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RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa que habita la mucosa gastrica humana, es
causante de diversas patologias tales como gastritis, Ulcera gastrica y duodenal, adenocarcinoma
gastrico y linfoma MALT, por lo que se clasifica como carcindégeno de tipo | segun la O.M.S.
Presenta una amplia distribucion e incidencia a nivel mundial y se adquiere desde edades
tempranas de la vida. Por lo cual es importante plantear medidas profilacticas, tanto en recién
nacidos como en individuos de cualquier edad que estén exentos de la bacteria, para evitar
infeccion, patologias e inconvenientes del tratamiento frente a H. pylori. Partimos de esto para
formular dos modelos tedricos de vacunas efectivas contra este microorganismo, basados en
evitar la adhesion de la bacteria para impedir el desarrollo de respuesta inmune y en dirigir la
respuesta inmune del hospedador para inducir memoria inmunoldgica y una efectiva respuesta
de Inmunoglobulina G.

PALABRAS CLAVE: Helicobacter pylori, vacuna, respuesta inmune.

SUMMARY

The Gram-negative rod Helicobacter pylori is a human gastric pathogen that causes many
several diseases such as gastritis, Peptic and duodenal ulcer, and gastric. Worldwide distribution
and a highest incidence, in adition to a premature adquisition leads to the research and
development of prophylactic measures to avoid the infection. We proposed two theorical
pathways for a vaccine model against H. pylori, in order to prevent colonization and conducting
the immune response to the development of immunological memory and an effective 1gG
response.

KEY WORDS: H. pylori, vaccine, immmune response.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es un bacilo Gram negativo, microaerdfilo, curvo, que posee flagelos
recubiertos en un polo que le proveen de motilidad, son extracelulares y se muestran positivos
ante las pruebas bioquimicas de oxidasa, catalasa y ureasa. Habita en la mucosa gastrica
humana, donde siempre causa una respuesta inflamatoria y esta asociado a patologias como
gastritis antral, Ulcera gastrica y duodenal (1), carcinoma gastrico (2,3) y linfoma gastrico (4).

La produccidon de ureasa le permite a la bacteria crear un medio apto para su supervivencia en la
muy acida mucosa gastrica, pues con esta crea un efecto tampdn formando lo que se conoce
como "nube de amonio" a su alrededor (5), protegiéndose asi del acido gastrico. A H. pylori
también se le ha dado un papel, gue no esta claramente definido, como inductor o participante
en la génesis y mantenimiento de multiples afecciones cardiovasculares, respiratorias, digestivas
-extragastroduodenales-, neurologicas, autoinmunes, del crecimiento (6) y dermatolégicas como
la urticaria crénica idiopatica (7), entre otras.

Ademas de habitar en el tracto gastrointestinal humano también se puede encontrar en la
mucosa gastrica de los animales y aun no se ha podido determinar cual es el nicho ecologico de
la bacteria. La incidencia de la infeccion por H. pylori varia en diferentes partes del mundo y es
mayor en relacion con la edad (8). En los paises en vias de desarrollo hay una mayor prevalencia
en personas de edades tempranas que la que se puede evidenciar en los paises desarrollados (9),
mientras que en personas de edades adultas la prevalencia se iguala (8,10).



Cabe mencionar el caso de Venezuela, en el cual se observa una incidencia mayor del 50% en
casi todos los estados, destacandose Zulia, Tachira, Trujillo y Sucre en donde la incidencia puede
alcanzar cifras mayores al 80% (11). Sin embargo, a pesar de la altisima incidencia, son muy pocas
las personas que desarrollan sintomas de enfermedades como Ulcera péptica o cancer gastrico
(12). Factores como el hacinamiento probablemente favorecen su transmision persona a persona
(13) por vias propuestas como la oral-oral y fecal-oral (14).

¢ POR QUE ELABORAR UNA VACUNA CONTRA H. PYLORI?

e Por su alta incidencia mundial: se ha determinado que hasta un 50% de la poblacion
mundial presenta H. pylori en su mucosa gastrointestinal y mas en paises en vias de
desarrollo (hasta 90% en la edad adulta) (15).

e Por la temprana adquisicion de la infeccion (9,10): algunas personas, pueden cursar
asintomaticas por mucho tiempo y persistir de esta manera hasta que, ante la presencia de
ciertos factores, desarrollan los sintomas y la enfermedad segun el modelo de patogénesis
tiempo-dependiente y de etiopatogénesis multiestacional de las neoplasias, donde se
plantea que las injurias repetitivas en el tiempo combinadas con la falla en los mecanismos
de reparacion celular y/o apoptosis, pueden promover el desarrollo de células con
alteraciones funcionales y replicativas.

e Para evitar enfermedades agudas, créonicas y sus secuelas: como ya se menciond estd
asociado a patologias del tracto gastrointestinal (1,2,4) y se encuentra clasificado como
carcindgeno de tipo | segun la O.M.S.

e Disponibilidad del tratamiento: la terapia de erradicacion de H. pylori para personas de
bajos recursos econdmicos puede resultar costosa y de dificil acceso.

e Para evitar la reincidencia: se ha observado que aunque se elimine el H. pylori de |la persona
sintomética, no se elimina de las posibles fuentes que lo rodean, por lo tanto puede volver a
infectarse.

e Por su creciente implicacion en enfermedades ajenas a la esfera gastrica (6,7).

e Por la falta de una respuesta de inmunoglobulinas con caracter protectivo contra la
reinfeccion.

¢COMO SE PUEDE ELABORAR UNA VACUNA EFICAZ CONTRA H. PYLORI?

Algunos investigadores han planteado varios modelos de vacuna contra esta bacteria, a
continuaciéon mencionaremos brevemente algunos de ellos.

Gomez-Duarte y sus colaboradores (1998) administraron por via oral una vacuna recombinante
de Salmonella typhimurium atenuada, que expresaba las subunidades A y B de la enzima
ureasa de H. pylori (UreA y UreB, respectivamente) a ratones experimentales. Estos fueron
infectados a las 5 semanas con cepas de H pylori, y a las 6 semanas fueron sacrificados y se
confirmao 100% de proteccion, a diferencia de los ratones no inmunizados que presentaron 100%
de infeccion (16).

El modelo anterior de administracion oral de una vacuna recombinante en la que se usaba la S.
typhimurium atenuada, fue replanteado por Liu y colaboradores (2005) con la diferencia de que



solo utilizaron la UreB. La conclusion de su trabajo fue que la inmunizacion oral multiple puede
desencadenar una respuesta inmune sistémica significativa, por lo que sugieren que esta podria
ser Util para una vacunacioén contra la infeccion por H. pylori (17).

Kleanthous y colaboradores (1998) también utilizaron la ureasa en la elaboracion de su vacuna.
La administraron a ratones a través de 3 vias: oral, intranasal y rectal, con el fin de investigar cual
de ellas era la mas efectiva. Obtuvieron los titulos de IgA anti-ureasa gastrica mas altos con la via
rectal (18).

Vargas y Skromne (2001) vacunaron a cuatro individuos que presentaban pruebas ELISA
positivas para H. pylori, con cepas de esta bacteria sometidas a radiaciones B. Tres meses después
de la vacunacion sus pruebas se hicieron negativas, sin haber sido sometidos a ningun otro
tratamiento. Uno de los pacientes voluntarios ingirid cultivo activo de la bacteria sin presentar
prueba ELISA seropositiva para H. pylori post-ingesta. Ninguno de los pacientes tratados
presentd reacciones secundarias durante los seis meses de vigilancia luego de la vacunacion (19).

Smythies y colaboradores (2005) vacunaron ratones con el virus de la polio como vector al
modificar los genes que codifican su capside por genes para la UreB. Los resultados fueron altos
niveles de anticuerpos anti-ureasa en los ratones vacunados, muy por encima de los que
presentd el grupo control. Ellos concluyeron que la vacunacion provee una significativa profilaxis
Yy una buena terapéutica contra H. pylori en estos ratones (20).

Dzwonek y colaboradores (2004) realizaron un trabajo donde aplican el uso de la vacunacion
genética mediante el uso de plasmidos de ADN circular recombinante insertados en fragmentos
de la UreB o de DNA de la biblioteca genémica de H. pylori. La via de administracion fue la
intradérmica y la intramuscular. Los resultados del trabajo mostraron un aumento significativo
de la respuesta IgG, y revelaron que la vacuna con ADN de la biblioteca gendmica de la bacteria
tiene una eficacia aceptable (21).

Hatzifoti y colaboradores (2004) también trabajaron con un prototipo de vacunacion genética.
Utilizaron el ADN que codifica para la UreB con la idea de inducir una respuesta innata y
adaptativa en ratones, los cuales fueron inmunizados con este compuesto por vias subcuténea e
intramuscular. Se observd un aumento en los titulos de anticuerpos contra H. pylori a la sexta
semana posterior a la vacunacion. El estudio demostrd que se estimuld ambos tipos de
respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, en el estomago de los ratones (22).

En un estudio realizado por Kotloff y colaboradores (2001) publicado en la revista Infection and
Immunity se evalud la seguridad y la inmunogenicidad de una vacuna de células inactivadas
junto a un coadyuvante de la mucosa derivado de E. coli, administrados por via oral a pacientes
infectados por H. pylori. Las conclusiones del estudio no sugirieron una erradicacion de la
infeccion por la bacteria, pero si demostraron haber estimulado la inmunidad sistémica y de
mucosa frente a los antigenos de H. pylori (23).

CONCEPTOS BASICOS

Para una mayor comprension de los puntos que seran tratados en esta disertacion es necesario
tener claros los siguientes conceptos a nivel operacional:



Inmunidad

El término inmunidad se refiere a la capacidad de defensa de nuestro organismo contra
enfermedades, principalmente infecciosas. Esta es mediada por el sistema inmune, el cual estd
compuesto por diversas células, moléculas y tejidos (24).

Inmunidad de mucosas

En un sentido practico la inmunidad de mucosa comprende todos aquellos mecanismos que
tienen la capacidad de responder ante sustancias extrafas, sean microorganismo Vivos, O
moléculas inertes, que entren en contacto con las mucosas de los tractos respiratorio,
gastrointestinal y genitourinario. Tenemos entonces que estd integrada por: una barrera
mecanica gue la compone el epitelio y su mucus; y un conjunto de células linfoides que
colonizan el sitio y forman el tejido linfoide asociado a mucosa (MALT, del inglés mucosal
associated lymphoid tissue) (24,25).

Inmundégeno

Molécula que se une a un anticuerpo o TCR (receptor de linfocito T, por sus siglas en idioma
inglés) y es capaz de inducir una respuesta inmunoldgica adaptativa mediada por células T y/o B.
La respuesta de células T es inducida Unicamente por el reconocimiento de antigenos proteicos,
mientras que las células B responden ante estimulacidn por antigenos proteicos y no proteicos
(24). Esta capacidad no depende solamente de las caracteristicas propias de la molécula, tales
como el tamanoy la complejidad, sino también de otras condiciones como son:

- Dosis del inmundgeno.

-Via de administracion del inmundgeno.

- Presencia o no de adyuvantes (25).

Vacuna

Es un inmundgeno no patdégeno que al inocularse al huésped "induce la expansion clonal de las
células T y/o B especificas, dando lugar a la formacion de células memoria. Estas inducen una
respuesta inmunitaria secundaria ante una nueva exposicion al mismo antigeno, que es Mas
rapiday eficaz que la respuesta primaria normal"

En términos practicos una vacuna debe tener las siguientes caracteristicas:

-Seguridad, es decir, que induzca el tipo de inmunidad adecuado.
- De bajo costo, para que sea accesible a la poblacion.
- De facil almacenamiento y administracion (25).

Elinmundégeno puede ser en 4 formas:

- Microorganismo vivo pero no virulento (atenuado).

- Microorganismo muerto.

- Componentes macromoleculares purificados de un microorganismo.

-Un plasmido que contiene ADN de cadena que codifica un inmundgeno microbiano (24).

Desviacién inmunoldgica

Es el fendmeno por el cual los linfocitos T ayudadores (Th, -h, por "helpers" del idioma inglés) van
a orientar la respuesta inmunolégica hacia una via de accién humoral y/o celular dependiendo
del patron de citocinas que ellos produzcan. Esta desviacion es influenciada por el tipo de



infeccion, por factores que dependen de las células presentadoras de antigeno (CPA) y otras
caracteristicas intrinsecas de cada individuo.

Segun el patron de citocinas producido por las células Th se producird un tipo de respuesta.
Estas se pueden clasificar de la siguiente manera:

- Respuesta tipo ThO: normalmente se da al inicio de toda respuesta inmune y son mediadas por
células Th no diferenciadas, que producen un patron de citocinas con altas cantidades de [L-2,
bajas cantidades de IL-4 y moderadas cantidades de IFN-y.

- Respuesta tipo Thl: guian la respuesta inmunoldgica a la via celular. Son mediadas por linfocitos
ya diferenciados que tienen un patrén de citocinas que incluye principalmente IFN-y, ademas de
IL-2, IL-3, TNF-a y TNF-B. EI IFN-y inhibe la respuesta inmune tipo Th2.

- Respuesta tipo Th2: guian la respuesta inmunolégica a la via humoral. También son mediadas
por linfocitos diferenciados pero éstas tienen un patréon de citocinas que incluye principalmente
IL-4, ademas de IL-3, IL-5, IL-6, IL-10 y TGF-B. La IL-10 es un inhibidor de la respuesta Thl.

- Respuesta tipo Th3: participan en la tolerancia oral. Mediada por linfocitos diferenciados que
producen principalmente TGF-B, ademas de IL-4 e IL-10. Es poco lo que se conoce de este tipo de
respuesta, pero se dice que son células reguladoras de la respuesta inmune.

Efecto Booster o efecto de empuje

Un ejemplo para comprender este efecto es la prueba de la tuberculina (PT) que consiste en
poner en contacto al individuo con un derivado de proteina purificado (PPD, por sus siglas en
idioma inglés) de bacilo tuberculoso, la tuberculina, para detectar su sensibilizacion a la infeccion
tuberculosa. Esta prueba puede presentar un inconveniente, el denominado efecto Waning o
efecto debilitador, que consiste en lo siguiente: individuos que poseen desde hace tiempo
sensibilidad tuberculinica causada por Mycobacterium tuberculosis o por una antigua
vacunacion con BCG, con el transcurso del tiempo tienen disminuida la capacidad de respuesta
a la tuberculina, y pueden manifestar resultado negativo en la prueba de la tuberculina. Este
falso negativo se puede corregir con una nueva prueba 7 dias después de la primera, en la que se
puede detectar la capacidad de respuesta del sistema inmune, que fue estimulada en la primera
prueba, y el resultado de la segunda serd positivo. Esto sucede ya que los antigenos de la
tuberculina pueden activar a los linfocitos memoria, causando un estimulo de la inmunidad
celular que es conocido como efecto Booster. Este fendmeno se ha observado mas que todo en
personas de edad avanzada. Este efecto no solo se limita a la inmunidad celular, también es
aplicable para la inmunidad de tipo humoral (26).

"Conduccion Inmunologica"

Nos permitimos intentar acufar este término para nuestro planteamiento tedrico, ya que uno de
los modelos discutido posteriormente requiere conocer la posibilidad de dirigir una respuesta
inmunolégica hacia un patron deseado de citocinas, donde en conjunto con la administracion
de un inmundgeno adecuado pueda obtenerse la deseada respuesta inmunoldgica protectiva
(diferente a la encontrada en la infeccién por H. pylori, donde los niveles de inmunoglobulinas
funcionan mas como "marcadores" que a nivel especifico antiinfeccioso).

DESARROLLO



Para poder comprender como serfa el mecanismo de accion de una vacuna frente a H. pylori es
necesario conocer un poco acerca de la patogenia y del proceso de respuesta inmune que se
genera en el huésped.

Como ya se menciond, se cree que la puerta de entrada de la bacteria es por via oral (14), a partir
de aqui ésta desciende a lo largo del tubo digestivo hasta llegar al estdbmago y adherirse a su
capa mucosa. Esta adherencia sucede por la interaccion entre las adhesinas bacterianas
(proteinas) y los receptores del huésped representados por algunas proteinas de la matriz
extracelular.

Es importante mencionar que las lesiones inducidas por la adherencia son de tipo adhesion-
esfacelacion y se distinguen por la pérdida de microvellosidades del epitelio gastrico en el sitio
de la adhesion (27). Otra estructura que esta asociada al proceso de adhesion son los flagelos,
gue ademads de ser la principal estructura proveedora de movimiento de la bacteria estan
recubiertos de una proteina denominada flagelina, la cual junto con otras proteinas (que adn no
son muy bien conocidas) forman la vaina o cobertura flagelar y es a esta parte del flagelo a la que
se le ha establecido un rol en la adherencia y proteccion del filamento flagelar (28).

Se ha estudiado que existen también ciertos factores que influyen en el proceso de adhesion
como la presencia del IFN-y que podria mediar la induccidn y la expresion de proteinas que
pertenecen al complejo de histocompatibilidad tipo I (MHC-II) en células epiteliales,
aumentando la adherencia de H. pylori al epitelio gastrico e induciendo apoptosis (29).

Es entre el moco y la célula parietal donde H. pylori coloniza y se multiplica. Inmediatamente, se
lleva a cabo el mecanismo de respuesta inmune innata, siendo a este nivel donde ocurre la
formacion del infiltrado inflamatorio caracteristico de la patogenia de esta bacteria. La reaccion
inflamatoria implica la activacion de mediadores plasmaticos proinflamatorios y citocinas
guimiotacticas como IL-8, IL-1, TNF-0, que en conjunto producen un aumento de la
permeabilidad vascular y una mayor atraccion de células inmunitarias hacia la mucosa gastrica
gue trabajan activamente para eliminar la bacteria (30), tales como: neutrdfilos, eosinofilos,
basdfilos, linfocitos (células T y B), linfocitos tipo "natural killer" (NK) y células del linaje de
monocitos y macrofagos (29), constituyéndose de esta manera el infiltrado inflamatorio. Un
aspecto importante en la patogenia de H. pylori es la capacidad que tiene de producir factores
guimiotacticos como por ejemplo la Proteina Activadora de Neutrdfilos (NAP, por sus siglas en
idioma inglés) (14), entre otros, que son capaces de atraer mayor cantidad de células
inmunitarias hacia el lugar de la infeccion, agravando y manteniendo el cuadro inflamatorio, el
cual, junto con otros factores como la produccidn de toxinas por parte de H. pylori, la generaciéon
de radicales libres del oxigeno por parte de los fagocitos en actividad, entre otros, causan dafos y
lesiones permanentes a nivel de la mucosa gastrointestinal.

A medida que la bacteria va colonizando y se va produciendo el infiltrado inflamatorio, se lleva a
cabo el proceso de inmunidad adaptativa, en el cual se produce la presentacidn antigénica de H.
pvlori por parte a las células presentadoras de antigeno (APC) a los linfocitos TCD4+. Los
macrofagos, junto con las células dendriticas, células "Natural Killer" (NK) y mastocitos son
participantes cruciales en este proceso, ya que la liberacion de citocinas reguladoras por parte de
ellas en la mucosa gastrica en el momento de la presentacion antigénica, es capaz de inducir la
respuesta de linfocitos T nativos (ThO) a una via de predominio celular (Th1) o de predominio



humoral (Th2). La diferenciacion de los linfocitos T en alguna de estas dos vias encamina al
proceso inflamatorio hacia su resolucion o su continuidad, diciéndose entonces, que la via de
diferenciacion Thl se asocia a la inflamacion y posterior desarrollo de gastritis crénica y otras
patologias; y la via Th2 antiinflamatoria serd la resolutiva, produciéndose ciertos titulos de
anticuerpos de tipo IgM, IgG, IgA e IgE cursando con la eliminacion de la bacteria (29).

Para entrar en materia se plantea entonces, que las células ThO retienen el potencial para
diferenciarse en cada uno de los dos tipos de células y producir respuestas de tipo Thly Th2, por
la secrecion diferencial de citocinas. Asi, la presencia predominante de |L-12 favorecera una
respuesta Th1 (inflamatoria) y la de IL-10 favorecerd una respuesta Th2 (antiinflamatoria) (29).

Una vez diferenciados ambos linajes mantendran la secrecion de determinadas citocinas que
promueven y mantienen la sucesion de su determinada via, tenemos entonces que la IL-2, TNF-a
y el IFN-y mantendran la respuesta Thly las citocinas como IL-4, IL-5, IL-13 y TGF-B producidas por
los Th2 potenciaran esta via (29).

Es importante recordar que lo que determina que la respuesta inmune tome alguna de las dos
vias no son solamente los patrones de citocinas, sino también factores intrinsecos de la bacteria y
del huésped como tal. Los patrones de respueta inmunoldgica propuestos para la infeccion
gastrica por H. pylori se resumen en la figura N° 1.

Si se tiene en cuenta todo este proceso, nosotros planteamos dos modelos tedricos de posibles
vacunas frente a H. pylori. Comentaremos brevemente el postulado de cada modelo y luego se
hard una presentacion detallada de cada uno de ellos:

e Primer modelo que se basa en impedir la adhesidon de la bacteria a las células de la
Mmucosa gastrica, de esta manera se evitaria que se genere un proceso de repuesta
inmune.

e Segundo modelo en el cual la administracidon de un preparado de antigenos especificos
bacterianos mas citocinas como inmunomoduladores permitird dirigir la respuesta
inmune hacia la via resolutiva. Es aqui donde aunque existen elevados valores de 1gG, esta
por alguna razén no es protectiva, vy la idea basica es tornarla en un mecanismo de defensa
efectivo.

e La posibilidad de un tercer modelo en el cual planteamos la administracion de anticuerpos
monoclonales especificos para un determinado antigeno de la bacteria lo cual podriamos
denominar inmunidad pasiva, sin embargo, esta tercera acepcion no sera considerada en
los planteamientos posteriores ni en la discusion debido a la complejidad que presenta su
instrumentacion y los recientes desalientos que han ocurrido en el campo terapéutico con
el empleo de anticuerpos monoclonales humanizados en otras patologias humanas. Por
ello resumiremos la exposicion al primer modelo con sus tres mecanismos propuestos y al
segundo modelo de una vacuna asociada a terapia inmunoldgica conductiva.

Figura 1. Modelo de respuesta inmunoldgica frente a la infeccidn gastrica por H. pylori
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PRIMER MODELO DE VACUNA
Impedir la adhesidon de H. pylori a las células de la mucosa gastrica

En este modelo de vacunacion se plantea impedir que H. pylori colonice al hospedador y de esta
manera prevenir que el microorganismo infecte y cause enfermedad en el humano. Sabemos
gue la bacteria se adhiere a los receptores que se encuentran en el glucocéliz de las células
parietales, a los que llegan luego de haber atravesado el mucus que se encuentra sobre el
epitelio. La via ideal de administracion de esta vacuna seria la oral, pues se trata de impedir
uniones a receptores Mucosos, pero hay que considerar los detalles de la acidez del medio
donde se dard el impedimento a la adherencia.

¢CémMo se puede realizar esto?

Lo que se plantea es el blogueo de la unidn de la bacteria a su receptor a través de varios
mecanismos, que actuarian como ligandos al unirse a dichos receptores. Planteamos tres
mecanismos, gue son los siguientes:

1. Interferencia bacteriana.
2. Anticuerpos (Ac) especificos contra el sitio de union de antigenos (Ag) de H. pylori.
3. Proteinas especificas que bloqueen receptores a los que se une H. pylori.

Es importante acotar en este punto que al bloguear la union del microorganismo al humano, se
evita que se genere infeccion y las patologias asociadas a esta, pero no se va a desarrollar una
respuesta inmune adaptativa que defienda contra el microorganismo, lo que significa que este



tipo de vacunacion solo seria efectivo en personas cuyo epitelio gastrico no se encuentre
colonizado por Helicobacter pylori.

Entonces nos realizamos la siguiente pregunta: ;Quiénes no estan infectados por H. pylori de
manera que se les pueda administrar la vacuna y se produzca un blogueo total? Sabemos que la
infeccion por esta bacteria se adquiere en edades tempranas en aquellos paises en vias de
desarrollo (9,10), por lo que este tipo de vacuna solo seria eficaz cuando se administra a nifos
recién nacidos, que aun no han sido expuestos al patdgeno; o bien, otro razonamiento nos lleva a
gue es posible administrar la vacuna en pacientes que presenten el microorganismo en su
mucosa gastrica, cuando primero les sea eliminado el patdgeno mediante el uso de la terapia de
erradicacion contra el mismo, lo que dejaria el epitelio "limpio", con todos sus sitios de unién
libres de manera que puedan ser ocupados de nuevo por los mecanismos planteado.

Estos ligandos confieren un blogqueo duradero ya que las células parietales a las que se unen no
presentan un recambio significativo como el del epitelio intestinal y la piel, por lo que no se
pierde la proteccion que ellos confieren en un tiempo razonable, pero seria necesario establecer
el lapso temporal en el cual "revacunar' ya que no se genera una respuesta protectiva de
memoria, simplemente se evita la génesis de una respuesta inmunoldgica con su componente
inflamatorio.

1.- Interferencia bacteriana.

Este término se refiere a la accidn que ejerce la microbiota bacteriana que se encuentra
colonizando un epitelio, la cual impide que otros microorganismos se adhieran al mismo, puesto
gue ésta se hace acreedora de los sitios donde se pueden unir los microorganismos extranjeros,
de manera que estos no se puedan quedar y colonizar el lugar.

La microbiota habitual de un epitelio puede ser modificada. El método consiste en cultivar cepas
no patdégenas de una bacteria in vitro que luego van a ser administradas al hospedador, con la
finalidad de lograr que las estas se adhieran con gran avidez a los receptores y asi el hospedador
Nno pueda ser infectado por patdgenos del medio ambiente a los que puede ser expuesto.

La interferencia ha sido utilizada con este fin en situaciones como en las que se coloniza la
mucosa nasal del personal de salud intrahospitalario con cepas no patégenas de algun
microorganismo, de manera que estos interfieran en la unién de patdgenos como son los bacilos
gramnegativos y en especial con un gran éxito en la disminucion de las ratas de portacion nasal
de Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA, por sus siglas en idioma inglés), en el
personal de salud y en grupos especiales de pacientes.

Se conoce de H. pylori que existen dos tipos: los tipo | que presenta el gen que codifica para la
toxina citotoxica denominado CagA; vy los tipo |l que no presentan este gen. Las cepas de la
bacteria tipo | (CagA+) son mas patdgenas que las de tipo Il (CagA-). Sabemos entonces de la
existencia de cepas de Helicobacter que son menos patégenas, que podrian ser manipuladas
para ser convertidas en no patdgenas (atenuadas). Una vez cultivadas las bacterias no patdégenas
se podrian administrar por via oral a la persona de manera que estas lleguen al epitelio gastrico
donde se va adherir, colonizar y causar la interferencia a nivel del receptor (14).



Otro tipo de interferencia que ocasionan las bacterias es debida a productos de estas mismas. Se
puede citar el caso estudiado en Bifidobacterium sp. extraidas de heces humanas, es decir que
pertenecen a la microbiota habitual, donde se han identificado antimicrobianos proteindceos
gue se muestran activos ante bacterias gramnegativas y grampositivas (31).

Se ha comprobado que el efecto inhibidor sobre la colonizacién por patégenos al hospedador
por parte de la microbiota habitual no se debe a que ésta consuma los nutrientes necesarios
para que el patdgeno se establezca, sino que produce substancias inhibitorias que impiden su
establecimiento (32). Estas diferentes y exitosas experiencias previas brindan una consideracion a
esta opcion tedrica.

2.- Anticuerpos especificos contra el sitio de unién de antigenos de H. pylori.

Se pueden crear anticuerpos monoclonales que interactlen con los receptores de la matriz
extracelular de la mucosa gastrica del hospedador a los que se unen especificamente las
adhesinas y flagelinas de H. pylori, de manera que también se produzca un blogueo que no
permita que la bacteria colonice el epitelio gastrico.

La sintesis de Ac monoclonales se logra obtener por la técnica de hibridizacion que fue descrita
por primera vez por César Miltein y George Kohler en 1975, lo que les valié el premio Nobel en
1984,

En la actualidad han surgido nuevas técnicas basadas en la ingenieria genética, en las cuales se
utilizan fragmentos de ADN que codifican las regiones variables del Ac especificas para el
antigeno (24). Con estos nuevos métodos la sintesis de anticuerpos puede ser mas veloz y ser
incluso aminoacido-especifica (33). Hoy en dia a nivel mundial existen laboratorios comerciales
gue se dedican a las sintesis de estos anticuerpos monoclonales.

Basicamente con la administracion por via oral de estos anticuerpos monoclonales se busca
producir una inhibicion competitiva que tendra las mismas consecuencias que las explicadas en
el primer mecanismo, es decir, no se va a adherir la bacteria patdégena porgue no tiene
receptores disponibles, impidiendo asi su colonizacion en el hospedador.

3.- Proteinas especificas que interaccionan con receptores a los que se une H. pylori.

Cracias a la gendmica, se ha logrado descifrar el conjunto de genes (genoma) que posee un
organismo. Cada uno de estos genes codifica para un tanto de proteinas, el conjunto de
proteinas que sintetiza todo un genoma se conoce como proteoma. Esto ha planteado una serie
de interrogantes como: ;Qué determina el momento de expresidon de una proteina y no otra de
las que codifica ese gen? (Cuando se activa la sintesis de estas proteinas y por qué? ;Como se
"apagan"y "encienden" los genes que codifican proteinas en las distintas etapas del ciclo vital de
un organismo? ... Es aqui donde viene la protedmica como ciencia que trata de aclarar estas
dudas.

La protedmica estudia los proteomas, asi como la gendmica estudia los genomas. Esta ciencia
estudia a gran escala las proteinas, habitualmente por medio de métodos bioguimicos, y en
términos mas practicos se puede definir como la gendmica funcional.

Se sabe que las flagelinas y las adhesinas de Helicobacter pylori son las responsables de su unién
a recetores especificos de la mucosa gastrica del hospedador, por ende se busca mimetizar la



estructura de estas proteinas. Para lograr esto es necesario conocer €l genoma y mas aun, el
proteoma de la bacteria. Una vez conocido éste, entra la protedmica en la elaboracion de estas
proteinas.

Estas proteinas se administrarian por via oral de esta manera descienden por via digestiva
superior hasta llegar al epitelio gastrico donde se encontrarian con los receptores y se llevaria a
cabo la union especifica, que terminaria por producir una inhibicion de tipo competitiva.

La vacunacién mediante estos tres mecanismos es probable que necesite refuerzos.

En el caso de la interferencia bacteriana, las bacterias no patdégenas, que se administran con la
finalidad de colonizar el epitelio gastrico, pueden morir ante la propia respuesta inmune del
individuo o por su mismo envejecimiento fisioldégico; o también eventualmente podrian ser
desplazadas por otro tipo de microorganismos. Esto amerita una administracion de las mismas
con cierta frecuencia, para mantener siempre una poblacién constante de H. pylori no patdégeno
gue interfiera con las cepas patogénicas.

Al administrar anticuerpos monoclonales por via oral, estos se unen por interacciones débiles a
los receptores de las células parietales. Estas uniones eventualmente pueden perderse por
diversas causas, por lo que se requeriria un reforzamiento periddico.

Otro punto a tratar es el refuerzo de las vacunas por medio de proteinas sintéticas que presenta
la misma complicaciéon que los anticuerpos monoclonales en cuanto al tipo de interaccion débil.
Aunado a esto dichas proteinas podrian degenerar por diversas causas como: accion enzimatica
y cambios quimicos de la mucosa estomacal, entre otros; requiriendo entonces de una
administracion de estas macromoléculas en relacion a su vida media, de manera que siempre
exista una determinada cantidad unida a los receptores de H. pylori que blogueen su adherencia
al hospedador.

Figura 2. Resumen de los vias y mecanismos de intervencién propuestos
para bloquear la adherencia y colonizacidén gastrica por H. pylori
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SEGUNDO MODELO DE VACUNA

Administracion de un preparado con antigenos especificos de H. pyloriy citocinas como terapia
inmunomoduladora

Este modelo propone, en términos tedricos, la elaboracion de una vacuna que contenga una
estructura antigénica de H. pylori que pueda ser reconocida por el sistema inmunoldgico del
hospedador, produciéndose entonces una respuesta inmune adaptativa. Ademas, se propone la
utilizacion de un tipo de terapia inmunomoduladora con la cual se podra dirigir la respuesta
hacia el tipo Th2, que permite la activacion de células B, las cuales se diferenciaran en células
efectoras productora de IgG especificas y células memoria. Estas Ultimas son las responsables de
mediar la respuesta inmune efectiva ante una nueva exposicion a la bacteria.

La parte inmunogénica de la vacuna y el "componente conductiva de la respuesta
inmunoldgica" (terapia inmunomoduladora) deberian de intentar ser administrados por via
sistémica, ya que ello permitiria una mejor respuesta del sistema inmunoldgica y sus efectos
podria hacerse extensivos a la mucosa oral e intestinal.

Antes de explicar el mecanismo de este modelo, consideramos necesario tener claras ciertas
caracteristicas de algunos antigenos de H. pylori que pueden utilizarse para la elaboracion de
una vacuna:

1- Proteina Activadora de Neutréfilos (NAP): polimero de 150KDa, compuesto por 12
subunidades, capaz de promover la adhesion y quimiotaxis de polimorfonucleares y fagocitos
mononucleares al endotelio, mediante la regulacion a la alza de los receptores de adhesion de la
familia de integrinas B2 (34). Ademas, induce la liberacion de radicales de oxigeno por parte de
los neutrofilos en actividad, causando dafo a la mucosa gastrica (36).



Se puede afirmar que esta proteina presenta ciertas caracteristicas que la hacen apta para
incluirla en el disefo de la vacuna: es altamente antigénica y todas las cepas de H. pylori
examinadas poseen el gen de la NAP. Sin embargo, la expresidn de la proteina es muy variable y
hasta ahora ha sido poco estudiada (34).

2.- CagA o Antigeno A asociado a la citotoxina: es un factor de virulencia que causa cambios
morfoldgicos y funcionales en las células de la mucosa gastrica (14). Constituye ademas una
estructura antigénica para el reconocimiento de H. pylori por parte del sistema inmunoldgico.

Sin embargo, su utilizacidn en la elaboracion de una vacuna no es totalmente favorable debido a:
la variabilidad de su expresion, lo cual no permite elaborar una vacuna que sea eficaz para toda la
poblacion en general; y aungue el gen CagA siempre se expresa, solo se encuentra presente en
el 80% de la cepas de H. pylori (tipo 1) (36), lo cual disminuiria aproximadamente en un 20% la
cobertura de la vacuna.

3.- VacA o Citotoxina vacuolizante: es un importante determinante de patogenicidad de H. pylori
cuya funcién principal es la formacion de vacuolas en el citoplasma de las células eucariotas (14).
Esta proteina esta muy bien estudiada, gracias a ello, se puede escoger que porciones
antigénicas son las mas adecuadas para la elaboracion de la vacuna en este modelo.

La forma secretada de la proteina 95KDa consta de 2 dominios (14): el dominio de 37KDa del
extremo N-terminal, es esencial para la actividad citotdxica vacuolizante; vale acotar que la
modificacion de su secuencia de aminodacidos inactiva la toxina. Y el dominio de 58KDa
relacionado con la unién de la bacteria a la célula del huésped.

Por otra parte, un aspecto ventajoso para la elaboracién de la vacuna con esta proteina como
antigeno, es el hecho de que su secuencia de aminoacidos esta bien conservada, excepto en dos
regiones: la "region s", correspondiente al dominio de secuencia sefial en el extremo N-terminal
inicial; y la "region m", representada por la porcion de 58KDa (14).

La "region s" sélo estd presente en la forma precursora de la citotoxina, lo cual quiere decir, que
normalmente Nno se expone a la respuesta inmune del huésped y por lo tanto no seria necesario
incluirla en la estructura antigénica de la vacuna.

La "region m" presenta dos variantes posibles: mly m2. Por tal motivo, su inclusiéon dentro de la
vacuna podria realizarse utilizando un 50% de antigeno con la variante ml y otro 50% con la
variante m2, de forma tal que aquellos individuos que se expongan a cada una de las variantes
de H. pylori posean los anticuerpos especificos de ml o m?2.

En este sentido, es posible la utilizacion de VacA como estructura antigénica de H. pylori
mediante la modificacion del domino de 37KDa y la combinacion de las variantes mly m2 del
dominio de 58KD.

A pesar que todas la cepas de H pylori poseen el gen para VacA, este no siempre se expresa, es
decir, aungue un individuo fuese inmunizado frente al Ag, puede que sea infectado por alguna
cepa de la bacteria que posea el gen de VacA y no exprese el Ag como tal, en este caso la
inmunizacion no seria eficaz en absoluto.

4.- Ureasa: enzima que cataliza la conversion de la urea gastrica en CO2 y amonio (14); este
dltimo participa como buffer, aumentado el pH del entorno gastrico de la bacteria. Formando asi



lo que se denomina "nube de amonio", que favorece la colonizacion de H. pylori al protegerla de
la acidez gastrica (37). Algunas caracteristicas de esta proteina permiten considerarla un buen
antigeno a utilizar:

e Representa el 5a10% del total de proteinas que contiene H. pylori (14).
e Susecuencia de aminoacidos es altamente conservada (38).

e Presenta reaccion cruzada entre cepas de H. pylori y también con helicobacterias
heterdlogas como H. felis y H. mustelae (38).

e De los genes que codifican para ureasa el llamado UreB, gque codifica la subunidad UreB
de la enzima, presenta una fuerte antigenicidad (35).

Tomando en cuenta las caracteristicas de las estructuras de H. pylori antes mencionadas, se
propone la utilizacion del antigeno que presente la mayor cantidad de ventajas para elaborar
una vacuna, en términos tedricos, lo mas eficaz posible.

En este sentido, elegimos la ureasa debido, principalmente a que su secuencia de aminoacidos
es altamente conservada, por lo tanto se garantizara que el individuo vacunado tenga
anticuerpos gue respondan ante cualquier cepa de dicho microorganismo. En segundo lugar, es
una molécula de naturaleza proteica, de gran peso molecular (550kDa), que estad presente en
cantidad considerable en la bacteria, por lo tanto, no sélo representa un buen antigeno sino
también un buen inmundgeno. Es importante destacar que la presencia de los genes que
codifican para la ureasa, siempre determinaran la expresion de dicha proteina como Ag, al
contrario de lo que ocurre con VacA.

La respuesta inmunoldgica del huésped generada frente a la infeccidn por H. pylori puede ser de
dos tipos: Thl o Th2 y las respectivas consecuencias de cada respuesta son patologia o
eliminacion efectiva del microorganismo. Lo que se desea con la administracion de esta vacuna
es que el individuo desarrolle respuesta inmune tipo Th2 y por ende, se produzcan células
memorias capaces de secretar Ac especificos ante un posterior contacto con la bacteria.

Al partir de estas premisas, cabe preguntarse ¢se inducird el tipo de respuesta inmune
adecuada (Th2) frente al antigeno ureasa administrado en la vacuna". Para asegurar que se
produzca la respuesta favorable proponemos la aplicacion de terapia inmunomoduladora.

Esta terapia inmunomoduladora consiste en la administracion de sustancias que permitan la
alteracion del balance de citocinas proinflamatorias (Thl) y citocinas del tipo Th2. La balanza debe
inclinarse hacia la produccién de citocinas de tipo Th2, para ello pueden hacerse dos cosas:

e Inhibirse la secrecidon de citocinas de tipo Thl mediante la administracion de citocinas
como IL-10 y TGF-B, lo cual potencia la via Th2.

e |La administracion de glucocorticoides bloguea el paso de proTNF-a a TNF- 00y reduce el
nivel de receptor soluble IL-2.

Un resumen de la propuesta de este modelo se presenta en la figura Nro. 3.

Figura 3
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DISCUSION

Como ya vimos en el primer modelo se plantean tres mecanismos cuyos procesos tienen el
mismo fin, anular la respuesta inmune, para llegar a este fin comun todos se basan en bloquear
la adhesion de la bacteria a la mucosa gastrica. Los mecanismos de cada modelo son diferentes,
como se explicd en el desarrollo. A continuacion exponemos:

En el primer mecanismo puede que se presente una dificultad al momento de obtener la cepa
no patdégena de la bacteria, porque todavia no se ha descubierto una cepa de H. pylori que no
produzca infiltrado inflamatorio cuando coloniza la mucosa. Es probable que se requiera de
tecnologias que aun se encuentran en desarrollo, como la ingenieria genética, para fabricar
dicha cepa. A pesar de esto, es un mecanismo alentador ya que es de esperarse que la cepa no
patdgena no induzca ningun tipo de proceso inmune ni dahos en el huésped, y ademas se una
con especificidad al receptor por su complementaridad estructural, impidiendo la infeccion por
cepas patdégenas.

En el segundo mecanismo el sitio de unién de H. pylori en el receptor de la mucosa gastrica es
ocupado por anticuerpos especificos dirigidos contra estos receptores. Una complicacion del uso
de una vacuna con este modelo podria ser que células efectoras se unan a estos anticuerpos y
desaten una respuesta inmune contra el hospedador, e incluso desarrollen una reaccion de
hipersensibilidad tipo Il. Dichas células llegan a la mucosa cuando se produce inflamacion
debido a procesos infecciosos o no infecciosos.

Sin embargo, si se lograse sintetizar anticuerpos cuya porcidon Fc se modifique para impedir la
union a los receptores de las células de la inmunidad, se evitaria esta complicacion. Este
concepto ha sido explorado en algunas patologias mediante el empleo de anticuerpos



monoclonales humanizados, pero los resultados iniciales aungque prometedores se han visto
comprometidos por los efectos secundarios observados luego del uso de esta inmunoterapia
(39), por lo cual aun falta mucha investigacion en este campo de aplicacion.

El tercer mecanismo plantea un reto en su elaboracion, ya que se requiere de proteinas muy
estables y que posean una larga vida media para que la vacunacion por este mecanismo
confiera una proteccion duradera contra H. pylori, y no requiera de constantes refuerzos.

El segundo modelo de vacuna, que utiliza la ureasa como inmunogeno, podria generar efectos
secundarios. Uno de ellos seria que durante la interaccion de la ureasa con el receptor, dicha
enzima convirtiera la urea en CO2 y amonio, y éste ultimo actue como buffer aumentando el pH
gastrico, acercandolo a la neutralidad y favoreciendo un medio propicio para la colonizacion de
otros microorganismos patdgenos. Por tal motivo, es de suma importancia el calculo adecuado
de las dosis del inmundgeno de manera que induzca la generacion de una respuesta inmune
adaptativa sin generar modificaciones perjudiciales en la mucosa gastrica.

La combinaciéon de la terapia conductiva inmunoldgica con una inmunogénesis efectiva parece
ser una via de accion eficaz al menos desde el punto de vista tedrico. Aunque debe tomarse en
cuenta que el uso de inmunoterapia conductiva con citocinas que desvien hacia un tipo de
respuesta humoral es efectivo frente a H. pylori, pero no frente a otros microorganismos
presentes en el momento de la vacunaciéon y que para ser eliminados requieran una respuesta
celular.

En otras palabras, si el individuo llegase a necesitar una respuesta inmune celular, ésta pudiese
estar inhibida, en teoria, por IL-10, TGF-O0OOy los glucocorticoides, que son los
inmunomoduladores usados en esta terapia. Se piensa que mediante una adecuada conduccion
inmunolégica podrian estimularse niveles de IgG quizds menores a los que se observan en la
infeccion pero con actividad protectiva de la inmunoglobulina ya mencionada.

Sera necesario un estudio del tiempo estimado para que se instaure la respuesta protectiva
efectiva contra H. pylori y permitir luego que la actividad inmunoldgica retorne a su homedstasis
natural, bien sea de manera natural o ayudada por otros farmacos inmunomoduladores. Aungue
ya es conocido que en un lapso aproximado de 6 meses se observan modificaciones en los
titulos de anticuerpos tipo IgG anti-H. pylori cuando la erradicacion del microorganismo es
efectiva, existen reportes donde luego de 6 semanas de la erradicacion exitosa se observan
reducciones importantes en estos titulos y tendencia a mantenerse en el tiempo vy
seronegativizar; ello nos permite inferir que un periodo prudencial debe ser considerado para
valorar la respuesta a la '"vacunacion conductiva" o conducida, lo cual puede permitir
posteriormente emplear otro sistema terapéutico de inmunomodulacion para restaurar el
equilibrio original de la respuesta inmunoldgica normal y evitar riesgos de otras infecciones o
complicaciones inmunoldgicas.

El mismo razonamiento con diferentes temporalidades es aplicable a los titulos de IgM, IgE e IgA
(esta Uultima de capital importancia en la respuesta inmune en mucosas), recordando y tomando
en cuenta las propiedades y caracteristicas de cada una de estas inmunoglobulinas, pues hay
gue recordar la consideracion hecha en las primeras reflexiones de esta disertacion, los niveles de
inmunoglobulinas aungue muy elevados, .no actlan de manera preventiva o protectiva, mas



bien se les da importancia médica como marcadores de infeccion (diagndstico y seguimiento),
gue a nivel defensivo.

CONCLUSION

Los dos modelos planteados deben ser aplicados a pacientes cuya mucosa gastrica no se
encuentre colonizada por H. pylori, ya que son modelos preventivos. Por lo tanto se recomienda
su utilizacion en nifos recién nacidos que no han sido expuestos a los patdgenos o en pacientes
en quienes se logre una exitosa erradicacion terapéutica de la infeccion.

La vacunacion mediante el primer modelo se caracteriza porgue confiere proteccion al individuo
sin generar respuesta inmune, actuando como prevencion de la infeccion al impedir la
colonizacion.

La vacunacion mediante el segundo modelo permitira al individuo generar una respuesta
inmune secundaria amplificada, mas rapida y efectiva, ante una posterior infeccidn por H. pylori,
actuando como una combinacion de efecto Booster y terapia inmunoldgica conductiva junto a
una vacuna inmunogénicamente eficaz, con la capacidad de inducir una eficaz respuesta de
inmunoglobulinas (diferente a la observada en la infccidn).

La via de administracion dependera del modelo seleccionado. La oral es adecuada para los
mecanismos vy fines de la primera concepcion, mientras que la via sistémica (parenteral) sera
idonea para el segundo modelo planteado, e incluso para la restauracion de la homedstasis
inmunoldgica si se emplean farmacos inmunomoduladores.

Nosotros planteamos estos modelos tedricos de vacunas frente a H. pylori como guias, para que
puedan ser aplicados de manera practica. Consideramos que no existen limitaciones tedricas
teniendo en cuenta todo lo anteriormente planteado, pero si existen restricciones de otra indole
como por ejemplo: el conocimiento de todas las técnicas y procedimientos de laboratorio que
serian necesarios manejar para la realizacion practica del modelo, el hecho de no disponer de la
tecnologfa adecuada y los recursos econémicos suficientes para dar vida a estos proyectos
tedricos; pero de manera alentadora, creemos que todas estas limitaciones y muchas otras que
podrian presentase en el camino hacia la creacidon de la vacuna, podrian ser subsanadas.
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