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RESUMEN

Las infecciones por Campylobacter son un problema de salud publica en nuestro pais y
en todo el mundo, especialmente en la poblacion infantil. La adherencia a las células epiteliales
del hospedero es uno de los mecanismos de virulencia de los enteropatogenos y es el primer paso
para iniciar el proceso de infeccion. Uno de los mecanismos fundamentales de la patogénesis de
C. jejuni es su capacidad para adherirse a los receptores celulares de la mucosa intestinal. Se ha
propuesto que los epitopes glicanos en la superficie de las células sirven como los receptores
iniciales para muchos patdgenos. La proteccion conferida por la leche humana en contra de la
diarrea por Campylobacter en nifios ha sido bien documentada. Los oligosacaridos fucosilados y
los glicoconjugados son los principales componentes de la leche humana y se cree que juegan un
papel importante en la proteccion contra las infecciones diarreicas y respiratorias, como
receptores andlogos solubles que compiten en la union del patégeno con los receptores celulares
de la mucosa. El objetivo de este proyecto fue caracterizar los receptores analogos para C. jejuni
presentes en la leche humana, mediante estudios in vitro, ex vivo e in vivo y definir la naturaleza
molecular y bioquimica de esas estructuras bioldgicas activas.

La adherencia fue inhibida in vitro por la leche humana y, con mayor avidez, por
carbohidratos al,2-fucosilados que contenian al epitope de grupo sanguineo H(O)
(Fucal,2GalB1,4GlcNAc-R). En los estudios de los mecanismos de adherencia, Campylobacter,
que normalmente no se adhiere a células de ovario de hamster chino, se adhirié con gran avidez
cuando las células se transfectaron con el gen de una al,2-fucosiltransferasa humana que causa
la sobreexpresion del antigeno H-2; la adherencia fue inhibida especificamente por ligandos H-2
(lectinas Ulex europaeus | y Lotus tetragonolobus, y el anticuerpo monoclonal anti-H-2),
homologos de H-2, y oligosacaridos de leche humana. Los oligosacaridos de la leche humana
inhibieron la colonizacion por Campylobacter de ratones in vivo y en la mucosa intestinal
humana ex vivo. La colonizacion por Campylobacter en los ratones lactantes era inhibida si las
madres habian sido transfectadas con el gen de la al,2-fucosiltransferasa humana, que causaba la
expresion del antigeno H(O) en su leche.

Proponemos que un componente importante del receptor intestinal para Campylobacter
es el antigeno de tejido-grupo sanguineo H-2 y que la leche materna contiene oligosacaridos
fucosilados capaces de inhibir la union de la bacteria a su receptor. Los resultados de este estudio
apoyan el concepto de que los oligosacaridos y glicoconjugados de leche materna contribuyen a
la proteccion de los lactantes en contra de la infeccion por Campylobacter.

Compuestos sintéticos similares a estos oligosacaridos podrian convertirse en una nueva
clase de agentes antimicrobianos profilacticos y terapéuticos, con mecanismos distintos a los
desarrollados por los antibioticos actuales.



ABSTRACT

Campylobacter infections are a major public health problem in our country and
worldwide, especially among children. Adherence to epithelial host cells is an important
virulence mechanism of enteropathogens and is the first step to initiate the process of infection.
One of the fundamental mechanisms of C. jejuni pathogenesis is its ability to bind to cell
receptors on the intestinal mucosa. Glycan surface epitopes have been hypothesized to serve as
the initial cell receptors for many pathogens. The protection conferred by human milk against
Campylobacter diarrhea in children has been well documented. Fucosylated oligosaccharides
and glycoconjugates are major components of human milk and are thought to play and important
role on protection against diarrheal and respiratory infections as soluble receptor analogues that
compete with pathogen binding to cellular receptors of the mucosa. The aim of this project was
to characterize the receptors analogues for C. jejuni present in human milk by means of in vitro,
ex vivo and in vivo studies, and to define the molecular and biochemical nature of these
biological active structures.

Binding was inhibited in vitro by human milk and, with high avidity, by al,2-fucosylated
carbohydrate moieties containing the H(O) blood group epitope (Fucal,2GalB1,4GlcNAc-R). In
studies on the mechanism of adherence, Campylobacter, which normally does not bind to
Chinese hamster ovary cells, avidly bound when the cells were transfected with a human al,2-
fucosyltransferase gene that caused overexpression of H-2 antigen; binding was specifically
inhibited by H-2 ligands (lectins Ulex europaeus | and Lotus tetragonolobus and H-2
monoclonal antibody), H-2 mimetics, and human milk oligosaccharides. Human milk
oligosaccharides inhibited Campylobacter colonization of mice in vivo and human intestinal
mucosa ex vivo. Campylobacter colonization of nursing mouse pups was inhibited if their dams
had been transfected with a human al,2-fucosyltransferase gene that caused expression of H(O)
antigen in milk.

We suggest that an important component of the intestinal receptor for Campylobacter is
the histo-blood group antigen H-2, and human milk contains fucosylated oligosaccharides
capable of inhibiting the bacterial binding to its receptor. The results of this study support the
concept that oligosaccharides and glyconjugates from human milk contribute to the protection
against Campylobacter infection in children.

Synthetic compounds similar to these oligosaccharides could become in a new type of
prophylactic and therapeutic antimicrobial agents, with different mechanisms of action to those
developed by the present antibiotics.



INTRODUCCION
Epidemiologia

Campylobacter jejuni es una de las principales causas de diarrea en todo el mundo (1-3).
En nuestro pais, la incidencia de infecciones por Campylobacter en nifios menores de 5 afios es
de 2.1 episodios/nifio/afio, con una relacion de enfermedad:infeccion de 50% durante los
primeros 6 meses de vida, que disminuye con la edad (4). En los paises industrializados, la
frecuencia de infeccion sintomatica por Campylobacter varia de 4 a 14% mientras que la
infeccion asintomatica oscila entre 0 y 1.5% (5), siendo el nimero de infecciones intestinales
significativamente mayor que el reportado para otros patdégenos entéricos incluyendo
Salmonella, Shigella y Escherichia coli O157:H7 (6-8). Aun cuando la diarrea es la presentacion
clinica mas frecuente de la infeccion por C. jejuni, se le ha asociado con bacteremias (9) y otros
padecimientos extraintestinales (2). La principal complicacion de la enteritis por Campylobacter
es el Sindrome de Guillain-Barré, una neuropatia progresiva aguda considerada como la primera
causa de paralisis flaccida en el mundo, que ocurre en aproximadamente 1 de cada 1000 casos
(2,10,11). Considerando las infecciones emergentes, Campylobacter es la causa bacteriana mas
comun de infeccion alimentaria (8,12). La carga econdomica global de las infecciones por
Campylobacter es substancial. Sélo en los Estados Unidos se ha estimado que anualmente el
costo de las enfermedades en humanos causadas por esta bacteria es de 1.3 a 6.2 billones de
ddlares, pero si ademéas se consideran las secuelas asociadas con el sindrome de Guillain-Barré,
el costo rebasa los 8 billones de dolares (13); en Europa, especificamente en Holanda, se calcula
un gasto promedio anual aproximado de 21 millones de euros (14).

Microbiologia

El género Campylobacter pertenece a la familia campylobacteriaceae, son
microorganismos Gram negativos, no formadores de esporas, con forma tipica de S o espiral y
moviles por flagelos polares Unicos que pueden estar presentes en uno o ambos extremos de la
bacteria. C. jejuni es microaerofilico, ya que requiere de una atmosfera del 5 al 8% de oxigeno, y
su temperatura Optima de crecimiento es de 42°C; a diferencia de otros enteropatégenos Gram
negativos, C. jejuni no fermenta ni oxida carbohidratos. La bacteria se caracteriza por un bajo
contenido de G+C, que va del 32 al 35% en su genoma pequefio y circular (15).

Patogénesis

Poco se conoce acerca de la fisiopatologia de la infeccion por Campylobacter; sin
embargo, se han descrito diversos factores de virulencia que podrian estar implicados en el
proceso patogénico.

Toxinas. Se ha descrito la produccién de una enterotoxina (CJT) similar a la CT de
Vibrio cholerae y a la toxina termolabil (LT) de E. coli, que se asocia con una diarrea de tipo
secretor (16). Las cepas enterotoxigénicas se aislan mas frecuentemente de pacientes
sintomaticos (17), ademas de que en ellos provoca una respuesta inmunoldgica importante (18).



Por otra parte, la produccion de citotoxinas se ha relacionado con el desarrollo de procesos
inflamatorios en los pacientes infectados (19,20); las citotoxinas se han caracterizado y
clasificado por el efecto citopatico diferencial que provocan en diversas lineas celulares (21,22).

Movilidad. La movilidad que le confiere el flagelo le permite a la bacteria alcanzar la
mucosa del ileon y colon, por las que muestra un tropismo especifico (23-25). Estudios
experimentales en conejos y pollos (26,27), asi como en lineas celulares (28,29), han demostrado
la importancia del flagelo en el proceso patogénico. Cepas aflageladas o con mutaciones en el
gen flaA pierden la capacidad de colonizar in vivo (30) y de adherirse a cultivos celulares in vitro
(31,32). Aun mas, la capacidad patogénica de dos variantes de la cepa de C. jejuni NCTC 11168
que difieren en movilidad, invasion a células Caco-2 y colonizacion de pollos se ha asociado al
sistema de regulacion de la expresion de sus genes estructurales flagelares (33,34).

Adherencia e invasion. Finlay y Falkow (35) establecieron que la habilidad para
adherirse a la superficie de las células del hospedero era un paso necesario para la colonizacion
exitosa y para la produccion de enfermedad por un patégeno microbiano. Diversos estudios han
demostrado la capacidad de C. jejuni para adherirse e invadir cultivos celulares (36-39); y se ha
sugerido que existe una correlacion importante entre la habilidad de C. jejuni para invadir células
Caco-2 y su capacidad de colonizacion in vivo en intestino de pollo (40). En nuestro laboratorio
se han estandarizado métodos in vitro que nos han permitido evaluar la capacidad de C. jejuni
para asociarse a células epiteliales HEp-2 (17,41). Se demostré que tal asociacion estaba
relacionada con el cuadro clinico del cual fue aislada la cepa, es decir, el nimero de cepas
adherentes fue significativamente mayor entre los nifios con diarrea que en los niflos
asintomaticos (41).

Uno de los propdsitos en los estudios de los mecanismos de adherencia bacteriana ha sido
el desarrollo eventual de medidas para prevenir la adhesion de las bacterias patdgenas a las
superficies mucosas; de alli se desprende la importancia de definir la interaccién bacteria-
receptor y de la busqueda de receptores analogos capaces de interferir con la adherencia
microbiana y la colonizacion in vivo.



ANTECEDENTES

Interaccion bacteria-célula

Disponibilidad de nutrientes y quimiotaxis. Durante su proceso evolutivo, las bacterias
han desarrollado mecanismos variados y complejos que les permiten explotar virtualmente
cualquier nicho biologico. Asi, la superficie y el citoplasma de las células eucardticas
representan sitios nutricionalmente ricos y privilegiados donde el microorganismo puede
persistir (42,43).

Existe un tropismo especifico bacteria-célula determinado por factores que se derivan
tanto de la bacteria como de la célula hospedera, muchos de los cuales atin son desconocidos;
ademads, algunos parametros bioquimicos entre los que se incluyen el pH, disponibilidad de
nutrientes, substancias promotoras del crecimiento, entre otros, pueden ser factores moduladores
potenciales del proceso de atraccion. Mas atn, algunos mecanismos de virulencia muy
especializados no pueden ser expresados sino hasta el momento en que el organismo infectante
encuentra un medio ambiente propicio dentro de su hospedero (43).

Adherencia. Se ha establecido que la adherencia es un prerrequisito para que la bacteria
pueda colonizar las superficies mucosas, ya que si carece de la habilidad para adherirse podria
ser rapidamente eliminada por los mecanismos de defensa del hospedero, esto es, el movimiento
peristaltico, la actividad ciliar, etc. (44). En general, la adherencia estd mediada por el
reconocimiento entre antigenos de superficie bacterianos denominados adhesinas y receptores
disponibles en la superficie de las células epiteliales; este reconocimiento determina el curso de
la interaccion procaridtica-eucariotica al disparar una serie de eventos que le permitirdan a la
bacteria multiplicarse de manera eficiente para asegurar su transmision exitosa a un nuevo
hospedero susceptible. En el caso de las bacterias patogenas, representa el inicio del proceso
patogénico que finalmente daré lugar a un padecimiento determinado (42).

Adhesinas bacterianas. Se ha propuesto que las estructuras superficiales de
Campylobacter podrian desempefiar un papel decisivo en la interaccion con el receptor celular.
Se han descrito diversas proteinas de membrana externa (PMEs) que podrian estar involucradas
en la adherencia y que se denominan adhesinas. De Melo y Pechere (45) identificaron cuatro
PMEs con pesos moleculares de 28, 32, 36 y 42 kDa en los extractos proteicos de cepas
invasivas de C. jejuni que se adherian a células HEp-2. Fauchére (46) por su parte, encontré que
algunos antigenos bacterianos involucrados en la adherencia a células HeLa se localizaban en la
fraccion proteica de PMEs con pesos moleculares entre 26 y 30 kDa, por lo que la denomind
fraccion de unién a células (CBF, por sus siglas en inglés, Cell-Binding Fraction). En la fraccion
se destacaron dos proteinas principales altamente inmunogénicas de 27 y 29 kDa, CBF1 y CFB2
respectivamente, cuyos antisueros inhibian la adherencia de la bacteria a las células epiteliales
(47). Mediante extraccion acida y cromatografia, Pei y col. (48) purificaron y caracterizaron
cuatro antigenos proteicos basicos con pesos moleculares de 28 kDa (PEB1), 29 kDa (PEB2), 30
kDa (PEB3) y 31 kDa (PEB4), similares en su composicion de aminoacidos, pero diferentes en
su secuencia amino terminal, demostrando, ademas, que tanto PEB1 como PEB3 estimulaban la
respuesta inmune durante la infeccion natural. Se demostré que PEBI1 era un antigeno comuin
conservado en todos los aislados de C. jejuni, localizado en la superficie bacteriana y que



funcionaba como una molécula de adherencia importante y que era homologo al componente de
union en los sistemas ABC transportadores de otras bacterias Gram negativas (49).
Posteriormente observaron que PEB1 poseia caracteristicas muy similares a las de CBF1, y que
la inactivacion del locus peblA reducia de manera significativa tanto la adherencia de la bacteria
a las células, como la tasa y duracion de la colonizacion intestinal en ratones, aunque no las
abolia por completo. Por ello sugirieron que PEB1A era una adhesina importante de C. jejuni,
pero no la tnica (50).

Un hecho demostrado es que C. jejuni es capaz de adherirse a la fibronectina celular, una
glicoproteina de 220 kDa presente en los sitios de contacto célula-célula en el epitelio
gastrointestinal y que es un componente importante de la matriz extracelular, por medio de una
proteina de 37 kDa denominada CadF (Campylobacter adhesin to Fibronectin), que es
conservada en las cepas de C. jejuni y provoca una respuesta inmunogénica en los individuos
infectados (51). Monteville y col. (52) proponen que C. jejuni transloca el epitelio intestinal, se
une a la fibronectina y entonces invade la célula blanco a través de la superficie basolateral. Se
ha identificado un solo dominio en la proteina CadF que es capaz de unirse a la fibronectina,
constituido por una secuencia de cuatro aminoécidos, fenilalanina-arginina-leucina-serina
(FRLS); estd expuesto en la superficie bacteriana y no se ha reportado en otras proteinas
bacterianas con actividad de union a fibronectina (53).

Por otro lado, se ha descrito la clonacion de genes que codifican para diferentes proteinas
que pudieran estar involucradas en la adherencia de Campylobacter a las células epiteliales. Una
de ellas corresponde a una adhesina putativa de 869 aminodcidos denominada P95, cuya
secuencia genética muestra marcada homologia con otros factores de virulencia involucrados en
adhesion de otros géneros bacterianos, como Bordetella spp. y Haemophilus ssp. (54). La
segunda es una lipoproteina de 42.3 kDa expuesta en la superficie bacteriana y denominada JIpA
(jejuni lipoprotein A) que es especifica de la especie, mutantes con remociones o inserciones en
el gen jIpA mostraron una marcada disminucion de la adherencia a células HEp-2, en
comparacion con la cepa silvestre (55).

El lipopolisacarido (LPS) es un componente de superficie de membrana externa de las
bacterias Gram negativas. En C. jejuni, su sintesis esta determinada por un fragmento de DNA
cromosomal de 16 kb; el fragmento, denominado wla esta constituido por 11 genes homologos:
tres genes de sintesis de azucares, dos de transporte y seis de glicosiltransferasas (56). El primer
gen secuenciado en wla demostro homologia con los genes galE de otras especies, codifica para
una UDP-galactosa epimerasa y cataliza la interconversion de UDP-galactosa y UDP-glucosa.
Estudios in vitro demostraron que las cepas de C. jejuni con mutaciones en el gen galE
disminuian su capacidad de adherencia e invasion en células INT407, y aun cuando no se
alteraron sus potenciales de colonizacion en pollos recién nacidos, se propone que podria
desempefiar un papel importante en la interaccion bacteria-célula (57).

Invasion. Muchos microorganismos patdégenos no solo son capaces de adherirse a una
célula, sino que pueden penetrar y sobrevivir dentro de ella. Los mecanismos utilizados por estos
organismos para mantener su estilo de vida intracelular varia considerablemente, pero muchos de
ellos involucran la utilizacion de las estructuras del citoesqueleto de la célula hospedera (58). En
las células eucariotas, el citoesqueleto es un complejo arreglo de proteinas entre las que se
destacan la actina, constituida por microfilamentos y la tubulina, que estd conformada por
microtibulos. El citoesqueleto es necesario para efectuar diferentes procesos celulares, entre los
que se incluyen el movimiento celular y subcelular y las interacciones célula-célula y célula-



sustrato; asimismo, define la forma de la propia célula (59). Se ha observado que la actina forma
nucleos en sitios asociados a la membrana celular que se conocen como adhesiones focales; asi,
las adhesiones focales son los sitios donde los paquetes de microfilamentos se unen a través de la
membrana celular con las moléculas de adhesion asociadas a ella (60).

Hasta el momento no se ha definido el proceso exacto por el que Campylobacter se
adhiere y penetra en la célula epitelial. Los estudios que reportan el papel del citoesqueleto en la
penetracion de la bacteria varian dependiendo de la cepa bacteriana y de la célula hospedera
utilizada. Los primeros estudios realizados por De Melo y col. (61) y Konkel y col. (62),
establecieron que C. jejuni podria entrar a la célula por un proceso dependiente de
microfilamentos, ya que por microscopia electronica se observaba una gran concentracion de
filamentos de actina en el sitio de contacto bacteria-célula, pero sin involucrar microtibulos. Por
otra parte, Oelschlaeger y col. (63) y Russell y Blake (37) propusieron que la penetracion de la
bacteria en la célula era un proceso endocitico que dependia exclusivamente de microtubulos.
Estudios realizados con la cepa de C. jejuni 81-176 demostraron que durante el proceso de
invasion de las células epiteliales la bacteria se asociaba con los microtubulos y con la dineina,
que es una proteina motora involucrada en el transporte vesicular, dependiente de microtibulos,
de la superficie de la célula a la region perinuclear (59,64). Estudios posteriores demuestran que
el proceso de invasion es un fendémeno activo en el que participan bacterias y células, ya que la
inhibicién de la sintesis proteica bacteriana por cloranfenicol, el uso de citocalasina B ¢
micalolide B, que despolimerizan la actina e inhiben el proceso fagocitico, asi como de
citocalasina D 6 nocodazol que despolimerizan los microtiibulos, provoca una disminucion
importante en el grado de penetracién de la bacteria. Los datos sugieren que la estrategia de
invasion de C. jejuni puede depender de microfilamentos y microtubulos, en una accion
concertada de cooperacion para facilitar la penetracion bacteriana (38,60).

Citotoxicidad. Aun cuando se ha descrito la produccion de diferentes citotoxinas por
Campylobacter (20), la mejor caracterizada es la CDT (Cytolethal Distending Toxin), que
pertenece a una familia de citotoxinas que inducen la distension celular progresiva y finalmente
la muerte en diferentes lineas celulares, entre las que se incluyen HeLa, HEp-2, CHO, Vero y
Caco-2 (65). En Campylobacter, la actividad de CDT esta determinada por tres genes adyacentes
denominados cdtA, cdtB, y cdtC, que codifican para proteinas con pesos moleculares de 30, 29 y
21 kDa respectivamente (66). Se ha propuesto que la holotoxina CDT es una toxina
heterodimérica del tipo AB,, en la que CdtB corresponde a la subunidad A activa
enzimaticamente, mientras que CdtA y CdtC conforman la subunidad B heterodimérica
necesaria para la liberacion de CdtB en la célula blanco (67). Estudios realizados con las tres
subunidades purificadas y con mutantes con remociones en las regiones conservadas de CdtA y
CdtC demostraron que CdtA y CdtC reconocen especificamente al mismo receptor en células
HeLa, y que ambas son necesarias para la méaxima actividad de la holotoxina (68). Se ha
sugerido que CdtB posee actividad de DNasa, lo que provoca el bloqueo del ciclo celular en la
fase de transicion G,/M, por lo que la célula aumenta de tamafo y finalmente muere (69,70).
Aun cuando se ha encontrado una alta prevalencia de los genes cdt tanto en C. jejuni como en C.
coli, estudios realizados en cepas aisladas de macacos (71) y de pollos (72) mostraron que la
actividad de citotoxina es caracteristica de C. jejuni.

Funcion de la célula hospedera y sistemas de sefializacion. Uno de los mecanismos de
virulencia bacterianos mas reconocidos es la utilizacion de las funciones celulares a través de la



activacion de mecanismos de sefalizacion en la célula hospedera, ya sea directamente por
componentes bacterianos ¢ bien estimulando factores de activacion de la propia célula, tales
como las citocinas inflamatorias (35).

Estudios in vitro han mostrado que la union de C. jejuni a la fibronectina por medio de
CadF promueve la fosforilacion de la paxilina, una molécula focal de adhesion y sefializacion en
la célula hospedera, e indica la estimulacién de integrina. Intracelularmente, la integrina se
asocia con complejos proteicos que finalmente se unen a microfilamentos lo que provoca el
rearreglo del citoesqueleto; ademads, esta unidn es necesaria para la maxima invasion de la célula
hospedera (60). La eficiencia de invasion de C. jejuni se ha asociado con la actividad de la
tirosinprotein-cinasa en la célula hospedera, enzima responsable de la fosforilacion de la tirosina;
el tratamiento con inhibidores de la enzima como estaurosporina, tirofostina 46 y genisteina en
células INT407 que se infectaron con la bacteria disminuyd de manera significativa el grado de
invasion de C. jejuni, por lo que se sugirié que la fosforilacion de tirosina podria ser una sefial
celular involucrada en la internalizacion de C. jejuni (73).

Se ha propuesto también que la interaccion de C. jejuni con las células HEp-2 se da a
través de la lipoproteina de superficie JIpA y de Hsp90, una proteina de choque térmico con
funcion de chaperonina que estd asociada con diferentes factores de transcripcion y protein-
cinasas y juega un papel esencial en las vias de sefializacion intracelulares. La interaccion JIpA-
Hsp90 induce la activacion del factor de transcripcion dimérico NF-«B y la fosforilacion de la
p38 MAP-cinasa, ambos involucrados en la regulacion de la respuesta inflamatoria a infecciones
(74).

Konkel y col. (75) sugirieron que C. jejuni podria secretar proteinas via un sistema de
secrecion tipo III, lo que estimularia la sefalizacion en la célula hospedera y dispararia la
internalizacion bacteriana. Observaron que al co-cultivar C. jejuni con células INT407 se
secretaban en el sobrenadante al menos 8 proteinas a las que denominaron CiaA a CiaH
(Campylobacter invasion antigen), siendo CiaB la mas importante, ya que ademas de ser
translocada en el citoplasma de la célula hospedera, era requerida en el proceso de secrecion.
Mutantes nulas en el gen ciaB mostraron una reduccion significativa en su capacidad de
invasion. La sintesis de las proteinas Cia ocurre en la presencia de una sefial estimulatoria
mediada por factores propios de la célula hospedera (76) y se ha demostrado que son secretadas
via el aparato de exportacion flagelar que es aparentemente un sistema tipo III (77).

Por otra parte, estudios realizados en células INT407 han demostrado que C. jejuni
estimula la secrecion temprana de interleucina 8 (IL-8) por dos mecanismos diferentes e
independientes. El primero estda relacionado directamente con la capacidad de
adherencia/invasion de la bacteria in vitro, es decir, los méas altos niveles de IL-8 se asociaron
con cepas mas invasivas, por lo que se sugiere que la induccion de IL-8 requiere la adherencia, a
través de un ligando bacteriano especifico, y la liberacion de proteinas directamente en la célula
eucaridtica por un proceso que requiere de la sintesis de novo de proteinas; mientras que el
segundo esta determinado por la actividad de CDT. Més atn, se propone que la secrecion de IL-
8 por las células del epitelio intestinal expuestas a C. jejuni podria ser la sefal inicial para la
respuesta inflamatoria aguda (78,79 ).

Diversidad genética de Campylobacter. Se considera a la diversidad genética como una
de las principales cualidades de las diferentes poblaciones de microorganismos patéogenos. La
plasticidad gendémica, determinada por las variaciones en el genotipo de la poblacioén bacteriana,
aumenta el potencial de adaptacion e incrementa las probabilidades de supervivencia del



patdgeno en entornos desfavorables o francamente hostiles (80), y podria estar relacionada con la
variabilidad en la expresion clinica y en las caracteristicas fenotipicas de las cepas aisladas de
pacientes sintomaticos y asintomaticos (81). La publicacion de la secuencia gendomica completa
de la cepa de C. jejuni NCTC 11168 (82) ha proporcionado un parametro de comparacion para
definir, mediante diferentes métodos moleculares, la ausencia o la presencia de genes adicionales
en otras cepas de Campylobacter y asi definir la diversidad genética de la especie.

En diversos estudios ya han sido identificados y caracterizados diferentes genes en
Campylobacter asociados con el fenotipo de adherencia e invasion a células epiteliales: flaA (30-
34), pebl (49,50), cadF (51,52), jIpA (55), galE (56,57) y ciaB (75-77).

En la cepa de C. jejuni 81-176 se ha descrito la presencia de un plasmido (pVir) que
consta de 37.5 kb, y que posee siete genes que codifican para homologos de las proteinas de
secrecion tipo IV de Helicobacter pylori, agrupados en una region de 8.9 kb (83,84). pVir se ha
relacionado con la virulencia de la cepa, ya que mutaciones en algunos de estos genes
disminuyen de manera considerable los niveles de adherencia e invasion de la cepa in vitro en
células INT407, y disminuyen la severidad de los sintomas en un modelo in vivo en hurones
(83). Sin embargo, la transferencia del plasmido a la cepa NCTC 11168 no alterd sus bajos
niveles de invasion en células INT407, lo que indica la necesidad de otros factores de virulencia
que no estan presentes en la cepa 11168 (84). Aun cuando se ha reportado un bajo porcentaje de
cepas pVir positivas en aislados de muestras clinicas, 10% de 58 (83) y 17% de 104 (85), se
encontré una asociacion significativa entre la deteccion del pldsmido y la presencia de diarrea
con sangre, lo que lo relaciona a su vez con la invasion del epitelio in vivo y enfatiza su potencial
como un marcador para el riesgo de desarrollar una infeccion clinica mas severa (85).

Estudios realizados con cepas seleccionadas de Campylobacter aisladas de individuos
sintomdticos y asintomadticos y definidas fenotipicamente como invasivas o no invasivas, y con
técnicas moleculares de amplificacion aleatoria de los polimorfismos de DNA como RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), permitieron la identificaciéon de un nuevo marcador
genético de virulencia de 1.6 kb en el cromosoma de las cepas invasivas de Campylobacter al
que se denomind IAM (invasion-associated marker). La tipificaciéon molecular del locus iam por
PCR-RFLP, con la endonucleasa HindIll, demostr6 que la mayoria de las cepas invasivas
contenian un sitio de restriccion especifico para la enzima que no estaba presente en la mayoria
de las cepas no invasivas, mientras que unas cuantas cepas, tanto invasivas como no invasivas,
presentaban el sitio de restriccion en una posicion diferente. Estos hallazgos confirmaron el
polimorfismo del locus iam y la diversidad genética de las cepas, y permitieron proponer el uso
de los ensayos de RAPD y PCR como métodos moleculares efectivos para la discriminacion de
cepas invasivas y no invasivas de Campylobacter (81).

Las cepas de C. jejuni 81-116 y 11168 presentan diferentes potenciales de colonizacion
en pollos y, al ser comparadas genéticamente aplicando la técnica de hibridizacion sustractiva, se
demostrd que un total de 23 secuencias de DNA presentes en la cepa 81-116 se encontraban
ausentes en la cepa 11168. Estas diferencias cepa-especificas podrian estar relacionadas con la
capacidad de colonizaciéon de cada una de ellas, atin cuando hay que hacer notar que estas
secuencias son s6lo fragmentos de genes mas grandes cuya expresion no ha sido probada (86).

Las técnicas de analisis por microarreglos de DNA, ademas de que permiten definir las
diferencias en el genoma de diversas cepas, permiten explorar las diferencias en la expresion de
genes que puedan estar relacionados con variaciones fenotipicas entre ellas (87). Mediante esta
técnica, Poly y col. (88) definieron 87 marcos de lectura abiertos u ORFs (Open Reading
Frames), agrupados en siete categorias funcionales, entre las que se incluian las estructuras de



superficie, los sistemas de restriccion y modificacion del DNA, metabolismo, transporte y
resistencia a antibioticos, que estaban presentes en la cepa 81-116 pero no en la 11168.

Por su parte, Gaynor y col. (34) demostraron que las dramaticas diferencias en el fenotipo
de virulencia entre la variante de la cepa de C. jejuni 11168 secuenciada (11168-GS) y la cepa
original (11168-O) que fue aislada de un caso clinico y de la cual se derivo, se debe a la
existencia en estas cepas de cambios genéticos muy sutiles so6lo detectables por secuenciacion
directa. Estos cambios claramente producen marcadas diferencias en la transcripcion, afectando
principalmente genes involucrados en respiracion, metabolismo, movilidad y otros genes
desconocidos, y en el fenotipo incluyendo la capacidad de colonizacidn, invasion, translocacion
y movilidad.

Ahora bien, son los estudios de expresion genética durante la interaccion de
Campylobacter con células epiteliales, en modelos in vitro e in vivo, los que han permitido
identificar nuevos factores de virulencia potenciales y han demostrado la importancia de la
respuesta bacteriana en condiciones de estrés. Se ha observado que la interaccion bacteria-célula
provoca la expresion diferencial de diversos genes, que le permiten a Campylobacter modificar
sus estructuras de superficie y con ello lograr sobrevivir en una variedad de condiciones
ambientales naturales. Se ha propuesto que esta flexibilidad en la expresion genética podria ser
esencial, en la adaptacion de Campylobacter al medio ambiente variable del intestino (89,90).

Oligosacaridos como receptores celulares

Desde 1975, Sharon propuso que los carbohidratos eran idealmente convenientes para la
formacion de determinantes especificos que pudieran ser reconocidos por estructuras
complementarias, presumiblemente proteinas, u otras células o macromoléculas (91). Mas de 25
afios después, esta plenamente aceptado que las unidades carbohidrato sobre la superficie de las
células epiteliales desempefian un papel importante en el proceso de reconocimiento célula-
célula y que las lectinas, proteinas que se unen a carbohidratos, median muchos de los procesos
de reconocimiento biologico (91,92). El andlisis estructural de los complejos carbohidrato-
proteina ha mostrado que la flexibilidad inherente y la naturaleza dindmica de los oligosacaridos
puede ser un determinante importante en su habilidad para formar complejos especificos con las
proteinas (93).

La gran variedad de oligosacaridos que se presenta en la superficie de las células
epiteliales, ya sea en la forma de glicoproteinas o glicolipidos, es uno de los factores que
determina la susceptibilidad a infecciones microbianas y a la accion de toxinas, ya que sirven
como moléculas de union para diferentes bacterias, virus, toxinas y muchas otras moléculas (94).
La expresion selectiva de estos receptores sobre la superficie de las mucosas epiteliales
proporciona la base molecular para explicar el tropismo de muchos patéogenos por tejidos y
hospederos muy definidos (95).

Hasta la fecha se han identificado un gran nimero de patdégenos que utilizan la
interaccidon con carbohidratos para adherirse a su célula blanco. En general, este reconocimiento
proteina-carbohidrato es no covalente y, aunque es altamente especifico, es débil, por lo que la
fuerza de la unién patogeno-célula radica en el establecimiento de un gran nimero de
interacciones individuales proteina-carbohidrato (95). La mayoria de las proteinas microbianas
reconoce una secuencia especifica de azucares que generalmente se encuentra en el extremo no
reductor de la cadena oligosacarida, aunque muchas adhesinas también reconocen azlcares
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internos. Ademads, algunos patogenos secretan enzimas que modifican las cadenas carbohidrato
en la célula, con lo que incrementan la densidad de receptores en la superficie de la célula
epitelial para lograr un reconocimiento multivalente (96).

Son numerosos los estudios que avalan el papel de los oligosacaridos en el
reconocimiento microorganismo-receptor. Asi, por ejemplo, para E. coli con fimbrias P, que
portan una adhesina denominada PapG, se ha descrito un receptor glicolipido definido por la
estructura Galal,4Gal, tanto en el tracto urinario como en eritrocitos (97). De igual manera se
han descrito receptores de naturaleza oligosacarida para otras E. coli fimbriadas; entre ellas E.
coli K99, patégena para bovinos, que reconoce las terminales NeuGlca2,6Galf1,4Glc (98). Cabe
hacer notar que existen diferencias importantes en el reconocimiento fimbria-oligosacarido,
definidas por la especificidad de la interaccion adhesina-receptor. Asi, para E. coli K88,
patogena para cerdos, se han descrito diferentes secuencias de oligosacaridos dependiendo de la
variedad de la fimbria: K88ab reconoce estructuras Galal,3Gal, mientras que K88ac reconoce
estructuras GalB1,3GalNAc (99).

Se ha propuesto que un mismo oligosacarido puede funcionar como isoreceptor para
diferentes especies bacterianas. Tal es el caso de las terminales Galal,4Gal que también son
reconocidas por las variedades fimbriadas Py y Py de Streptococcus suis, un patéogeno para
cerdos que puede llegar a causar meningitis en humanos. Por estudios bioquimicos de
sustitucion, se ha demostrado que la especificidad de S. suis difiere de la de E. coli: los grupos
OH esenciales para la union del estreptococo se localizan en las posiciones 4', 6', 2 y 3 del lado
B’-a de la molécula, la variedad Py reconoce ademas los OH en las posiciones 6 y 3', mientras
que E. coli reconoce un conjunto de 5 grupos OH en las posiciones 6, 2', 3', 4', y 6'. Esto implica
que se une a una porcion diferente del disacarido, demostrandose asi que la especificidad del
reconocimiento estd influenciada por la presentacion del sitio de union en el receptor, por las
interacciones hidrofobicas, por la orientacion y conformacion de las cadenas de oligosacaridos, y
por la arquitectura del glicolipido en la membrana celular (100).

Estudios in vitro de la adherencia de Salmonella typhimurium a células Caco-2 han
demostrado la existencia de un receptor glicoconjugado con terminales GalB1,3GalNAc,
localizado en el glicocdlix, y sugieren que las diferencias en los patrones de glicosilacion y/o
accesibilidad del glicoconjugado en la membrana de células epiteliales individuales podrian ser
suficientes, para explicar la adherencia selectiva de salmonella (101).

Se ha demostrado que los estreptococos del grupo A causantes de faringitis aguda,
impétigo y secuelas postestreptococcicas, como fiebre reumatica y pielonefritis, reconocen
receptores celulares que contienen acido sidlico presentes en la mucina, asi como en las células
epiteliales de la faringe (102).

La importancia de los oligosacaridos como receptores esta demostrada con Pseudomonas
aeruginosa, que posee la lectina PA-IIL que se une especificamente a fucosa. La lectina cuenta
con dos iones Ca*" que estereoquimicamente favorecen la interaccion carbohidrato-proteina, por
lo que la unién es muy fuerte. La colonizacion cronica de los pulmones por P. aeruginosa es la
mayor causa de morbi/mortalidad en la fibrosis quistica. La enfermedad es causada por
mutaciones en el gen que codifica para el regulador de la conductancia transmembranal de la
fibrosis quistica (CFTR) que actia como un canal de cloro, lo que se traduce en alteraciones del
movimiento i6nico y de los patrones de glicosilacion, tanto de CFTR como de otros
glicoconjugados de la superficie de las células epiteliales. Fenotipicamente se observa un
aumento en el grado de fucosilacion mientras disminuye la sialilacion, con lo que se aumenta de
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manera considerable el nimero de receptores presentes en las células para la P. aeruginosa,
favoreciendo la colonizacion cronica (103).

Existen muchos otros ejemplos de la importancia de los oligosacaridos como receptores,
ya sea formando parte de glicoproteinas o de glicolipidos. Tal es el caso de los residuos 02,3-
sialilados de los gangliosidos presentes en las células epiteliales del tracto respiratorio que sirven
como receptores para H. influenzae (104), del pentasacarido del gangliésido GM; que es
reconocido por la toxina colérica, o bien del undecasacarido de transferrina que es reconocido
por la toxina pertussis (97).

Antigenos de grupo sanguineo como determinantes en los receptores celulares

Las infecciones recurrentes que se presentan en individuos aparentemente normales,
podrian deberse a una exagerada expresion en los tejidos de los receptores oligosacaridos de
adhesion. Las diferencias genéticas en los antigenos de grupo sanguineo de los sistemas ABO,
Lewis y P, conllevan a diferencias en la expresion de receptores con carbohidratos en tejidos
extrahematopoyéticos, especialmente células epiteliales que recubren drganos secretores (95).

Antigenos de grupo sanguineo. Ahora bien, el término grupo sanguineo describe las
diferencias antigénicas detectadas sobre la superficie de los eritrocitos por medio de anticuerpos
especificos y que han sido ampliamente usadas en estudios genéticos y antropoldgicos. Los
antigenos estan conformados por glicoesfingolipidos y glicoproteinas insertados en la membrana
celular por la fraccion proteica 6 lipidica, por lo que es la porcion carbohidrato la que se
encuentra expuesta en la superficie para ser reconocida por el anticuerpo o por otro tipo de
moléculas (105). Estas macromoléculas no estdn confinadas a los eritrocitos, sino que también se
presentan en forma soluble en secreciones como saliva, jugo géstrico y leche materna, y como
antigenos de superficie en células del tejido epitelial y endotelial, por lo que se les conoce como
sustancias de grupo sanguineo asociadas a tejido, es decir antigenos de tejido-grupo sanguineo
(106,107).

Biosintesis antigénica. En general, la biosintesis de cada uno de los antigenos de tejido-
grupo sanguineo se efectua a través de la adiciéon de unidades monosacaridas a precursores
determinados, con la intervencién de glicosiltransferasas especificas. Los grupos sanguineos mas
importantes corresponden a los sistemas ABO y Lewis. Se forman a partir de dos precursores
principales, el tipo 1 (Galp1,3GIcNAcB-R) en el que el residuo B-galactosido estd unido a la N-
acetilglucosamina por un enlace 1,3, y el tipo 2 (Galp1,4GIcNAcB-R) en el que el enlace es
Bl,4. A partir del precursor tipo 1 se generan los determinantes H-1, Lewis® y Lewis’, cuya
especificidad esta dada por moléculas terminales de fucosa unidas a la estructura central por
enlaces al,2 y al,4. De igual manera, a partir del precursor tipo 2, se generan los determinantes
H-2, Lewis® y Lewis’, y nuevamente son las moléculas de fucosa las responsables de la
especificidad de cada uno de ellos, en este caso con enlaces al,2 y al,3. Los grupos A y B
pueden presentar cualquiera de los dos tipos de oligosacarido central, pero su especificidad esta
definida por una fucosa en posicion al,2 y N-acetilgalactosamina para A, y galactosa para B
(108,109) (Figura 1).
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Fucosiltransferasas. Las fucosiltransferasas catalizan la transferencia de fucosa de un
substrato donador, GDP-fucosa, a cadenas de oligosacaridos que se encuentran unidas a
proteinas 6 lipidos (110). En el humano existen dos enzimas que catalizan la formacion de los
enlaces fucosilados al,2, y son codificadas por los genes H (FUT1) y Se (FUT2) que se
encuentran unidos estrechamente dentro del cromosoma 19. La enzima FUT1 se encuentra en los
tejidos hematopoyéticos y en plasma, mientras que la enzima FUT2 se localiza principalmente
en las secreciones, como leche, jugo gastrico y saliva, y en las mucosas y tejidos de los
individuos ABO/H secretores. Los enlaces fucosilados al,3/4 son catalizados por FUT3
principalmente, codificada por el gen Le (FUT3) localizado en el brazo corto del cromosoma 19
(111,112). Existen otras 5 fucosiltransferasas que pueden catalizar la adicién de fucosa en las
posiciones al,3 6 al,4; al igual que FUT3, FUTS puede utilizar los precursores tipo 1 y tipo 2
como sustratos, mientras que FUT4, FUT6, FUT7 y FUTO solo utilizan el precursor tipo 2 (108)
(Figura 1).

Fenotipos fucosilados. Se han descrito diferentes fenotipos definidos por la expresion de
cada uno de los determinantes antigénicos. El mas raro es el fenotipo Bombay, en el que los
individuos carecen de un alelo funcional FUT1, por lo que sus eritrocitos carecen de los
determinantes ABH. El fenotipo secretor o no secretor esta determinado por la funcionalidad y
polimorfismo de FUTZ2; el estado secretor se caracteriza por la presencia de los determinantes
ABH como antigenos solubles, tanto en tejido como en fluidos corporales, y el estado no
secretor carece de ellos por la inactivacion de FUT2. Se ha descrito también polimorfismo en el
gen Le, por lo que se han definido cuatro fenotipos dependiendo de la funcionalidad de los loci
Le y Se: Lewis positivo/secretor (Le y Se activos), Lewis positivo/no secretor (Le activo y Se
inactivo), Lewis negativo/secretor (Le inactivo y Se activo), y Lewis negativo/no secretor (Le y
Se inactivos). En adultos, los tejidos endodermales, en los que se incluye la mayoria de las
células de los tractos respiratorio, digestivo y urinario, expresan principalmente antigenos ABH
tipos 1 y 2, bajo el control de la expresion de los genes Le y Se. Los tejidos ectodermal y
mesodermal, en los que se incluyen los eritrocitos y el epitelio vascular, expresan principalmente
antigenos ABH tipo 2 independientemente de los genes Le y Se, pero controlados por el gen H
(113,114). Es notable que los determinantes Lewis de los eritrocitos no son sintetizados por los
propios globulos rojos, sino que son adsorbidos en la superficie celular a partir de los
glicolipidos circulantes en plasma, que fueron sintetizados por las células del epitelio exocrino,
principalmente del tracto digestivo (114).
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Tipo 1

Galp1,3GIcNAcB1-R

Tipo 2

Gal1,4GIcNAcB1-R

FUT?2 FUT3 FUT?2 FUT3
H-1 Le® H-2 Le*
Galp1,3GIcNAcB1-R Galp1,3GIcNAcB1-R Galp1,4GIcNAcB1-R Galp1,4GIcNAcB1-R
Fucal,2 Fucal,4 Fucal,2 Fucal,3
Al Bl FUT3 Al Bl FUT 4,5,6,7
A, B . A B -
l:“UT 3 1 Le’ ’ FUT ’ LeY
l l GalPB1,3GIcNAcB1-R l 4,5,6,71 GalP1,4GIcNAcB1-R
ALe® BLe" ALeY BL¢’

Fucal,2 Fucal,4

Fucal,2 Fucal,3

Figura 1. Biosintesis de los antigenos de tejido-grupo sanguineo. Rutas biosintéticas de cada uno de los determinantes
oligosacaridos a partir de los precursores tipo 1 y 2, y las fucosiltransferasas (FUT) que intervienen en su formacion.
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Determinantes antigénicos de tejido-grupo sanguineo en receptores celulares. La
primera evidencia de la trascendencia de los antigenos de tejido-grupo sanguineo en la
susceptibilidad a una infeccidon entérica surgioé de los estudios epidemioldgicos de Glass y col.
(115), que demostraron que la mayor frecuencia de la infeccion por V. cholerae se observaba en
individuos del grupo sanguineo O, siendo la diferencia con respecto a los controles
estadisticamente significativa. Y no sdlo eso, sino que ademds la severidad de la infeccion
también era mayor en este grupo de sujetos, es decir, si se clasificaba la diarrea como media,
moderada y severa, el cuadro clinico asociado al grupo era en general mas grave.

Por su parte, Borén y col. (116) demostraron que el determinante oligosacarido del grupo
sanguineo Le", y en menor medida H-1, constituyen los receptores para Helicobacter pylori en la
mucosa gastrica, es decir que el epitope receptor se encontraba confinado a la terminal
fucosilada de la cadena tipo 1 de la serie de la lactosa. El antigeno de tejido-grupo sanguineo
Le® es el predominante en la superficie de las células de la mucosa en el epitelio gastrico de los
individuos secretores, mientras que el Le® se presenta en los no secretores; por lo que los
individuos secretores podrian ser mas susceptibles a la infeccion con H. pylori. Estudios
epidemiologicos de individuos con ulcera gastrica demostraron una mayor prevalencia de la
infeccion por H. pylori en los sujetos Le” positivos. Se ha descrito la expresion de una proteina
de 75 kDa denominada BabA que se une al determinante Le” en la mucosa gastrica, ademas de
que el fenotipo adherente de la bacteria se ha asociado con la presencia de la isla de
patogenicidad cag en los aislados clinicos de H. pylori (117). La mayor prevalencia de
inflamacion gastrica cronica asociada a cambios histolégicos mas severos se relaciond con las
cepas que, ademds de ser productoras de la toxina vacuolizante VacA y del antigeno citotoxina-
asociado CagA, presentaban la adhesina BabA que facilitaba la colonizacion bacteriana
(118,119). Se ha descrito ademas la existencia de una segunda adhesina denominada SabA que
reconoce al antigeno sialilado Le*, y representa un mecanismo de adherencia alterno (120).

Por otro lado, en mujeres la recurrencia de infecciones urinarias causadas por E. coli
uropatogénica se ha asociado de manera importante con la expresion del glicoesfingolipido
relacionado con el antigeno de tejido-grupo sanguineo P, un sialosil-galactosil-globosido, y se ha
logrado su purificacion a partir del rifion humano (121,122). Se encontrd una asociacion
significativa entre el estado no secretor (Le a'b"y Le a'b) y la pielonefritis aguda no complicada
causada por la bacteria, es decir, el estado no secretor podria ser un factor de riesgo para el
desarrollo de infeccidon ascendente en mujeres (123).

También se ha descrito que el antigeno P presente en los eritrocitos funciona como el
receptor celular para el parvovirus B19; especificamente se trata del globdsido Gb4, que se
identific6 mediante hemaglutinacién con el virus, ya que los eritrocitos que carecian del Gb4 no
fueron capaces de aglutinarse (124,125). Por ensayos de inmunofluorescencia se ha descrito que
el antigeno de tejido-grupo sanguineo P también podria constituir el receptor celular para la
verotoxina (Toxina Shiga-like) de E. coli. El reconocimiento estéa restringido a ciertos fenotipos
del antigeno P dependiendo de la disponibilidad y accesibilidad de los residuos Galal,4Gal en
cada uno de ellos. Asi, la mayor adherencia de las verotoxinas 1 y 2 se observd con los
eritrocitos que presentaron fenotipo P1 (126).

Gran parte de los brotes de gastroenteritis viral en los paises en desarrollo es causada por
calicivirus, y por estudios con proteinas de la capsula del virus Norwalk integradas en particulas
virales-like (VLPs) se demostr6 que el virus reconoce los antigenos de grupo sanguineo H tipo 1
y H tipo 3 y 4, siendo las terminales al,2-fucosiladas necesarias tanto para la union inicial a la
célula como para la internalizacion del virus. Asi, se sugiere que so6lo los individuos secretores
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que expresan las terminales al,2-fucosiladas en las células epiteliales del intestino podran ser
infectados por el virus (127).

Estudios realizados en voluntarios humanos demostraron la relacion existente entre el
estado secretor y la susceptibilidad a la infeccion por el virus Norwalk. En un ensayo de
adherencia, las VLPs Norwalk se unieron al 75% de las salivas obtenidas de individuos
secretores, pero no reconocieron ninguna de las obtenidas de los individuos no secretores.
Ademas, el 62% (34 de 55) de los individuos secretores se infectaron después de ser retados con
el virus mientras que ninguno de los no secretores fue infectado, sugiriendo que la
susceptibilidad al virus Norwalk es altamente dependiente de la expresion de FUT2 (128).

Por otro lado, ademas del estado secretor, también los epitopes determinantes de los
antigenos de tejido-grupo sanguineo ABO y Lewis estan asociados con la susceptibilidad
diferencial a la infeccion por norovirus. En un ensayo de adherencia con proteinas recombinantes
de la capsula de seis especies de norovirus (NORs) y salivas obtenidas de voluntarios, se
establecieron cuatro patrones de adherencia definidos por los antigenos de tejido-grupo
sanguineo: en el primer patron las cepas reconocian todos los secretores (tipos A, B, y O), en el
segundo grupo se reconocian secretores con tipos A y O pero no B, en el tercer grupo, los
antigenos reconocidos fueron A y B pero no O, y en el cuarto se reconocieron no secretores y
con menor avidez los secretores, pero no los Lewis negativos. Asi, se sugiere que la diversidad
de estos glicoconjugados podria constituir la primera linea de defensa contra este tipo de
patogenos (129). Ensayos posteriores con leche de madres secretoras y no secretoras
demostraron que la expresion de los antigenos de tejido-grupo sanguineo inhiben de manera
especifica la union de los virus a los receptores presentes en saliva (130).

Oligosacaridos de la leche materna

En conjunto, los oligosacaridos constituyen el tercer componente s6lido mayoritario de la
leche humana, después de la lactosa y la fraccion lipidica constituida en gran parte por
triglicéridos. Se ha postulado que su sintesis estd mediada por glicosiltransferasas, que también
estan involucradas en la biosintesis de los glicoconjugados presentes en la membrana de las
células epiteliales. Por ello, se propone que algunos de esos oligosacaridos pudieran tener
homologia estructural con las secuencias de azucares que determinan la funcién de receptor de
tales glicoproteinas y/o glicolipidos (131,132).

Los carbohidratos presentes en la leche materna humana, a diferencia de la leche de otros
mamiferos, son una mezcla altamente compleja de oligosacaridos que difieren en tamafo, carga,
secuencia y abundancia; la lactosa por si sola constituye 7% (p/v) de la leche, siendo
légicamente el aziicar mas abundante. En los ultimos afios se ha caracterizado un niimero cada
vez mas grande de los oligosacaridos presentes en la leche. Se han aislado mas de 120
oligosacaridos mayoritarios de los que ya se conoce su estructura; aproximadamente 45 de ellos
son oligosacaridos neutros que en conjunto constituyen 1% (p/v) de la leche y otros son
oligosacaridos acidicos que representan sélo 0.1% (p/v) de ella (133). En general, los
monomeros que constituyen los oligosacaridos de la leche humana son D-glucosa (Glc), D-
galactosa (Gal), N-acetilglucosamina (GlcNAc), L-fucosa (Fuc) y acido N-acetilneuraminico
(NeuAc), conocido cominmente como acido sialico (134).

Existe un nimero limitado de glicosiltransferasas en la glandula mamaria, por lo que la
biosintesis de oligosacaridos fucosilados se efecttia por cuatro tipos de reacciones y en forma
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relativamente simple. En el primer tipo de reaccion las estructuras centrales se forman por la
transferencia sucesiva de unidades de lactosamina (Gal-GlcNAc) a lactosa; en un segundo tipo
de reaccion, los residuos GIcNAc se fucosilan por la accién de las enzimas o,3- 6 o,3/4-
fucosiltransferasa, en el tercer tipo de reaccion una o,2-fucosiltransferasa cataliza la
transferencia de fucosa a los residuos de galactosa y, finalmente, en el cuarto tipo de reaccion,
una a,3-fucosiltransferasa cataliza la fucosilacion del residuo de glucosa. Ademas de las
fucosiltransferasas, diferentes sialiltransferasas pueden adicionar NeuAc en diferentes posiciones
de las cadenas de oligosacaridos (133,134).

Diversos estudios han descrito variaciones cuantitativas y cualitativas en el contenido de
oligosacaridos en diversas poblaciones, dependiendo tanto del perfil genético de la donadora,
como de la situacion geografica, dieta, y de las fases de lactancia. Por cromatografia de
intercambio aniodnico, se definieron cuatro patrones de distribucion de oligosacéridos, presentes
en la leche materna, con respecto al grupo sanguineo Lewis de la mujer donadora: el primer
grupo correspondié al fenotipo Le(a b ") en el que se observaron residuos con enlaces fucosilados
al,2, al,3 y al,4; el segundo grupo, correspondiente a Le(a’b”) carecia de residuos fucosilados
al,2; mientras que el tercer grupo carecia de residuos al,4 y presentaba el fenotipo Le(ab"); en
el cuarto grupo, también con fenotipo Le(ab’), s6lo se observaron residuos fucosilados al,3
(135).

Por cromatografia de intercambio anionico de alta resolucion, Coppa y col. (136)
demostraron variaciones en la concentracidon y patron de oligosacaridos durante las diferentes
fases de lactancia, y lo asociaron con el estado secretor y el genotipo Lewis de la donadora. La
mas alta concentracion de todos los oligosacaridos se presentd en el dia cuatro después del parto
y decay6 aproximadamente un 20% al dia 30 de lactancia. Utilizando la misma técnica, Erney y
col. (137) analizaron muestras individuales obtenidas de 435 mujeres de 10 paises diferentes.
Establecieron el estado secretor o no secretor de la donadora y pudieron definir una relacion
clara entre los oligosacaridos presentes en la leche y la prevalencia del gen Se, determinada por
la raza y la situacion geografica. Asi, por ejemplo, encontraron que el 100% de las muestras
procedentes de México contenian 2'fucosil-lactosa (2'FL), mientras que solo se encontrd en el
46% de las muestras de Filipinas.

Chaturvedi y col. (131) determinaron el perfil de oligosacaridos fucosilados en la leche
de madres mexicanas. Mediante HPLC en fase reversa, de los derivados perbenzoilados de los
oligosacaridos intactos de la leche, lograron identificar y cuantificar 12 oligosacaridos
mayoritarios. Determinaron que existia una variacion individual significativa entre las madres, y
solo el 70% de ellas presentd en su leche 2'FL y lacto-N-fucopentosa I como oligosacaridos
principales; en el 30% restante los oligosacaridos principales fueron 3fucosil-lactosa y lacto-N-
fucopentosa II, o bien lacto-N-fucopentosa III. Se determin6 una composicion similar en leche
de madres japonesas, en las que las estructuras fucosiladas representaron 73% (p/p) del total de
la fraccion de oligosacaridos neutros (138). En la figura 2 se muestran las estructuras de los
oligosacaridos neutros mayoritarios que han sido determinados en leche materna
(131,134,136,138).
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Efecto protector de los oligosacaridos de la leche materna

Se ha propuesto que el efecto protector de la fraccion no inmunoglobulinica de la leche
materna en contra de las infecciones de los tractos gastrointestinal, respiratorio y urinario
durante el primer afo de vida se debe a las propiedades de los oligosacaridos presentes en ella
como inhibidores de la adherencia y la colonizacion in vivo (95). Por ello, las variaciones en el
perfil de oligosacaridos presentes en las muestras de leche materna pueden tener gran
importancia biologica, ya que al estar reguladas genéticamente, podrian explicar las diferencias
en susceptibilidad a distintos patdégenos entre los nifios alimentados al seno materno
(131,132,139).

Al funcionar como receptores analogos, se presume que los oligosacaridos de la leche
materna actiian inhibiendo el reconocimiento entre el microorganismo y su receptor en la
superficie de la célula epitelial (140). Entre los primeros reportes de la importancia de esta
actividad inhibitoria se encuentra el trabajo de Andersson y col. (141), que demostré que un
trisacarido de leche materna del tipo GalP1,4GIcNAcB1,3GalB-R era capaz de inhibir la
adherencia de S. pneumoniae a células de la mucosa bucal. De la misma manera, se describi6 la
existencia de un oligosacarido fucosilado, constituido por 5 a 7 residuos monosacaridos, que era
capaz de inhibir la asociacion de EPEC a sus receptores en células HEp-2 (142).

Se ha descrito que las diferentes variedades de E. coli fimbriadas tienen la capacidad de
aglutinar eritrocitos, entre ellas E. coli enterotoxigénica (ETEC), que expresa los factores de
colonizacion CFAI y CFAII y es causante de diarrea en nifios, asi como la E. coli uropatogénica
(UPEC) que expresa las fimbrias P y es causa importante de pielonefritis y cistitis. La fraccion
de oligosacaridos sialilados de la leche materna inhibe la hemaglutinacion in vitro por ETEC y
UPEC, lo que sugiere de manera indirecta su papel protector en la prevencion de estas
infecciones en neonatos (143).

Utilizando un vector de expresion con el cDNA de la al,3/4- fucosiltransferasa humana,
Xu y col. (144) lograron la expresion transitoria de la fucosiltransferasa humana en la glandula
mamaria de cabras y con ello, la produccion de proteinas fucosiladas en la leche, que inhibieron
la asociacion de H. pylori al antigeno Lewis® hasta en un 83%. De esta manera, propusieron que
la presencia de estructuras similares al receptor celular para la bacteria puede ser una alternativa
para la prevencion de la infeccion.

Aun cuando no se conoce la concentracion de oligosacaridos que puede alcanzarse de
manera natural, en distintos puntos del tracto gastrointestinal de los infantes que son alimentados
al seno materno, se ha estimado que la ingesta promedio de oligosacaridos alcanza 170mg/Kg
durante las dos primeras semanas de lactancia, disminuyendo gradualmente hasta 20mg/Kg
después de la décima semana (95). Estudios realizados con las fracciones de oligosacaridos
neutros y acidicos y con extractos enzimaticos de las membranas de los bordes en cepillo de
intestino humano, demostraron que los oligosacaridos de leche materna son resistentes a la
hidrolisis enzimatica en el tracto intestinal superior, ya que menos del 5% son hidrolizados
(145,146). Con estos datos, puede suponerse que la mucosa gastrointestinal de los lactantes se
encuentra cubierta por altas concentraciones de oligosacaridos, cuya capacidad para bloquear la
adhesion de patdgenos a las células epiteliales ha sido demostrada repetidamente in vitro, lo que
explicaria porqué la incidencia y severidad de las infecciones bacterianas son significativamente
menores en los nifios alimentados al seno materno (95).

Los polimorfismos de los genes secretor y Lewis que determinan los fenotipos de grupo
sanguineo también contribuyen a la variacion en las cantidades relativas de oligosacaridos 2- y
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3/4-fucosilados en la leche materna. Esta variacion se expresa como la proporcion de todos los
oligosacaridos fucosilados principales que contienen fucosa en posicioén 2' con respecto a los que
no presentan fucosa en esa posicion. El contenido de oligosacaridos 2'fucosilados en leche
materna se ha asociado de manera significativa con un menor riesgo de diarrea por la toxina
termoestable (ST) de E. coli, en los nifios alimentados al seno materno. Asi, mientras mayor sea
la proporcion de oligosacaridos 2'fucosilados con respecto a los no 2'fucosilados, mayor sera la
proteccion brindada por la leche materna (147). La evidencia clinica de que los oligosacaridos de
leche materna pueden ofrecer proteccion relevante, en contra de la diarrea ocasionada por
patdgenos especificos, ha surgido de estudios de cohortes en los que se han relacionado los bajos
niveles de oligosacaridos 2'fucosilados con un incremento en las tasas de diarrea, asi como con
mayores tasas de presentacion de diarrea moderada a severa (148).

Receptores analogos para Campylobacter

Entre los factores de virulencia de Campylobacter, la quimiotaxis y la movilidad
desempefian un papel fundamental en su proceso patogénico, al permitirle alcanzar las porciones
bajas del intestino (21,22). Campylobacter muestra una notable atraccidn quimiotactica en
presencia de fucosa pero no de otros azucares (149). La L-fucosa es un componente importante
tanto de la bilis como de la mucina, y se ha propuesto que la colonizacion de la capa de mucina
en el intestino es un prerrequisito para la patogénesis in vivo. Por otro lado, la bilis, junto con
otros factores como pH y osmolaridad, regula de manera positiva el gen flaA favoreciendo la
sintesis de flaA y por ende la actividad del flagelo (150). Esto explicaria la importancia de la
fucosa en la patogénesis de la infeccion por Campylobacter en el tracto gastrointestinal. Estudios
anteriores han demostrado que la L-fucosa es capaz de inhibir la adherencia de Campylobacter a
células epiteliales (151).

22



JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La propiedad de adherirse a los receptores de la mucosa intestinal es uno de los
mecanismos de patogenicidad primordiales de los enteropatégenos. Estudios en cohortes de
nifios mexicanos han sefalado que la alimentaciéon al seno materno protege en contra de la
diarrea por Campylobacter. Esta proteccion es conferida tanto por su contenido de IgA secretora
especifica (152,153), como por componentes de naturaleza no inmunoglobulinica que actuan
como receptores analogos solubles, que bloquean la adherencia de la bacteria a las células
epiteliales. El efecto protector se ha atribuido principalmente a carbohidratos complejos, entre
los que se incluyen oligosacaridos y glicoconjugados con estructura quimica similar a los
receptores de la mucosa intestinal (154,155).

Por otro lado, se ha observado una mayor susceptibilidad a infecciones gastrointestinales
en individuos con determinados grupos sanguineos. Se ha demostrado que los individuos del
grupo O tienen una mayor probabilidad de infectarse con V. cholerae Ol y de tener una
enfermedad mas grave (94).

Los oligosacéridos que estan presentes en la leche materna tienen la misma estructura
quimica de los antigenos de grupo sanguineo, ya que ambos son sintetizados por
glicosiltransferasas que son reguladas genéticamente. Los antigenos de grupo sanguineo también
se han identificado en mucosas, por lo que actualmente se denominan antigenos de tejido-grupo
sanguineo. Por lo tanto, es muy probable que los receptores para algunos enteropatdogenos, entre
ellos Campylobacter, estén relacionados con estos antigenos de grupo y que por ende, los
receptores andlogos para la bacteria posean estructuras similares.

Primera fase

El proyecto que aqui se presenta fue desarrollado en dos fases, en la fase previa se
demostrdé que existian componentes oligosacaridos de leche materna capaces de inhibir la
adherencia de C. jejuni in vitro a células HEp-2, e in vivo en un modelo de colonizacion con
ratones BALB/c (156).

Inhibiciéon de la adherencia de Campylobacter a células HEp-2 por oligosacaridos de
leche materna. De acuerdo al método descrito por Newburg y col. (157), se obtuvieron 5
fracciones oligosacaridas de la leche materna por un proceso de purificacion secuencial. La
primera fraccion de oligosacaridos crudos inhibid hasta en 62% la adherencia de Campylobacter
a las células HEp-2, en una concentracion de 3mg/ml, que equivale a la mitad de su
concentracion promedio en leche materna (Figura 3). Cuando la fraccion de oligosacaridos
crudos se separ6 en las fracciones neutras y acidicas, solo la fraccion neutra mostrod actividad
inhibitoria. Posteriormente, cuando la fraccion neutra se pas6d a través de una columna de
afinidad con la lectina Ulex europaeus | (UEA 1), la actividad inhibitoria se encontré solamente
en la fraccion fucosilada que fue retenida por la columna. Estudios previos han demostrado que
la lectina UEA I reconoce preferencialmente residuos fucosilados de tipo a1,2, con mayor avidez
por las cadenas Fucal,2GalB1,4GlcNAcB-R (158,159), entre los que se incluyen principalmente
los antigenos de grupo sanguineo H-2, Le*, Le’ y en menor medida H-1, Le” y Le®.
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Figura 3. Inhibicion de la adherencia de Campylobacter a células HEp-2 por
fracciones de leche materna (156).

Inhibicion de la colonizacion intestinal por Campylobacter en ratones. El modelo de
colonizacidn en ratones se utilizé para determinar si la fraccion de oligosacaridos de la leche
inhibia la colonizacion intestinal in vivo. Brevemente, ratones BALB/c de dos semanas de edad
fueron retados con una suspension de la cepa invasiva de C. jejuni 287ip, con 10* 6 10° UFC/ml.
Se conformaron cuatro grupos experimentales con seis ratones cada uno de ellos. Dos de los
grupos recibieron el reto mas los oligosacaridos neutros de leche materna, por via oral, y los
otros dos Unicamente el reto. Los animales que recibieron los oligosacaridos mostraron una
reduccion significativa de 4.1 y 2.6 logs en la excrecion de Campylobacter en heces, en
respuesta a los inoculos de 10* y 10% respectivamente (p=0.001 y 0.01) (Figura 4). Estos
resultados nos llevaron a proponer que los oligosacaridos fucosilados presentes en la leche
materna podrian actuar compitiendo con los receptores especificos para Campylobacter en la
membrana de las células epiteliales, inhibiendo su reconocimiento.
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Figura 4. Inhibicion de la colonizacién intestinal por Campylobacter en ratones (156).
OS: oligosacaridos. O Grupo control de colonizacion (reto), ® Grupo de prueba (reto + OS)
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HIPOTESIS

Existen oligosacaridos fucosilados en la leche materna con epitopes H, similares a los
antigenos de tejido-grupo sanguineo, que actiian como receptores andlogos, compitiendo en la
adherencia de Campylobacter a las células epiteliales.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los receptores analogos para Campylobacter jejuni, presentes en leche
materna capaces de inhibir su asociacion a células epiteliales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar a los componentes oligosacaridos fucosilados de la leche materna, que
actuan como receptores analogos para C. jejuni, mediante transferencia tipo Western.

2. Determinar si las estructuras fucosiladas relacionadas con el determinante antigénico H-2
estan involucradas en el reconocimiento bacteria-receptor, mediante ensayos de
asociacion y de inhibicion de la asociacion a células CHO normales y células CHO
transfectadas con el gen humano para la al,2-fucosiltransferasa, CHO-FUT]1.

3. Definir los componentes fucosilados responsables de la actividad inhibitoria, mediante
ensayos eX Vivo de asociacion e inhibicion de la asociacion a cortes de ileon, obtenidos de
piezas operatorias en pacientes que hayan requerido reseccion intestinal.

4. Definir si los glicoconjugados al,2-fucosilados en leche materna tienen relevancia
biologica, mediante un modelo de colonizacion intestinal in vivo, en ratones transfectados
con el plasmido pWAPal,2FUT1 que expresan el antigeno H(O) en la glandula mamaria
durante el periodo de lactancia.
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METODOS

Cepas. Se utilizaron cepas de C. jejuni aisladas de niflos menores de 5 afios, participantes
en un estudio de cohorte para determinar la incidencia de infeccidon sintomatica y asintomatica
por Campylobacter y la proporcion de enfermedad/infeccion en la comunidad (4). Las cepas
fueron caracterizadas previamente como patdgenas y no patdgenas; las cepas invasivas 84sp,
135ip, 166ip, 173ip, 180ip, 187ip, 193ip, 225sp, 268ip, 287ip y 383ip fueron aisladas de niflos
con diarrea inflamatoria; la cepa adherente 10sp fue aislada de un nifio con diarrea no
inflamatoria; y las cepas no adherentes 17sp, 49sp, 50sp y 57sp fueron aisladas de nifios sanos
(41,81).

Objetivo especifico 1.
Caracterizar a los componentes oligosacaridos fucosilados de la leche materna que actian como
receptores analogos para C. jejuni, mediante transferencia tipo Western.

Se ha demostrado que la presencia de ciertos oligosacaridos fucosilados en la leche
materna varia entre individuos y durante el curso de la lactancia. También se ha observado que
estas variaciones en el contenido de oligosacaridos esté relacionada con el grupo sanguineo de la
donadora (137,139,160). Con el objeto de establecer cual de los componentes fucosilados de la
leche materna esta involucrado en la adherencia de Campylobacter, se estandarizé un método de
transferencia tipo Western utilizando un grupo de neoglicoproteinas comerciales (IsoSep AB;
Tullinge, Suecia) correspondientes a los grupos sanguineos H-1, H-2, Le®, Le®, LeY, Le*, A y B,
transferidas a membranas de nitrocelulosa. Tales neoglicoproteinas estdn constituidas por el
oligosacarido que define al grupo sanguineo, unido covalentemente a albimina. Ademas de estar
disponibles comercialmente, los conjugados presentan ventajas metodoldgicas muy importantes
determinadas principalmente por la fraccion proteica, ya que son susceptibles de poder
someterse a diferentes procesos como electroforesis y posteriormente se pueden fijar a
membranas de nitrocelulosa, lo que permite que la fraccion oligosacarida se oriente en el espacio
de una manera similar a como lo haria en los tejidos.

Transferencia tipo Western. Se estandariz6 una transferencia tipo Western (WB) para
establecer si existia reconocimiento entre las diferentes neoglicoproteinas y C. jejuni, de acuerdo
a los métodos descritos por Borén y col. (116), con algunas modificaciones: las
neoglicoproteinas se sometieron a SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 7.5% en
concentraciones equimoleculares de 6.3x10™'° moles del oligosacarido de grupo sanguineo por
carril: Le” (2.02 pg, 32 moles de azicar/mol de proteina), H-1 (2.3 pg, 25 moles de azicar/mol
de proteina), H-2 (2.0 pg, 26 moles de azacar/mol de proteina), Tri-Le* (2.84 pg, 23 moles de
azucar/mol de proteina), Le’ (2.1 pg, 26 moles de azGcar/mol de proteina), Le® (2.44 ng, 23
moles de azicar/mol de proteina), Le* (2.71 pg, 20 moles de azucar/mol de proteina), A (3.16 g,
18 moles de azucar/mol de proteina) y B (2.57 pg, 19 moles de azicar/mol de proteina). Las
neoglicoproteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Después del lavado y bloqueo
con BB2 [TBS pH 7.5, 1% de reactivo de bloqueo (Roche Molecular Biochemicals, Basel,
Suiza), MnCl, 0.1 mM, MgCl, 0.1 mM, y CaCl, 0.1 mM] para evitar las uniones inespecificas,
las membranas se pusieron en contacto con cepas prototipo patdgena y no patogena de C. jejuni
marcadas con DIG (Digoxigenina-NHS. Boehring, Mannheim) y ajustadas a 0.2 DOggo,
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incubandose durante 4 hr con agitacién suave. Después de lavar con TBS 6 veces, incubar con
un conjugado anti-DIG-fosfatasa alcalina durante 1 hr a temperatura ambiente y volver a lavar
con TBS 5 veces, el sistema se revelé con BCIP/NBT como sustrato para la enzima.

Para demostrar la especificidad del reconocimiento bacteria-receptor, se realizaron
ensayos de inhibicion con anticuerpos monoclonales (MAbs) dirigidos contra los antigenos H-1,
Le?, Leb, Le* (Signet Laboratories, Dedham, MA), H-2 o Le” (Accurate Chemical, Westbury,
NY) a diluciones de 1:10 y 1:20. En cada caso se incub6 la membrana previamente con cada uno
de ellos antes de ponerla en contacto con la bacteria y efectuar el ensayo de la manera ya
descrita.

La especificidad del reconocimiento de los antigenos de grupo sanguineo H-1 y H-2 por
Campylobacter, se determiné también por inhibicién con 2'fucosil-lactosa (2'FL) en el ensayo de
WB. Concentraciones equimoleculares de las neoglicoproteinas H-1 y H-2 se sometieron a SDS-
PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, se bloquearon e incubaron con una
suspension de C. jejuni-DIG ajustada a 0.2 DOgg, que se incubd previamente con diferentes
concentraciones de 2'FL (1, 10, 20, 50 y 250 pg/ml). Después de 4 hr de incubacion a
temperatura ambiente con agitacion suave, las membranas se lavaron 6 veces, se incubaron con
el conjugado antiDIG-fosfatasa alcalina, se lavaron y se revelaron con el sustrato
correspondiente.

Las lectinas Ulex europaeus | (UEA 1) y Lotus tetragonolobus (Lotus) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), que reconocen residuos L-fucosilados, se utilizaron para verificar la afinidad
relativa de las estructuras fucosiladas de las neoglicoproteinas transferidas a las membranas de
nitrocelulosa. Lotus se caracteriza por una alta afinidad por los residuos fucosilados en los
oligosacaridos de cadena tipo H-2. Las membranas se bloquearon con BB2 y posteriormente se
pusieron en contacto con las lectinas conjugadas con peroxidasa, durante 2 hr a temperatura
ambiente y agitacion suave; después de lavar se reveld con HO, como sustrato para la enzima y
a-naftol como cromogeno.

Afinidad de cepas clinicas de Campylobacter a epitopes de grupos sanguineos
ABO(H). Con el objeto de demostrar que el reconocimiento de receptores fucosilados es una
caracteristica propia del género Campylobacter, se estudiaron aislados clinicos de
Campylobacter procedentes de infecciones sintomaticas y asintomaticas previamente
caracterizados por su capacidad de adherencia a células HEp-2. Se analizaron 12 cepas
adherentes y 4 no adherentes mediante el método de WB con las membranas de nitrocelulosa
transferidas con las neoglicoproteinas con epitopes de los grupos sanguineos H-1, H-2, Le?®, Le,
Le” y Le*, a la misma concentracion previamente descrita.

Objetivo especifico 2.

Determinar si las estructuras fucosiladas relacionadas con el determinante antigénico H-2 estan
involucradas en el reconocimiento bacteria-receptor, mediante ensayos de asociaciéon y de
inhibicidon de la asociacion a células CHO normales y células CHO transfectadas con el gen
humano para la al,2-fucosiltransferasa, CHO-FUTT.

Células de ovario de hamster chino (CHO) transfectadas con el gen humano de la

al,2-fucosiltransferasa humana. Con el objeto de demostrar la especificidad de la adherencia
de Campylobacter a células que expresen radicales al,2-fucosa en la superficie de sus
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membranas, se realizaron ensayos de adherencia con Campylobacter en células CHO
transfectadas con el gene FUT1 de la al,2-fucosiltransferasa (CHO-FUT1) (161), que expresan
en su superficie los determinantes antigénicos del grupo sanguineo H-2, definido por la
estructura Fucal,2GalB1,4GlcNAcB—R. Como control se utilizaron células CHO transfectadas
unicamente con el vector pCDM3, sin el gene FUTL, las cuales se denominaron CHO-V (161).
Ambas lineas celulares nos fueron donadas por el Dr. Pedro A. Prieto, de Ross Products
Division, Abbott Laboratories, Columbus, Ohio, USA. Las células CHO-FUT]1 se cultivaron en
medio de Eagle modificacion de Dulbecco (con alto contenido de glucosa), suplementado con
10% de Suero Fetal de Bovino (SFB), 110 pg/ml de piruvato de sodio, 50 pg/ml de sulfato de
gentamicina, 15 pg/ml de hipoxantina, 1 pg/ml de aminopterina, y 5.15 pg/ml de timidina. Las
células CHO-V se cultivaron en medio de Iscove modificacion de Dulbecco suplementado con
10% de SFB, 5 pg/ml de peniciclina-estreptomicina, 10 mM de hipoxantina, y 1.6 mM de
timidina.

Identificacion de epitopes especificos H-2 en la superficie de las células CHO-FUT1
mediante ensayos de inmunofluorescencia. La demostracion de la expresion de los residuos
fucosilados, determinantes de grupo sanguineo en la superficie celular, se realizd mediante
ensayos de inmunofluorescencia con los MAbs para los antigenos de los grupos H-1, H-2 y
Lewis. Se colocaron 400 pl por pozo de una suspension con 2x10° células viables por ml en
microplacas de cultivo de 8 pozos, y se incubaron por 18 hr a 37°C en atmdsfera con 5% de CO,.
Las monocapas se lavaron 3 veces con PBS, pH 7.3, y se fijaron con formalina al 10% por 1 hr a
temperatura ambiente. Después de lavar y bloquear con BSA al 1% en PBS por 30 min, para
evitar uniones inespecificas, las células fueron incubadas con los MAbs anti H-2, Le*, Le”, H-1,
Le* y Le°, diluidos 1:30 en BSA al 0.1% en PBS, por 90 min a temperatura ambiente con
agitacion suave. Después de lavar 3 veces con PBS, se agregd un anticuerpo policlonal de conejo
anti-raton marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), diluido 1:40 en BSA al 0.1% en
PBS. Después de lavar tres veces mas, las células se tifieron con azul de Evans como colorante
de contraste y se observaron por microscopia de fluorescencia.

Asociacion de Campylobacter a las células CHO. Para determinar la interaccion
bacteria-oligosacarido a nivel celular, se compar6 el grado de asociacion de Campylobacter a las
células CHO normales (CHO-V) y a las células CHO transfectadas (CHO-FUT1), en un ensayo
de asociacion en microcamaras de cultivo: 400 pl por pozo de una suspension con 2x10° células
viables por ml, se colocaron en microplacas de cultivo de 8 pozos y se incubaron por 18 hr a
37°C en atmosfera con 5% de CO,. Las células se lavaron con Hank’s y 100 pl de una
suspension de Campylobacter con 9x10° UFC/ml se adiciond a cada uno de los pozos,
incubandose por 3 hr a 37°C. Las células se lavaron 6 veces con PBS, se fijaron con formalina al
10% durante 1 hr a temperatura ambiente y se tifieron por el método de Whartin-Starry. La placa
se observd al microscopio para determinar el porcentaje de células con bacterias asociadas. Se
realizaron ensayos idénticos creciendo las células en cubreobjetos de vidrio circulares, para
observarlos con microscopia electronica de barrido; en este caso la fijacion se realizd con
glutaraldehido al 2%, se deshidratdo gradualmente con etanol, se congeldé a punto critico y se
cubrid con oro.

Inhibicién de la asociacion de Campylobacter a células CHO. Para definir la
especificidad de union bacteria-receptor, se realizaron ensayos de inhibicion de la asociacion de
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Campylobacter en las células transfectadas CHO-FUT1 con al,2-fucosil-ligandos y homologos
fucosilados. Por un lado, los posibles receptores celulares se bloquearon con moléculas que se
unen al determinante H-2: MADb anti-H-2 diluido 1:10, 1:20, y 1:40, y con las lectinas UEA I y
Lotus a concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 y 3.2 mg/ml. En este caso, se utilizaron
como controles los MAbs anti-H-1 y anti-A, asi como la lectina Dolichus biflorus (DB), a las
mismas diluciones y concentraciones. Las monocapas celulares crecidas en las microcamaras de
cultivo se incubaron por 1 hr con cada uno de los al,2-fucosil-ligandos antes de agregar 100 pl
de la suspension bacteriana con 1x10® bacterias/ml. Por otro lado, los antigenos bacterianos que
pudieran funcionar como adhesinas se bloquearon con los homologos del receptor en la
superficie celular: los oligosacaridos neutros (0.5, 1, 1.5 y 2 mg/ml), la neoglicoproteina BSA-H-
2 (0.5, 1, 1.5 y 2 mg/ml ) y 2'FL (0.02, 0.04, 0.08, 0.016, 0.625, 1.25, 2.5 y 5 mg/ml que
equivalen a 0.04, 0.08, 0.16, 0.32, 1.28, 2.56, 5.12, y 10.2 pmol/ml); en este caso 100 pul de la
suspension bacteriana se incubaron con cada uno de los homdlogos fucosilados antes de ponerse
en contacto con las monocapas celulares; como controles se utilizaron lactosa (1, 2, 4, 8, y 16
mg/ml que equivalen a 2.9, 5.8, 11.6, 23.3, y 46.7 umol/ml), y BSA (0.4, 0.8 y 1.6 mg/ml que
equivalen a 6.1, 12.1, 24.2 nmol/ml). Para ambos ensayos, después de 3 hr de incubacion a 37°C
se lavaron las células, se rompieron por tratamiento con Tritobn X100, y se determinaron las
UFC/pozo por siembra de diluciones seriadas en agar sangre de carnero. El porcentaje de
inhibicidn en cada caso se determind comparando el grado de asociacion con el ensayo control
en el que no se agregaron al,2-fucosil-ligandos u homoélogos.

Objetivo especifico 3.

Definir los componentes fucosilados responsables de la actividad inhibitoria, mediante ensayos
ex vivo de asociacion e inhibicion de la asociacion a cortes de ileon, obtenidos de piezas
operatorias de pacientes que hayan requerido reseccion intestinal.

Adherencia e inhibicion de la adherencia de Campylobacter a intestino humano. Los
ensayos de asociacion e inhibicion de la asociacion ex Vivo se realizaron en cortes de ileon
obtenidos de piezas operatorias de pacientes que habian requerido reseccion intestinal. Los
cortes fueron proporcionados por cirujanos del propio Instituto, transportandose al laboratorio a
4°C en PBS, pH 7.3, suplementado con 2 pg/ml de aprotinina.

Los ensayos se realizaron de acuerdo a la técnica estandarizada por Ramos-Cervantes y
col. (162). Las porciones de ileon se lavaron con PBS, el exceso de moco se elimind limpiando
suavemente con gasa, y se cortaron en segmentos de 1 cm’; se incubaron posteriormente con 1.5
ml de una suspension bacteriana ajustada a 0.1 DOgg, en TBS (tris-buffer salino pH 7.5, MnCl,
0.1 mM, MgCl, 0.1 mM, CaCl, 0.1 mM) adicionado con 1 pg/ml de aprotinina, a 37°C por 2 hr
en atmdsfera con 5% de CO,. Después de lavar exhaustivamente para eliminar las bacterias no
adheridas, el tejido se homogeniz6 en 1 ml de PBS centrifugandose a 1000 rpm por 10 min;
finalmente se determinaron las UFC en el sobrenadante del homogenado por siembra de
diluciones seriadas en agar carbon, suplementado con vancomicina, cefoperazona y anfotericina
B. El grado de adherencia se expres6 como UFEC por cm” de tejido.

El ensayo de inhibicion se realizd de manera similar, incubando previamente la
suspension bacteriana con 2 mg/ml de los oligosacaridos neutros de leche materna o con 2'FL,
para ponerse posteriormente en contacto con el tejido y continuar con el proceso establecido. El
porcentaje de inhibicion se determind por comparacion con el ensayo control.
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Objetivo especifico 4.

Definir si los glicoconjugados al,2-fucosilados en leche materna tienen relevancia biologica,
mediante un modelo de colonizacion intestinal in vivo, en ratones transfectados con el plasmido
pWAPal,2FUT1 que expresan el antigeno H(O) en la glandula mamaria durante el periodo de
lactancia.

Modelo de colonizacion por Campylobacter en ratones transgénicos. Para determinar
si la presencia de residuos fucosilados de tipo al,2 en la leche materna era capaz de inhibir la
colonizacioén por Campylobacter in vivo, se desarrollé un modelo experimental de colonizacion
en ratones BG/SJL transfectados con un plasmido, pWAPa1,2FUT]1, que contenia el gen de la
fucosiltransferasa humana FUT1, una secuencia sefal poli A para la hormona de crecimiento
bovina, y un promotor murino de la proteina acidica del suero que dirige la expresion
principalmente a la glandula mamaria, con lo que se logré la secrecion de los residuos
fucosilados de tipo al,2 en la leche de las ratonas (163). Las cepas de ratones BG/SJL
transgénicas y no transgénicas nos fueron donadas por el Dr. Pedro A. Prieto, de Ross Products
Division, Abbott Laboratories, Columbus, Ohio, USA.

Los ratones se mantuvieron en microaisladores plasticos y recibieron alimento y agua
estériles durante todo el seguimiento; se verifico que fueran transgénicos o no transgénicos por
PCR. Los ratones hembras lactantes con sus respectivas camadas fueron mantenidos en
microaisladores por separado.

Se utilizaron camadas de 10 dias de edad, en las que se realizaron cultivos previos de las
heces de la madre y del intestino de una de las crias para verificar que no estuvieran colonizadas
por Campylobacter o bacterias espirilares semejantes. Cada una de las crias fue inoculada por
via oral con 10 pl de una suspension de la cepa invasiva 287ip con 10*, 10%, 6 10° UFC/ml
(equivalente a 10% 10° y 107 UFC por animal), y se regresaron con su madre para continuar con
su periodo de lactancia. Camadas controles de madres no transgénicas fueron inoculadas con 10
ul de la suspension con 10° UFC/ml (10° UFC por animal). Para determinar la colonizacién, un
raton de cada camada fue sacrificado en los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15 después de recibir el
inoculo, hasta contar con 10 ratones en cada dia de seguimiento. De cada animal se resecaron 1
cm del ileon distal y 1 cm del ciego, colocandose por separado en 1 ml de PBS, se pesaron,
homogenizaron y centrifugaron a 2,000 rpm por 10 min. Diluciones seriadas del sobrenadante se
estriaron sobre agar carbon suplementado con antibioticos, para determinar UFC por gramo de
tejido.

La colonizacion se expresdé como el porcentaje de crias positivas para Campylobacter en
cada uno de los dias de seguimiento. Las diferencias entre las crias del grupo experimental
transgénico y del grupo control no transgénico, retadas con 10° UFC de Campylobacter, fueron
evaluadas por la prueba de Mann-Whitney (164). Las diferencias entre todos los grupos y en los
diferentes periodos de prueba fueron evaluadas por un andlisis de varianza, seguido por una
estimacion de los coeficientes de regresion.

31



RESULTADOS

Uniéon de C. jejuni a oligosacaridos determinantes de grupo sanguineo en
transferencia tipo Western. Para definir la naturaleza de los componentes fucosilados
involucrados en el reconocimiento bacteria-receptor, se utilizé un ensayo en fase sélida en el que
los determinantes oligosacaridos de los antigenos de tejido-grupo sanguineo, unidos
covalentemente a albimina, se fijaron a membranas de nitrocelulosa para evaluar la asociacion
de Campylobacter. Los patrones de reconocimiento observados variaron de acuerdo al origen de
la cepa: la cepa 287ip aislada de un caso de diarrea inflamatoria, clasificada como patdégena por
ensayos in Vitro, y cuyo indice de asociacion en cultivo celular es de 98%, reconocid todos los
residuos fucosilados presentes en las neoglicoproteinas (Figura 5a); mientras que la cepa 50sp,
aislada de un paciente asintomatico y caracterizada In vitro como no patdégena, no reconocio
ninguno de los determinantes (Figura 5b). Al probar un mayor nimero de cepas se observo un
comportamiento similar. En total, 10 de 12 cepas clasificadas como patdgenas (180ip, 383ip,
166ip, 268ip, 135ip, 225sp, 187ip, 84sp, 10sp, y 287ip) reconocieron todos los antigenos
fucosilados, mientras que ninguna de las cuatro cepas clasificadas como no patégenas (17sp,
49sp, 57sp y 50sp) reconocio alguno de ellos (Figura 5c¢). La diferencia entre ambos grupos de
cepas fue estadisticamente significativa (p=0.01), lo que indica que la capacidad de
Campylobacter para reconocer los determinantes fucosilados de grupo sanguineo podria estar
asociada con sus caracteristicas de patogenicidad.

BSA Le® H-1 H-2 Tri-Le* Le' Le* Le* A B

BSA Le" H-1 H-2 Tri-Le* Le' Le* Le* A B

5b:
50sp

Figura 5. Patrones de reconocimiento de los epitopes determinantes de los antigenos de
tejido-grupo sanguineo por Campylobacter en WB: a) Cepa control patogena 287ip. b) Cepa
control no patogena 50sp. ¢) Cepas patogenas y no patogenas aisladas del estudio de cohorte.
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Sc¢ Neoglicoproteina Cepa Indice de

Asociacion
BSA Le” H-1 H-2 TriLe* Le’ Le* Le* A B Celular (%)
180 ip 100
383 ip 73
166 ip 87
268 ip 65
1351ip 95
Cepas
Patégenas 225sp 95
187 ip 80
84 sp 86
10 sp 97
173 ip 75
193 sp 100
17 sp 9
Cepas
No-Patégenas 49 sp 12
57 sp 7
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Especificidad del reconocimiento entre C. jejuni y el epitope H-2. La especificidad del
reconocimiento por Campylobacter de los determinantes de tejido-grupo sanguineo se verifico
en ensayos de inhibicion con MADbs dirigidos contra los antigenos H-2, Le*, Le”, H-1, Le®, y Le’.
El mayor grado de inhibicion se observé predominantemente con los MAbs anti-H-2 (Figura 6a,
carriles 4-6), y en menor medida con los dirigidos contra los antigenos del sistema Lewis, pero
no con el MAb dirigido contra el precursor de H-1 (Figura 6a, carriles 1-3).

La especificidad del reconocimiento por Campylobacter de los antigenos de grupo H-1y
H-2 se confirmo6 ademas por un ensayo de inhibicién con 2'FL, que es la estructura mas pequena
que define el grupo de residuos fucosilados del tipo al,2. Se probaron diferentes concentraciones
y se observo un grado de inhibicién notable del reconocimiento de H-2 por Campylobacter a
concentraciones tan bajas como 10 pg/ml (Figura 6b, carriles pares 6 a 14), mientras que para
inhibir la unién a H-1 se requirié una concentracion 25 veces mayor, es decir, 250 pg/ml para
lograr el mismo efecto (Figura 6b, carril 13). Estos resultados sugieren que la terminal fucosilada
en posicion al,2 es un componente critico para el reconocimiento por Campylobacter, siendo el
determinante H-2 la estructura fucosilada al,2 preferida por la bacteria.

H-1 H-2
1 2 3 4 5 6

6a » . ‘ 4 l
E
| e |

C 1:101:20 C 1:101:20
anti-H-1 anti-H-2

Carriles
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 H1 H2
| . | ' 1 2
' 3 4
‘ 5 6
9 10
i 11 12
13 14
Control
0 1 10 20 50 100 250

2'FL (pg/ml)

Figura 6. Inhibicion del reconocimiento de los epitopes determinantes de los antigenos
de tejido-grupo sanguineo por Campylobacter en WB: a) Inhibicion con MAbs anti-H-1 y
anti-H-2. b) Inhibicion con 2'Fucosil-lactosa.
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Expresion de los antigenos H-2 en las células CHO-FUT1. Para definir si los epitopes
fucosilados podian mediar la adherencia de Campylobacter a células epiteliales era necesario
contar con una linea celular que expresara estos determinantes antigénicos en su superficie. Para
ello utilizamos células CHO que, al estar transfectadas con el gen humano de la al,2-
fucosiltransferasa FUT1, pueden realizar la sintesis de los epitopes al,2-fucosilados, ya que
disponen de los substratos enddgenos necesarios para ello, y expresarlos de manera homogénea
en su superficie. Por inmunofluorescencia con el MAb anti-H-2, se demostré la expresion
especifica de las terminales Fucal,2GalB1,4GlcNAcB-R en las células CHO-FUTI, siendo
negativas para la expresion de los determinantes H-1 y el grupo Lewis (Figura 7).

Figura 7. Inmunofluorescencia en células CHO-FUT]1. Las células se observan tefiidas de rojo,
mientras que la reaccidn positiva con el MAb anti-H-2 provoca un halo amarillo intenso en las
células que expresan el epitope.
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Asociacion especifica de Campylobacter a las células CHO. El indice de adherencia de
las cepas patogenas de Campylobacter a las células CHO-FUT]1 alcanzé el 100%, observandose
grandes acimulos bacterianos (Figura 8a), mientras que las células CHO no transfectadas, y que
por ende no expresan los epitopes fucosilados en su superficie, mostraron un indice de
adherencia por debajo del 20% (Figura 8b). Cabe hacer notar que las células CHO normales
poseen una baja afinidad de reconocimiento con la bacteria, con respecto a la afinidad observada
en las células HEp-2. Estos resultados demuestran que la sola expresion de los antigenos de
grupo H-2 en las células es suficiente para provocar la adherencia de Campylobacter.

Figura 8. Microscopia de inmersion y tincion de Warthin-Starry: a) Las células transfectadas
(al,2FUT") mostraron numerosas bacterias adheridas a su superficie; en la fotografia destaca
una célula cuyo citoplasma se ha extendido, ligeramente tefiido de amarillo y con grandes
acumulos bacterianos. b) Células CHO normales (a1,2FUT"), con adherencia baja.
Microscopia electronica de barrido: c) Células transfectadas en las que se observa a
Campylobacter adherido, con su morfologia tipica de espirilo. d) Células control no
transfectadas con bajo indice de adherencia.
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Inhibicion de la asociaciéon de Campylobacter a células CHO. La especificidad del
reconocimiento por Campylobacter de los residuos fucosilados, expresados en la superficie
celular, se probd con diferentes compuestos que inhiben la union a H-2. En la primera fase, los
receptores fucosilados celulares se bloquearon con moléculas que se unen especificamente al
determinante H-2, lograndose inhibiciones significativas con el MAb anti-H-2 y las lectinas
Lotus y UEA I; en cambio, cuando las células se trataron con los MAbs anti-H-1 y anti-A o con
la lectina DB, que no reconocen H-2, no se observd inhibicion de la adherencia de
Campylobacter a las células. En la segunda fase, los componentes de superficie bacterianos que
pudieran actuar como adhesinas y con afinidad por los epitopes fucosilados H-2 se bloquearon
con moléculas homologas al receptor en la superficie celular, lograndose la mayor inhibicién con
la neoglicoproteina BSA-H-2, los oligosacaridos de leche materna, y en menor medida con 2'FL.
No se observd inhibicion con otras moléculas heterdlogas, como la neoglicoproteina Tri-Le”,
lactosa y BSA (Tabla 1). Estos datos demuestran que el reconocimiento bacteria-receptor es
especifico para Campylobacter y los epitopes fucosilados relacionados con el antigeno de grupo
sanguineo H, ademas de que este reconocimiento constituye un paso esencial en la adherencia de
las cepas patogenas de Campylobacter a las células epiteliales del hospedero.

Tabla 1. Concentraciones inhibitorias Clsy y Clyy de los ligandos y homologos al,2-fucosilados
para la inhibicion de la adherencia de Campylobacter a las células CHO-FUTI.

Ligandos u homologos al,2-fucosilados Cls* Cly*
Lectinas Ulex europaeus | 0.4 1.9
(mg/ml) Lotus tetragonolobus 1.9 >3.2
Dolichos biflorus (control negativo) >3.2 >3.2
MAb Anti-H-2 1:20 1:10
28 Anti-H-1 <1:10 <1:10
(Dilucion) . .
Anti-A (control negativo) <1:10 <1:10
OS" neutros de leche humana 1.1 2.3
ol i H-2-BSA 0.28" 0.6
1£05acaridos BSA (control) >0.024 >0.024
(umol/ml)
2'FL 5.2 11.6
Lactosa (control) >238 >23

*[a actividad inhibitoria fue derivada de curvas de inhibicion.

+La molaridad de la mezcla de oligosacaridos neutros de leche materna fue calculada usando un
tamano promedio de 4.15 azlcares por molécula (PM 715.5), determinado del andlisis del
contenido de oligosacaridos de la leche de 93 madres de la Ciudad de México. Este es muy
similar al estimado por Jennenss (165), cuyos calculos estuvieron basados en un tamafo
promedio de 4 azucares por molécula.

YEquivalente a 0.01 pumol/ml de BSA.

*No se observé inhibicion con esta concentracion de azacar. Concentraciones més altas inducen
el desprendimiento de la monocapa celular.

37



Efecto de los oligosacaridos en la adherencia de Campylobacter a intestino humano.
El papel de los oligosacaridos en la interaccion de Campylobacter con su receptor en las células
epiteliales del intestino se determind ex vivo en cortes de intestino humano. Se observo que la
capacidad de las cepas de Campylobacter para adherirse al tejido es dependiente de su potencial
patogénico, es decir, la cepa no patogena 57sp se adhirid en menor proporcion, casi un 50%
menos, que la cepa patogena 287ip. Por otra parte, con la fraccion de los oligosacaridos neutros
se alcanzaron porcentajes altos de inhibicion de la adherencia para ambas cepas, 93% para la
cepa 287ip y 82% para la 57sp. Sin embargo, cuando se realizé el ensayo de inhibicién con 2'FL
se alcanzo hasta un 69% para la cepa patdgena, mientras que el porcentaje de inhibicion para la
cepa no patégena fue notablemente bajo, solo del 8% (Figura 9). Estos resultados son
congruentes con el hecho de que la cepa patdégena 287ip reconozca la terminal fucosilada al,2,
en el receptor presente en la superficie de las células epiteliales del hospedero, mientras que la
cepa no patdgena 57sp podria reconocer otros componentes sobre las células no relacionados con
el determinante antigénico H-2, por los que muestra ademéas una menor avidez, y cuyo
reconocimiento puede ser inhibido por otras moléculas presentes en la fraccion de oligosacaridos
neutros de la leche materna.

_I 93%
69%

Cepa 287ip

1 Inhibicién con OS
[ Inhibicién con 2'FL

—| 82% B Control
8%

Cepa S7sp

0 10,000 20,000 30,000 40,000

UFC/cm’ de tejido

Figura 9. Inhibicién de la adherencia de Campylobacter a tejido intestinal humano.
Porcentajes de inhibicion obtenidos con la fraccion de oligosacéaridos de leche materna (OS) y
2'FL para las cepas 287ip (patogena) y 57sp (no patdgena).
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Actividad biolégica de los glicoconjugados al,2 en leche materna. La actividad
bioldgica de los oligosacaridos con los determinantes ol,2-fucosilados presentes en leche
materna y relacionados con el determinante antigénico H-2, se valor6 in vivo en un modelo
experimental con ratones transfectados con el gen humano de la al,2-fucosiltransferasa. Los
ratones hembras lactantes secretan en su leche los determinantes de grupo H-2, por lo que en sus
camadas se pudo determinar si su presencia era capaz de inhibir la colonizacién intestinal por
Campylobacter, comparandolas con camadas de ratones no transgénicos.

Se expreso la colonizacion por Campylobacter como el porcentaje de animales con la
bacteria en el intestino por cada dia de seguimiento; se compar6 ademds el comportamiento de
cada grupo de acuerdo al indculo recibido. El grupo control recibié un inéculo de 10° UFC/ml, y
permanecid infectado durante todo el periodo de estudio, con un porcentaje de colonizacidon entre
67% y 100% por cada dia de seguimiento. Por el contrario, en las camadas de animales
transgénicos se observéd una disminucidon importante en el porcentaje de crias infectadas durante
el periodo de seguimiento, que fue estadisticamente significativa (p=0.0001). El tiempo de
colonizacién en los grupos experimentales fue también dependiente del indculo recibido; asi, con
un indculo de 10* UFC ninguna de las crias estuvo infectada después del dia 5 de seguimiento, y
con los inéculos de 10° y 10° no se observaron crias infectadas después del dia 9 (Tabla 2). En el
analisis comparativo del grupo control y los grupos experimentales se determind que la
eliminacion de Campylobacter del intestino de los animales fue significativamente mayor en las
camadas de las madres transgénicas que en las de las no transgénicas, cuando las crias de ambos
grupos recibieron el mismo inéculo de 10° UFC (Prueba de Mann-Whitney, p=0.006). Ademas,
cada grupo experimental fue significativamente diferente del grupo control a pesar del indculo
(ANOVA, p<0.0001).

Tabla 2. Inhibicion de la colonizacion intestinal por Campylobacter en ratones transgénicos

Porcentaje de crias colonizadas por Campylobacter

Transgénicos (FUT1) No-Transgénicos

Dias después de Inoculo de Campylobacter (UFC/ml)

la infeccion < 10* x 108 x 10° Control x 10
1 40 30
3 40 60 60
5 10 40 20
7 0 0 0
9 0 10 10
11 0 0 0
13 0 0 0
15 0 0 0

Las areas sombreadas indican los diferentes grados en los porcentajes de colonizacién durante el
seguimiento.
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DISCUSION

Dada la trascendencia del papel de los carbohidratos presentes en las membranas de las
células epiteliales como receptores para un gran nimero de patogenos, se ha propuesto que estos
compuestos en sus formas solubles podrian ser excelentes inhibidores competitivos de la
interaccion bacteria-célula. Asi, un receptor analogo, aunque no idéntico al carbohidrato nativo
presente en el receptor celular, podria unirse de manera eficiente a la adhesina microbiana e
inhibir eficazmente la adherencia y la colonizacién in vivo. Un ejemplo claro del éxito del uso de
receptores andlogos en el tratamiento de una infeccion bacteriana, es la cura de terneros por la
administracion de glicoproteinas naturales después de la infeccion con dosis letales de E. coli
K99, que causa diarrea mortal en estos animales; in vitro, las glicoproteinas inhibieron la
adhesion de la bacteria a los glicoconjugados presentes en los eritrocitos (166).

Las similitudes que se observan entre los carbohidratos de las células epiteliales y los
oligosacéridos contenidos en la leche humana, refuerzan la idea de que ocurren interacciones
especificas entre esos oligosacaridos con microorganismos patdégenos que previenen la
adherencia de los microbios a las células epiteliales. Oligosacéaridos libres 6 en forma de
glicoconjugados, podrian actuar como receptores solubles andlogos a los expresados en la
superficie de la célula epitelial, incrementando la resistencia de los nifios alimentados al seno
materno (134).

Durante la realizacion de los estudios para caracterizar los receptores andlogos para
Campylobacter jejuni, presentes en leche materna y capaces de inhibir su asociacion a células
epiteliales, encontramos que los epitopes al,2-fucosilados del antigeno de tejido-grupo
sanguineo H, presentes sobre la superficie de las células epiteliales, sirven como ligandos para
unir Campylobacter a la mucosa intestinal en el primer paso de la infeccion.

La capacidad de union de Campylobacter a los antigenos de tejido-grupo sanguineo fue
definida por un ensayo en fase sélida, en el que la mayoria de las cepas clasificadas como
virulentas reconocieron los determinantes que contenian fucosa, con una mayor avidez por los
componentes H. Los antigenos H son estructuras fucosiladas (Fucal,2Galp1,3/4GlcNAcB-R),
cuya expresion estd determinada por la presencia de dos diferentes al,2-fucosiltransferasas
codificadas y reguladas por los genes FUT1 (H), en los globulos rojos y en el endotelio vascular,
y por el gen FUT2 (Se) en las secreciones exdcrinas y la mucosa intestinal (113,114,167).
Aunque los antigenos H participan en los eventos de adhesion durante el desarrollo embrionario,
la morfogénesis tisular, la diferenciacion celular, y la metastasis tumoral (108), su papel en la
funcioén celular no estd completamente definido.

La propiedad de estas moléculas para funcionar como ligandos para Campylobacter se
confirmo en las células CHO transfectadas con el gen de la al,2-fucosiltransferasa, FUTL, y que
expresan los determinantes ol,2-fucosilados en su superficie. Las cepas patdégenas de
Campylobacter se asociaron de manera significativa a estas células, mientras que su indice de
adherencia a la linea celular no transfectada, y que por ende no expresa los residuos fucosilados,
en comparacion se mantuvo muy por abajo. Se demostré que diferentes agentes que reconocen
de manera especifica H-2, tales como anticuerpos monoclonales especificos contra antigeno H-2
(MADbs-H-2), las lectinas UEA 1 y Lotus, eran capaces de inhibir la adherencia de
Campylobacter a las células CHO-FUTI1. Se confirma asi que para lograr adherirse,
Campylobacter requiere la expresion especifica de H-2 en la superficie de su célula blanco. En
concordancia con estos hallazgos, la adherencia de Campylobacter a células CHO transfectadas
también fue inhibida por moléculas solubles similares a H-2 como la neoglicoproteina H-2, la
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fraccion de oligosacaridos fucosilados obtenida de leche materna y el oligosacarido 2'fucosil-
lactosa (2'FL), moléculas capaces de competir con los epitopes H-2 en la superficie celular. Asi
se demostro la especificidad de la adherencia de Campylobacter al antigeno H-2 en la célula
hospedera.

Los glicoconjugados presentes en las superficies celulares se han implicado como
mediadores de las interacciones célula-célula, tales como adhesion a células blanco, adhesion de
leucocitos y diapedesis. Median también la adherencia de microorganismos (58,103), como en el
caso de bacterias patdgenas que se han adaptado para utilizar esas estructuras de superficie
celulares para su adherencia e invasion (97,168). De esta manera, Campylobacter parece utilizar
los antigenos H(O), que se localizan en la mucosa intestinal y estan ampliamente distribuidos en
la poblacion humana, para adherirse e invadir las células epiteliales del hospedero.

El comportamiento de la cepa patogena de Campylobacter 287ip en la interaccion con su
receptor en las células epiteliales del intestino en los ensayos ex vivo fue similar al determinado
in vitro, y su adherencia se inhibié de manera significativa tanto por los oligosacaridos de leche
materna como por 2'FL. Sin embargo, el comportamiento de la cepa no patégena 57sp, aislada de
un nifio asintomadtico, mostrd algunas diferencias relevantes. La cepa 57sp tiene un bajo indice
de adherencia in vitro a células HEp-2, pero inesperadamente fue capaz de adherirse a la mucosa
intestinal, aun cuando lo hizo en menor medida que la cepa patdogena; ademas, su grado de
asociacion fue disminuido significativamente por la fraccion de oligosacaridos de leche materna,
pero no fue inhibido por 2'FL. Este comportamiento sugiere que la cepa podria reconocer
epitopes diferentes presentes en la mucosa intestinal, y que esta asociacion podria ser inhibida
por componentes presentes en la leche materna que no estan relacionados con el antigeno H-2.

Proponemos que la interaccion de Campylobacter con los enterocitos desencadena una
serie de eventos que se inician por la union al epitope H-2 presente en la membrana celular; este
primer paso podria ser un hecho comun para diversos enteropatdogenos. La densidad de los
receptores de tipo H-2 sobre la superficie de la célula podria amplificar la especificidad de la
interaccion con la bacteria y aumentar su avidez, logrando asi un reconocimiento multivalente.
Por tanto, el enlace de Campylobacter a una glicoproteina transmembranal que contenga
epitopes H-2 podria disparar la cascada de eventos que permite la invasion por Campylobacter,
proceso analogo al observado en otro tipo de asociaciones bacterianas a enterocitos (35,58). La
expresion diferencial de los antigenos de tejido-grupo sanguineo en diversos sitios a lo largo del
tracto gastrointestinal podria explicar las caracteristicas de la patologia en la diarrea por
Campylobacter, como por ejemplo la localizacion del sitio de infeccion. Es decir, la mayor
expresion de los determinantes antigénicos H-2 en el ileon y en las criptas del ciego, explicaria el
tropismo especifico de la bacteria y el mayor grado de colonizacioén en las secciones bajas del
intestino.

La leche humana contiene una gran variedad de oligosacaridos, a los que se les han
atribuido diferentes funciones por su similitud estructural con ligandos involucrados en muchas
interacciones célula-célula. Tal es el caso de los ligandos para selectinas, que se han encontrado
en grandes cantidades en la leche y que se propone podrian formar parte de los procesos
inflamatorios, atin cuando no se ha definido si pueden actuar como inmunomoduladores in vivo
(169). Se ha demostrado también que contiene grandes cantidades de oligosacaridos fucosilados
con una amplia variedad de estructuras, y en la leche de la mayoria de las madres se destaca la
presencia de los oligosacaridos con enlaces fucosilados de tipo al,2 (131,138). La expresion de
estos epitopes estd determinada por la actividad de la enzima al,2-fucosiltransferasa en el
epitelio de la glandula mamaria, regulada genéticamente por la forma dominante del gen secretor
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FUT2 o Sec. Las personas que cuentan con alelos funcionales de FUT2 presentan cantidades
apreciables de las estructuras al,2-fucosiladas en sus secreciones, entre las que se incluyen leche
y saliva. Por su parte, los individuos homocigotos con alelos recesivos no producen cantidades
detectables de las moléculas al,2-fucosiladas en leche (114).

La relevancia bioldgica de los glicoconjugados al,2-fucosilados en leche materna se
valoré en un modelo experimental con ratones transfectados con el plasmido pWAPal,2FUT],
con lo que se logrd que se expresaran los determinantes H-2 en la glandula mamaria durante la
lactancia, secretandolos en grandes cantidades en su leche; por el contrario, en la leche de las
madres no transgénicas no se detectaron cantidades apreciables de H-2. Las crias lactantes de las
madres transgénicas fueron protegidas de manera significativa en contra de la colonizacién por
Campylobacter, mientras que las de las madres no transgénicas no tuvieron proteccion. Estos
resultados, ademas de reforzar el hecho de que H-2 actiia como receptor para Campylobacter,
indican que las formas solubles de las moléculas con epitopes H-2 pueden proteger a los
mamiferos lactantes en contra de la infeccion por la bacteria. Este modelo apoya el concepto de
que las grandes cantidades de determinantes H-2 presentes en leche materna representan un
componente importante del sistema de inmunidad innata de la leche capaz de proteger a lactantes
en contra de aquellos patégenos que inician el proceso de infeccion por contacto y adherencia a
la mucosa intestinal.

Nuestros hallazgos, de que la fraccion fucosilada de oligosacaridos neutros de la leche
materna inhiben la union de Campylobacter a su célula blanco, representan la mejor evidencia de
que los componentes no inmunoglobulinicos de la leche materna pueden ser factores protectores
especificos contra diversas infecciones microbianas. Estudios previos han demostrado que la
fracciéon no inmunoglobulinica protege contra infecciones tanto del tracto gastrointestinal como
de los tractos respiratorio y urinario en los nifios alimentados al seno materno, lo que se ha
atribuido precisamente a la actividad bloqueadora de los oligosacaridos lacteos en contra de los
patogenos (132,140,170).

En el intestino, la expresion de los determinantes antigénicos de tejido-grupo sanguineo
estd relacionada con su expresion en eritrocitos, por lo que el grupo sanguineo de un individuo
en particular podria ser indicativo de su nivel de susceptibilidad a la infecciéon por
Campylobacter. La heterogeneidad en la expresion de los glicanos que definen los grupos
sanguineos ha sido relacionada con la susceptibilidad a diversos patdégenos, como es el caso de
H. pylori (117,120). La recurrencia de infecciones urinarias por E. coli uropatogénica se ha
asociado con la presencia del antigeno P (121,122), mientras que los individuos que expresan
este antigeno en menor medida en sus eritrocitos desarrollan mas frecuentemente sindrome
hemolitico urémico (171). En voluntarios humanos, las personas con el fenotipo H(O)
presentaron una mayor probabilidad de ser infectadas con virus Norwalk (172).

Asi, la combinacién de los genotipos madre/hijo podrian conducir a diferencias en la
expresion de los antigenos H(O) en el intestino del nifio y en la leche de la madre, lo que a su vez
podria definir las diferencias en el riesgo de infeccion por Campylobacter en cada nifio a nivel
individual, como se muestra en el siguiente cuadro:
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Susceptibilidad del nifio a la infeccion

Genotipo del nifio

Secretor No Secretor
Nifio con riesgo alto de Nifio con riesgo bajo de
S . ., . .,
28 infeccion al que la leche infeccion al que la leche
5 g materna proporciona materna le proporciona
.. s 2 proteccion alta proteccion alta adicional
Proteccion E
proporcionada 5 Riesgo de Diarrea: Moderado Riesgo de Diarrea: Bajo
por la leche o
materna £ = Nifio con alto riesgo de Nifio con bajo riesgo de
% Ea infeccion al que la leche infeccion al que la leche
G materna le proporciona materna le proporciona
% proteccion baja proteccion baja adicional
4
Riesgo de Diarrea: Alto Riesgo de Diarrea: Moderado

Los resultados de este proyecto apoyan la evidencia de que tales estructuras fucosiladas
pueden ser componentes importantes del sistema de inmunidad innata de la leche humana, ya
que en este estudio parecen funcionar como ligandos solubles que compiten con los receptores
presentes en la superficie de las células epiteliales, en la uniéon de Campylobacter a los residuos
ol,2.

En los utimos anos se ha observado un incremento alarmante en la aparicion de cepas
resistentes a diversos antibidticos, lo que hace necesaria la blisqueda de nuevos agentes
antimicrobianos con mecanismos de accion diferentes a los que desarrolla un antibiotico. Una
alternativa prometedora podria ser el uso de receptores andlogos que interfieren con la habilidad
de la bacteria para adherirse a los receptores en las células del hospedero, y asi evitar la
colonizacién subsecuente y por ende el proceso de infeccion (173). En este sentido, proponemos
que los oligosacaridos de leche materna, en especial las estructuras fucosiladas, constituyen una
buena alternativa. Ademads, es muy importante enfatizar que la actividad bioldgica de proteccion
conferida por este tipo de estructuras, en contra de la infeccion por Campylobacter, podria
funcionar para otras bacterias y microorganismos patégenos, lo que aumenta su relevancia como
una nueva alternativa de agentes antimicrobianos.

El reto es lograr la sintesis a gran escala de esas estructuras protectoras. Ya se han
descrito métodos quimicos y enzimaticos para la preparacion de un gran numero de
oligosacaridos fucosilados de las series de la lactosa y neo-lactosa similares a los encontrados en
leche materna, entre ellos 2'FL. Los derivados fucosilados, que funcionan como unidades para
construir los diferentes oligosacaridos, se sintetizan a partir de un precursor comun disacarido,
en el que, mediante manipulacion enzimatica, los grupos hidroxilo se protegen de manera
selectiva con radicales acilo para poder fucosilar el disacarido en la posicion adecuada (174). Por
otro lado, para la obtencion de 2'FL se ha propuesto una nueva ruta biosintética utilizando
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enzimas bacterianas recombinantes, y métodos de cromatografia de intercambio anidnico y
filtracion en gel, reportandose rendimientos de hasta 65% (175). En general, los métodos de
sintesis quimica requieren de un manejo muy cuidadoso de las condiciones experimentales, son
limitados por los altos costos de los procesos, y los rendimientos son relativamente bajos. En los
métodos de sintesis enzimadtica, las glicosiltransferasas transfieren un azucar nucleotidico
activado a un aceptor. En este caso, la reaccion estd determinada por la especificidad de la
enzima por el sustrato y la disponibilidad limitada de donadores glicosidicos, por lo que las
enzimas recombinantes con espectros de especificidad mas amplios ofrecen mayores porcentajes
de rendimiento.

Sin embargo, el desarrollo de nuevos agentes inhibidores no solamente debe involucrar
un proceso biosintético factible, sino que requiere ademas de mecanismos y modelos de prueba
que permitan definir sus propiedades, actividad bioldgica, especificidad, etc., como los
desarrollados para Campylobacter, y para ello es necesario mejorar dia a dia el conocimiento de
la interaccion bacteria-receptor.
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CONCLUSIONES

El primer paso en la patogénesis de Campylobacter, como en otras infecciones entéricas,
es su adherencia a las células epiteliales de la mucosa intestinal. El reconocimiento de receptores
especificos en la superficie celular, permite a la bacteria iniciar el proceso de infeccion. En este
estudio, con el disefio de modelos experimentales in vitro, con neoglicoproteinas con epitopes
correspondientes a los oligosacaridos determinantes de grupo sanguineo, y con células que
expresan los antigenos en su superficie, se demostrd que un componente importante del receptor
intestinal para Campylobacter es el antigeno H-2, cuya estructura activa esta dada por radicales
ol,2-fucosa.

La inhibicion del reconocimientro bacteria-receptor, con homodlogos estructurales del
antigeno H-2 y con ligandos especificos para el antigeno, confirmd la especificidad del
reconocimiento. Asi, los antigenos de tejido-grupo sanguineo del tipo H-2 y los residuos
fucosilados en posicion al,2 parecen funcionar como receptores solubles para Campylobacter
inhibiendo su union al receptor intestinal, y bloquean lo que constituye el primer paso en su
mecanismo de virulencia.

En general, los oligosacéridos constituyen el tercer componente mayoritario de la leche
humana, y estan asociados con la proteccion significativa de los nifios alimentados al seno
materno en contra de diversas infecciones gastrointestinales. Las concentraciones de la fraccion
de oligosacaridos neutros fucosilados, en leche materna, fueron suficientes para inhibir la
adherencia de Campylobacter in vitro a cultivos celulares, y ex vivo en intestino humano. Por lo
que se confirm6 que funcionan como receptores solubles o analogos de los receptores celulares.

Se disefio un modelo de colonizacion con ratones BG/SJL, transfectados con el gen de la
al,2-fucosiltransferasa humana, que permiti6 valorar la relevancia biologica de los
determinantes H-2 in vivo. Cuando los glicoconjugados H-2 se expresaron y secretaron en la
leche materna de los ratones transgénicos, sus crias fueron claramente protegidas de la infeccion
con la cepa patogena de Campylobacter. Estos resultados corroboran que los oligosacaridos de
leche materna contribuyen a la proteccion de los lactantes en contra de la infeccion por
Campylobacter, y forman parte del sistema de inmunidad innata.

Uno de los principales objetivos del estudio de los mecanismos de interaccion bacteria-
célula, es el desarrollo de medidas para bloquear la adherencia del patdogeno a sus receptores
celulares y, asi, inhibir su capacidad para infectar al hospedero, lo que finalmente reduce el
riesgo de enfermedad. Al funcionar como receptores analogos, los oligosacaridos de la leche
humana representan una clase totalmente nueva de agentes antimicrobianos, por lo que se
propone la sintesis de moléculas con estructuras similares a ellos, que podrian convertirse en una
nueva alternativa de agentes antimicrobianos, profilacticos y terapéuticos. Al actuar con
mecanismos distintos a los desarrollados por las generaciones de antibidticos, se esperaria que
los compuestos sintéticos pudiesen superar el problema de la emergencia de patdgenos
resistentes a ese tipo de antimicrobianos.
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PERSPECTIVAS

La sintesis de compuestos con estructura similar a la de los glicanos, que se presentan de
manera natural en la leche, permitiria contar con una nueva clase de agentes antimicrobianos
altamente efectivos para muchos patdogenos humanos comunes, que colectivamente se
encuentran entre las mayores causas de muerte, sufrimiento, y pérdidas econoémicas en muchas
poblaciones.

Los avances recientes en bioingenieria hacen factible la sintesis a gran escala de glicanos,
en levaduras modificadas genéticamente, que muestren tanto la alta afinidad, como la amplia
especificidad necesarias para ser efectivos contra la multiplicidad de los patégenos encontrados
en la mayoria de las poblaciones. Ademas, la estrategia desarrollada en este estudio permite
contar con sistemas modelo, in vitro e in vivo, para probar la inhibicion de la adherencia, la
prevencion de la infeccion, y el tratamiento de la infeccion por diferentes patdogenos.
Posteriormente, se podria probar su eficacia en la prevencion y tratamiento de las infecciones en
nifos y adultos, en estudios preclinicos y ensayos controlados en humanos.

Con ventajas que son inherentes a su naturaleza, como su estabilidad a temperatura
ambiente y su sabor agradable, los glicanos sintéticos podrian ser producidos y distribuidos de
manera econdémica como parte de una bebida o un suplemento nutritivo a nifios y adultos sin
ningun riesgo; entre los beneficios potenciales secundarios, se incluiria su capacidad para
superar la resistencia de los patdgenos a los antibioticos. Finalmente, lo mas importante es que se
brindaria proteccion a la poblacion infantil, mejorando su calidad de vida y contribuyendo en la
campana contra los indices de mortalidad por diarrea.
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