfato de heparina (HSBPs). Las proteinas contenidas
en los sobrenadantes de los cultivos liquidos, fueron precipitadas empleando distintas
concentraciones de sulfato de amonio (0-40%, 40-60%, 60-80%, y 80-100%). Estas
fracciones fueron extensivamente dializadas contra bicarbonato de amonio, y sometidas a
estudios por electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) asi
como a ensayos de transferencia. Asi mismo, y dada la posibilidad de que estas proteinas
fuesen de origen sérico provenientes del medio de cultivo comunmente utilizado
(BBFCS), se emple6 un medio de cultivo libre de suero de extracto de brucella,
suplementado con ciclodextrinas (BBCD) para confirmar si las proteinas eran producidas
y excretadas por H. pylori (Olivieri et al., 1993).

1) Analisis Electroforéticos.

Los perfiles de SDS-PAGE dieron como resultado una gran variedad de proteinas
en las fracciones al 0-40% y 40-60% (Anexo I, Fig. 1A), incluyendo la presencia de
péptidos propios de la base de brucella; por otro lado en la fraccion 80-100%, no se
observo una obtencion de proteinas significativa. Sin embargo, en la fraccion al 60-80%
se detectd la presencia predominantemente de proteinas de alta masa molecular, por lo
que fueron sujeto de mayor estudio, dada la menor variabilidad antigénica para los
objetivos del presente trabajo, asi como también en base a evidencias previas donde se
demostro que proteinas de alta masa molecular presentaban la mayor afinidad hacia el
sulfato de heparina (Ascencio et al., 1993 y 1994).

Dentro de esta fraccion (60-80%), se observaron bandas de proteinas de 71.5,
66.2, 54.4, 47.2, y 14.4 kDa de origen bacteriano, en base a la comparacion en los dos
sistemas de cultivo empleado (Anexo I, Fig. 1A).

Asi mismo y en virtud de la funcion adhesiva de estas proteinas, se determinaron
los perfiles electroforéticos de proteinas asociadas, débil (Anmexo I, Fig. 3A) o
intimamente (Anexo I, Fig. 4A), a la membrana celular (extracciones con agua y glicina
acida, asi como OMPs). Dentro de estas fracciones, se determino la presencia de
proteinas con masas de 71.5, 66.2, 47.2, 44.3 kDa principalmente.
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2) Anélisis de Transferencia.

Los ensayos de transferencia de las proteinas fraccionadas secuencialmente con
sulfato de amonio, mostr6 el perfil de la Fig. 1B (Anexo I). Empleandose sulfato de
heparina marcado con peroxidasa (HRP-HS) como sonda, en la fraccion 60-80% se
demostro la presencia de cinco proteinas principales con actividad enlazante del sulfato
de heparina (HSBPs) con masas de 71.5, 66.2, 54.4, 47.2 y 31.0 kDa. Comparando los
perfiles de SDS-PAGE vy los ensayos de transferencias de las proteinas de ambos cultivos
liquidos (BBFCS y BBCD), se observo que las tres principales HSBPs correspondientes a
71.5, 66.2 y 54.4 kDa se encontraron en ambos medios (Anexo I, Fig. 1B).

Asi mismo, dentro de las proteinas asociadas débilmente a la membrana y
extraidas con agua y/o urea, se encontr6 la presencia de las HSBP de 71.5 y 66.2 kDa que
también aparecen en el medio de cultivo (Anexo I, Fig. 3) y ademas la presencia de
HSBPs de 44.3, 40.1 y 26 kDa. Por otro lado, dentro de las proteinas de la membrana
externa (OMP) obtenidas por disrupcidon se encontré que forman parte integral de la
membrana las HSBPs de 66.2, 51.2, 47.2, 34.2, 29.8, y 20.4 kDa (Anexo I, Fig. 4)

3) Cromatografia.

La fraccion 60-80% del medio de cultivo en BBFCS fue analizado utilizando un
procedimiento cromatografico descrito por Evans (1992) con algunas modificaciones
(Anexo I), con la finalidad de obtener una fraccion purificada de las HSBPs, e incluso,
intentar obtener purificaciones de estas proteinas. Sin embargo, se observd que todas las
HSBPs fueron eluidas en la misma fraccion (Anexo I, Fig 2), por lo que de esta forma, se
obtuvo una fraccion que contenia solamente proteinas con afinidad por el sulfato de
heparina.

4) lsoelectroenfoque.

Analisis para determinar el punto isoeléctrico (pl) y ensayos de transferencia de
las proteinas obtenidas (con una saturacion con sulfato de amonio al 60-80%) del cultivo
en BBCD mostr6 dos bandas principales con afinidad al sulfato de heparina a 5.0 y 5.4 de
pl. Asi mismo, se observo una tercera banda con un pl de 5.2 (Anexo I, Fig. 5). Estas
proteinas fueron correlacionadas con las masas moleculares y se encontr6 que la proteina

de 66.2 kDa correspondia a la de 5.4 de pl, y que la proteina de 71.5 kDa, a un pl de 5.0.

5) Secuenciacion de aminoacidos.
Como ultima parte de esta caracterizacion bioquimica parcial de las HSBPs de H.
pylori, la secuencia de aminoacidos fue determinada, obteniéndose la informacion

mostrada en la Tabla V.
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La secuencia aminoterminal de la HSBP de 71.5 kDa/pI 5.0 (HSBP50) no mostro
homologia con otras proteinas enlazantes de heparina reportadas, ni con otras proteinas
conocidas para H. pylori, mientras que por otro lado, la HSBP de 66.2 kDa/pl 5.4
(HSBP54) presentd homologia con una chaperonina de E. coli y con la hemoglobina
equina. Una tercera HSBP fue aislada de la fraccion OMP de las células de H. pylori
(OMP-HSBP). Analisis de SDS-PAGE y transferencia revelaron que la OMP-HSBP tiene
una masa molecular de 47.2 kDa, y la secuencia de aminoacidos de un péptido interno
(Tabla V) no presentd homologia con las HSBPs extracelulares de H. pylori ni con otras
HSBP microbianas.

TABLA V. Secuencia de aminoacidos de tres HSBPs.

Etiqueta de HSBP. Secuencia’.

HSBP50 ........cccuvvennee... V-P-E-R-A-V-R-A-H-T-
HSBP54 ........ccccuven.. V-H-L-P-A-D-K-T-N-V-
OMP-HSBP® ............... | - Q-V-I-T-Y-V-E-G-K-W-

Se emplea el codigo de aminoacidos alfabético [X-y].
® Informacién de un péptido interno de la HSBP-OMP de 47.2 kDa.

Inmunoestimulaciéon del sistema inmune intestinal de ratones BALB/c.
Debido a que la inhibicion de la adhesion bacteriana a células cancerosas gastricas es
favorecida por la adicion de heparina y sulfato de heparina (Kamisago et al., 1996) a los
cultivos de tejido, trabajamos sobre la hipotesis de que la inmunizacion oral de HSBPs,
en conjunto con adyuvantes de mucosas, induciria una respuesta inmune anti-HSBP que
le permitiria al huésped prevenir la adhesion de la bacteria a la mucosa gastrica.

Con esto en mente, distintos adyuvantes de mucosa fueron evaluados para
estimular el sistema inmune asociado al intestino con una respuesta anti-HSBP
empleando un conjunto de HSBPs formado por proteinas correspondientes a 71.5, 66.2,
54.4 y 47.2 kDa obtenidas por precipitacion con sulfato de amonio (fraccion 60-80). Los
adyuvantes estudiados incluyeron la subunidad 3 de la toxina del célera (CTB), la toxina
termolabil de E. coli hLT (Jagusztyn et al., 1993), los muramil dipéptidos MDP y GMDP.
Se emplearon también microesferas de latex y liposomas como acarreadores
(Gregoriadis, 1994; Guzman et al., 1993). La respuesta inmune fué determinada por
ELISA (titulos de anticuerpos) y por ELISPOT (cuenta de células productoras de
anticuerpo).
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Fig. 4. Restimen de la respuesta inmune inducida por los distintos inmunogenos
estudiados. Se observa que la CTB induce la mayor respuesta inmune (Grafica
completa, Anexo II, Fig. 2).

Los resultados indican que la respuesta inmune humoral se expresa como un
incremento significativo en el titulo de anticuerpos anti-HSBP en los ratones BALB/c
inmunizados oralmente con la fraccion 60-80% de las HSBPs covalentemente unidas a la
CTB (Anexo II, Fig. 2), el cual fue muy superior al resto de los adyuvantes y
acarreadores estudiados (hLT, muramil dipéptidos, microesferas de latex, o liposomas), y
a la administracion de las HSBPs solas (P<0.05).

Esta respuesta se vio caracterizada por la presencia de titulos de IgA
particularmente elevados en las secreciones gastricas de aquellos animales inmunizados
oralmente con el inmunogeno HSBP-CTB (Anexo II, Fig. 2). En este caso también la
respuesta de IgG fue significativamente superior en el suero de los ratones inmunizados
con el mismo adyuvante (Anexo I, Fig. 2).

Por otro lado, la respuesta inmune por las células productoras de anticuerpos
(APC), fué evidenciada por la presencia de APC anti-HSBP del isotipo IgA (Anexo II,
Fig. 3) en la mucosa gastrica. De igual forma, las cuentas de células productoras de
anticuerpos del isotipo IgG se vieron incrementadas en el nimero de células productoras
de IgG en la sangre de los ratones inmunizados (Anexo 11, Fig 3).

Ninguno de los inmundgenos oralmente administrados a los ratones BALB/c
mostraron tendencia a inducir dafio epitelial, sea en el estomago o la superficie intestinal,
como ha sido reportado previamente para otras preparaciones de vacunas.

El analisis de correlacion (r>0.89) de las distintas respuestas causadas por el
inmunoégeno HSBP-CTB, mostré resultados interesantes entre las cuentas de APC

sistémicas (IgG en células sanguineas) y los titulos de inmunoglobulinas en la mucosa
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(IgG) (Tabla VI). Las cuentas de células productoras de anticuerpos (APC) de sangre y
los titulos de anticuerpos de mucosa (principalmente anti-HSBP de los isotipos IgG e
IgM), se incrementaron similarmente (r~0.9).

Tabla VI. Coeficientes de correlacion y niveles de probabilidad
de respuestas inmunes de ratones BALB/c oralmente
inmunizados con HSBP-CTB.

Células Anticuerpos r P
IgG en sangre IgG en intestino 0.99 0.0000
IgG en sangre IgM en intestino 0.93 0.02
IgG en sangre IgA en suero -0.89 0.04
IgM en sangre IgG en intestino 0.89 0.04
IgM en sangre IgM en intestino 0.99 0.0000
IgA en intestino | IgG en bilis -0.99 0.0000
IgA en bazo IgA en bilis 0.98 0.0000
IgG en bazo IgA en bilis 0.98 0.0000
IgM en bazo IgM en bilis 1 0.0000

Inmunoproteccion de ratones BALB/c contra la colonizacién por H. pylori.
Pese a que la presencia de anticuerpos anti-H. pylori ha sido descrita en los sueros de
pacientes infectados, esta respuesta no es efectiva en la eliminacién o prevencion de
exposiciones al patdogeno (Czinn y Nedrud, 1991; Goodwin, 1993; Granberg et al., 1993;
Granstrom et al., 1997; Meijer et al., 1997). Ya hemos comentado que la administracion
oral del conjugado HSBP-CTB a ratones BALB/c induce una respuesta inmune
significativa, tanto a nivel local, como sistémico. Finalmente, decidimos estudiar si tal
respuesta era en realidad capaz de prevenir la adhesion bacteriana a la mucosa gastrica de
ratones BALB/c inmunizados (Fig. 5). Para evaluar esto se empled una cepa de H. pylori
adaptada al raton (Engstrand, 1995; Lee et al., 1997) que demostrd una efectiva afinidad
hacia la mucosa intestinal de ratones BALB/c infectados oralmente con dicha cepa. Este
modelo ha sido empleado para la evaluacion de los mecanismos de adhesion bacteriano,
asi como en el estudio de distintos tratamientos contra el patogeno (Ghiara et al., 1995;
Lee et al., 1997; Tsuda et al., 1994). Ademas, la cepa de H. pylori adaptada al raton (cepa
Sidney SS1) se sabe que se adhiere a la mucosa gastrica de ratones BALB/c y que dicha
asociacion puede persistir por anos (Lee et al., 1997). Asi, este modelo ha demostrado ser
util para la evaluacion de la inmunidad protectora inducida por la administracion de la
HSBP-CTB.
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Como se detalla en el Anexo III, los ratones BALB/c fueron inmunizados con 20
ng de HSBP (Fraccion F80 obtenida del cultivo en BBFCS) covalentemente acoplado a
la subunidad B de la toxina del colera (CTB) y posteriormente retados con 500 uL de una
suspension de la bacteria adaptada (10° células/mL). Grupos de 15 animales fueron
sacrificados en los dias 20, 40 y 60, siendo el estdmago e intestino extraidos y analizados
por distintos ensayos para determinar la presencia de H. pylori.

Figura 5. Modelo animal (ratones
BALBY/c) utilizados en los protocolos de
inmunizacion.

La cepa adaptada al raton de H. pylori mostr6 habilidad de colonizar la mucosa
gastrica de este roedor, determinado por la prueba de ureasa (Neiger et al., 1998), asi
como por estudios microbioldgicos e histologicos. La bacteria se encontrd en las criptas
del microvello intestinal, en asociacion a las células productoras de moco (Anexo III,
Fig. 1). Aunque no fue evidente dafio histologico, la bacteria continud presente 60 dias
después de la infeccion experimental en aquellos ratones no inmunizados. Resultados
similares han sido previamente reportados por Cellini (1994), quien no observo
alteraciones en la integridad de la mucosa géstrica de ratones BALB/c infectados con el
patéogeno humano adaptado a la mucosa del raton. Asi pues, en aquellos animales
oralmente inmunizados con nuestro inmunégeno (HSBP-CTB), la bacteria no estuvo
presente en 42 (93%) de los 45 animales estudiados (Anexo III, Tabla 1), sin sefiales de
perturbaciones histoldgicas.

Finalmente, para confirmar el diagnostico, la presencia de H. pylori fue
determinada por analisis de PCR de extractos de DNA del tejido intestinal, utilizando
“primers” especificos para la subunidad C de la enzima ureasa, UreC (Monteiro et al.,
1997) de H. pylori (Anexo III, Fig. 2). Los resultados vertieron bases mas solidas para la
estimacion de la proteccion (97% de los animales inmunizados no contenian a la bacteria)

inducida por la vacuna.
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DISCUSION GENERAL.

Como sabemos, el factor clave en la patogénesis de cualquier infeccion bacteriana
es la adhesion de dicho microorganismo a su tejido blanco en el huésped, por tanto el
conocimiento de este proceso y las condiciones que favorecen dicha adhesion son
importantes (Blumberg et al., 1988; Dytok et al., 1993). Diversos receptores en el epitelio
gastrointestinal han sido propuestos para funcionar como blancos de adhesion de H.
pylori. Estos incluyen a compuestos tales como los sulfogalactosilceramidos y las
proteinas de la matriz extracelular (ECM) del tejido gastrointestinal. La evidencia actual
indica que la interaccion bacteria-ECM esta basada en un reconocimiento molecular
especifico (Borén et al., 1994; Doig et al., 1992, 1994; Dytok et al., 1993). Helicobacter
pylori es capaz de reconocer componentes de la membrana basal in vitro, incluyendo
lamininas, sulfato de heparina, vitronectina, mucina salivar y colageno tipo IV (Ascencio
et al., 1993; 1995).

Recientemente, el papel de diversos compuestos sulfatados en la adhesion de H.
pylori a la linea celular Kato III ha sido demostrado. Este proceso puede ser inhibido por
la adicion de heparina al sistema de ensayo (Ascencio et al., 1993, 1995; Guzman-
Murillo, 1997; Ljungh et al., 1996; Utt y Wadstrom 1997). El hecho de que H. pylori
posea moléculas de adhesion capaces de reconocer glicoconjugados sulfatados en el
huésped (Ascencio et al., 1993, 1995; Ljungh et al., 1996) dio origen al presente estudio.

El proteoglicano sulfato de heparina esta implicado como molécula de adhesion
dentro de la organizacion de la matriz extracelular encontrada en la superficie de tejidos,
incluyendo el epitelio gastrico (Ascencio et al., 1995; Desai et al., 1993; Frevert et al.,
1993; Liang et al., 1994; Lindahl et al., 1994; Love et al., 1993). La presencia de HSBPs
en la superficie celular de H. pylori forma parte del mecanismo de adhesion de la bacteria
a la ECM vy, por tanto, la posibilidad de bloquear la interaccion entre estas proteinas y el
tejido gastrointestinal, como una alternativa atractiva para el desarrollo de una proteccion
inmunoldgica contra el patdogeno gastrointestinal fue estudiada en este trabajo.

En este contexto, distintas proteinas de H. pylori con afinidad por el proteoglicano
sulfato de heparina fueron identificadas y designadas como proteinas enlazantes de
sulfato de heparina (HSBP por sus siglas en inglés, Anexo I). Tres principales HSBPs
(71.5, 66.2 y 47.2 kDa) fueron parcialmente caracterizadas.

Aun mas, ensayos por isoelectroenfoque demostraron que el punto isoeléctrico
(pl) de estas HSBPs es de caracter acidico, lo que puede apoyar la expresion y
permanencia de estas proteinas en el ambiente acido del tracto gastrointestinal. Fue
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también interesante encontrar que las HSBPs de 66.2 y 47.2 kDa estuvieron presentes
tanto en las fracciones extracelulares como en la fraccion OMP estudiadas (Anexo I).

Otra evidencia de la participacion de las HSBPs en la adhesion bacteriana ha sido
demostrada por otros trabajos de investigacion (datos no publicados), en donde como
resultado de la preincubacion de cultivos celulares de células gastricas con estas
proteinas, se observo un significante decremento en la adhesion bacteriana, comparado
con el grupo de control. De la misma forma, los mismos trabajos demostraron que la
exposicion de células de H. pylori a anticuerpos anti-HSBP, arrojé los mismos resultados.

Con toda esta evidencia, el siguiente objetivo fué¢ la determinacion del papel que
tales proteinas desempefian en la respuesta inmune para proteger a nuestro modelo animal
contra infecciones experimentales por H. pylori.

Los resultados que reportamos aqui, concuerdan con aquellos obtenidos por otros
grupos de investigacion (Ala’alden et al., 1995; Engstrand, 1995; Forrest, 1992;
Goodwin, 1993; Jagusztyn et al., 1993; Lee y Chen, 1994) en el sentido de la capacidad
de inducir una respuesta inmune a nivel de mucosas, empleando un adyuvante de
mucosa. Sin embargo, estos estudios emplearon antigenos y adyuvantes diversos y no
fueron enfocados a la induccidon de una respuesta anti-adhesiva. Por otro lado, nuestra
estrategia demuestra ventajas sobre otros ensayos de inmunizacion. Por ejemplo, cerdos
inmunizados oralmente con muramil dipéptidos como adyuvantes no exhibieron
proteccion contra la infeccion. Atin mas, cuando los animales inmunizados fueron retados
con la bacteria, éstos desarrollaron la enfermedad de una forma mas severa que los
animales no vacunados (Fox et al., 1993). El modelo de ratén empleado en el presente
estudio, es ampliamente aceptado para los ensayos de los mecanismos de adhesion de
distintas bacterias, incluyendo H. pylori (Cellini et al., 1994; Lee et al., 1997).

Trabajos anteriores han demostrado que la inmunizacioén entérica con un antigeno
bacteriano puede ser efectivamente eficientada mediante el acoplamiento del antigeno a
la subunidad B de la toxina del célera (CTB). Por ejemplo los antigenos I/IT de S. mutans
administrados a ratones en conjunto con la CTB, indujeron un incremento significativo
en la respuesta inmune (Czerkinsky et al., 1989; Katz et al., 1993; Toida et al., 1997).

En nuestro estudio, la administracion oral de las HSBPs solas no demostro inducir
una respuesta inmune significativa. Por otro lado, el empleo de distintos adyuvantes y
agentes acarreadores resultd en un incremento en la respuesta inmune observada. De
todos ellos el empleo de la CTB covalentemente acoplada a las HSBPs indujo la mayor
respuesta inmune en comparacion con el resto de los grupos estudiados.

Esta respuesta esta caracterizada por la presencia de una respuesta inmune
sistémica de IgG en el torrente sanguineo de los ratones inmunizados, asi como por el

incremento en las células productoras de anticuerpo (APC) del isotipo IgA en el epitelio
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gastrointestinal del roedor. Esta Ultima respuesta es la mas relevante para nuestro
objetivo, dado que las propiedades de la IgA la hacen capaz de resistir el ambiente
gastrointestinal y adherirse a los antigenos.

Aun mas, con la presencia de IgA en las secreciones biliares surge la posibilidad
del recubrimiento de células de H. pylori al pasar al tracto intestinal, que puede prevenir
que la bacteria se adhiera a la mucosa. Finalmente, la presencia de IgG asociada al
establecimiento de memoria inmunoldgica, permite el desarrollo de habilidad de una
respuesta inmune secundaria contra infecciones futuras por H. pylori.

Contra cualquier infeccidén patologica, una proteccion efectiva es resultado de la
respuesta inmune. Sin embargo, Engstrand (1995) y Goodwin (1993) demostraron que la
presencia de anticuerpos anti-H. pylori (principalmente IgG sistémica) no es suficiente
para erradicar o prevenir la enfermedad (Engstrand, 1995; Goodwin, 1993). Otros autores
han observado distintas respuestas reportadas como inmunidad nociva que se traducen en
alteraciones de la integridad de la mucosa (Cellini et al., 1994; Pappo et al., 1995). En
nuestro estudio, se logro obtener una proteccion efectiva contra la adhesion de H. pylori
en ausencia de dafios epiteliales. La elevada proporcion de animales inmunizados que no
fueron infectados por la bacteria en su tracto gastrointestinal (~90%), indica la
prevencion exitosa de la adhesion bacteriana al tracto gastrointestinal del modelo animal
empleado.
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CONCLUSIONES.

Helicobacter pylori produce diversas proteinas con afinidad por el proteoglicano
sulfato de heparina (HSBPs).

Entre estas proteinas, dos presumiblemente extracelulares (71.5 y 66.2 kDa) con
afinidad por el proteoglicano sulfato de heparina (HSBPs), fueron evidenciadas
mediante los analisis electroforéticos y de transferencia. Una tercera HSBP, con una
masa molecular de 47.2 kDa, fue encontrada en mayor proporcion en la fraccion de
la membrana externa (HSBP-OMP).

La administracion oral de las tres HSBPs mencionadas en el punto anterior
covalentemente conjugadas con la CTB a ratones BALB/c, incrementd
significativamente la respuesta inmune tanto local, como sistémica.

La respuesta se caracterizd por la presencia de anticuerpos IgA en la secrecion
intestinal y extractos biliares, y por un incremento en el nimero de células
productoras de anticuerpo (APC) en la mucosa intestinal. Asi mismo, se detectd una
respuesta inmune sistémica con la presencia de anticuerpos séricos IgG que
reconocian las HSBPs.

La respuesta inmunologica inducida por la administracion oral del inmunogeno, no
presentd efectos adversos evidentes en la integridad de la mucosa gastrointestinal,
como se ha reportado para otros protocolos de inmunizacion estudiados.

La administracion oral del conjugado HSBP-CTB demostrd efectividad en la
prevencion de la adhesion de H. pylori a ratones BALB/c, con una reduccion en la
presencia de la bacteria de un 90% a un 10%, comparado con animales no
vacunados.

HSBP-CTB se propone como un candidato para la prevencion de la adhesion de H.
pylori al epitelio gastrico, como una posible estrategia para prevenir enfermedades

infecciosas gastrointestinales asociadas a Helicobacter pylori.
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