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I. INTRODUCCION

Es indudable que los microorganismos cada dia resisten mas a | s farmacos por
consiguiente la ciencia tiene que desarrollar investigaciones sobre nuevas terapias
para el humano, es por esto que en el presente trabajo se realiza una recopilacién
sobre las vesiculas de membrana externa que producen algunas bacterias gram
negativas como un fenémeno natural y nos permiten conocer las diferentes teorias
que existen sobre su formacion, algunas de estas teorias describen el porque y
como se forman las pequefias vesiculas sobre la membrana externa de las
bacterias y de los elementos que forman parte de la vesicula, los nutrientes y
factores que afectan su crecimiento por que dependiendo de la supresion o adicion
de alguno afecta la integridad de la membrana externa y con esto el aumento o
disminucion en la produccién de vesiculas, se mencionan los meétodos de
aislamiento comunmente empleados en la purificacion, para su aislamiento se

utiliza mas el sobrenadante de los cultivos.

Las vesiculas pueden contener: polipéptidos, lipopolisacaridos, enzimas, toxinas
y DNA, algunos de estos componentes ayudan a la bacteria a resistir la actividad
bactericida del suero y comprenderemos la similitud que existe entre la vesicula y
la célula entera. Al contener componentes celulares son consliderados factores de
patogenicidad y son mas pequefas que la ceélula entera por lo que difunden
faciimente las barreras anatomicas, tiene la habilidad de adherirse a ceélulas
especificas induciendo una respuesta inmune. Se menciona cada una de las

actividades que presenta la vesicula y su importancia.



Como las vesiculas tienen entre sus componentes DNA entonces juegan un
papel importante en la transformacion de la bacteria, se mencionan estudios in vitro

en el cual se lleva acabo el intercambio genético.

En este trabajo se describe la importancia que tienen las vesiculas en el
desarrollo de nuevas vacunas o como vehiculo de transporte de algunos farmacos

y con esto ser una terapia contra patogenos del humano.



OBJETIVO

Recopilar informaciéon concemiente a las vesiculas de membrana externa que
producen las bacterias gram negativas y saber las condiciones de crecimiento,
como se forman, cuales son los factores de patogenicidad, como estan
constituidas, su actividad biolégica y como pueden ser utilizadas en el desarrollo de

nuevas terapias.



GENERALIDADES

VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA EN BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.

Diversos estudios indican que las bacterias gram negativas como, Eschericha
coli (ETEC) y Pseudomonas aeruginosa produce pequefas vesiculas de
membrana externa las cuales son liberadas como pequefias bombas a tejidos
especificos, contienen substancias de la membrana externa y proteinas solubles
del periplasma y lipidos. Los tejidos son inféctados por vesiculas que se desarrollan
a partir del patégeno. Estos se encuentran cerradas y estan en contacto con las
células epiteliales. La habilidad de la bacteria patégena consiste en distribuir un
arsenal de factores de virulencia a la célula especifica por medio de restos de
vesiculas relativamente inexplorados.

Las vesiculas, son pequefias esferas cerradas que derivan de la membrana
externa por fragmentacion seguida de cierre, probablemente son el resultado de la
expulsion de la membrana celular. La produccion de vesiculas de membrana
externa por las bacterias gram negativas es un fenémeno natural y comun. Estas
son formadas tanto in vifro como in vivo, se ha informado que diferentes géneros
de bacterias gram negativas las producen durante el crecimiento normal, durante
su formacioén atrapan varios componentes del periplasma celular. Pueden contener
lipopolisacarido, proteinas periplasmicas, proteinas de membrana externa,
fosfolipidos, varias toxinas asociadas, enzimas, fosfolipidos, DNA, factores de
virulencia. (Kadurugamuwa y cols; 1995) (Kadurugamuwa y cols; 1996) (Li y cols; -

1998) (Zhou y cols; 1998)



Estas estructuras, tienen un tamafo de 20 a 500 nm, ‘pueden permanecer
unidas a la membrana celular o pueden soltarse de la misma. Se les conoce como:
vesiculas alternativas, microvesiculas (MVs), vesiculas, vesiculas de la membrana,
o vesiculas extracelulares, se ha estudiado extensamente su quimica, propiedades
biologicas, y su morfologia por microscopia electronica. Se han encontrado en
diferentes géneros, como Bacteroides, Pseudomonas, Escherichia, Haemophilus,
Neisseria, y Brucella. Recientemente, los estudios por microscopia electronica han
mostrado que las vesiculas pueden liberarse de las bacterias al ambiente. Esto se
ha informado en varios géneros incluso Bacteroides, Capnocytophaga,

Actinobacillus y Cytophaga.

Se ha observado genética y bioquimica las funciones caracteristicas de las
bacterias que producen vesiculas, proteinas especificas y moléculas que gobiernan
la internalizacion de las vesiculas dentro de células especificas. Estos estudios
ayudaran a tener nuevas ideas para encontrar vesiculas de membrana externa de
bacterias gram negativas. (Magrand y cols; 1989) (Kadurugamuwa y cols, 1996) (Li

y col;, 1998) (Kadurugamuwa y cols; 1995) .
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Il. FORMACION DE VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA
Existen varias teorias por las cuales la vesiculas de membrana extena de

bacterias gram negativas pueden formarse:

TEORIA |
Mutantes con defectos en la lipoproteina y la mureina.

El mecanismo por el cual las vesiculas se forman no se ha establecido
claramente. Se mostré que las mutantes con defectos en la lipoproteina y mureina
exhiben invaginacion, deformando la membrana externa durante la division celular,

produciendo vesiculas grandes. (Mayrand y cols0; 1989)

TEORIA 1l
El desarrollo de la membrana externa.

El fenémeno de formacion de la vesicula puede ser también, el resultado de
gue la membrana externa crece mas rapidamente que la capa de peptidoglucano .
En la Figura (1) se observa como la membrana externa (OM) de Bacteroides
gingivalis, es cubierta por una capsula (C) que encierra el periplasma (PS) con el
ribosoma (R) y el nucleo (N). También muestra a las vesiculas de membrana
externa las cuales son cubiertas por una doble membrana y material capsular.

El exceso del material de la membrana externa (respecto a la capa de
peptidoglucano) da lugar a una protuberancia pequefia en la membrana externa, si
esta protuberancia continda creciendo da lugar a una vesicula atada por sélo una
cuerda de membrana externa. Esto apoya el mecanismo para la formacion de

vesicula de membrana externa.(Mayrand y cols; 1989)
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Fig(1): Fotografia por microscopio electronico de Bacteroides gingivalis que muestra como la
membrana externa (OM) es cubierta por una capsula (C ) y encierra el periplasma (PS) con el ribosoma
(R ) y el nicleo (N). Las vesiculas (V) son cubiertas por una doble membrana y parece ser cubierta por

material capsular.

TEORIA Il
La sintesis del peptidoglucano.

Se propone que el origen de vesiculas en la membrana extracelular de
bacterias gram negativas es el resultado de la sintesis de peptidoglucano que
causa una abultacion en la membrana externa, la membrana se pandea vy

finalmente forma la vesicula.(Kadurugamuwa y cols; 1995) (Li y col; 1998)

TEORIA IV
Participacion de antibidticos en la formacion de las vesicuias.

El movimiento mecéanico provoca que las ve-sicuias sean soltadas al medio de
cultivo, es conocido que las perturbaciones en el crecimiento o en la integridad de
la membrana externa refuerza su formacién. Por ejemplo, antibioticos o inaniciéon -

para los aminoacidos puede estimular la formacion de vesiculas. Aparece por

15



consiguiente un desequilibrio en la transicion y crecimiento aumentando la

produccién de vesiculas.(Kadurugamuwa y cols; 1995)

Como se mencionoé la cantidad de vesiculas producidas .se puede inducir por
diferentes antibioticos, como por ejemplo, la gentamicina estimula la produccion de
vesiculas de membrana externa en Pseudomonas aeruginosa, esta bacteria
produce vesiculas de membrana externa, naturalmente, pero al agregar al medio
gentamicina se observa una alta produccion de vesiculas de membrana externa,
las cuales son mas grandes, se sugiere que en la formacion de vesiculas naturales

e inducidas con gentamicina se forman de la siguiente manera:

- s

e

. Al W
L\x\ s S N Y
hy . 0 .

Fig(2): Modelo representativo de eventos para la formacion de vesiculas de membrana externa
naturales y de vesiculas de membrana externa estimuladas con la adicion de gentamicina. Membrana

celular{OM), peptidoglucan (PG), membrana citoplasmatica (CM), citoplasma (C).

En la Figura (2) Se observa un modelo que representa eventos en la formacion
de MVs en Pseudomonas aeruginosa, A) Indica la membrana antes de que la
vesiculacion comience, B) Se observa el tipo mas simple de la formacién de

vesiculas de membrana externa naturales mas frecuente. Esta vesiculas de
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membrana externa es comparativamente mas pequefa, involucra solo la
exfoliacion de la membrana externa, y atrapa sélo periplasma, C) es una
extrapolacion de la B) en esta se ilustra el atrapamiento de ADN que ha emigrado
del citoplasma al periplasma y es otra posibilidad para las vesiculas de membrana
externa naturales, D) Se observa la produccion de vesiculas &e membrana externa
mas complicado, desde que contiene la membrana interna y externa asi como
algunos constituyentes del citoplasma. Se han descubierto autolisinas en vesiculas
de membrana externa (naturales) y vesiculas de membrana externa (estimuladas
con gentamicina) y se cree que la atadura intima normal entre la membrana externa
y peptidoglucano dentro de la membrana celular requiera una hidrolisis de la capa
de peptidoglucano inmediatamente debajo de la vesiculas de membrana externa
durante la vesiculacion. Esta brecha en el peptidoglucano durante el desarrollo de
la vesiculas de membrana externa naturales se localiza y se cierra, para que la lisis
celular no suceda. La gentamicina aumenta la incidencia y el tamaiio de vesiculas
de membrana externa, aumentando la actividad autolitica y contribuiria a la muerte
celular. Como un perturbante de la membrana, la gentamicina anima la formacion
de vesiculas de membrana externa en la membrana celular.

La encuademacion de policationes como el aminoglucésido puede reestructurar
el LPS condensandolo y puede desestabilizar la membrana externa, estas regiones
de la membrana externa tendrian al reconfigurarse sus macromoléculas, mientras
se produce la vesiculacion. Desde que el Mg+2 se libera de la membrana externa
durante las fases iniciales de tratamiento con gentamicina, una zona libre de
cationes podria ponerse disponible para activar las autolisinas que puede '

responder directamente a la hidrélisis, aumentando el peptidoglucano debajo de las
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g-MVs. Asi alternativamente, la perturbacién de la membrana externa puede
reestructurar el peptidoglucano y a su vez activar las autolisinas. Por lo tanto, la
gentamicina desestabiliza la membrana externa, para que el periplasma y
citoplasma puedan entrar en el vesiculas de membrana externa.(Keywords; 2000)

(Li y cols; 1998) (Kadurugamuwa y cols;1998)

ll. CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA

EXTERNA.

Los nutrientes y factores que afectan el crecimiento de vesiculas de
membrana externa.

Las vesiculas de membrana extemna se pueden formar o no dependiendo de los
nutrientes que contenga el medio (perturbaciones en la supresion o adicion de
algun nutriente):y también, su proliferacion es afectada por la presencia de factores
o sustancias que afectan la integridad de la membrana externa reforzando su
formacion. Parece ser critico obtener la "expresion” de vesiculas. Se mostré que un
cultivo de Eschericha coli limitado de lisina, excreta cantidades grandes de acido
diaminopimélico y lipopolisacarido. También se ha encontrado que las células
exhiben un gran numero de vesiculas y que la cantidad de material extracelular
aumenta con la edad del medio de cultivo. Se observo que células crecidas en un

medio rico en lisina no presentaban tal estructura durante el ciclo de crecimiento.



En la Figura (3) se observa que en la membrana externa de Bacteroides
gingivalis W50 crecido bajo limitaciones de hemina poseia numerosas y grandes

vesiculas extracelulares y pocas fimbrias.

Fig(3): Transmisién por microscopia electrénica que muestra la formacién de vesiculas de
membrana externa en la superficie de Bacteroides gingivalis W50

Por otro lado se conoce que cuando Pseudomonas fragi coloniza el tejido del
musculo, las vesiculas aparecen en la superficie de Pseudomonas fragi y en el
tejido que rodea la célula, sin embargo; las células no producen las vesiculas
extracelulares cuando se hace crecer sin los sustratos del tejido o en medios

simples desprovisto de aminoacidos o proteinas. (Mayrand y cols; 1989)

Nutrientes utilizados por Pseudomonas aeruginosa para el crecimiento de
vesiculas de membrana externa.

Pseudomonas aeruginosa forma vesiculas de membrana externa en el medio de
cultivo durante el crecimiento normal. La liberacion de estas vesiculas aumenta tres

veces aproximadamente después de la exposicion del organismo a cuatro veces el
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MIC de gentamicina. Vesiculas naturales y vesiculas de membrana inducidas con

gentamicina (n-MVs y g-MVs, respectivamente).

La microscopia electronica de n-MVs y g-MVs reveld que las vesiculas de
membrana extema eran bicapas esféricas. Los diametros de las vesiculas no
tratadas y las células tratadas con gentamicina variaron entre 50 y 150 nm; sin
embargo, cuando se promediaron medidas de g-MVs, se encontré que g-MVs son
ligeramente mas grandes que las n-MVs, con un diametro de 100 nm y opuesto a
80 nm para n-MVs, se demostro que las vesiculas tienen una estructura de bicapa.
Ningun material externo se vio por cualquier técnica de microscopia electronica de
transmision, sugiriendo por eso que las vesiculas aisladas eran libres de detritus

celulares.

El aumento de 3 veces |la masa de la vesicula de bacterias expuestas a
gentamicina, comparado con las células no tratadas, indicé que el, antibiotico
causa la liberacion de mas vesiculas, probablemente debido a una interaccion
ionica entre el antibidtico y la superficie celular, provocando la desestabilizacion de
la membrana externa. El analisis de vesiculas por microscopia Irnmunoelectronica
e irnmunoblot demostro la presencia de una banda B de lipopolisacérido (LPS), con
una proporcion ligeramente mas alta de banda B de LPS en las g-MVs que en las
n-MVs. Una banda A de LPS se presenté algunas veces en g- MVs pero no en la
n-MVs. El descargo natural de MVs aumentd por exposicion del organismo al
antibiético gentamicina por perturbaciéon de su membrana. (Li y col ‘1996)-
(Kadurugamuwa y cols; 1996) (Keyword; 2000)
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IV. METODOS DE AISLAMIENTO DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA

EXTERNA.

Métodos comunmente empleados en el aislamiento de vesiculas de
membrana externa.

Se han usado varios métodos diferentes para el aislamiento de vesiculas del
sobrenadante de cultivo. Los procedimientos mas comunes incluyen la
precipitacion con sulfato de amonio, centrifugacion en gradientes de sacarosa,
ultracentrifugacion y ultrafiltracion.(Mayrand y cols; 1989) (Kadurugamuwa y cols;

1998) (Kadurugamuwa y cols; 1995) (Dorward y cols; 1989) (Reyes; 2002)

V. COMPOSICION DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA.

Las vesiculas de membrana externa y su similitud con la membrana externa.
Las vesiculas extracelulares son parte de la membrana externa de las células
bacterianas que se dividen generando por lo tanto estructuras idénticas a la
composicion bacteriana. Se encontr6 que las vesiculas recuperadas por
ultracentrifugacion de varias especies de Bacteroides eran identicas a los modelos
de membrana externa.
Se ha encontrado que las vesiculas pueden contener polipéptidos que pueden

ser obtenidos como sigue:
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*Algunas proteinas que son parte de las células se concentran en el proceso de
formacion de vesicula.

*Algunas proteinas que estan en el interior de la célula pueden ser envueltas,
cuando brota la vesicula.

*Algunas proteinas son el resultado de la accion de las proteasas en las moléculas

de la superficie de las vesiculas. (Mayrand y cols; 1989) (Dorward y cols; 1989)

Componentes de superficie celular en Pseudomonas aeruginosa.

Muchos factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa se localizan en la
superficie celular, como el lipopolisacarido (LPS), y otros proc!uctos extracelulares,
como proteasa alcalina, elastasa, exotdxina, DNAsa, hemolisinas, fosfatasa
alcalina y fosfolipasa C (PLC). Estan en los 2 tipos de vesiculas, las naturales y las

inducidas con gentamicina.

Varios estudios han demostrado la secrecion de estos productos al ambiente
externo durante el crecimiento del patdégeno. Los investigadores han procurado
entender el mecanismo de translocacién de proteinas, en las bacterias. Sin
embargo, los eventos precisos que llevan a la liberacion real de proteinas de la
superficie bacteriana al ambiente externo no se han recdnocido ni entendido
totalmente. Varios modos distintos de secrecién de proteinas existen, y en
Pseudomonas aeruginosa por lo menos se han identificado dos vias de secrecion

diferentes, la proteasa alcalina, un producto del gen apr.
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La mayoria de las exoproteinas en Pseudomonas spp, se cree que son
secretadas via un mecanismo de 2 pasos. Primero, las proteinas pasan por la
membrana interna como péptido sefial via dependiente. La translocacion
subsecuente por la membrana externa se media por las proteinas auxiliares
especificas, la fuente de energia para el traslado de las exogroteinas por la
membrana exterior no se define todavia claramente, a pesar de la evidencia de que
una pendiente del protén se requiere para la secrecion de proteinas en
Pseudomonas aeruginosa. En la Figura (4) Se observa la formacion de vesiculas
(V) de Pseudomonas aeruginosa, pero también se observa lo que es la membrana
externa (OM) y el periplasma (PS). Una vez que las exoproteinas son translocadas
por la membrana periplasmatica, algun plegado de las proteinas debe ocurrir,
completa su vinculacion intramolecular. Incluso las estructuras terciarias vy
cuaternarias pueden resultar antes de la translocasion de las proteinas por la

membrana externa.

Las estructuras ordenadas pueden ser toleradas por la proteina de la membrana
externa (OM). Las exoproteinas antes de dirigirse al periplasma tienen que
desplegarse antes del transporte hacia la membrana. Es también posible que
algunas exoproteinas no se desplieguen y se suelten como paquetes en las
vesiculas de membrana extema. (Kadurugamuwa y cols; 1998} (Hancock y cols;

1979) (Kadurugamuwa y cols; 1996)
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Fig(4): Fotografia por microscopio electrénico de Pseudomonas aeruginosa. Muestra una porcién
delgada que es la formacién de una vesicula (V), también muestra lo que es la membrana externa (OM)

y el espacio que ocupa el periplasma (PS).

La actividad de la fosfatasa alcalina también se descubri6 en ambas
preparaciones de vesiculas de membrana externa. La actividad total en el
sobrenadante estaba reducido por aproximadamente 50% después de la
centrifugacion de vesiculas de membrana externa del sobrenadante de cultivo,
indicando una asociacion de la enzima con las vesiculas. Aunque la mayoria de
PLC y fosfatasa alcalina se encontro dentro de las vesiculas, también se
descubrieron ambas actividades de la enzima en los extractos celulares después
de que se trataron las células intactas cen tolueno, mientras se indica que enzimas
maduras son acumuladas dentro de la célula antes de su descargo en el medio

extracelular.

El examen de ambos tipos de vesiculas de membrana externa para la actividad
de proteasas demostrd la asociacion de enzima activa. En la centrifugacion las

células soltaron vesiculas al sobrenadante de cultivo, la actividad de proteasa total
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se dejo caer en un 16% en los sobrenadantes no tratados y 25% en los
sobrenadantes tratados con gentamicina. Desde una cantidad apreciable de
actividad también podria descubrirse células que sueltan vesiculas al medio en los
sobrenadantes centrifugados, la enzima probablemente se suelta de las células en

ambos soluble y formularios asociados a vesiculas.

En contraste, la actividad elastolitica se descubrié exclusivamente en los
sobrenadantes y no era afectada la liberacion de vesiculas por las células al
sobrenadante por la centrifugacion. Los estudios anteriores han demostrado que la
enzima se secreta como una proenzima que sélo se pone activa cuando se suelta
al sobrenadante. Por esta razén, aun cuando la proenzima esta presente en
vesiculas de membrana externa, no seria perceptible por su actividad de enzima.
La cuantificacion fluorométrica de ADN en vesiculas de membrana externa
determiné que el ADN se empaqueta dentro de las vesiculas, encontrandose mas

ADN en g-MVs que en n-MVs. (Keywords; 2000)

Vi: ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA.

Participacién de las vesiculas de membrana externa en el desarrollo de la
enfermedad.

Para producir la enfermedad, los microorganismos deben- resistirse al sistema
de defensa del organismo asi como el acceso al 6érgano, colonizacién, y dafio de
los tejidos. La especie del microorganismo es crucial para producir la enfermedad
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ya que para su patogenicidad, contienen en su superficie varios factores de
virulencia. La liberacién de componentes de la pared celular bacteriana, como las

vesiculas, podria contribuir entonces al proceso de patogenicidad.

Desde que las vesiculas de la membrana externa atrapan componentes
celulares, ellos tienen que ser considerados como un factor de virulencia
importante. Comparado con la célula bacteriana entera, substancias que son
biolégicamente activas son concentradas en el interior y la superficie de las
vesiculas podrian alcanzar las areas inaccesibles mas faciimente o podrian difundir

a través de las barreras anatémicas.

Muchos componentes bacterianos contribuyen a la patogenicidad en infecciones
por bacterias. Como se ha mencionado las vesiculas pueden contener ADN. Asi
estas vesiculas podrian jugar un papel importante en la transformacion genética,
sirviendo como un vehiculo de transporte para ADN y factores de virulencia.

(Dorward y cols; 1989)

Los efectos adversos en pacientes que se encuentran en terapia al utilizar
antibiéticos, tiene como resultado la liberacién de componentes bacterianos lo cual
es de gran preocupacion. Varios antibiéticos diferentes pueden afectar la superficie
bacteriana, sobre todo liberando endotéxinas de las bacterias gram negativas y
componentes de la pared celular de bacterias gram positivas. Estos componentes
parecen ser un inductor poderoso de la inflamacion durante la infeccién, por

ejemplo, la meningitis bacteriana.
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Las vesiculas de membrana externa de Pseudomonas aeruginosa en cultivo
de pulmones.

El descargo de vesiculas de membrana externa por Pseudomonas aeruginosa
es normal durante su crecimiento, es posible que sus vesiculas puedan funcionar
como un mecanismo por el que Pseudomonas aeruginosa secreta sus productos
naturales, como factores asociados a virulencia al ambiente externo. Durante la
infeccion, estas vesiculas de membrana externa podrian concentrar estos factores
y podrian llevarlos al tejido que sera infectado, Pseudomonas aeruginosa es un
patégeno oportunista en pacientes inmunosuprimidos, particularmente en los que
presentan fibrosis cistica (FC) asociada a la enfermedad, la habilidad del patégeno
en distribuir un arsenal de factores de virulencia a muchas células por medio de las

vesiculas. (Keywords; 2000)

Pseudomonas aeruginosa produce vesiculas de membrana externa en los
pulmones del paciente con cistitis fibrosa, estas vesiculas se adhieren mejor en el
pulmon que en las células epiteliales del intestino. Esto nos indica la habilidad que

tienen las vesiculas de adherirse a células especificas.
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Borrelia burgdorferi induce respuesta inmune por las vesiculas de membrana
externa.

Borrelia burgdorferi forma también vesiculas de membrana, que desarrollan una
respuesta inmune induciendo una hiperactividad de células B, esto debido a que
las vesiculas contienen LPS, demostrandose una respuesta inmune humoral

especifica dirigida hacia vesiculas de membrana extracelular.

Los linfocitos B producen, como célula plasmatica anticuerpos IgM dirigidos
contra las vesiculas pero no producen IgG e IgA, por otra parte las vesiculas
también inducen la produccion de macrofagos, IL1, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa), estos dos ultimos factores median la inflamacion, y podrian contribuir a
los sintomas de la enfermedad de Lima, las vesiculas se ven involucradas en una
alta produccion de células B, asi mismo, se forma un complejo multiproteico entre
las vesiculas y anticuerpos, que estimula una proteccion autoreactiva y respuesta

inmune especifica de células B contra las vesiculas.

Se conoce bien que el efecto bactericida del suero humano es de suma
importancia en la defensa del organismo contra las infecciones bacterianas. La
exposicion del organismo a muchas especies de bacterias gram negativas hace
que el suero diluya estas células bacterianas. La resistencia al suero humano
puede ser conferida por los componentes de superficie celular como el
lipopolisacarido, los polisacaridos capsulares, cromosomas y plasmidos que

determinan las proteinas de la membrana externa. (Kaduruga muwa y cols; 1996)
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VI. ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA

EXTERNA.

Importancia de la actividad bactericida de las vesiculas de membrana externa

Las vesiculas inhiben la actividad bactericida del suero, cuando se usa una
concentracion de 0.3 mg/ml de vesiculas, hirviendo estas vesiculas se previene
esta inhibicion, sin embargo una concentracion alta de vesiculas hervidas, estas
inhiben la actividad bactericida del suero, por lo tanto las vesiculas contienen

factores labiles al calor y componentes estables al calor.

Las vesiculas de Pseudomonas gingivalis producen una tilo-proteasa que es
activa contra algunos componentes del suero, como factorés del complemento,
inmunoglobulinas, inhibidores de proteasas y proteinas de transporte, cuando estas
vesiculas se combinan con un bloqueador de thiol, el suero vuelve a tener su
actividad bactericida, por otra parte al poner en contacto directamente LPS con
suero, también inhibe su actividad bactericida, es posible que las vesiculas de
membrana externa protejan a la bacteria para que produzca la enfermedad y la
actividad del complemento, mientras se favorece la patogenicidad, logrando

producir la enfermedad. (Allen y col 1996) (kadurugamuwa y cols; 1998)

Las vesiculas extracelulares parecen tener la misma actividad biolégica que una
célula completa y una composicion similar, se demostré que tanto los factores
labiles y estables al calor son capaces de inhibir la accion letal del suero. Las

vesiculas podrian ligar (via LPS) a las bacterias, permitiendo la proteccion de
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bacterias contra la accion letal de suero. Sin embargo, uno no debe excluir la
posibilidad de que algunos otros componentes resistentes al calor (como los
polisacaridos capsulares) de vesiculas pueden ser involucrados en el efecto

proteccionista.

Se ha mostrado que lipopolisacaridos y enzimas proteoliticas se encuentra en
vesiculas de membrana extema de Pseudomonas gingivalis y que puede mediar la
habilidad de estas estructuras para suprimir la actividad bactericida de suero
humano. Estas observaciones indican un factor de virulencia adicional asociado
con Pseudomonas gingivalis; las vesiculas.(Grenier y cols; 1991) (Hancock y cols;

1979)

Las hidrolasas en bacterias gram negativas y gram positiv.as.

Bacterias gram positivas y gram negativas poseen varios tipos de hidrolasas de
mureina endoégenas que se pegan covalentemente al peptidoglucano de la pared
celular. La mayoria de estas enzimas son autolisinas, estas actian sobre el
peptidoglucano hidrolizandolo, el resultado de esta hidrdlisis es la averia de la
integridad celular, las autolisinas se definen como un grupo de enzimas capaces de
hidrolizar peptidoglucano, pueden encontrarse ligadas a el citoplasma, membrana
citoplasmatica, periplasma y peptidoglucano. Existen varios tipos de autolisinas las
B-N-acetiimuramidasas (lisozimas), -N- acetilglucosaminidasas, N-acetilruramoil-

L-alanina y peptidasas.(Kadurugamuwa y cols; 1996) (Zhou y cols; 1998)
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Las autolisinas deben jugar, papeles fisiolégicos importantes en las bacterias
como en el crecimiento y division celular, ya que a menudo se expresan en
bacterias que crecen rapidamente, se ha propuesto que estas enzimas participan
en la formacién de la estructura flagelar, en la produccion de la pared celular,
formacion de septos y hendiduras, por lo tanto estas autolisinas son importantes en
el crecimiento y desarrollo celular de las bacterias. Ademas de estas funciones,
existen también evidencias de que estas participan en la formacion de esporas y
gemacion, estas enzimas también funcionan como moléculas importantes que

determinan crecimiento o lisis celular. (Li y cols; 1996)

Las vesiculas de membrana externa producidas naturalmente, por bacterias
gram negativas como Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas,
Klebsiella, Morganella, Proteus, Salmonella, y Shigella, iisa.n muchas bacterias
gram positivas, incluso Mycobacterium y cultivos de bacterias gram negativas, se
sugiriere que las vesiculas de membrana externa contienen hidrolasas (conocidas

como autolisinas de peptidoglucano). (Mayer y cols; 2000) (Peeters y cols; 1999)

La microscopia electronica revel6 que las membranas de las bacterias fueron
digeridas, las bacterias sensibles a vesiculas de membrana externa tienen
quimiotipos de peptidoglucano Ala, Ada, Aly, A2a, y Ady, mientras que las
bacterias que no son afectadas por la lisis de vesiculas contienen quimiotipos A3a,
A3B, A3y, A4p, Bla, y B1p. La Pseudomonas aeruginosa PAOI sus vesiculas
tienen la mayor actividad litica.(Li y cols; 1996) (Kadurugamuwa y cols; 1996) (Zhou

y cols; 1998)
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Para las bacterias gram positivas, las vesiculas de membrana extema se atan a
la superficie de la pared celular donde ellas rompen abiertamente, mientras liberan
hidrolasas para peptidoglucano digiriendo el peptidoglucano subyacente de la
pared; la lisis sucede en el sitio de la digestion. Las vesiculas de membrana

externa lisan bacterias gram negativas por un mecanismo diferente.

Las vesiculas de membrana externa funden la membrana externa de la bacteria
y asi, introduce hidrolasas de peptidoglucano en el periplasma luminal. Una vez en
el periplasma, la hidrolasa difunde alrededor del saco de acido muramico y puede
digerir en varios sitios diferentes, causando lisis en estos sitios. Vesiculas de
membrana externa también pueden adherirse a las capas S de las bacterias gram
positivas donde hidroliza el peptidoglucano y también puede emigrar a través de las
capas S atacando la pared subyacente, las capas S estdan compuestas de
proteinas y glucoproteinas que son incapaces de inhibir la lisis producida por

vesiculas de membrana externa.(Li y cols; 1996) (Kadurugamuwa y cols; 1996)

Las bacterias gram positivas tratan de defenderse de esta lisis por vesiculas de
membrana externa posiblemente construyendo una capa proteccionista adicional
sobre sus paredes celulares. Para que estas mismas bacterias ganen nutrientes,
estructuras como las cépsulas, la capa tendria que ser una matriz rigida con un
tamafio de poro muy pequefio en donde no penetraran las hidrolasas; sin embargo,
no todas las bacterias tienen capsula y aunque la tuvieran el tamafio del poro no es .
tan pequefo para impedir la penetracién de las hidrolasas.(Li y cols; 1996) (Zhou y
cols; 1998)
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Las vesiculas de membrana externa matan bacterias, la microscopia
electronica revelo las zonas de lisis de bacterias, apoyando que las vesiculas
habian matado a las bacterias, para que esta lisis pueda ocurrir las bacterias deben
de contener peptidoglucano quimicamente diferente ya que bacterias con un
peptidoglucano quimicamente similar no hay digestion de pared celular y por lo
tanto no existe lisis. El efecto litico de las vesiculas de membrana externa no solo
era en LPS si no también digeria especies que contienen paredes celulares

formadas con &cido micélico, lipoarabinomanana, y arabinogalactan.

Es posible que otras enzimas hidrolitcas se encuentren en vesiculas de
membrana extema para realizar la lisis de bacterias. Por ejemplo, proteasas,
lipasas, o fosfolipasa C podrian afectar directamente la membrana plasmaética de
bacterias susceptibles o podrian digerir los polimeros secundarios esenciales en la

pared celular.

Por otra parte la induccién de vesiculas con gentamicina en Pseudomonas
aeruginosa, muestra que las g-MVs tienen una mayor actividad hidrolitica, que las
n-MVs; las g-MVs, ademas de la lisis por hidrolasas, también depositan pequefias
cantidades de gentamicina en el interior de la célula, matando por sinergismo. (Li y

cols; 1996) (Kadurugamuwa y cols; 1996)

Es probable que las vesiculas de membrana externa sean estructuras que las
bacterias gram negativa usan para su sobrevivencia, para concentrar sus

componentes periplasmicos y que estos puedan ser enviados al ambiente para
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realizar funciones particulares. Ciertamente, las bacterias secretan un numero de
enzimas extracelulares solubles por diferentes rutas de secrecion, pero la difusion
debe diluir las concentraciones de la enzima rapidamente. Las vesiculas de
membrana externa permiten que estas enzimas se concentren y permanezcan
hasta que encuentren un sustrato en particular. Es probable que las hidrolasas
peptidoglucano tengan el propoésito de lisar células vecinas para aumentar los
nutrientes de la célula productora de vesiculas, esto da una gran ventaja a las
bacterias gram negativas por encima de las bacterias que no pueden producir

vesiculas de membrana externa.(Li y cols; 1996) (Keywords; 2000)

Bacteroides uniformis y su produccion de una sustancia bactericida.
Bacteroides uniformis se conoce gque produce una sustancia bactericida activa
contra especies- que pertenecen al grupo de Bacteroides. Se cree que esta
sustancia bactericida permite que Bacteroides uniformis destruya flora normal para
permanecer en su nicho ecolégico. Los informes mas recientes indican que este
bactericida se suelta al medio de cultivo y tiene un peso molecular menor a 3 kDa.
Recientemente se mostro, que esos fragmentos bactericidas, eran liberados por
vesiculas de membrana. Por lo tanto puede usarse la urea como un agente para
disociar proteinas e hidrocloridrato de guanidina para soltar la sustancia inhibitoria

de la superficie de las vesiculas.(Mayrand y cols; 1989)
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VIil. ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA

EXTERNA.

Las enzimas proteoliticas y su importancia en la patogenicidad.

La asociacion de enzimas proteoliticas con la superficie celular bacteriana
podria ser potencialmente importante en la nutricion bacteriana asi como en el
proceso de patogenicidad, enzimas degradativas localizadas en la superficie de las
vesiculas facilitan la digestién por ruptura de moléculas comblejas en fragmentos
pequefios para la nutricion de la bacteria. Estos productos estan entonces
inmediatamente disponibles para las proteinas obligatorias o las porinas presentes
en la membrana externa de las células. Las mismas enzimas proteoliticas también
podrian afectar las barreras anatomicas y asi podrian permitir la penetracion
subsecuente de bacterias y sus productos toxicos en los tejidos. Ademas, una
perturbacion en el sistema inmune humoral podria ocurrir por degradacion de

inmunoglobulinas o proteinas del complemento.(Mayrand y cols; 1996)

Pseudomonas fragi y su actividad proteolitica.

Pseudomonas fragi, una bacteria presente en la carne y producto lacteos,
produce actividades proteoliticas extracelulares, asi como las vesiculas cuando
crece en el substrato de tejido de carne. Recientemente se aislé una proteasa del
sobrenadante del medio de cultivo de esta especie bacteriana. Usando los
procedimientos de inmuno-peroxidasa, se mostro que la enzima esta presente en la
superficie y dentro de las vesiculas que se unieron externamente a la pared celular

0 que se presentan como estructuras globulares libres en el medio. Se sugiere que
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las vesiculas puedan funcionar como un mecanismo para concentrar y secretar las
enzimas proteoliticas y de proteinas hidrolasas y asi mantiene una fuente de
péptidos pequefos o aminoacidos para que sean utilizados por el metabolismo

celular. (Mayrand y cols; 1996)

Bacteroides gingivalis produce actividad proteolitica por vesiculas de
membrana externa.

Se mostr6 que Bacteroides gingivalis producen vesiculas que son
favorablemente proteoliticas. La actividad proteolitica de las vésiculas fue similar a
las células bacterianas enteras. E| substrato no especifico Azocoll y caseina asi
como la colagena éacida soluble y el benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida que son
sustratos de tripsina like, se degradaron. La actividad de tripsina like era
investigada, usando los, medios de cultivo viejos, ellos encontraron que el 80% de
la actividad recuperable total estaba asociado con un fragmento de particulas que
contiene vesiculas, considerando que la actividad restante estaba soluble en el
fragmento de sobrenadante. Fue postulado que la enzima tripsina like de
Bacteroides gingivalis se suelta como una proteina soluble, pero también es
asociada con las vesiculas extracelulares. Ademas de la actividad contra arginina,
las vesiculas de Bacteroides gingivalis pueden degradar también el glicil-L-
prolina—pNA asi como la albumina del suero bovino, fibronectina, transferrina, a-

antitripsina, IgA e IgG.(Mayrand y cols; 1989) (Dorward y cols; 1989)

Bacteroides gingivalis W50, produce la enzima ftripsina like, esta es liberada
como una proteina soluble, también es asociada con vesiculas de membrana
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externa, en las que puede existir como un componente soluble y también como un
complejo proteico. La importancia de esta enzima en la enfer-medad que produce,
es que produce una pigmentacion negra en los dientes y aumenta el potencial de
este organismo para mediar la destruccion de los tejidos periodontales, el descargo
de enzima proteolitica que contienen las vesiculas puede permitir a este organismo
obtener aminoacidos. El descargo de tal enzima proteolitica no puede ser de hecho
exclusivo para Bacteroides gingivalis. (By y cols; 1987) (Smalley y cols; 1989)

(Patrick y cols; 1996)

El proteoma en las vesiculas de membrana externa de Shewenella onoidensis
MR-1.

Se analiza todo el proteoma de las vesiculas de la membrana de Shewenella
oneidensis MR-1. Se ha identificado la completa asociaciéon de proteinas con las
vesiculas de membrana extemna de las bacterias usando una nueva técnica de alta
resolucion en la separacién y gran precision en masa y sensibilidad en transformar
un ién ciclotron resonante por espectrofotometria de masas, las vesiculas de
membrana externa son unicas en bacterias gram negativas y constantemente las
ponen en libertad de la superficie de las células durante el crecimiento de la
bacteria, parecen adornos de algunos subalternos del citoplasma que contienen
varias enzimas. Las vesiculas de membrana externa son como enzimas que
protegen a la bacteria y son secretadas por via extracelular al liberar estas
enzimas dentro de otras bacterias para matarlas y ademas lisan a las células

endocrinas.
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Para identificar completamente las proteinas de las vesiculas de la membrana
externa se puede predecir por el medio ambiente en el que ellas estan. Los
resultados del andlisis del proteoma sugiere que las vesibulas de membrana
externa de Shewenella oneidensis MR-1 se liberan de ella, conteniendo enzimas

responsables para reducir radionucleotidos.(Lipton y cols; 2000)

IX. ACTIVIDAD TOXICA DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA.

Endotoxinas y LPS en las bacterias gram negativas.

Endotéxinas y LPS fueron los primeros compuestos conocidos y localizados en
la superficie celular de bacterias gram negativas. La composicion quimica tipica de
LPS incluye un polisacarido en la cadena lateral (antigeno O) y un lipido hidréfobo
covalentemente unido por un polisacarido central que contiene quetodeoxioctonato
y heptosa. La mitad de la molécula del lipido hidréfobo es responsable de la
actividad endotéxica. El término endotoxina libre se usa para material toxico
encontrado en el ambiente externo. Se ha repasado la evidencia para el descargo
de tal endotéxina libre y ha indicado que no requiere de lisis celular sino, mas bien,
que es el resultado de la vesiculacion de la membrana externa durante el
crecimiento normal. Esta observacion se informé primero durante en el crecimiento
in vitro de Neisseria meningitidis y como consecuencia, se encontrd en otras
especies bacterianas gram negativas se comparé LPS puro celular y LPS asociado
a vesiculas de los miembros de la familia Neisseriaceae y mostré que existia una

similitud alta entre las dos preparaciones con respecto a la ausencia de antigeno O
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y la composicién quimica del lipido hidréfobo.(Mayrand y cols; 1989) (Fischer y

cols; 1999)

Actinobacillus actinomycetemcomitans y su toxicidad sob.re los leucocitos.
Actinobacillus actinomycetemcomitans puede dividirse en dos grupos segun su
toxicidad hacia los leucocitos. Se observo esa leucotoxicidad se produce por las
numerosas vesiculas de membrana extracelular. Una prueba mas directa de que
las vesiculas de Actinobacillus actinomycetemcomitans son leucotoxicas es
midiendo la deshidrogenasa lactica soltada por las células polimorfonucleares
humanas incubadas en la presencia de vesiculas o los extractos sonicados de las
vesiculas, los estudios de la ultraestructura de los leucocitos revelaron la
desorganizacion celular y destruccion de membrana, cuando fueron expuestos a

las vesiculas de Actinobacillus actinomycetemcomitans. (Mayrand y cols; 1989)

Escherichia coli en la produccion de vesiculas de membrana externa y su
actividad enterotoxigenica.

Estudiando a las bacterias gram negativas se observo que Escherichia coli
(ETEC) produce pequefas vesiculas de membrana externa que pueden ser
liberadas como pequefias bombas en muchos tejidos. Escherichia coli (ETEC)
causa diarrea del viajero y mortalidad en infantes en paises subdesarrollados. En
genética y biogquimica actualmente es un foco de investigacion las caracteristicas
de las bacterias que producen vesiculas. Se tienen aislados mutantes de genes de
Escherichia coli que son importantes en el proceso de vesiculacion y en el proceso

de caracterizacion de la diseccion de la toxina secretada que revelo la secretaria
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general y que es la responsable para determinar la virulencia de la enterotoxina de
Escherichia coli (ETEC) en la superficie de la célula de Escherichia coli (ETEC) y

gue contiene la toxina.

Purificando las vesiculas de membrana externa y marcadés por fluorescencia,
se han identificado moléculas que determinan el intercambio entre las vesiculas
toxicas de la bacteria y las células epiteliales del humano. Estas toxinas se dirigen
al exterior de la membrana de la vesicula y tienen la capacidad de entrar a la
célula humana e intoxicarla. De esta manera se puede decir que la célula tiene
receptores para {a toxina y esta puede ser la base molecular para la toxicidad de

Escherichia coli (ETEC) derivada de las vesiculas.

Escherichia coli presenta enterotoxigenicidad, y suelta vesiculas de membrana
exterior que poseen LPS y una enterotoxina basado en el volumen de proteinas,
las vesiculas contuvieron 2 veces mas LPS que las membranas exteriores, y mas
de tres veces la cantidad de enterotoxina. Fue concluido que la elaboracién de

vesiculas puede funcionar como portadores fisiologicos significantes de la toxina.

La enterotoxina es un importante factor de virulencia de Escherichia coli (ETEC),
es transportada la vesicula por la célula en su superficie externa, y se puede medir
la entrada de la vesicula entera de Escherichia coli (ETEC) dentro del tejido del
colon-rectal humano por medio de cultivos. Se ha descubierto la habilidad que _
tienen las vesiculas de adherirse a la célula especifica, dependiendo del tipo de

cepa original. La enterotoxina de Escherichia coli se han aislado de cultivos
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naturales y purificados por gradientes de concentracion removiendo cualquier
proteina soluble y contaminantes de la preparacion. Las proteinas de la vesicula
son similares pero no idénticas a las de la membrana externa y difieren entre
cepas. La mayoria de las proteinas de las vesiculas son resistentes a la
disociacion. Un estrato se revelo por cromatografia y se observo que es mayor el
componente de lipidos de la membrana externa que el de la vesicula. El citoplasma
de la membrana y el citosol estan ausentes en las vesiculas pero la fosfatasa

alcalina, AcrA y el periplasma interno esta localizado en las vesiculas.

La actividad de la enterotoxina (LT) esta asociada con las vesiculas de ETEC.
La actividad de LT esta directamente correlacionada con la vesicula. Un analisis
lejano revelo que LT es enriquecida en la vesicula y es localizada en el interior de
ambos y en el exterior de las vesiculas. Las distintas proteinas que componen a
las vesiculas de ETEC y su habilidad de llevar toxinas que puedan contribuir a la
patogenisidad de la cepa de ETEC. (Al y cols; 2000) (Ohycol y cols; 1998) (Ferris y

cols; 1984) (Bonhiver y cols; 1998)
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X. PAPEL DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA EN EL

INTERCAMBIO GENETICO.

La importancia del material genético en las vesiculas de membrana externa
de bacterias gram negativas.

La transformacion, es uno de los mecanismos basicos de intercambio genético
entre las bacterias, requiere la induccion de un estado de competencia. La
induccion de competencia en el Haemophilus influenzae se acompaia por la
produccién de vesiculas que se vierten en el medio cuando las células
competentes devuelven las condiciones de crecimiento normales. También se ha
mostrado que en el ADN especifico los péptidos obligatorios estan presentes en la
superficie de estas estructuras. Esto no esta claro, sin embargo, si las vesiculas se
generaran por la competencia, por lo menos en Haemophilus influenzae, es similar
a aquellos encontrados en especies bacterianas que normalmente no se

transforman. (Mayrand y cols; 1989) (Dorward y cols; 1989)

Como varios patdégenos gram negativos, Neisseria gonorrhoeae forma y
descarga vesiculas de membrana. Estas vesiculas de membrana contienen
proteinas, lipopolisacarido y acidos nucleicos. Las vesiculas purificadas contienen
dos fragmentos, 81 y 811, con las densidades respectivas de 1.12 y 1.30, la
diferencia entre estos 2 tipos de fragmentos de vesiculas es la densidad y que 811
contiene lipopolisacarido y proteinas de membrana externa. Ambos fragmentos
contuvieron ARN, ADN redondo, y ADN lineal, se consider6é primero si los acidos

nucleicos eran asociados con los fragmentos de vesiculas. Después de encontrar
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plasmidos. ADN lineal y ARN asociado con las vesiculas, se examiné el ADN
encontrado en las vesiculas para ver si estos acidos podrian incorporarse y podrian
ser expresados por una bacteria destinataria. Los resultados mostraron que los
plasmidos se separan dentro de la membrana extema de las vesiculas 811 y
resisten la digestion de DNasas. Ademas, las bacterias destinatarias incorporan
este tipo de plasmido y expresan plasmidos especificos de penicilinasa asociados
con las vesiculas. Estos resultados in vitro sugieren que la formacién de vesiculas,
puede servir para transferir intercelularmente plasmidos in vivo, mientras
constituyendo un mecanismo del intercambio genético previamente inexplorado
quizas en estas bacterias. Los plasmidos asociados con el fragmento de vesiculas
811 son resistentes a la hidrolisis enzimatica exhaustiva y se demostré que una
cepa con plasmido de penicilinasa, pudo transferir esta informacion a otra cepa que
no contenia el plasmido de penicilina esto sugiere que la exportacion de ADN
asociado a vesicula puede servir como un papel de intercambio genético Neisseria

gonorrhoeae.(Dorward y cols; 1989)

Xl. LAS VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA EN EL DESARROLLO DE

NUEVAS VACUNAS.

Desarrollo de una vacuna contra Neisseria meningitidis serogrupo B.
Las vesiculas de membrana externa son otra opcion para elaborar una vacuna
contra Neisseria meningitidis serogrupo B. El desarrollo de esta vacuna es derivado

de un tipo de cepa silvestre para dar proteccion a jovenes. Se puede obtener una
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Vacuna monovalente de vesiculas de membrana externa en eventos de
epidemioldgicos y en enfermedades endémicas por diferentes cepas patogenas.
Con tal vacuna de vesiculas de membrana externa el suero tiene actividad
bactericida induciendo antigenos de men B. Esta investigacion aumenta la
posibilidad para la identificacion de antigenos para obtener completamente la
secuencia genomica. Este estudio tienen como fin encontrar la combinacion
correcta del antigeno para el desarrollo de una mezcla reaétiva para generar la
vacuna contra Neisseria meningitidis sero grupo B. (Poolman y cols; 2000)( Brodeur
y cols; 1985)

Desarrollo de una vacuna contra Helicobacter pylori.

Por medio de las vesiculas de membrana externa se puede producir una vacuna
con la cual podamos inducir inmunidad contra Helicobacter pylori. Helicobacter
pylori produce inflamacion la cual es asociada con el desarrollo de gastritis, ulcera
peptidica y cancer gastrico en humanos. Para ello se infectan animales de
laboratorio con Helicobacter felis para evaluar la inmunogenetica antes de describir
las vesiculas de membrana externa de Helicobacter pylori que es la fraccion que

daria la proteccion inmune.

Helicobacter pylori induce inflamacion y es un factor de riesgo para el desarrollo
de carcinoma gastrico, esto ocurre en un gran numero de nifios de paises
subdesarrollados que son infectados por Helicobacter pylori en una edad temprana.

La inmunizacion. contra Helicobacter pylori puede representar una rapida y efectiva
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intervencion para reducir mundialmente el cancer gastrico y puede ser utilizado en

cepas distintas de Helicobacter.

Usando como modelo Helicobacter felis en la infeccién que causa Helicobacter
pylon_en humanos. Se puede utilizar Helicobacter felis para infectar ratones y con
ellos ser inmunizados por via oral contra la toxina del célera. Se ha obtenido la
Helicobacter felis para infectar ratones y con proteccion contra la infeccion de
Helicobacter felis en ratones inmunizados con el aumento de anticuerpos
sensibilizados en la preparacion de la membrana externa de Helicobacter felis y
tener un gran numero de ratones inmunizados mas rapidamente con las vesiculas
de membrana externa de Helicobacter felis. Y con ello obtener los componentes de
la membrana externa de Helicobacter pylorilos cuales deben ser inmunogenicos en

ratones para obtener una vacuna efectiva contra Helicobacter pylori. (Keywords;

2000)

Xil. IMPORTANCIA DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA.

Las vesiculas de membrana externa como desarrollo de nueva terapia en el
humano.

Se han desarrollando nuevas vacunas por medio de vesiculas de membrana
externa para inmunizar humanos y animales contra un gran namero de bacterias
patogenas, como también la liberacion de antibidticos directamente a bacterias

resistentes a los mismos.
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Existen dos tipos basicos de bacterias las gram positivas y las gram negativas,
hay una gran diferencia entre las dos. En las gram negativas se encuentra la
Escherichia coli y Salmonella que son muy semejantes, que pueden causar serias
infecciones del tracto intestinal. Constantemente liberan vesiculas de membrana
externa las cuales parecen minusculos globos, estos pueden ser aislados de una
cepa para realizar una vacuna atenuada viva y que pueda llegar a ser una vacuna

oral efectiva contra bacterias gram negativas y gram positivas.

Las vesiculas de membrana externa pueden llevar poderosas enzimas que
permitan descubrir y destruir a las bacterias patégenas. Lo mas importante es que
las vesiculas de membrana externa pueden ser llenadas con antibidticos. Las
vesiculas cargadas penetran a las bacterias gram negativas resistentes a otras
drogas y se fijan algun soélido hasta llegar al tejido. Una vez en el interior ellas
estallan y ponen en libertad su carga y matan a la bacteria. Todo esto nos indica
que en un futuro cercano podremos tener una concentracion que nos pueda

.
inmunizar contra muchas bacterias patégenas incluyendo colera, disenteria y

Helicobacter pylori. Se puede empaquetar el antibidtico en las vesiculas y

mandarlas justo al tejido infectado, inhibiendo el crecimiento del patégeno.

La tecnologia trabaja en humanos como también en animales de granja y
animales domésticos. Esta manera de introducir la droga resulta particularmente
prometedora, por que puede ser liberada y usarse en cualquier parte del ser
humano incluyendo drogas antitumorales hacia células malignas. Mas adelante se

podra empaquetar casi cualquier proteina o pequefias biomoleculas en las
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vesiculas y hasta.hormonas para ser llevadas a tejidos que las requieran. (Mayer;

2000) ’

Mientras el papel de las vesiculas en la patogénesis es incierto, los datos
indican que estas estructuras pueden funcionar como factores de virulencia. Su
tamafio pequefio podria permitirles faciimente cruzar barreras del epitelio que son
por otra parte impermeable a las celulas enteras. Las vesiculas podrian servir como
un vehiculo para las toxinas y enzimas proteoliticas, pero también para entender la
capacidad de las células bacterianas de obtener los nutrientes. Las vesiculas
pueden degradar los anticuerpos y asi impedir la defensa inmune antibacteriana
especifica.

Se cree que las vesiculas podrian emplearse como inmunégenos en un futuro

cercano.
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