' Universidad

aae
181  Zaragoza

1542

A

-

Trabajo Fin de Master

Galleria mellonella como modelo animal de la
infeccion por Helicobacter pylori y para estudios de
eficacia preclinica de nuevos antimicrobianos frente a
este patogeno.

Autor/es

Ana Cabetas Borjabad

Director/es

Andrés Gonzélez Rodriguez y Eduardo Chueca Lapuente

Facultad de Ciencias
2019/2020

Repositorio de la Universidad de Zaragoza — Zaguan http://zaguan.unizar.es




INDICE

1.

2.

3.

4.

5.

RESUMEN/ ABSTRACT ....tiiietieieettesteeiesee st e steeeesteeteseesseesseessesseentesnsesseensesnsesseensesnsesseens 4
HELICOBACTER PYLORI: MICROBIOLOGIA.......c.cooviiuererereeeeeeeieeeeeeee e 6
2.1. Taxonomia y clasifiCaCion.........oeeieciiiee e e 6
2.2. Morfologia y metaboliSmMO ........ccoviiiiiiiiiie e e 6
2.3. Condiciones de crecimiento y medios de CUltiVO........cccuvvvieeiiii e, 8
PATOGENIA. ...ttt ettt e h e et s bt e s be e s he e eabeesseesabeesabeeabeesabeebeesaneens 9
3.1. Manifestaciones ClINICAS.....c.cueiiiiiiiie et sree e 9
3.1.1. Patologias gastrointestinales .........ceecccuiie i e 10
3.1.2. Patologias extraintestinales .........eeeeeeciiii e 11
IR DT 1= {3 o 1) A ole PSR 11
3.2.1. METOUOS INVASIVOS....eeiuiiiiiiieiiite ettt ettt si et et e e sr e s it e s sateesabeesneeesneeesneeenns 12
3.2.2. MELOA0S NO INVASIVOS. ....eiiuiieiiiieiiite ettt ste et e st e s siteessateesneeesnneesneeesneeens 12
3.3. Factores de VIrUIENCIA .......ceiiiiiiiiiiiiiece e 13
I N Y[ {=T 0 o = B U == Y OO OP PP PPPTP 14
3.3.2. CABA, CABE ... e e et e e e et e e e e e aaaaes 14
T T T - 1of OO U PP TPPPTUPPRRORPUPIO 15
3.3LAUICRA . e 16
33D DUPA ettt h e bt h e et e e bt e s reenbeeebeeent e e reenaneeas 16
3.3.0. OIPA ettt e e r e e neenneeeas 16
3L3.7. BabA e ettt e b e b e e b e at e e reenaeeens 16
33,8, OBr0S ittt e e 17
PREVALENCIA DE LA INFECCION ....ooouivviiiericieteieeeeeie ettt 17
PAUTAS DE TRATAMIENTO ...ttt sttt ettt sttt ne e s e e b e sneeeneas 19
5.1. Terapias de Primera liN@a.......cccovveeeiiiei ettt e e eeseerrreee e e e e e s eennbrraereeeeeens 19
5.2. Terapias de segUNAA lINE@......ccccurreiiiiiei ittt e eeee e e e e e e e abrraeeeeeeeeas 22



5.3. Terapias de tercera liN@a. ..o it e s sa e e e aaaee s 22

6.  CRISIS DE ANTIBIOTICOS: MECANISMOS DE RESISTENCIA EN H. PYLORI ........ccueuneee. 23
6.1. Resistencia @ claritromiCing........cceoieiiiiiiiiiiiee e 24
6.2. Resistencia @ Metronidazol ...........ooiiiiiiiiiiiieie s 24
6.3. Resistencia @ 1evofloXaCina.......cocueiiiieiieiiene e 24
6.4. Otros mecanismMOS de reSISTENCIA ....cuueiiueiiriiieiiie et 25

7.  NUEVAS DIANAS PARA NUEVOS ANTIMICROBIANOS.......cccutiiiieeiieeeiieeeieee e 25

8.  MODELOS ANIMALES PARA LA INFECCION POR H. PYLORI .....ccoeveveererererererrereevernane 30
8L, RATONES ... e e s e e e e e e ee e e e e e as 30
8.2, JEIDOS .t 32
S C O 1 o 1 ST PPPRTPPRT 33

9. LAS 3RS EN EL USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION. MODELOS INVERTEBRADOS34

10.  GALLERIA MELLONELLA ........ e, 36
10.1. Caracteristicas bioldgicas y ciclo de Vida........coccvieiiiiiiiiiiiiiee e 36
10.2. G. mellonella como modelo animal en multiples infecciones de interés clinico........ 39
10.3. G. mellonella como modelo de infeccidn por H. pylori.........eeeeeeeeecccciveeieeeeeeeeccienen, 42
10.4. G. mellonella para estudios de eficacia preclinica de nuevos antimicrobianos. ........ 44

11.  CONCLUSIONES/ CONCLUSIONS .....ooiuiiiiieitieeieesiee st esete e e sieeeteesiaeebeessneeseesraeenveesnns 46

12.  PERSPECTIVAS FUTURAS ..ottt e e e s e e e e e e s e 48

13, BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt ettt st a s as sttt ese s st etensasanns 49



1. RESUMEN/ ABSTRACT

H. pylori es una bacteria Gram-negativa que coloniza el estdmago de los humanos. La
prevalencia de la infeccién por H. pylori en el mundo varia en funcién de numerosos factores
como la edad, el origen étnico, el estado geografico y socioeconémico. Mas del 50 % de la
poblacién mundial estd infectada con H. pylori y se considera un agente etioldgico
importante en el desarrollo de enfermedades como gastritis, Ulcera péptica, linfoma gastrico
asociado a mucosa (MALT) y cancer gastrico. El dinamismo genético del organismo, unido a
diversos factores ambientales y del propio huésped determina el dafo epitelial y la
capacidad colonizadora de H. pylori, lo que explica la diversidad de enfermedades causadas
por la bacteria. Existen varios factores de virulencia que se han relacionado con la
agresividad de la bacteria y por tanto, estan implicados en la colonizacién y dafo en la
mucosa. Los regimenes farmacoldgicos mas utilizados para tratar la infeccién por H. pylori
han variado durante los ultimos afios y no existe un tratamiento Unico. La creciente
prevalencia de cepas de H. pylori resistentes a antibidticos es una de las principales causas
de la dificultad actual de erradicar la infeccion. Ademas, la Organizacién Mundial de la Salud
en 2017 catalogd a H. pylori como una de las infecciones con resistencia a antibidticos alta.
Por ello, hoy en dia en necesario encontrar una nueva terapia efectiva contra H. pylori. Como
modelo animal para el estudio de la eficacia de tratamientos en la infeccion por H. pylori se
han utilizado modelos animales como ratones y jerbos, pero debido al gran coste que
suponen y a los impedimentos éticos que supone el uso de animales actualmente se estan
buscando alternativas que permitan reducir el nimero de los mismos. Por ello, se estan
reemplazando con modelos de animales invertebrados como es el caso de G. mellonella. Se
ha demostrado que este modelo es susceptible a la infeccidn por H. pyloriy se puede utilizar

para estudiar mecanismos patogénicos y factores de virulencia de la bacteria.



H. pylori is a Gram-negative bacterium which colonizes the human stomach. The prevalence
of H. pylori infection in the world varies according to numerous factors such as age, ethnic
origin, geographic and socioeconomic status. More than 50 % of the world population is
infected with H. pylori and it is considered an important etiological agent in the development
of diseases such as gastritis, peptic ulcer, gastric mucosa-associated lymphoma (MALT) and
gastric cancer. The genetic dynamism of the organism, together with various environmental
and host factors determines the epithelial damage and colonizing capacity of H. pylori, and
also explains the diversity of diseases caused by the bacteria. There are several virulence
factors that have been related to the aggressiveness of the bacteria and, therefore, are
involved in colonization and damage to the mucosa. The most commonly used drug
regimens to treat H. pylori infection have varied in recent years and to data there is not a
universally effective therapy against the bacteria. The increasing prevalence of antibiotic
resistant strains of H. pylori is one of the main causes of the current difficulty in eradicating
the infection. In addition, the World Health Organization in 2017 listed H. pylori as one of the
infections with high antibiotic resistance. Therefore, today it is mandatory to find a novel
effective therapy against H. pylori. Animal models such as mice and gerbils have been used
as an animal model to study the efficacy of treatments in H. pylori infection, but due to the
high cost involved and the ethical impediments involved in the use of animals, alternatives
are currently being sought that allow reducing their number. For this reason, they are being
replaced by invertebrate animal models such as G. mellonella. This model has been shown to
be susceptible to H. pylori infection and can be used to study pathogenic mechanisms and

virulence factors of the bacterium.



2.  HELICOBACTER PYLORI: MICROBIOLOGIA

Helicobacter pylori es una bacteria helicoidal Gram-negativa que coloniza el epitelio gastrico
humano. Esta bacteria fue identificada por primera vez por los cientificos australianos Barry

J. Marshal y Robin Warren en 1982 [1].

2.1. Taxonomia y clasificacion

El género Helicobacter pertenece a la clase Epsilonproteobacteria del filo Proteobacteria,
orden Campylobacterales, familia Helicobacteraceae. Esta familia también incluye los
géneros Wolinella, Flexispira, Sulphurimonas, Thiomicrospira y Thiovulum. Hasta la fecha, el
género Helicobacter consta de mas de 20 especies reconocidas [2] que podemos subdividir
en dos grupos: las gastricas, como H. pylori o H. heilmannii; y las enterohepaticas, como

H. hepaticus [3].

2.2. Morfologia y metabolismo
H. pylori es una bacteria que mide de 2 a 4 um de largo y 0,5 a 1 um de ancho (Figura 1).
Generalmente presenta una forma de espiral cuando se encuentra en la mucosa gastrica y
menos espiral, en forma de varilla, cuando crece en medios artificiales. Las formas cocoides
aparecen después de un cultivo in vitro prolongado, ante un estrés o un tratamiento con
antibidticos. Se cree que representan células muertas o un estado viable pero no cultivable
de la bacteria [4]. La bacteria tiene de 2 a 6 flagelos unipolares, los cuales confieren
motilidad y movilidad en sustancias viscosas. Estos apéndices estan recubiertos por una
estructura lipidica que los protege de la degradacién en medio acido [5]. Cada flagelo,
compuesto por multiples subunidades de proteinas, consta de 3 componentes: el cuerpo
basal, el gancho y el filamento flagelar. El filamento flagelar esta formado por dos flagelinas:
FlaA y FlaB. El gancho esta compuesto de FIgE y une el cuerpo basal y el filamento flagelar. El
cuerpo basal lo componen varias estructuras de proteinas y es una fuente de energia para la

motilidad [6].



Figura 1. Morfologia y flagelos de H. pylori. https://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.0/

H. pylori esta formada, como otras bacterias Gram-negativas, por una membrana interna,
periplasma con peptidoglucano y una membrana externa. Esta ultima contiene fosfolipidos,
lipopolisacaridos (LPS) y glucdsidos de colesterol, a diferencia de otras bacterias [7]. El LPS
presenta una estructura de 3 regiones principales: un lipido A, un nucleo con oligosacaridos
y una capa externa de polisacaridos o cadena lateral O [3]. El lipido A es el responsable de la
actividad inmunoldgica, baja en esta bacteria en comparacién con otras bacterias Gram-
negativas, debido a una modificacién en su estructura, lo que le confiere la capacidad para
evadir la respuesta inmunoldgica del huésped. Al inducir una baja respuesta inmunoldgica, la
bacteria persiste durante mas tiempo en el estémago, produciendo infecciones crénicas [8].
Los aislamientos clinicos de H. pylori producen LPS de alto peso molecular (fenotipo liso) con
un antigeno O, sin embargo, en cultivos in vitro, las bacterias pueden convertirse en
variantes de LPS rugosas, que carecen de la cadena lateral O [9]. La cadena lateral O de
H. pylori tiene similitud con los antigenos del grupo sanguineo de Lewis, ayudando a la
imitacion molecular de los antigenos del huésped y a la evasién inmune. Cuando esto
sucede, se dice que son cepas que expresan los antigenos de Lewis y su expresion estd

asociada a patologias mas severas [10].

El genoma de H. pylori tiene un tamafo de 1,60-1,70 megabases y un contenido de G + C
entre 35 y 40 %. Las cepas de H. pylori son genéticamente muy diversas debido a multiples
factores como un alto grado de mutaciones y un alto grado de recombinacidn genética, cuya
caracterizacién se ha llevado a cabo gracias al estudio de la secuencia de nucleétidos de

genes en diferentes cepas de H. pylori [11].



H. pylori es una bacteria microaerofilica, que no tolera altos niveles de oxigeno, pero
requiere al menos 2 % de este gas ya que lo utiliza como aceptor final de electrones en la
respiracion aerobia [12]. Los aminodcidos y la urea son las dos fuentes principales de
nitrégeno para la bacteria en el entorno gastrico. Las vias que intervienen en la sintesis de
amoniaco a partir del metabolismo de estos compuestos nitrogenados se regulan en
respuesta a estimulos, lo que hace que H. pylori active o desactive las rutas en funcion de las

condiciones ambientales a las que esté expuesta [13].

Cabe destacar el papel que algunos metales desempeifian en el metabolismo de
H. pylori, como es el caso del niquel, cofactor de las enzimas ureasa e hidrogenasa que

resultan esenciales durante la colonizacién del estémago [14].

2.3. Condiciones de crecimiento y medios de cultivo

Puesto que el microorganismo se encuentra principalmente en la regién inferior del
estdmago, la muestra mas habitual para su identificacidn es la biopsia gastrica. Ademas, se
ha cultivado con éxito en muestras extragastricas como placa dental, eséfago, recto y vejiga

urinaria [15].

H. pylori puede crecer en diferentes medios de cultivo. Los medios sélidos mas utilizados son
Agar Columbia o Agar Mueller-Hinton suplementados con sangre de caballo u oveja o,
alternativamente, con suero de fetal bovino que pueden actuar como fuentes adicionales de
nutrientes y protegiendo de los efectos toxicos que producen los acidos grasos de cadena
larga del medio de cultivo. Este Ultimo efecto también puede ser proporcionado adicionando
suplementos de medios como las B-ciclodextrinas, IsoVitaleX o mediante el uso de carbdn
activado [16]. El cultivo en medio liquido se realiza a partir de caldo de Brucella, infusién
cerebro-corazén, Mueller-Hinton y tripticasa soja, todos ellos suplementados con un extra
de nutrientes [17]. H. pylori solo se puede cultivar en un medio quimicamente definido con

los aminodacidos adicionales arginina, histidina, leucina, metionina, fenilalanina y valina [3].

Las condiciones dptimas de crecimiento se dan en una atmdsfera con niveles de O, entre
5-10 %, de CO; entre 5-10 %, 80-90 % de N y alta humedad (95 %). La temperatura 6ptima
de crecimiento es 37 °C, aunque puede desarrollarse en un rango de 35-39 °C [17]. Aunque
el microorganismo puede sobrevivir a pH menores de 4, su multiplicaciéon Unicamente ocurre

en un rango de 5,5 a 8, con un crecimiento éptimo a pH neutro. Estas condiciones se
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obtienen utilizando cajas o jarras de anaerobiosis con sobres comerciales que proporcionen

la mezcla de gases adecuada [18].

La identificacién del microorganismo se realiza mediante visualizacion en fresco con un
microscopio de contraste de fases para ver la morfologia o bien mediante una tinciéon de
Gram. H. pylori es ureasa, catalasa y oxidasa positiva, caracteristicas que a menudo se
utilizan para su identificacién [15]. Tanto para aislamiento primario como para cultivos de
rutina, se emplean mezclas selectivas de antibidticos tales como el suplemento de Dent y el
suplemento de Skirrow, con el objetivo de evitar el sobrecrecimiento de contaminantes [19].
Una vez realizado el aislamiento se debe subcultivar cada 48-72 horas en medios no
selectivos en las condiciones anteriormente expuestas. Las cepas se pueden conservar en
caldo tripticasa soja o infusiéon de cerebro corazén con glicerol al 10-20 % en congelador a

-80 °C o en nitrégeno liquido durante varios meses [15].

3. PATOGENIA

Aunque H. pylori coloniza la mucosa gastrica de millones de personas en el mundo,
Unicamente un pequefio porcentaje desarrollan sintomas clinicos. H. pylori ha desarrollado
numerosas estrategias de supervivencia y persistencia dentro de la mucosa gastrica, asi
como diversos mecanismos para evadir la respuesta inmune del huésped [20]. Tanto los
factores bacterianos como los del huésped juegan un papel en la mediacidn de la virulencia
bacteriana y la susceptibilidad a la infeccién y pueden explicar de alguna manera los

diferentes grados de infeccidn en diferentes individuos [21].

3.1. Manifestaciones clinicas

H. pylori coloniza la mucosa gastrica llegando a producir gastritis superficial, enfermedad de
la Ulcera péptica o gastritis atréfica, pudiendo desencadenar cancer gastrico. El transcurso
de la enfermedad depende de la virulencia de la cepa, la susceptibilidad del huésped y de
factores ambientales. Numerosos estudios han demostrado que H. pylori no solo produce
enfermedades digestivas, sino ademads, puede causar otras patologias extraintestinales
como anemia ferropénica, purpura trombocitopénica, déficit de vitamina Biz o
enfermedades alérgicas [22]. Todavia no ha sido identificado el mecanismo de transmisién

de H. pylori, aunque algunas evidencias apoyan que la transmisidon puede ser a partir de una



fuente ambiental comun o de persona a persona por via fecal-oral, oral-oral u oro-gastrica

[23].

3.1.1. Patologias gastrointestinales

— Gastritis. La infeccidn por H. pylori usualmente conduce a gastritis crénica, con cambios
variables en la estructura de la mucosa gastrica. Aunque en la mayoria de los pacientes
infectados no causa sintomas, existe un pequefio porcentaje de individuos en los que
puede desencadenar dispepsia y Ulcera péptica. Conlleva, ademds, un riesgo
significativamente mayor para el desarrollo del cancer gastrico [24].

—  Ulcera péptica. Numerosos investigadores han descrito que aproximadamente el 95 %
de las Ulceras duodenales y el 85 % de las Ulceras gastricas ocurren en presencia de
H. pylori [3]. Varios estudios estimaron que el riesgo de padecer enfermedad ulcerosa
en individuos positivos para H. pylori es de 3 a 10 veces mayor que en sujetos negativos
[25]. Las ulceras aparecen principalmente en zonas de la mucosa donde la inflamacion
(gastritis) es mds grave. Las complicaciones de la enfermedad ulcerosa incluyen
sangrado, perforacién y formacién de estenosis, siendo la mas comun el sangrado
gastrointestinal superior [3].

— Cancer gastrico. La infeccion persistente por H. pylori es el principal factor de riesgo y la
causa mas frecuente de carcinoma gastrico [26]. El riesgo es hasta 20 veces superior en
pacientes infectados por la bacteria. Por ello, en 1994, la Agencia Internacional para la
Investigacidon del Cancer clasificd a H. pylori como carcindgeno del Grupo 1 en base a
una revisidn exhaustiva de estudios epidemiolégicos y de laboratorio relevantes [27]. La
gastritis puede promover la carcinogénesis gdstrica, generalmente a través de una
secuencia de cambios histoldgicos en la mucosa gdstrica caracterizada por la aparicion
sucesiva de gastritis atrofica, metaplasia intestinal y displasia, denominada cascada de

Correa (Figura 2) [28].

l\/;z:zz: Gastritis Gastritis Metaplasia S Cancer
gnormal crénica atréfica intestinal B géstrico

H. pylori

Figura 2. Cascada de Correa precancerosa gastrica.
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Linfoma gastrico asociado a mucosa (MALT). Los linfomas MALT son un grupo de
linfomas extraganglionares de células B localizados en el estémago, glandulas salivares,
pulmones y otras localizaciones [29]. Estudios realizados en los afios 90 describieron una
elevada incidencia de gastritis por H. pylori en pacientes con linfoma MALT gastrico y
mostraron la relacion entre la infeccién y la aparicion de la enfermedad. Cabe destacar
que la erradicacion de H. pylori provoca la remision de este tumor en la mayoria de los

pacientes [30].

3.1.2. Patologias extraintestinales

Anemia ferropénica refractaria. Algunos trabajos han relacionado a H. pylori con el
desarrollo de anemia ferropénica, sobre todo en pacientes pediatricos. Se ha observado
qgue la eliminacion del germen permite normalizar las cifras y valores de ferritina y de
hierro, aunque no se sabe si el efecto que la infeccidén provoca se trata de un incremento
en las pérdidas de hierro o de una disminucién en su absorcién [31].

Purpura trombocitopénica idiopatica (PTI). La purpura trombocitopénica idiopatica es
un trastorno inmunolégico caracterizado por la disminucién del recuento de plaquetas
de forma transitoria o persistente. Uno de los mecanismos propuestos para el desarrollo
de PTI en pacientes infectados por H. pylori es la reactividad cruzada entre anticuerpos
dirigidos contra esta bacteria; especificamente, contra su proteina CagA, y proteinas en
la superficie de las plaquetas [32].

Déficit de vitamina Bi,. La infeccion por H. pylori puede afectar la homeostasis de
micronutrientes como la vitamina B1,. Se ha sugerido que la infeccidn por H. pylori puede
desempeiiar un papel importante en la reduccién de la produccién de acido estomacal,
la secrecion de factor intrinseco y por lo tanto, una deficiencia en la absorciéon de

vitamina B12 [33].

3.2. Diagnéstico

Para el diagndstico de la infeccidn por H. pylori existen dos tipos de métodos, los métodos

invasivos (se basan en la obtencidon en una muestra de biopsia gastrica a través de una

endoscopia) y los no invasivos (no requieren endoscopia previa) [15].
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3.2.1. Métodos invasivos

Histologia. El examen histopatoldgico es considerado como la prueba estandar para la
deteccion de H. pylori. El estudio histoldgico de la biopsia permite conocer las lesiones
de la mucosa, valorando el grado de gastritis, metaplasia o atrofia, ademas de detectar
la infeccion por H. pylori [15].

Cultivo. El aislamiento mediante cultivo de H. pylori es sin duda el método mas
especifico en el diagndstico de la infeccidn, ya que incluye el diagndstico microbiolégico,
la clasificacidn genotipica del microorganismo, la evaluacién de su toxicidad y virulencia,
la determinacién y monitoreo de la resistencia a antibidticos y produccion de antigenos.
Ademas, este método permite preservar la cepa para futuros estudios [34].

Test de ureasa. Es una prueba rapida que se basa en la deteccion de la enzima
bacteriana ureasa con un 95 % de sensibilidad y un 100 % de especificidad. Esta enzima
facilita la supervivencia de la bacteria en el ambiente acido del estomago, ya que
descompone la urea en amoniaco y diéxido de carbono, lo cual genera un pH basico.
Debido al indicador de pH, se produce un cambio de color del medio de naranja-amarillo
a rosa [35].

Técnicas de deteccion molecular. Existen numerosas técnicas que permiten detectar la
presencia del DNA de H. pylori directamente de biopsia gdstrica [36]. Una de ellas es la
técnica PCR que detecta secuencias especificas de DNA bacteriano, pertenecientes a

importantes genes involucrados en la patogenicidad y colonizacidén de H. pylori [37].

3.2.2. Métodos no invasivos

Serologia. Los métodos serolégicos se basan en la deteccion de anticuerpos especificos
frente a antigenos especificos de H. pylori como CagA o VacA en suero, saliva u orina
[15,36]. H. pylori provoca una respuesta inmunitaria local y sistémica, el sistema inmune
responde aumentando los niveles de IgM especifica, seguido de un aumento de los tipos
IgG e IgA, los cuales persisten durante la infeccion [36].

Prueba del aliento (urea breath test, UBT). Es una de las pruebas mas confiables y mas
empleadas para diagnosticar la infeccidn por H. pylori. Este método indirecto se basa en
la presencia de la enzima ureasa de H. pylori. El patédgeno se encuentra en el estémago
donde hidroliza la urea marcada con el isétopo '3C o *C gracias a la enzima ureasa y

libera CO; marcado, que se difunde a la sangre y pasa a los pulmones ddnde es liberado
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con el aliento. Los resultados se miden como la relacién de *3C o *C/*%C de la prueba
con respecto al estandar en un espectrémetro de masas [15].

— Deteccion de antigenos en heces. Esta prueba se recomienda cuando la prueba del
aliento no estd disponible. Permite la deteccidon de antigenos de H. pylori en muestras
de heces utilizando anticuerpos monoclonales o policlonales [15]. Actualmente hay dos
pruebas disponibles en el mercado: el Ensayo por Inmunoadsorcién Ligado a Enzimas

(ELISA) y el Ensayo Rapido Inmunocromatografico (ICT) [37].

3.3. Factores de virulencia

Existe una gran variedad de factores de virulencia que permiten a H. pylori infectar,
permanecer y dafar la mucosa gastrica (Figura 3). H. pylori es una bacteria que se ha
adaptado a sobrevivir en el ambiente acido del estdmago. La motilidad de los flagelos de
H. pylori hace que se mueva hacia las células del epitelio gastrico del huésped y las adhesinas
permiten que las bacterias interaccionen con los receptores celulares. Una vez ocurrida la
adhesidn y colonizacion, la bacteria libera toxinas efectoras, como CagA y VacA, causando
dano en el tejido huésped. El epitelio gdastrico, a su vez, libera quimiocinas para iniciar la
respuesta inmune [38] provocando en el organismo huésped en la mayoria de los casos
gastritis crénica y en una minoria complicaciones mds severas como Ulcera péptica,
adenocarcinoma gastrico y linfoma MALT [39]. Desde que se descubrid esta bacteria, los
investigadores han centrado sus estudios en la identificacidn de los factores de virulencia
responsables de la progresiéon de la infeccidon desde una gastritis hasta las manifestaciones

clinicas mas severas como el cancer.
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Figura 3. Diagrama de la infeccidn por H. pyloriy patogénesis [38].

3.3.1. Sistema Ureasa
El pH de la mucosa gastrica varia entre 4 y 6,5, pudiendo ocurrir picos de acidez ocasionales.
Por ello, H. pylori ha desarrollado mecanismos para crecer en valores de pH en torno a 5,5
[40]. Para resistir al 4cido del estdmago se requiere la actividad de la enzima ureasa, enzima
mas abundante producida por H. pylori cuya actividad esta regulada por el canal de urea
dependiente de protones Urel, que permite la entrada de urea. A partir de la urea presente
en el estdmago, H. pylori produce grandes cantidades de amoniaco, el cual se combina con
los protones secretados por las células parietales gastricas dando lugar a amonio y
neutralizando el acido del estémago [41]. El amonio produce importantes efectos tdxicos en
el intestino como alteraciones en la sintesis de DNA, incremento del riesgo de infecciones

virales y carcinogénesis [42].

3.3.2. CagA, CagE
La isla de patogenicidad de cag (cagPAl) es un segmento de DNA que contiene varios genes
de virulencia, presenta un tamafio de 40 kb y su expresién esta regulada por mecanismos
gue se activan o no, dependiendo de condiciones microambientales como el nivel de
oxigeno, la osmolaridad, la fase de crecimiento bacteriano, el pH y la presencia de acidos

grasos volatiles de cadena corta [20].

La isla de patogenicidad cagA contiene 32 genes codificantes de proteinas que participan en

el sistema de secrecidn tipo 1V (T4SS), uno de los cuales codifica la proteina CagA (cytotoxin-
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associated gene A). Esta proteina fue la primera identificada de PAl y constituye el principal
factor de virulencia de H. pylori, por lo que su presencia (cepas cagA +) es un marcador
directo de patogenicidad. El sistema de secrecidn tipo IV (T4SS) participa en la translocacion
de CagA y compuestos celulares tales como fragmentos de peptidoglucano bacteriano en el
interior de las células gastricas epiteliales [43]. Ademas, estimula la liberacidn de citoquinas
como IL-8, IL-1R, TNF-a y la molécula NF-kRB [44]. Una vez la toxina CagA es translocada a la
célula de la mucosa gastrica y es posteriormente fosforilada, interactia con diversas vias de
sefializacion y desencadena cambios en el citoesqueleto, en la morfologia y en la movilidad
de la célula huésped [45]. No todas las cepas de H. pylori presentan este factor de virulencia
[44]. Varios estudios como el de Yuan et al. han demostrado que las cepas cagA + presentan
mayor virulencia y riesgo de producir enfermedades como gastritis atréfica, Ulcera péptica y

cancer gastrico [45,46].

Otro miembro de cagPAl se llama cagE (cytotoxin associated gene E) y esta relacionado con
una mayor induccidn de la secrecién de IL-8 en las células epiteliales gastricas [47]. El gen
cagk, al igual que cagA, es un biomarcador para determinar la existencia de cagPAl en la
cepa [48]. La expresién de CagE tiene un papel relevante en el riesgo de desarrollar gastritis

severa, Ulcera péptica y cancer gastrico [49]

3.3.3. VacA
La citotoxina VacA (vacuolating cytotoxin A) induce la formacién de vacuolas dentro de la
célula huésped mediante la formacién de canales selectivos de aniones [50]. Ademas
promueve la apoptosis, liberando citocromo C a través de la activacion de proteinas
proapoptoéticas y mediante la activacidon del receptor Fas/CD95. La presencia de VacA induce
la expresién de factores de crecimiento vascular endotelial (VEGF) desencadenando
procesos carcinégenos. Por otro lado, VacA aumenta la respuesta inflamatoria de la mucosa
gastrica elevando la expresion de la ciclooxigenasa 2 en las células T, neutréfilos y
macrofagos, lo que promueve también la carcinogénesis. A diferencia de lo que sucede con
el gen cagA, todas las cepas de H. pylori son vacA +, aunque solo el 50 % de estas

aproximadamente expresan la proteina [44].
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3.3.4.IceA
El gen iceA (Induced by contact with epithelium) también estd asociado con la infeccidn por
H. pylori [51]. iceA tiene dos variantes alélicas principales, designadas iceAl y iceA2 [44]. El
genotipo iceAl se ha asociado con una expresién incrementada de IL-8 en la mucosa y una
inflamacién antral aguda. Se ha observado que la adherencia de la bacteria a las células
epiteliales gastricas in vitro estimula la transcripcion de iceA1 [52]. Varios estudios sugieren
una asociacién de la variante iceAl y Ulcera péptica. A pesar de que este alelo estd asociado
con gastritis asintomatica y dispepsia no ulcerosa, la funcién exacta de IceA2 no se conoce

iceA2 no tiene homologia con genes conocidos [53].

3.3.5. DupA
DupA (Duodenal ulcer-promoting gene) es el primer factor genético de H. pylori detectado
gue se asocia con una susceptibilidad diferencial a la Ulcera duodenal y al cdncer gastrico,
por lo que puede considerarse como un marcador de virulencia especifico para estas
enfermedades [52]. El mecanismo patogénico de DupA parece implicar la induccién de la
expresion de IL-8 en el antro, lo que lleva a una gastritis con predominio del antro, con

mayor produccion de acido y riesgo de desarrollar tUlcera duodenal [54].

3.3.6. OipA
OipA (Outer inflammatory protein) juega un papel relevante en la colonizacién efectiva de la
mucosa [55]. Varios estudios revelaron que QipA puede inducir inflamacion a través de la
fosforilaciéon de multiples vias de sefalizacién que generalmente interactian con otras vias
relacionadas con cagPAl (CagA) [52]. Esta proteina estd implicada en la adherencia
bacteriana a las células epiteliales gastricas y en la inflamacién de la mucosa mediante la

induccion de IL-8 agravando la gastritis y favoreciendo el desarrollo de Ulcera duodenal [56].

3.3.7. BabA
Cuando H. pylori coloniza la mucosa gastrica, a través de las adhesinas se une a los
receptores de la célula diana protegiendo el posible desplazamiento de las bacterias por
fuerzas del estdmago como la peristalsis y el vaciamiento géstrico [38]. Una de las adhesinas
mas importantes en H. pylori es BabA (blood antigen binding adhesion), la cual se une a las
células epiteliales gastricas a través del antigeno del grupo sanguineo B y del antigeno Lewis,

ubicado en la mucosa gastrica [57]. Esta unidon desencadena una respuesta inmune no
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especifica y el desarrollo de autoanticuerpos frente a las células productoras de acido, lo que
contribuye al desarrollo de gastritis cronica [58]. Por otro lado, BabA facilita la entrada de
CagA vy VacA, factores de virulencia que favorecen el desarrollo de Ulcera y cdncer gdstrico

[59].

3.3.8. Otros

—  Flagelos. H. pylori atraviesa el mucus y se mueve desde la capa del epitelio de la mucosa
gastrica hasta la capa basal, donde el valor del pH es mds cercano a 7 con la ayuda de los
flagelos polares, apéndices extracelulares que por ser importantes en el proceso de
colonizacion son considerados factores de virulencia [38].

— Sistemas antioxidantes. Durante la colonizacidon, H. pylori promueve una fuerte
respuesta inflamatoria mediada por neutrdfilos y macréfagos, los cuales producen
radicales de oxigeno que producen especies reactivas de oxigeno, con efectos
potencialmente daiiinos sobre la bacteria y la mucosa gastrica. H. pylori cuenta con
mecanismos de detoxificacién de estos radicales libres, asi como para la reparacion de
los daios sufridos por la célula microbiana, que favorecen su supervivencia en el tejido
inflamado [60]. Entre los sistemas enzimaticos de detoxificacion de los metabolitos
reactivos del oxigeno destacan la enzima superéxido dismutasa, la catalasa o
peroxidasa, las peroxirredoxinas, la flavoproteina MdaB y el sistema tiorredoxina. Las
proteinas RecA, UvrABC, endonucleasa Ill, MutSy RuvC, son mecanismos que utiliza la
bacteria para la reparacion de los dafios producidos por los radicales libres [20].

— Lipopolisacdarido (LPS). El LPS de H. pylori presenta una baja toxicidad en comparacién
con otras bacterias Gram-negativas. La estructura quimica del LPS de H. pylori, en
concreto la cadena especifica O, puede mimetizar los antigenos de grupo sanguineo de
Lewis. Cuando esto sucede, se promueve una respuesta inmune no especifica y el
desarrollo de autoanticuerpos frente a las células productoras de 4cido, lo que

contribuye a la gastritis créonica y la pérdida de células parietales [20].

4. PREVALENCIA DE LA INFECCION

La infeccién por H. pylori es considerada la infeccion crénica bacteriana de mayor
prevalencia en humanos, afectando aproximadamente a 4.400 millones de personas en todo

el mundo y constituyendo un importante problema de salud publica a nivel mundial. Existe
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una gran variacion en la prevalencia de H. pylori entre regiones y paises. Como se puede
observar en la Figura 4, regiones en vias de desarrollo como Africa (79,1 %), América Latina y
el Caribe (63,4 %) y Asia (54,7 %) muestran una elevada prevalencia de la infeccidén, a
diferencia de América del Norte (37,1 %) y Oceania (24,4 %), que son las zonas donde existe
una menor prevalencia. La aparente correlacion de la prevalencia en el nivel de desarrollo
podria indicar mayores niveles de saneamiento, diagndstico y tratamiento de la infeccion en

los paises desarrollados [61].

En Espafia, la prevalencia de infeccion por H. pylori es algo superior al 50 % en la poblacion
adulta [62], en el noroeste de Espafa la prevalencia aumenta hasta el 70 % [63], lo cual
pudiera estar determinado por un mayor diagnéstico de la infeccion o debido a diferencias
en los habitos alimenticios de la poblacion. Estos factores podrian también replicar una

elevada prevalencia en paises altamente industrializados como Finlandia [61].

Prevalence of
Helicobacter pylori
[ Unknown

] <40%

[ 40 - 49%

I 50 - 69%

M >70%

South China Sea

The Bahamas and Guadeloupe |Westem Europe Arabian Sea

Figura 4. Prevalencia mundial de la infeccion por H. pylori [61].
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5. PAUTAS DE TRATAMIENTO

El tratamiento de la infeccion por H. pylori ha cambiado drdsticamente en estos afos.
Muchas pautas de tratamiento han quedado en desuso debido a la resistencia microbiana y
la epidemiologia cambiante. Por otro lado, el tratamiento frente a esta bacteria varia
ampliamente en todo el mundo, por lo que resulta dificil establecer una guia Unica de
terapia [64]. En la Tabla 1, se resumen los tratamientos usados para combatir la infecciéon

por H. pylori.

Tabla 1. Tratamientos empleados para erradicar la infeccidn por H. pylori [65].

TERAPIA COMPONENTES
Terapia dual IBP + amoxicilina
Terapia triple estandar IBP + claritromicina + amoxicilina

IBP + bismuto + doxiciclina + metronidazol

Terapia cuadruple con bismuto IBP + amoxicilina + bismuto + levofloxacina

IBP + bismuto + tetraciclina + metronidazol

Terapia cuadruple sin bismuto IBP + amoxicilina + claritromicina + metronidazol

IBP + amoxicilina (5 dias)

Terapia secuencial . . . ,
IBP + claritromicina + metronidazol (5 dias)

Terapia cuadruple concomitante ) o )
] IBP + bismuto + tetraciclina + metronidazol
con bismuto

Terapia cuddruple concomitante o ) . .
L IBP + amoxicilina + claritromicina + metronidazol
sin bismuto

*IBP: Inhibidor de la bomba de protones.

5.1. Terapias de primera linea
La terapia triple estandar basada en el inhibidor de la bomba de protones (IBP) mds dos
antibiédticos, claritromicina y amoxicilina o metronidazol, cuya duracién es de 7 a 10 dias, se
ha considerado tradicionalmente como la terapia de primera linea para el tratamiento de
infeccidn por H. pylori [66]. Sin embargo, la eficacia de la misma ha disminuido de manera
significativa en los ultimos afios. Hay varios factores que podrian explicar esta disminucién:
incumplimiento de la pauta por el paciente, alta acidez gastrica, alta carga microbiana
infectante; pero la mas importante es el aumento de la resistencia de H. pylori a la
claritromicina. Como se muestra en la Figura 5, en dareas de alta resistencia dual a
claritromicina y metronidazol, la terapia cuadruple con bismuto (BQT) constituye el

tratamiento de eleccion. Si el bismuto no esta disponible en dichas areas, se pueden
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considerar tratamientos con levofloxacina, rifabutina y altas dosis dobles (PPl + amoxicilina)
[67]. En dreas con alta resistencia a claritromicina, pero baja o intermedia resistencia al
metronidazol, se recomiendan las terapias cuadruples sin bismuto o con bismuto o las
terapias concomitantes (IBP, amoxicilina, claritromicina y nitroimidazol). Estudios recientes
en Espaiia, Grecia e Italia [68] han mostrado consistentemente tasas de curacidon que van del
85 % al 94 % con la terapia concomitante. En dreas geograficas donde la resistencia al
metronidazol es baja, el reemplazo de claritromicina por metronidazol en terapia triple (es
decir, IBP, amoxicilina, metronidazol) aun muestra excelentes tasas de curacion [69]. En
zonas con baja resistencia a la claritromicina, se recomienda la triple terapia como

tratamiento de primera linea o la terapia cuadruple con bismuto como alternativa [70].

Alta resistencia a Baja resistencia a
claritromicina claritromicina
(>15%) (<15%)

Baja o intermedia

Baja resistencia a resistencia a Alta resistencia a T“D'_e terapia o

metronidazol tronidazol metronidazol terapia cuadruple

I e e con bismuto
L Terapia cuadruple
Terapia triple: IBP pia cuadrup . .
L con o sin bismuto Terapia cuadruple
+ amoxicilina + : -
o terapias con bismuto

metronidazol .
concomitantes

Figura 5. Algoritmo terapéutico frente a la infeccidon por H. pylori en areas con alta y baja resistencia
a claritromicina. Editado de: [70].

La terapia cuadruple con bismuto consiste en un inhibidor de la bomba de protones (IBP)
mas bismuto y dos antibidticos, tetraciclina y metronidazol [64]. En el informe del V
Consenso de Maastricht/Florencia de 2017 destacaron que la duracién de este tratamiento
debia extenderse a 14 dias [70]. El grupo de Fischbach et al. realizaron varios estudios de
eficacia y efectos adversos de esta terapia cuadruple, concluyendo que la eficacia de dicha

terapia durante 1-3 dias, 4 dias o 7 dias fue menor que cuando se administré durante 10-14
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dias [71]. La combinacion de IBP, bismuto, metronidazol y tetraciclina con una duracién de
10 a 14 dias logré una tasa de erradicacion 285 %, incluso en areas con una elevada
resistencia a metronidazol [70]. En Espafia, la terapia cuadruple con bismuto se considera

una alternativa como tratamiento erradicador de primera linea [62].

La terapia cuadruple sin bismuto incluye un IBP y tres antibidticos: claritromicina,
amoxicilina y metronidazol o tinidazol. Actualmente, de acuerdo a las recomendaciones de la
IV Conferencia Espafiola de Consenso sobre el tratamiento de H. pylori, puede ser una
terapia de rescate de segunda linea para pacientes que fracasan después de la terapia
cuadruple con bismuto, pero el nivel de evidencia es bajo para esta recomendacién [70]. Su
eficacia dependera de la resistencia de las cepas de H. pylori a claritromicina y metronidazol

[62].

La denominada terapia secuencial consiste en la administracion de un IBP junto con
amoxicilina durante los primeros dias (habitualmente 5), para posteriormente combinar el
IBP con claritromicina y un nitroimidazol (como metronidazol o tinidazol) durante unos dias
mas (generalmente también 5) [72]. Cuando se evalud la eficacia conjuntamente con datos
de susceptibilidad antimicrobiana, se pudo observar que este tratamiento pierde eficacia en
regiones donde la resistencia aislada a metronidazol es alta y la tasa combinada de
resistencia a claritromicina y metronidazol es mayor al 5 % [65]. En concreto, en Espafia
varios estudios previos han evaluado el tratamiento secuencial y han demostrado una tasa

de curacién discreta (81-84 %) [73] o incluso inaceptable (76 %) [74].

La terapia cuddruple concomitante sin bismuto es la mas utilizada y consta de IBP y tres
antibidticos: amoxicilina, claritromicina y metronidazol [75]. Esta terapia recomendada en
zonas donde la resistencia simultanea a claritromicina y metronidazol no es frecuente [76].
Asi, el metronidazol eliminara las cepas de H. pylori resistentes a claritromicina y, de forma
inversa, la claritromicina suprimird las resistentes a metronidazol [75]. En Espana se han
realizado numerosos estudios donde se ha evaluado la eficacia de la terapia cuadruple sin
bismuto concomitante llegando a obtener aproximadamente un 90 % de erradicacién [76].
En consecuencia, esta terapia es considerada una alternativa de primera eleccién [62]. Los

primeros estudios en Europa sugirieron una duracidn de tratamiento entre 3-5 dias [77], sin
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embargo, se ha demostrado que, con una duracién del tratamiento mas larga de 14 dias, se

obtienen tasas de erradicacion mas altas, en torno al 91 % [78].

La terapia cuddruple concomitante con bismuto incluye IBP, bismuto, tetraciclina vy
metronidazol. En un estudio realizado por Molina-Infante et al, en 2017, compararon la
terapia triple durante 14 dias frente a la cuadruple con bismuto y concomitante durante 10
dias. No se encontraron diferencias significativas en eficacia de la terapia cuadruple con
bismuto (90 %) y concomitante (86 %), con una eficacia inferior de la terapia triple (83 %).
Esto sefiala la necesidad de cambiar las terapias cuadruples e incrementar la duracién de la

terapia concomitante para mejorar su eficacia [65].

5.2. Terapias de segunda linea
Después del fracaso de la terapia de primera linea, la terapia de segunda linea no debe
incluir antibiéticos utilizados en el tratamiento anterior. La terapia cuadruple con bismuto o
la terapia triple de levofloxacina constituyen frecuentemente el préoximo tratamiento de

eleccion [64].

5.3. Terapias de tercera linea
Después del fracaso de las terapias de primera y segunda lineas, es recomendable hacer
pruebas de resistencia a los antimicrobianos, sin embargo, en ocasiones, estas pruebas no
estan disponibles por falta de un aislamiento clinico al microscopio dptico. Como
tratamiento de tercera linea se deben administrar medicamentos no utilizados por el
paciente en las terapias de primera y segunda lineas. Una alternativa para el tratamiento de
tercera linea puede ser una terapia cuadruple de levofloxacina a base de bismuto o una
terapia triple que contenga rifabutina (IBP mas rifabutina y amoxicilina). Sin embargo, dado
que la rifabutina es un antibidtico reservado para combatir la tuberculosis, el uso masivo de
este antimicrobiano frente a H. pylori no estda recomendado, en aras de minimizar el

desarrollo de resistencias [64].

22



6. CRISIS DE ANTIBIOTICOS: MECANISMOS DE RESISTENCIA EN
H. PYLORI

El aumento en la resistencia bacteriana a los antibiéticos constituye uno de los problemas
mas importantes de salud mundial y debe constituir una prioridad para la comunidad
cientifica. En las ultimas décadas, el uso inapropiado de antibiéticos, la adquisicién y la
acumulacién de genes de resistencia por los patégenos de mayor importancia clinica y la
falta de desarrollo de nuevos medicamentos por parte de la industria farmacéutica han
contribuido a un aumento significativo de la resistencia a los antibiéticos en todo el mundo
[79,80] lo que ha afectado en gran medida a la eficacia de los tratamientos actuales [81]. Las
tasas de resistencia de H. pylori a claritromicina, metronidazol y levofloxacina han

aumentado en los uUltimos afos en todas las regiones epidemiolégicas definidas por la OMS.

En un estudio realizado por Savoldi et al. [82] se observd un aumento de la resistencia a
claritromicina en el suroeste de Asia del 13 % en 2006-2008 al 21 % en 2012-2016 y a la
levofloxacina en el Pacifico del 12 % en 2006-2008 al 31 % en 2012-2016. En Ameérica, la
resistencia oscila alrededor del 20 % de los aislamientos, el 28 % en Europay el 32 % en la
region del Mediterraneo Oriental. La resistencia a metronidazol se detectd en tasas muy
elevadas en todos los continentes (América 29 %, Pacifico 57 %, Asia 53 %, en el
Mediterraneo Oriental 60 % y Europa 46 %), mientras las tasas de resistencia a levofloxacina
superan el 10 % (América 19 %, Europa 12 %, Mediterraneo Oriental 24 %, Asia 29 % y
Pacifico 31 %) [82].

El grupo de Macias-Garcia et al., estudiaron en 2017 las tasas de resistencia de H. pylori a los
antibidticos en Espaia. Los resultados confirmaron elevadas tasas de resistencia a todos los
antibioticos de uso comun: levofloxacina (38,7 %), metronidazol (27 %) y claritromicina
(22,4 %) [83]. La resistencia observada a levofloxacina (38,7 %) fue significativamente mayor
de lo observado en estudios anteriores en Espafia y Europa (14,1 %) [84]. La resistencia a
claritromicina (22,4 %) fue algo superior a otros resultados recientes en Espafia: 14,7 % [85],
17,9 % [86], 21,5 % [87]. Sin embargo, la resistencia a metronidazol (27 %) fue ligeramente

menor de lo informado en otros estudios: 45,1 % [85] y 39,2 % [88].
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6.1. Resistencia a claritromicina

La claritromicina es un medicamento bactericida para H. pylori que pertenece a la familia de
los macrdlidos y su mecanismo de accién se basa en la inhibicidn de la sintesis de proteinas
al unirse y ralentizar la actividad de la subunidad ribosomal 23S [89]. Mutaciones puntuales
en la subunidad 23S constituyen el mecanismo principal de resistencia, ya que inhiben la
unién entre la claritromicina y su diana [90]. Las mutaciones mas frecuentes (90 %) son la
sustitucion de adenina por citosina en las posiciones 2143 y 2142 de rRNA [91]. Otro
mecanismo, ademas de las mutaciones, son las bombas de eflujo. Se ha demostrado que

cuatro genes de la familia RND estan involucrados en la resistencia a claritromicina [92].

6.2. Resistencia a metronidazol

El metronidazol es un antibiético nitroimidazol utilizado particularmente contra bacterias
anaerobias y protozoos. La actividad bactericida del metronidazol depende de la reduccidn
de sus grupos nitro en radicales anidnicos, derivados nitrosos e hidroxilaminas que pueden
dafiar la estructura helicoidal del DNA. Estas reacciones de reduccién dependen de los
componentes de las cadenas de electrones, por lo tanto, la supresidon o reduccion de la
actividad de los transportadores de electrones causa resistencia a los antibiéticos [93]. El
mecanismo principal que confiere resistencia al metronidazol son las mutaciones puntuales
en el gen rdxA [94]. Actualmente se han encontrado ademdas proteinas de eflujo de
membrana externa (OEP) en H. pylori que interactian con translocasas intracelulares vy

regulan la secrecion de diferentes antibidticos, entre ellos el metronidazol [95].

6.3. Resistencia a levofloxacina
La levofloxacina es un antibidtico que pertenece a la familia de las fluoroquinolonas, activas
tanto frente a bacterias Gram-positivas como Gram-negativas [96]. La levofloxacina se une a
la subunidad A de la DNA girasa (topoisomerasa Il), enzima esencial para separar las cadenas
de DNA durante la replicacién [97]. La resistencia de H. pylori a la levofloxacina se debe a
mutaciones puntuales en el gen gyrA, evitando la unién entre el antibidtico y la enzima [98].
La utilizacién de levofloxacina como tratamiento frente a H. pylori es cada vez mayor debido

al aumento significativo de resistencias a claritromicina [97].
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6.4. Otros mecanismos de resistencia

La amoxicilina es un antibidtico derivado de la penicilina que actua frente a bacterias Gram-
positivas o Gram-negativas. Los mecanismos principales de resistencia a amoxicilina en
H. pylori son la alteracién de las proteinas de union a la penicilina o la disminucién de la
permeabilidad de la membrana celular [64]. Se ha informado que los niveles mas recientes
de resistencia a la amoxicilina siguen siendo relativamente bajos exceptuando algunas
regiones geograficas del mundo como Pakistan, China, Japdn, India e Irdn [99], con tasas de
resistencia superiores a 15 % y hasta 37 %. La tetraciclina es un antibidtico bacteriostatico
que inhibe la sintesis de proteinas y el crecimiento bacteriano. En H. pylori, el mecanismo
primario de resistencia a la tetraciclina es mediante mutaciones genéticas en el sitio de
unién de la tetraciclina [64]. La resistencia de H. pylori a tetraciclina continda siendo baja
(<5 %) o incluso ausente en la mayoria de los paises desarrollados y en algunos paises en vias

de desarrollo [100].

7. NUEVAS DIANAS PARA NUEVOS ANTIMICROBIANOS

En febrero de 2017, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicd su primera lista de
patégenos prioritarios para los esfuerzos de 1+D en la blisqueda de nuevos antimicrobianos.
Este catdlogo de 12 familias de bacterias representa en la actualidad la mayor amenaza para
la salud humana, dada su alta resistencia a los antibidticos de uso clinico. Los patdgenos de
la lista se clasificaron en tres estados prioritarios: critico, alto y medio, con las cepas de
H. pylori resistentes a claritromicina dentro de la categoria de alta prioridad [101]. Tras este
llamamiento a la comunidad cientifica internacional, numerosos investigadores han
centrado sus estudios en la blisqueda de nuevos antimicrobianos contra este patégeno, con
el objetivo de superar los actuales mecanismos de resistencia desarrollados por H. pylori,
aumentar las tasas de erradicacién y minimizar los efectos colaterales indeseables contra la

microbiota normal.

Inexorablemente, las bacterias en su evolucién desarrollaran estrategias para superar la
accién de los compuestos antimicrobianos del ambiente para lograr sobrevivir. A pesar de la
existencia de mas de 20 clases diferentes de antibidticos en la actualidad, todos estan
dirigidos frente a solo 5 dianas terapéuticas o procesos fisioldgicos esenciales en la célula

bacteriana: la sintesis e integridad de la pared celular, la sintesis de acidos nucleicos, la
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sintesis de proteinas, la sintesis de acido fdlico y la integridad de la membrana plasmatica.
Con vistas a evadir los actuales mecanismos de resistencia, el desarrollo de nuevos farmacos
frente a nuevas dianas moleculares permitiria combatir con éxito la actual crisis de los
antibioticos. El uso de nuevas dianas moleculares podria conducir al desarrollo de nuevas
clases de antimicrobianos que logren evadir los mecanismos de resistencia desarrolladas por
los microorganismos a los antibidticos de uso actual. En tal sentido, aquellas biomoléculas
esenciales para el crecimiento, la colonizacién del hospedero, la aclimatacién y la

supervivencia del patdégeno constituyen prometedoras dianas terapéuticas [102].

Entre las biomoléculas bacterianas consideradas como prometedoras dianas terapéuticas se
incluyen enzimas como la topoisomerasa |, las tiol-oxidorreductasas, la biotina ligasa, las
anhidrasas carbdnicas, la sortasa A, enzimas de biosintesis del lipido A, la ATP sintasa y
enzimas involucradas en el metabolismo de los 4cidos grasos bacterianos, entre otros.
Asimismo, muchos factores de virulencia que desempefian papeles relevantes en la
colonizacion del hospedero, la invasion y el dafio, constituyen candidatos a dianas
terapéuticas para el desarrollo de nuevos farmacos. En tal sentido, las llamadas estrategias
“anti-virulencia” dirigidas contra adhesinas, proteinas implicadas en el quorum-sensing, las
bombas de eflujo, los sistemas de secrecién y las toxinas se consideran en la actualidad
herramientas terapéuticas alternativas o complementarias a los tratamientos
antimicrobianos cldsicos, que podrian ademas de disminuir los dafios que la infeccidn causa
al paciente, potenciar la eficacia de los antibidticos convencionales en terapias

combinatorias [102].

En H. pylori existen diferentes procesos fisioldgicos esenciales que pudieran constituir
prometedoras dianas terapéuticas para la investigacion y desarrollo de nuevos
antimicrobianos, entre ellos el control del pH ambiental, la motilidad, la adherencia, las
bombas de eflujo o los factores de virulencia (Figura 6) [103]. Algunas de las biomoléculas
consideradas en la actualidad posibles dianas terapéuticas frente a la infeccion por H. pylori

se detallan en la Tabla 2.
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Figura 6. Procesos fisioldégicos y mecanismos de patogenicidad considerados posibles dianas
terapéuticas frente a la infeccién por H. pylori [103].

Tabla 2. Biomoléculas consideradas como dianas terapéuticas para la investigacion y desarrollo de
nuevos antmicrobianos frente a la infeccién por H. pylori [103].

DIANA MOLECULAR

PROCESO FISIOLOGICO DONDE ACTUA

Flavodoxina

Descarboxilacion oxidativa de piruvato

Shikimato quinasa

Ruta shikimato

Fumarato reductasa

Ciclo de Krebs y respiracién anaerdbica

Citocromo C oxidasa

Sintesis de ATP

Glutamato racemasa

Biosintesis de peptidoglucano

Ureasa

Aclimatacion a pH bajo

Canal de urea Urel

Permeabilidad de la urea

Anhidrasa carbdnica

Aclimatacion a pH bajo

Proteinas flagelares FlaA y FlaB

Composicion del filamento flagelar

Citotoxina CagA

Isla de patogenicidad de cag (modulacién del
metabolismo de la célula huésped, inflamacion,
metaplasia y transformaciones precancerosas)

Sistemas de secreccion tipo IV (T4SS)

Isla de patogenicidad de cag (translocacién de
factores bacterianos (por ejemplo, CagA 'y
peptidoglicano) en células huésped)

Citotoxina VacA

Vacuolacidn celular, apoptosis e inhibicion de la
progresion del ciclo celular y la respuesta inmune del
huésped

Adhesinas BabA, SabA, HopZ, OipA,
AlpA/B

Adhesidn a las células huésped

Superdxido dismutasa

Dismutacion de superoxido

Tiorredoxina reductasa

Prevencion de la formacidn de especies reactivas
toxicas
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Entre la gran cantidad de genes indispensables para el crecimiento y la supervivencia de los
patégenos bacterianos en el huésped, los reguladores transcripcionales (TR) se destacan
como prometedoras dianas terapéuticas dado el posible efecto multi-targeting de las

moléculas anti-TR sobre la virulencia y la fisiologia celular [104].

Los medicamentos anti-TR inhibirdn no solo la actividad de los TR, sino que también
afectaran potencialmente la expresidn de los genes ubicados en etapas posteriores de la red
regulatoria, los cuales en si mismos también pudieran codificar biomoléculaes esenciales.
Los farmacos anti-TR podrian funcionar como quimioterapia bactericida o bacteriostatica,
pero también como estrategias anti-virulencia, evitando la expresion de toxinas, adhesinas,
invasinas, cdpsulas, mecanismos de quorum sensing y bombas de flujo, incrementando la
susceptibilidad del microorganismo a la respuesta inmune del huésped o la accién de

antibidticos convencionales en terapias combinatorias [104].

En H. pylori, el regulador transcripcional similar a OmpR, ArsR, es parte del sistema de dos
componentes ArsRS de respuesta acida (también conocido como sistema HP165-HP166),
compuesto por la proteina sensora quinasa ArsS (HP165) y el regulador de respuesta ArsR
(HP166). Mediante este mecanismo de transduccion de sefales, la acidificacion del
periplasma de H. pylori en el estémago humano es detectada por ArsS a través de la
protonacidon de residuos de histidina del dominio sensorial periplasmico. Esta sefal
ambiental desencadena la auto-fosforilacién de ArsS y la transfosforilacidon del regulador de
respuesta ArsR, lo que en consecuencia aumenta la afinidad del regulador transcripcional a

secuencias de DNA ubicadas en los promotores diana sensibles al acido [105].

El sistema de dos componentes ArsRS es esencial tanto para la aclimatacién acida como para
la colonizacién estomacal de H. pylori. La expresion de varios mecanismos moleculares
involucrados en la resistencia al acido, como el sistema ureasa, la proteina del canal de la
membrana interna Urel, la arginasa RocF, |la anhidrasa alfa-carbdénica HP1186, asi como las
amidasas alifaticas AmiE y AmiF se encuentra regulada transcripcionalmente por la forma
fosforilada de ArsR (ArsR-P). Adicionalmente, el sistema de dos componentes ArsRS controla
la expresion de factores de virulencia relevantes de H. pylori, incluidas las adhesinas y la
produccién de biofilm. Mientras que los mutantes de delecidén de ArsS son viables in vitro, el

regulador de respuesta ArsR resulta esencial para la viabilidad de H. pylori, lo cual sugiere
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que varios genes esenciales incluidos en el reguléon ArsR parecen estar regulados
transcripcionalmente por la forma no fosforilada de ArsR, de forma independiente a ArsS. Al
constituir una proteina esencial para la viabilidad del microorganismo, producida facilmente
en condiciones de laboratorio y sin contraparte funcional en humanos, el regulador de
respuesta ArsR puede ser considerada una diana terapéutica prometedora frente a la

infeccidn por H. pylori [104].

Otro de los reguladores transcripcionales que constituye una prometedora diana terapéutica
en H. pylori es el regulador de respuesta "huérfano" HsrA. HsrA (homeostatic stress
regulator A) es Unico y altamente conservado entre los miembros de Epsilonproteobacteria.
La proteina funciona como un regulador homeostatico global que sincroniza las funciones
metabdlicas y la virulencia con la disponibilidad de nutrientes y la division celular, mediando
también la respuesta al estrés oxidativo. HsrA modula su propia expresién y la de una gran
cantidad de genes involucrados en funciones celulares cruciales como traduccién,
transcripcion, metabolismo energético, metabolismo del nitrégeno y homeostasis redox. Los
anadlisis de espectroscopia de RMN vy cristalografia de rayos X propusieron que HsrA existe
como un dimero simétrico in vivo con dos dominios funcionales bien definidos, un dominio
regulador N-terminal y un dominio efector/de unién a DNA C-terminal. A diferencia de la
mayoria de los reguladores de respuesta, donde la fosforilacién del dominio regulador
desencadena cambios conformacionales que promueven la dimerizaciéon de la proteina y
activan su funcién de unién al DNA, los dos dominios de HsrA parecen actuar de forma
independiente. Por lo tanto, las mutaciones en el dominio regulador N-terminal que
inhibieron la dimerizacién no afectaron la funciéon de uniéon al DNA, mientras que la
eliminacion del dominio efector C-terminal no tuvo efecto sobre la capacidad de
dimerizacién de la proteina. Los intentos tanto de eliminacién como de sobreexpresién de
HsrA han resultado infructuosos, respaldando no solo una funcién esencial del regulador
sino también un control postranscripcional muy estricto de su expresién que asegura niveles

apropiados de la proteina en la célula [105].

Desde hace varios afos, el grupo de Patologia Digestiva del Instituto de Investigacidon
Sanitaria Aragon (lIS-Aragon) desarrolla un proyecto encaminado en la identificaciéon vy
evaluacién basica y preclinica de nuevos compuestos antimicrobianos frente a cepas de

H. pylori resistentes a los antibiéticos convencionales. Nuestro equipo, liderado por los Dres
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Andrés Gonzalez y Angel Lanas, constituye el primer grupo de investigacién en el mundo que
han empleado con éxito el uso de los reguladores transcripcionales ArsR y HsrA de H. pylori
como nuevas dianas terapéuticas. Pequefias moléculas de naturaleza quimica diversa logran
inhibir la actividad bioldgica de ArsR y HsrA in vitro y muestran una potente actividad
bactericida frente a diferentes cepas de H. pylori, incluyendo cepas resistentes a
claritromicina y metronidazol. Varios de estos pequefos compuestos han demostrado
ademas un fuerte efecto sinérgico en su actividad anti-H. pylori, en combinacidon con
antibiéticos convencionales. Adicionalmente, algunos de estos potenciales nuevos
antimicrobianos han logrado reducir significativamente la colonizacién gastrica de H. pylori

en ratones [104,105,106].

8. MODELOS ANIMALES PARA LA INFECCION POR H. PYLORI

El uso de modelos animales para el estudio de la infeccidn por H. pylori ha sido muy amplio a
nivel mundial [107]; sin embargo, no se ha conseguido ain un modelo animal idéneo para
este fin [108]. Cada modelo empleado en la actualidad tiene sus ventajas e inconvenientes y

su eleccion dependera de los objetivos experimentales propuestos [107].

Entre la gran variedad de modelos animales empleados para estudiar la patogénesis de la
infeccion por H. pylori destacan los roedores, pero también animales mas grandes como
primates, gatos, perros y cerdos. Ningun modelo animal es capaz de replicar todos los
resultados patoldgicos de la infeccidn en humanos, sin embargo, cada modelo en especifico
permite simular con mayor exactitud algin mecanismo patogénico de la infeccion por
H. pylori en el hombre [109]. Por ejemplo, los jerbos han sido utilizados comUnmente para
investigar los factores del huésped que permiten una colonizacidn gastrica éptima [110] y
para estudiar el desarrollo de patologias como adenocarcinoma gastrico [111] y ulceras
pépticas [112]. En primates como los monos macacos se observé que las patologias

inducidas por la infeccidon eran muy similares a las observadas en humanos [113].

8.1. Ratones

Los modelos animales in vivo, particularmente ratones, son altamente informativos al
permitir a los investigadores estudiar las contribuciones relativas de los factores del

huésped, bacterianos y ambientales en la infeccion por H. pylori y el resultado de la
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enfermedad [114]. A diferencia de otros modelos experimentales, su facil manipulacién
genética permite el desarrollo de lineas puras (inbred lines) homocigdticas para todos sus
genes, lo cual garantiza la estabilidad genética de los animales tras sucesivas generaciones.
Ademas, los ratones son baratos en comparacidon con otros modelos animales, estdn bien
caracterizados y son facilmente manejables en el laboratorio [115]. En cada modelo de
estudio resulta crucial considerar la linea éptima tanto del modelo ratén como de la cepa
bacteriana, asi como la dosis, via de inoculacién y la duracién de la infeccidon entre otras

variables, con el objetivo de adaptarse mejor al propdsito del experimento [116].

En 1997, Lee et al. desarrollaron una cepa de H. pylori altamente colonizadora de la mucosa
gastrica de ratén, llamada comunmente cepa Sydney de H. pylori o cepa SS1, siendo cagA y
vacA positivas [117]. La cepa SS1 de H. pylori es un derivado adaptado a ratéon de un
aislamiento clinico que se informé que albergaba un cagPAl incompleto, ya que carece de un
marco de lectura abierto. Sin embargo, no parece que esta ausencia pueda proporcionar una
explicacion molecular de la incapacidad de la cepa SS1 para inducir la secrecion de IL-8 en las
células epiteliales gastricas, sino que parece que el defecto en la induccién de IL-8 exhibido
por H. pylori SS1 esta relacionado con su incapacidad para activar NF-K en las células
epiteliales gastricas [118]. SS1 coloniza consistentemente multiples cepas de ratones, como
C57BL/6, a un nivel alto. Sin embargo, la colonizacién de otras cepas de ratén como BALB/c,
DBa/2 y C3H/He, aunque ocurre, es menor. SS1 establece una infeccién que persiste durante
muchos meses, proporcionando asi una oportunidad ideal para estudiar los efectos de la
infeccion crénica y la especificidad del huésped en este modelo animal. El éxito de la cepa
SS1 para colonizar el ratdn podria deberse a que el aislamiento humano original posee una
capacidad intrinseca mayor de sobrevivir en el estémago de los roedores en comparacion

con otros aislamientos de H. pylori [117].

Arnold et al. en 2011 utilizaron un modelo de infecciéon CagA + para investigar los
mecanismos subyacentes a la susceptibilidad diferencial de las personas infectadas al
desarrollo de la enfermedad géstrica asociada a H. pylori. La cepa de H. pylori utilizada en
este estudio para la experimentacion in vivo en modelos de ratones C57BL/6 fue PMSS1
(cepa Sydney 1 pre-mouse), que tiene una isla de patogenicidad cag intacta y expresa un
sistema de secrecidon de tipo IV (T4SS) [119]. PMSS1 coloniza ratones, aunque a niveles

significantemente mas bajos que SS1. En contraste con la mayoria de cepas de
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H. pylori colonizadores de ratones, PMSS1 alberga el gen cagA, expresa la correspondiente
proteina y es capaz de inyectar CagA en células epiteliales gastricas humanas cultivadas. Sin
embargo, si bien PMSS1 parece tener mayor nivel de patogenicidad en ratones, con el
tiempo (3 meses) se ha informado que las cepas aisladas a partir de ratones previamente
inoculados pierden la capacidad de translocar CagA [120]. La cepa PMSS1 produce infeccion
a largo plazo en ratones induciendo inflamacién gastrica e infiltracion de neutréfilos
progresando a metaplasia intestinal [121]. Los resultados del estudio mostraron que los
ratones infectados a las 5-6 semanas de edad con cepas CagA + de H. pylori desarrollaron
rapidamente gastritis, atrofia gastrica, hiperplasia epitelial y metaplasia. En contraste, los
ratones infectados en periodo neonatal con la misma cepa parecian protegidos de estas
lesiones. En tal sentido, la edad de infeccién inicial en humanos pudiera explicar la
susceptibilidad diferencial de las personas infectadas a las manifestaciones de la enfermedad

asociada a H. pylori [120].

8.2. Jerbos

El jerbo mongol (Meriones unguiculatus) es un modelo de roedor eficiente, rentable y de
facil cuidado. Es empleado como huésped de diversos microorganismos y parasitos de
interés clinico, entre ellos H. pylori [122]. La funcidn del sistema de secrecién de H. pylori
T4SS se pierde comunmente durante la colonizacién de ratones [123], pero ocurre con
menos frecuencia en el jerbo mongol, lo que pudiera indicar que este modelo sea mas
adecuado para el estudio de algunos factores de virulencia de H. pylori y de los procesos
inflamatorios asociados a la infeccion. Sin embargo, a diferencia del modelo ratén, no se
pueden establecer lineas puras en jerbos, lo que determina una elevada variabilidad a la
susceptibilidad de la infeccion por H. pylori entre individuos y en ocasiones una mala

repetibilidad en los resultados de los estudios en este modelo [124].

En 1996, Hirayama desarroll6 un modelo animal exitoso para el estudio de la infeccién de
H. pylori en jerbos mongoles. Demostré que los jerbos mongoles son colonizados facilmente
por H. pylori y la infeccién induce varios cambios en la mucosa gastrica, como gastritis
atrofica, Ulceras y metaplasia intestinal, que imitan los resultados finales de la infeccién por

H. pylori en humanos [125].
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Una investigacion realizada por Keto et al. en 2001, confirmé por primera vez que H. pylori
induce carcinogénesis gastrica en jerbos mongoles. Tras el tratamiento con IBP +
claritromicina varios meses después se descubrié que los estdmagos del modelo carecian de

la infeccion [126].

En un estudio realizado por Lv et al. en 2014 evaluaron la eficacia de la vacuna
multi-epitopo CTB-UE para estimular respuestas inmunes celulares y humorales especificas
contra H. pylori, obteniendo una buena eficacia terapéutica contra la infeccion por Ila

bacteria en un modelo de jerbo mongol [127].

El modelo de jerbo mongol también se utilizé6 para probar la eficacia de la inmunizacidn
terapéutica oral mediante una vacuna multivalente basada en epitopos (CWAE) contra
H. pylori que mostré una reduccién significativa en la colonizacién de los animales infectados

con la bacteria [128].

8.3. Otros

Aunque los animales mds empleados para la investigacion en H. pylori hayan sido los ratones
y jerbos, también se han utilizado otros mds grandes, puesto que, a pesar de su elevado
precio y la carencia de infraestructuras adecuadas para su mantenimiento en la mayoria de
centros de investigacidn, su larga supervivencia permite evaluar en detalle alteraciones a

largo plazo como las observadas en los estudios de carcinogénesis.

— Los hurones (Mustela furo) se han usado ampliamente llegando a un 50 % de
colonizacidn de cepas de bacteria aisladas de humanos [129].

— El cerdo (Sus scrofa), inclusive cerdos gnotobidticos, han sido usados ampliamente
logrando un 100 % de colonizacién en inoculaciones por via oral [130]. El modelo de
cerdo se ha utilizado mayoritariamente para el estudio de Uulceras gastricas vy
carcinogénesis gastrica asociada a la infeccidn por H. pylori [114].

— Perros y gatos también han sido utilizados para estudiar las infecciones y patologias
causadas por H. pylori, con resultados del 99 % de colonizacidon en infecciones
experimentales [129].

— Los primates por sus caracteristicas genéticas e inmunoldgicas similares al humano, se
consideran el modelo animal ideal, pero por motivos econdmicos y bioéticos su empleo
es limitado [114].
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—  Los lémures (Hapalemur aureus) han sido ampliamente utilizados, seguidos por el mono
Rhesus (Macaca mulatta), el mono japonés (Macaca fuscata) e inclusive el chimpancé

(Pan troglodytes) [129].

9. LAS 3RS EN EL USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
MODELOS INVERTEBRADOS

En la década de 1950 hubo grandes protestas contra la experimentacién con animales, lo
que obligd a los investigadores a implementar mejoras en el cuidado y uso de los animales
en los estudios. Estas mejoras siguieron principalmente los principios definidos por Russell y
Burch en 1959: reemplazo, reduccién y refinamiento conocidos como las "3R" [131] (Figura

7):

1. Reemplazar. Esta regla aborda la importancia de combinar diferentes métodos vy
fuentes de informacién para permitir el reemplazo de una investigacién con animales
[132]. La mayoria de los modelos animales son costosos, requieren mucho tiempo y
dependiendo de la investigacién, aparecen limitaciones. Esto se puede solucionar
utilizando modelos alternativos. El reemplazo se divide en dos categorias [133]:

a. Reemplazo completo. Elimina por completo el uso de animales sustituyéndolos por
células, tejidos, modelos matematicos o informaticos.

b. Reemplazo parcial. Incluye algunos animales que no se consideran capaces de sufrir
dafio como invertebrados o formas inmaduras de vertebrados. Este reemplazo
también incluye el uso de células primarias y tejidos extraidos de animales
sacrificados.

2. Reducciéon en el numero de animales utilizados en investigacién. Es esencial que los
estudios con animales se disefien y analicen apropiadamente para garantizar que los
resultados sean reproducibles y robustos con el menor nimero de animales posible.
Este apartado también incluye métodos que permitan obtener la maxima informacion
por animal en un experimento, reduciendo asi el nimero de animales por ensayo [133].

3. El refinamiento conlleva al empleo de métodos que minimicen cualquier dolor,
sufrimiento o angustia que puedan padecer los animales de investigacién, asi como
mejorar el bienestar animal antes y durante el experimento. El refinamiento incluye
todos los aspectos del uso de animales, desde su cria y alojamiento hasta los
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procedimientos cientificos realizados con ellos [133]. Comprometer el bienestar de un
animal puede tener efectos posteriores ya que los animales utilizados en los estudios
son a menudo fisioldgica e inmunoldgicamente deficientes, lo que puede invalidar las
conclusiones de los experimentos [131].
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Figura 7. Principio 3R en disefios de investigacion experimental [134].

La regla de las 3R ha generado un beneficio tanto para el cuidado de los animales como para
la investigacion. Una experimentacion apoyada en el principio de las 3R proporciona mayor
fiabilidad cientifica, validez y reproducibilidad. Sin embargo, no existe un estandar global
para informar si alguno de los principios se ha aplicado y de qué forma se ha aplicado [131].
La legislacidn y la presentacion de informes sobre el uso de animales de experimentacién en
relacion con el principio de las 3R varia mucho entre los diferentes paises, lo que aumenta
las dificultades para implementar esta regla a nivel nacional e internacional [135].

En la actualidad, el principio de las 3R representa la metodologia y ética de la Directiva
Europea (Directiva 2010/63/UE) sobre la proteccion de los animales utilizados en

procedimientos cientificos. La directiva no es una serie de normas que prohiben o favorecen
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el uso de animales en experimentacién, sino que protege a los animales que se utilizan en el

laboratorio hasta que se apliquen métodos alternativos que no impliquen su uso [136].

Hoy, todos los miembros de la comunidad cientifica que usan, cuidan y crian animales en el
laboratorio, deben asumir su bienestar. Los cientificos tienen que cumplir con las leyes,
reglamentos, politicas y pautas descritos por cada pais para el cuidado de los animales de

investigacion [137].

10. GALLERIA MELLONELLA

Galleria mellonella o también conocida como polilla de la cera es un insecto del Orden
Lepidoptera y pertenece a la Familia de los piralidos (Pyralidae). Los lepiddopteros conforman
el segundo orden mas representado entre los insectos e incluye a todas las mariposas, tanto

diurnas como nocturnas [138].

10.1. Caracteristicas biologicas y ciclo de vida
G. mellonella habita cominmente en colmenas, dentro de los nidos de las abejas, donde se
alimenta de la cera y polen. Se puede considerar como causante de plagas en nidos de abeja
y mas raramente, de abejorros o avispas. G. mellonella es susceptible a la infeccién por

diferentes tipos de bacterias, hongos y virus [139].

G. mellonella es un insecto holometabdlico y presenta 4 etapas de vida: huevo, larva, pupa y
adulto. Los huevos de la polilla de la cera (Figura 8) tienen forma esferoidal, con lineas

onduladas, produciendo una textura rugosa. El color del huevo varia del rosa al blanco [140].

Figura 8. Etapas de desarrollo de G. mellonella. Huevos (1), larva de aproximadamente 10 dias (2),
larva de aproximadamente 20 dias (3), larva de 25-35 dias (4 y 5), larva de aproximadamente 40 dias
(ultima etapa larval) (6), pre-pupas y pupas (7 y 8), polillas adultas (9) [141].
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Al eclosionar, las larvas de la polilla de la cera tienen una longitud de 1 a3 mm y 0,12 a 0,15
mm de didmetro. Las larvas en estado tardio, antes de la pupacién, logran una longitud de
hasta 25 a 30 mm y un diametro de 5 a 7 mm. En la etapa larval, el sexado entre machos y
hembras resulta dificil ya que no se han desarrollado los caracteres morfolégicos especificos
del sexo. Las larvas tienen 6 patas en el térax y varias patas en los segmentos abdominales
del tercero al sexto. La larva presenta un color crema, aunque puede cambiar a colores

oscuros cuando melaniza (Figura 9) [140].

Melanization

complete spots tail/line none
0 1 2 4

Figura 9. Grado de melanizacién de las larvas [142].

La pupa de G. mellonella tiene de 12 a 20 mm de longitud y 5 a 7 mm de didmetro [143]. Las
extremidades de las pupas se encuentran pegadas al cuerpo. Al comienzo de la pupacién,
presentan un color blanco o amarillo, pero cambia progresivamente a marrén y a marrén
oscuro con la edad y el desarrollo. Las pupas hembras por lo general son mas largas que los
machos. La pupa hembra posee una abertura para la bursa copulatrix en su octavo segmento
abdominal, mientras que el macho carece de este, en cambio posee un pequefio par de
botones externos redondeados en el lado ventral del noveno segmento abdominal que

representan los faldmeros [144].

La polilla adulta hembra tiene una longitud corporal entre 15-20 mm, con 31 mm de
envergadura y un peso promedio de 169 mg. El macho es mas pequefio y de color mas
oscuro en comparacién con las hembras [143]. Se ha observado que las dietas larvales y la
duracion del desarrollo influyen en el cuerpo del adulto [140]. Los machos adultos tienen
una vida mas larga, aproximadamente 21 dias, mientras que las hembras viven

aproximadamente 12 dias [145].

La duracion del ciclo de vida (Figura 10) varia de semanas a meses en funcion de diversos

factores bidticos y abidticos. Dentro de los factores bidticos cabe destacar los factores
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intraespecificos, que afectan a la duracién del desarrollo y la supervivencia, como es el caso
de la comida; y los factores interespecificos, que incluyen parasitoides y abejas [140]. Un
estudio realizado por Krams et al. demostré que la calidad de la dieta afecta al desarrollo de
las larvas [146]. Los factores abidticos como la temperatura y la humedad son cruciales para
el desarrollo de las larvas. Una temperatura entre los 29 y 33 °C ha demostrado ser dptima
para el desarrollo. Aunque no se ha establecido un rango de humedad adecuado, algunas
observaciones muestran que 45-55 % de humedad relativa es la apropiada para la
supervivencia [147]. Para el apareamiento, las polillas macho adultas emiten una sefial
acustica para estimular a las hembras y liberan una feromona sexual que finalmente atrae al
sexo opuesto [148]. La ovoposicidn comienza poco después del apareamiento y las hembras
adultas depositan los huevos en grupos de 50 a 150 en pequeias grietas dentro de Ia
colmena [143]. Cuando los huevos eclosionan, las larvas se mueven por el panal de ceray
comienzan a alimentarse [149]. A medida que las larvas se convierten en pupas, progresan a
través de 8 etapas en las que producen hilos de seda en todas ellas, pero solo en la ultima
desarrollan el capullo [150]. El desarrollo larval puede prolongarse hasta 12 semanas a
temperatura ambiente (24 °C) [151]. Tras la fase larvaria forman prepupas y pupas, que

duran entre 1y 9 semanas hasta que aparecen las polillas adultas [143].

Ovoposicion

Fecundacion

Insectos Desarrollo
adultos de larvas

Estado
pupario

Figura 10. Ciclo biolégico de G. mellonella.
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10.2. G. mellonella como modelo animal en multiples infecciones de

interés clinico

Por motivos econdmicos y bioéticos, los modelos animales invertebrados como nematodos e
insectos se estan utilizando de forma creciente como una alternativa del uso de modelos
tradicionales con mamiferos [152]. Los modelos invertebrados han sido utilizados con éxito
como modelo de infeccidn para muchos patégenos bacterianos y fungicos [153], aunque en
algunos casos presentan desventajas importantes con respecto a los modelos en mamiferos.
Por ejemplo, el nematodo Caenorhabditis elegans no logra sobrevivir a 37 °C, temperatura
Optima de crecimiento de la mayoria de los patégenos humanos y carece ademds de
homdlogos funcionales de los componentes del sistema inmune de humanos, por lo que

resulta inviable utilizarlos para infecciones experimentales [154].

Insectos como las larvas de Drosophila melanogaster y G. mellonella ofrecen la ventaja de
que pueden sobrevivir a 37 °C [153]. En este sentido, G. mellonella se esta utilizando cada
vez mas como modelo de estudio de una serie de patégenos humanos, incluyendo bacterias
como Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Proteus vulgaris, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes o Enterococcus faecalis, y varios hongos
como Fusarium oxysporum, Aspergillus fumigatus o Candida albicans [155]. Los estudios
realizados muestran que, independientemente del patdégeno inoculado, los resultados
obtenidos con las larvas de G. mellonella infectadas se correlacionan con los resultados de
infecciones en mamiferos. Por ejemplo, las cepas bacterianas atenuadas en modelos de
mamiferos demuestran también una menor virulencia en G. mellonella y de forma similar,
las cepas que causan infecciones humanas graves resultan altamente virulentas en el

modelo G. mellonella [156].

Numerosas investigaciones se han centrado en el sistema inmune de G. mellonella, lo que ha
contribuido a una mayor caracterizacién y conocimiento de este modelo [152]. Los
componentes del sistema inmunitario de G. mellonella incluyen principalmente: el cuerpo
graso, los ganglios linfaticos y los hemocitos que se originan en el mesodermo. Como todos
los insectos tienen un sistema circulatorio abierto denominado hemolinfa, que ocupa la

cavidad general del cuerpo (hemocele) [157] y, de forma similar a los mamiferos, la
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respuesta inmune innata de estos insectos consta de 2 componentes: la respuesta inmune

celular y la respuesta humoral [142].

— La respuesta celular estd mediada por células fagociticas, denominadas hemocitos,
situados dentro de la hemolinfa. Estas células no solo estan involucradas en la
fagocitosis, sino también en la encapsulacién y la coagulacién. Se han descrito hasta 6
clases de hemocitos en este insecto: prohemocitos, plasmatocitos, células granulares,
coagulocitos, esferulocitos y enocitoides [142]. Durante una infeccion se produce la
nodulacién, en la que los patdgenos son reconocidos y eliminados al atraparlos en
agregados de hemocitos, mientras se da la melanizacién de los nédulos. El proceso de
fagocitosis ocurre cuando las células granulares se unen al patégeno y desencadenan la
union de los plasmatocitos, que rodean al microorganismo y lo eliminan mediante la
liberacion de moléculas efectoras por parte de ambas células [158]. Una vez
internalizado, se inducen varios mecanismos de muerte, como la produccidn de radical
superoéxido, que conduce a la destruccion del patégeno [157].

— La respuesta humoral estd constituida por moléculas efectoras solubles que inmovilizan
o matan al patégeno [142], entre las que destacan:

o Péptidos antimicrobianos (AMP). La respuesta humoral de los insectos se basa
fundamentalmente en la sintesis de AMP [158]. Estas moléculas se producen en
el cuerpo graso, los hemocitos, el tracto digestivo, las glandulas salivales y el
tracto reproductivo, y posteriormente se liberan en la hemolinfa [142].

o Lisozimas. La lisozima es una enzima antimicrobiana que dafia las células
bacterianas al hidrolizar los enlaces k-1,4 [159].

o Melanina. La melanizacidn se basa en la sintesis y deposicion de melanina para
encapsular los patégenos, seguida de coagulacién y opsonizacidn de hemolinfa
[157]. La enzima fenoloxidasa (PO) puede oxidar sustancias fendlicas en quinonas
gue luego se convierten en la via que conduce a la formacién de melanina. La
forma inactiva de PO es una proenzima llamada profenoloxidasa (PPO) la cual se
encuentra en los hemocitos de G. mellonella. Los patdgenos invasores en la
hemolinfa de G. mellonella son reconocidos como cuerpos extrafios por diversas

proteinas y este reconocimiento es seguido por la activacion de la cascada PPO.
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Estas proteinas de reconocimiento tienen afinidad de uniéon a moléculas tales
como lipopolisacaridos (LPS), peptidoglicano y B-1,3-glucano [158].

o Opsoninas. G. mellonella produce varias proteinas plasmaticas que sirven como
opsoninas, que reconocen componentes de la pared celular de diferentes
microorganismos, como bacterias y hongos. La apolipophorin-Ill (apoLp-Ill) es
una molécula de reconocimiento de patrones que muestra una gran afinidad por
ligandos hidréfobos como el lipopolisacdrido bacteriano (LPS) y el acido
lipoteicoico (LTA) [142]. La proteina de reconocimiento de peptidoglucano
(PGRP) se une al peptidoglucano bacteriano de la pared celular causando
hidrdlisis de los patdgenos [160]. La hemolina es una inmunoglobulina que se
une a LPS y LTA y se asocia con hemocitos [142] cuya expresion en G. mellonella,
la hemolina se incrementa tras la infeccién con bacterias y virus [161]. La
opsonina GmCPS8, identificada por Kim et al. en larvas de G. mellonella [162] se
secreta en la hemolinfa y puede reconocer y unirse a la pared celular de
diferentes patdgenos y estimular la fagocitosis [163].

Aunque las larvas de G. mellonella no reproducen todos los aspectos de la infeccidon de
mamiferos, se estdn empleando de modo creciente para el estudio de la patogénesis y los
factores de virulencia de numerosos patégenos bacterianos [164] y fungicos [165] de interés
clinico. El uso de un modelo invertebrado como G. mellonella cuenta con varias ventajas
importantes que lo hacen interesante de cara a su uso en modelos de infeccién e
investigacion preclinica de farmacos [163]. Por un lado, no esta sujeto a las limitaciones
éticas de los modelos de mamiferos [155]. Por otro lado, los costos de cria de las larvas son
muy bajos y existe disponibilidad comercial a nivel mundial [158]. Debido a su tamafio
(aproximadamente 2 cm de largo y un peso de 250 mg) y su ciclo de vida, son fdaciles de
manejar y no se requiere la necesidad de personal con experiencia [153]. Pueden incubarse y
sobrevivir en un rango muy amplio de temperaturas (incluyendo 37 °C, temperatura del
cuerpo humano) a pesar de que su temperatura éptima de crecimiento es de 25 °C [157]. La
infeccion experimental de las larvas permite estimar la virulencia del patdgeno por varios
procedimientos, incluidos el cdlculo de dosis letal 50 (DLso) [166], la medicion de la

supervivencia en el hemocele [167] y la cuantificacién del grado de infeccion [168].
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Sin embargo, el uso de este modelo también presenta algunos inconvenientes. En primer
lugar, hasta el momento no existen centros que suministren cepas de referencia, generadas
en condiciones estandar, que permitan garantizar una alta reproducibilidad de los
experimentos entre diferentes grupos de investigacidon. Existen muy pocos distribuidores
gue crian larvas especificamente para la investigacidn, lo que aumenta el precio de compra.
No existe una metodologia estandarizada de manipulacién, por lo que las condiciones
experimentales pueden diferir entre los distintos grupos de investigacion [142,163]. Por otro
lado, aunque su genoma se ha secuenciado recientemente [169], no es posible aln hacer

manipulaciones genéticas [157].

10.3. G. mellonella como modelo de infeccion por H. pylori
Las larvas de G. mellonella son susceptibles a la infeccidn por H. pylori y pueden representar
un modelo in vivo facil de emplear para el estudio de factores de virulencia y mecanismos de

patogenicidad [153].

Las larvas de ultimo estadio, aproximadamente de unas 5 semanas, son las recomendadas
para estudios experimentales. Presentan una longitud de 20 a 25 mm, un peso entre 200-
400 mg y tienen un color cremoso (Figura 11). Se pueden almacenar a 15 °C antes de su uso
y 24 horas antes del experimento, se recomienda atemperarlas a la temperatura a la que se
va a realizar dicho experimento y no administrarles comida [142]. La ruta de infeccién de
G. mellonella mas comun es la via intrahemocoélica, a través de la ultima pata izquierda
mediante una jeringa Hamilton. Se ha descrito también infecciéon oral, pero no se
recomienda ya que es dificil determinar las dosis exactas de administracién [170]. Se
recomienda inocular a las larvas una dosis adecuada de 10 ul y utilizar grupos control en

cada ensayo.
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Figura 11. Aspecto de las larvas para los experimentos [142].
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En los Ultimos afios se han publicado numerosos estudios sobre la infeccion de G. mellonella
por H. pylori. Asi, Giannouli et al. en 2014 examinaron la efectividad de las larvas de la polilla
de la cera G. mellonella como nuevo modelo para la infecciéon por H. pylori. Para ello,
inocularon las larvas de G. mellonella con suspensiones bacterianas de diferentes cepas de
H. pylori de tipo salvaje o mutantes para algunos factores de virulencia como VacA, CagA,
Cagk, la isla de patogenicidad cag y ureasa. Se trazaron curvas de supervivencia y se
contaron las bacterias viables en el hemocoel hasta las 96 h después de la infeccidn. Se
comprobé que las cepas de H. pylori salvajes y mutantes pudieron sobrevivir y replicarse en

las larvas de G. mellonella [153].

En un articulo recientemente publicado en 2018 por Tharmalingam et al. se investigd si la
niclosamida, un medicamento antihelmintico, tenia actividad contra H. pylori tanto in vitro
como in vivo utilizando el modelo de G. mellonella. Se inocularon las larvas y se
monitorearon supervivientes cada 24 horas. El tratamiento con niclosamida rescaté
significativamente las larvas de la infeccidn por H. pylori con una tasa de supervivencia de

hasta el 70 % en comparacion con el grupo sin tratamiento [171].

Otro estudio utilizando el modelo de G. mellonella fue el de Di Lodovico et al. en 2019 donde
evaluaron la eficacia antimicrobiana de Pistacia vera L. oleorresina (ORS) solo y combinado
con levofloxacina contra cepas resistentes de H. pylori. Se utilizaron larvas de G. mellonella
como modelo in vivo para confirmar los datos obtenidos in vitro. Los resultados mostraron
gue la levofloxacina redujo significativamente la replicacion de H. pylori en larvas de
G. mellonella con un alto porcentaje de larvas que sobrevivieron. Curiosamente,
P. vera L. ORS solo o combinado con levofloxacina mostrd un efecto protector significativo y

estos datos sugirieron su uso potencial en la infeccién por H. pylori [172].

En el articulo recientemente publicado (2020) por Almeida Furquim de Camargo et al. Se
utilizaron nanoparticulas poliméricas para mejorar la actividad antibacteriana de complejos
de plata (I) como una nueva estrategia para el control de infecciones por H. pylori usando
G. mellonella como modelo in vivo para evaluar la citotoxicidad. Los resultados sugieren que
el sistema desarrollado en este estudio es un agente terapéutico potencial contra H. pylori.
Ademads, es la primera demostracién de la actividad antibacteriana de un complejo de plata

encerrado en nanoparticulas poliméricas contra H. pylori [173].
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10.4. G. mellonella para estudios de eficacia preclinica de nuevos
antimicrobianos.

La investigacion y desarrollo de nuevos farmacos, incluyendo los antibidticos, requiere en la
actualidad la realizacién de cuidadosos y extensos ensayos que garanticen no solo su
efectividad, sino también su seguridad. Los nuevos compuestos generalmente se seleccionan
primero in vitro para evaluar su efectividad y toxicidad potencial. Sin embargo, los
candidatos exitosos deben ser evaluados en modelos animales antes de su posible aplicaciéon
en humanos. Las pruebas in vivo son importantes para valorar dosis y esquemas, analizar la
pérdida potencial de actividad debido a factores del huésped y garantizar la ausencia de
dafo o la ocurrencia de efectos colaterales indeseables graves una vez administrado el
nuevo farmaco. Los mamiferos, en especial roedores, simulan con mayor éxito el sistema
inmune y la fisiologia humana, por lo que han sido cominmente los modelos animales mas

empleados para estudios de eficacia y toxicidad in vivo [142].

Dado que los experimentos con mamiferos requieren mucho tiempo, son caros y a menudo
se consideran éticamente objetables, comienzan a utilizarse nuevos modelos animales
menos sensibles al dolor, mas baratos y éticamente aceptables, los invertebrados. Entre los
invertebrados, el modelo de G. mellonella no solo comienza a ser Util como modelo animal
de infeccidn para estudios de la patogenicidad de diferentes bacterias y hongos clinicamente
relevantes, sino ademds como modelo exitoso para la evaluacién de la efectividad de
farmacos antimicrobianos in vivo. Este modelo se esta empleando en la actualidad como un
experimento de preseleccidon para reducir el numero de farmacos antimicrobianos que se
someten a pruebas en modelos de mamiferos. Las larvas de G. mellonella se pueden inocular
con dosis estandarizadas de bacterias, calcular la DLsg y determinar efectivamente dosis
letales y e infectivas no letales. De esta forma, los compuestos en estudio se pueden evaluar
en funcidn de su capacidad de proteger contra la muerte o contra el avance de la infeccién.
La infeccion en la larva de G. mellonella se puede seguir mediante conteo de UFC en el
hemocoel. Los agentes antimicrobianos se pueden administrar atendiendo a diferentes
regimenes de tratamiento, incluida la dosis total administrada, el nimero de dosis vy el
programa de tratamiento [142]. En la mayoria de los casos se aplican dosis de tratamiento

Unicas que se administran entre los 30 minutos y las 2 horas después de la infeccion de las
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larvas con el patégeno en estudio. En algunos estudios, el agente se administra

seguidamente de la infeccién o antes de la infeccion [174].

Actualmente se han publicado numerosos estudios sobre la utilizacién de G. mellonella para
estudios de eficacia preclinica de nuevos antimicrobianos. En un estudio llevado a cabo por
Leshkasheli et al. en 2019, investigaron la eficacia de dos tipos de bacteriéfagos frente a
cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a todos los -lactamicos evaluando su eficacia
in vivo en el modelo G. mellonella. Los tratamientos basados en fagos mostraron una alta
proteccidn en las larvas con una supervivencia del 100 % a las 80 horas después de la
infeccidn lo que indica que G. mellonella es un modelo util para evaluar los fagos como

antimicrobianos antes de probar modelos de mamiferos mas sofisticados [175].

Greber et al. en 2020 estudiaron la eficacia de dos lipopéptidos catidnicos antimicrobianos
contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Para el estudio in vivo se utilizé el
modelo de larvas de G. mellonella ya que este modelo ha demostrado ser util para la
evaluacién de la eficacia de los agentes antiestafilococicos y mostré una tasa de

supervivencia del 90-50 % [176].

Varios estudios han utilizado combinaciones de antibidticos y han mostrado sinergia cuando
se administran a larvas de G. mellonella infectadas. En 2014 Luther et al. evaluaron la
actividad in vivo de daptomicina y linezolid solos y en combinacién con gentamicina o
rifampicina contra Enterococcus faecalis o E. faecium utilizando larvas de G. mellonella. El
modelo demostré que la gentamicina y la daptomicina inyectadas 1 hora después de la
infeccion con E. faecalis o E. faecium fueron significativamente mas efectivas que cualquier
antibidtico administrado solo en las mismas dosis [177]. Krezdorn et al. en 2014 realizaron
un estudio donde G. mellonella se usé para evaluar la eficacia de multiples combinaciones
de antibidticos in vivo contra la infeccidn por Pseudomonas aeruginosa y se comparé con el
efecto inhibidor de las mismas combinaciones en un ensayo in vitro. Hubo poca correlacidn
entre las combinaciones de antibidticos que mostraron sinergia en las pruebas in vitro y las
gue mostraron efectos mejorados en el modelo de G. mellonella. Esto enfatiza ain mas el
papel del modelo de G. mellonella como una herramienta Util para la deteccién a gran escala

de la eficacia antibidtica en un modelo in vivo [178].
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11. CONCLUSIONES/ CONCLUSIONS

1. H. pylori es una bacteria helicoidal Gram-negativa que coloniza la mucosa gastrica
constituyendo un factor de riesgo bien conocido para el desarrollo de enfermedades
gastricas en el estdbmago humano. H. pylori se considera la infeccion crénica
bacteriana de mayor prevalencia en humanos, por ello, en 2017 la OMS hizo un
llamamiento a la comunidad cientifica para que centrase sus estudios en la bisqueda
de nuevos antimicrobianos contra este patégeno.

2. H. pylori ha desarrollado numerosas estrategias de supervivencia y persistencia
dentro de la mucosa gastrica, asi como diversos mecanismos para evadir la respuesta
inmune del huésped existiendo una gran variedad de factores de virulencia que le
permiten infectar, permanecer y dafiar la mucosa gastrica.

3. Existen actualmente diferentes pautas de tratamiento. Las diversas cepas de H. pylori
circulantes han desarrollado distintos mecanismos de defensa frente a numerosos
antimicrobianos, por lo que es imprescindible seguir buscando nuevas dianas
terapéuticas.

4. Se han realizado multiples investigaciones para el estudio de infecciones por H. pylori
utilizando diferentes modelos animales vertebrados ya que no hay un Unico modelo
idoneo. La eleccién de un modelo animal vertebrado depende de los objetivos
experimentales siendo complicado mantener el principio 3R por lo que se buscan
modelos alternativos.

5. El modelo G. mellonella es un modelo in vivo utilizado para identificar factores de
virulencia y mecanismos patogénicos de H. pylori. Aunque no puede reemplazar
totalmente modelos experimentales en mamiferos, puede reducir su utilizacién.
G. mellonella ha mostrado ser un modelo muy util debido a sus bajos costos, corto
ciclo de vida y a la facilidad de manejo en el laboratorio. Ademas, puede incubarse a
una temperatura de 37 °C, temperatura dptima de crecimiento de la mayoria de los
patégenos humanos.

6. El modelo de G. mellonella es un modelo exitoso para la evaluacion de la efectividad
de farmacos antimicrobianos Jin vivo. Una vez seleccionados los nuevos
antimicrobianos in vitro, se debe evaluar in vivo la dosis, actividad y efectos

colaterales. Dado que los experimentos con mamiferos requieren mucho tiempo, son
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caros y a menudo se consideran éticamente objetables, este modelo se estd
empleando en la actualidad como un experimento de preseleccién para reducir el
numero de farmacos antimicrobianos que se someten a pruebas en modelos de

mamiferos.

H. pylori is a Gram-negative helical bacterium that colonizes the gastric mucosa,
constituting a well-known risk factor for the development of gastric diseases in the
human stomach. H. pylori is considered the chronic bacterial infection with the
highest prevalence in humans, therefore, in 2017, WHO called on the scientific
community to focus on the search for new antimicrobials against this pathogen.

H. pylori has developed numerous survival and persistence strategies within the
gastric mucosa, as well as various mechanisms to evade the host's immune response,
with a wide variety of virulence factors that allow it to infect, remain and damage the
gastric mucosa.

There are currently several treatment guidelines. The various circulating strains of
H. pylori have developed different defense mechanisms against numerous
antimicrobials, making it essential to continue searching for new therapeutic targets.
Multiple research has been conducted for the study of H. pylori infections using
different vertebrate animal models as there is not a single suitable model that
completely mimics infection in humans. The choice of a vertebrate animal model
depends on the experimental objectives, since it's difficult to maintain the 3R
principle, so alternative models are sought.

The G. mellonella model is an in vivo model used to identify virulence factors and
pathogenic mechanisms of H. pylori. Although it cannot completely replace
mammalian animal models, it can reduce their use. G. mellonella has been shown to
be a very useful model due to its low costs, short life cycle and ease of handling in
the laboratory. It can also be incubated at a temperature of 37 °C, which is the
optimal growth temperature for most human pathogens.

The G. mellonella model is a successful model for evaluating the effectiveness of
antimicrobial drugs in vivo. After the in vitro evaluation of the new antimicrobial

drug, an in vivo study has to be conducted in order to elucidate the effective dosage,
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activity and potential side effects of the drug. Since mammalian experiments are
time-consuming, expensive and often considered ethically objectionable, this model
is now being used as a screening experiment to reduce the number of antimicrobial

drugs tested in mammalian models.

12. PERSPECTIVAS FUTURAS

El uso de modelos de animales en el laboratorio ha sido imprescindible para los avances
cientificos, especialmente biomédicos. El estudio de muchas enfermedades, las causas que
las originan, el diagndstico y tratamientos efectivos han sido posibles gracias a la
experimentacion con animales. Diversos modelos animales han sido utilizados en
investigacion, sobre todo los modelos de mamiferos, debido a la gran cantidad de
semejanzas que presentan con los humanos. Pero la utilizacién de animales en investigacion
debe estar sujeta a una serie de reglas y leyes. Por ello, se han generado comités nacionales
e internacionales que regulan la manipulacién de organismos vivos, para establecer medidas
adecuadas de manejo e intervencién. La sociedad estd cada vez mas preocupada por el
bienestar y la proteccién animal, por lo que con el tiempo se han tenido que mejorar los
métodos de investigacion para su utilizacion en investigacion. Ademas, estos métodos deben
cumplir la regla de las 3R: reduccién, refinamiento y reemplazo, las cuales representan los
principios fundamentales para seleccionar el modelo animal evitando el dolor y el estrés, y
minimizar el numero de animales de estudio siempre que se obtengan resultados
estadisticamente significativos. Actualmente se estan implementando numerosos métodos
alternativos que sustituyen el uso de animales mamiferos en experimentacion y poseen
otras ventajas ya que son mas rapidos, reproducibles y econdmicos, reduciendo los costes
de implementacidn y mantenimiento. Una de las alternativas a la experimentacién con
animales superiores es el uso de animales invertebrados como D. melanogaster, C. elegans o
G. mellonella. Es importante que se siga trabajando en la busqueda de nuevos métodos para
refinar los experimentos con animales superiores hasta eliminarlos totalmente ya que no
solo serd un beneficio hacia los animales, sino que también una mejora en la manera de

hacer ciencia.
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