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Inmunizacion efectiva contra Helicobacter pylori en un modelo murino
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Introduccion

La infecciobn por Helicobacter pylori estd asociada con
inflamacion de la mucosa gastrica (gastritis cronica superficial),
Ulcera pépticay con el desarrollo de carcinoma gastrico, la tercera
causa de muerte por cancer a nivel mundial. En la actualidad, el
tratamiento indicado a pacientes con Ulcera gastrica consiste en
una serie de antibi6ticos, con efectos secundarios agresivos que
pueden ocasionar graves dafios a nivel sistémico. Es por ello qué
se han explorado otras estrategias para su tratamiento, incluyendo
la vacunacion para prevenir la infeccion, utilizando como
inmundgenos péptidos obtenidos de la bacteria [1]. El prop6sito
de este proyecto fue evaluar la efectividad preventiva de la
inmunizacion con el péptido MVTLINNE de H. pylori en un
modelo murino.

Parte Experimental

Todos los procedimientos de trabajo con los animales siguieron
los lineamientos del Comité Interno de Cuidado Animal del
Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas, UANL. Se utilizaron 20 ratones BALBI/c,
hembras de 10-12 semanas de edad al comienzo del experimento,
Cada grupo experimental constd de 5 individuos, dos grupcs
fueron inmunizados; uno de los cuales posteriormente fue
expuesto a H. pylori, y el otro se mantuvo como control de
inmunizacion. Se incluy6 ademas un grupo control de exposicion
a H. pylori (infectado) y un grupo control sano, no inmunizado y
no expuesto a H. pylori.

Los ratones recibieron unainmunizacién por via intraperitoneal de
100pg del péptido MVTLINNE de H. pylori acompafiada de
adyuvante Sigma  Adjuvant System (SIGMA Aldrich),
posteriormente los animales recibieron un refuerzo de 100ug del
péptido con adyuvante incompleto de Freund (SIGMA Aldrich).
Los ratones se expusieron a H. pylori 6 semanas después de la
inmunizacion. La exposicion se realizé por via oral, mediante la
administracion en bebedero de 10%L UFCa lo largo de 3 semanas,
lo que calculamos como 10”7 UFC/ratén cada tercer dia [2]. Se
utilizé la cepa ATCC 700824, la cual se ha demostrado que
coloniza el estémago de los ratones BALB/c. H. pylori pertenece
al grupo de riesgo 2, por lo tanto, se siguieron las medidas de
bioseguridad apropiadas [3]. Al final de la exposicién, semana 14
desde la inmunizacién inicial, los animales se sacrificaron por
puncién cardiaca terminal y se colectaron el bazo, timo y el
estomago, que se almacenaron a -80°C o en formaldehido 4%,
hasta su andlisis.

Para evaluar el efecto de la inmunizacién sobre la respuesta
inmune celular se midié la proliferacion de linfocitos de timo
provenientes de los animales experimentales en respuesta al

mitégeno Concanavalina A o al péptido MVTLINNE. La
proliferacion de linfocitos timicos se determind mediante la
incorporacion de MTT a las células en cultivo viables. Para
evaluar el efecto de la inmunizacién sobre la respuesta inmune
humoral en los animales experimentales, se determiné la presencia
en plasma de las inmunoglobulinas 19G1, 19gG2a, 1gG2b, 1gG3
IgM, IgA por medio de citometria de flujo, se utilizé el equipo
Accuri C6 (BD, Ann Arbor, M1, USA), y el kit BD™ Cytometric
Bead Array (CBA) Mouse Immunoglobulin IsotypingKit. Para el
andlisis histopatologico de la mucosa géstrica, secciones
longitudinales del estébmago de los animales experimentales se
fijaron en formaldehido 4% y posteriormente se incluyeron en
parafina. Para el analisis al microscopio se realizaron tinciones
H&E y de Warthin-Starry.

Resultados y discusion

De acuerdo con los resultados, la inmunizacion con el péptido
inmunogeno revierte la supresion de la respuesta proliferativa que
se observo paralos linfocitos provenientes de animales infectados
con H. pylori. En cuanto a la inmunidad humoral, en los animales
infectados que recibieron la inmunizacién se encontré un perfil de
isotipos de inmunoglobulinas asociados a una mayor respuesta
bactericida (1gG2b & 1gG3).

El andlisis histopatoldgico de la mucosa gastrica de ratones
infectados con H. pylori revelé gastritis linfoplasmocitaria
multifocal discreta con presencia de escasas bacterias y esporas de
parésitos unicelulares en epitelio gastrico, alteraciones que no se
observaron en el estomago de ratones inmunizados con el péptido
MVTLINNE, si bien se observan bacterias, que coinciden con la
descripcién de H. pylori, probable residuo del protocolo de
infeccion.

Conclusiones

La inmunizacién conel péptido MVTLINNE estimula larespuesta
inmune celular y humoral, y previene el dafio producido por la
infeccion por Helicobacter pylori en ratones BALB/c.
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