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Resumen

Vandeerveen M.P.; Giménez, S.R.; Grosso, M.C.; Bonino, F.U.; Macloughlin, V.: Estu-
dio del glicoconjugado glucosa/manosa en mucosa gdstrica de cerdos diagnosticados con

Helicobacter pylori. Rev. Vet. 32: 1, 37-42, 2021. Helicobacter sp, bacilo Gram negativo, se

encuentra asociado a gastritis, ulcera y cancer gastrico.La prevalencia mundial de la infec-
cion por H. pylori es mayor al 50%, constituyendo un problema de salud puablica. Diferentes

especies de Helicobacter afectan tanto a animales como seres humanos, pudiendo ser res-
ponsables de zoonosis. El proceso de colonizacion de esta bacteria depende en gran medi-
da de su unidén a glicoconjugados presentes en la mucosa gastrica del hospedero. El cerdo

representa ¢l modelo animal de eleccion para el estudio de la infeccidn por esta bacteria. El

objetivo del presente trabajo fue analizar ¢l comportamiento del glicoconjugado glucosa/ma-
nosa en la mucosa géstrica de cerdos afectados por gastritis producida por Helicobacter sp.
Se utilizaron muestras de la regidn antral del estdmago de cerdos mestizos, obtenidas de fri-
gorificos de Rio Cuarto (Argentina). Dichas muestras fueron clasificadas en distintos grupos

de estudio de acuerdo al tipo de gastritis y a la presencia y/o ausencia de Helicobacter sp. Las

muestras fueron luego sometidas a lectin-histoquimica para la marcacién del glicoconjugado

glucosa/manosa y posteriormente evaluadas mediante microscopia Optica y andlisis estadis-
tico. Los resultados obtenidos indican que no hay diferencias entre los grupos en cuanto a

la expresién de glucosa/manosa en epitelio vy glandulas gastricas, pero si se presentan dife-
rencias significativas en la expresién de este glicoconjugado en lamina propia entre el grupo

gastritis aguda positivo a Helicobacter sp con respecto a los grupos gastritis aguda negativo

a Helicobacter sp. y grupo con mucosa normal. Los resultados estadisticos revelan que existe

relacion entre el aumento en la marcacion de glucosa/manosa y la presencia de Helicobacter

sp en lamina propia de mucosa gastrica de cerdos.

Palabras clave: Helicobacter pylori, cerdos, mucosa gastrica, lectin-histoquimica, glucosa
/ manosa.

Abstract

Vandeerveen, MLP.; Giménez, S.R.; Grosso, M.C.; Bonino F.U.; Macloughlin, V.: Study
of the glucose/mannose glycoconjugate in the gastric mucosa of pigs diagnosed with He-
licobacter pylori. Rev. Vet. 32: 1, 37-42, 2021. Helicobacter pylori, a Gram negative bacillus,
is associated with gastritis, ulcer, and gastric cancer. The worldwide prevalence of H. pylori
infection is greater than 50%, constituting a public health problem. Different species of He-
licobacter were described, which affect both animals and humans, and may be responsible
for zoonoses. The colonization process of this bacterium depends largely on its binding to
glycoconjugates present in the gastric mucosa of the host. The pig represents the animal
model of choice for the study of infection by this bacterium. The objective of the present
work was to analyze the behavior of the glucose/mannose glycoconjugate in the gastric mu-
cosa of pigs affected by gastritis caused by Helicobacter sp. Samples from the antral region
of the stomach of crossbred pigs were used, obtained from slaughterhouse in the Rio Cuarto
(Argentina). The samples were classified into different study groups according to the type
of gastritis and the presence or absence of Helicobacter sp. A lectin histochemistry study
for glucose/mannose glycoconjugate was carried out, the evaluated under microscope and
statistical analysis performed. The results obtained indicate that there were no significant
differences between the groups in the glucose/mannose expression in epithelium and gastric
glands, but there were significant differences in the expression of this glycoconjugate in lam-
ina propria between Helicobacter sp positive acute gastritis with respect to the Helicobacter
sp negative acute gastritis groups and with normal mucosa group. This results reveal that
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there is relationship between the increase in glucose/mannose expression and the presence of
Helicobacter sp in the lamina propria of pig gastric mucosa.

Key words: Helicobacter pylori, pigs, gastric mucosa, lectin-histochemistry, glucose / man-

nosc.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori, bacilo Gram negativo, fue
declarado como la principal causa de tlcera péptica 'y
cancer en seres humanos por la Organizacion Mundial
de la Salud en el afio 1994. La prevalencia mundial de
la infeccion por H. pylori es mayor al 50%, constitu-
yendo un problema de salud publica *°.

Se han descrito especies del genero Helicobacter
en una amplia variedad de huéspedes animales. Cuan-
do estas bacterias son identificadas por su morfologiay
no a nivel de especie, se utiliza el término Helicobacter
no H. pylori “non-H. pylori helicobacters” (NHPH) ° .
El porcentaje de pacientes infectados con NHPH varia
entre 0.2% v 6% °. La infeccioén con estos NHPH en
forma de espiral, en seres humanos se ha asociado con
gastritis, ulceracion gastrica y linfoma MALT gastri-
co 2.

El aislamiento de Helicobacter sp de varios anima-
les, que en su mayoria viven en entornos humanos, los
hace sospechosos de albergar . pylori en sus estoma-
gos vy por lo tanto participar en la transmision de este
patégeno . Vivir en proximidad cercana con gatos,
perros y en especial cerdos, se ha identificado como un
factor de riesgo para estas infecciones . Ademas, al-
gunos autores consideran a Helicobacter como bacteria
patégena emergente transmisible por los alimentos !

En cerdos la prevalencia de Helicobacter suis en
el estobmago al momento del sacrificio varia del 8 al
95% * 5 . Investigaciones mostraron que de las infec-
ciones humanas con NHPH del 13,9% al 30,9% corres-
ponden a H. suis 3°, siendo después del H. pylori el mas
frecuente en seres humanos .

En porcinos se¢ ha logrado reproducir ulcera gastri-
ca mediante la inoculacidon experimental con H. pylo-
ri ', La similitud morfologica entre la ulcera porcina
y la humana no implica una patogénesis similar, pero
sugiere la presencia de mecanismos comunes para su
desarrollo .

Se han propuesto varios factores de virulencia para
H. pylori, algunos de ellos asociados al proceso de co-
lonizacién y otros sindicados con el dafio en la mucosa
gastrica . En el proceso de colonizacion, la capa de
moco ¢s la primer barrera que los patdgenos gastricos
deben superar. Los componentes principales de la capa
mucosa son glicoproteinas de mucina densamente glu-
cosiladas **. H. pylori se fija a la superficie o a las unio-
nes intercelulares del epitelio gastrico generando dafios
en el mismo .

La lamina propia adyacente atrae células defensi-
vas, infiltrandose con polimorfonucleares y mononu-
cleares 1. La inflamaci6n cronica disminuye la concen-

tracion de células D (productoras de somatostatinas) y
la hipergastrinemia resultante, incrementa la secrecién
de jugo gastrico. El desbalance entre factores agresivos
(incrementados) vy defensivo (disminuidos), pueden ex-
presarse como una lesion ulcerada ¢.

Los glicoconjugados se encuentran en diferentes
componentes del tracto gastrointestinal, entre ellas
las células de la mucosa gastrica 7. Poseen una amplia
variedad de funciones como: intervencién en el proce-
so de reconocimiento célula-célula, proteccidn de las
células epiteliales contra valores de pH extremos o de
las enzimas hidroliticas, unién ¢ inhibiciéon de células
citotoxicas, entre otras ®, cumpliendo asi un papel im-
portante en la proteccion del epitelio, aunque pudiendo
también facilitar 1a adhesion de bacterias al mismo .

El patron de glicosilacion puede sufrir modifi-
caciones debido tanto a cambios fisioldgicos como a
procesos patologicos. El conocimiento del patrdn de
glicosilacion en condiciones normales es esencial para
evaluar sus modificaciones en diversas patologias y te-
ner mayor comprension de su patogenie. Las lectinas
constituyen una herramienta fiable para ello *' .

El uso de los modelos animales para el estudio de
la helicobacteriosis ha sido amplio a nivel mundial, lo
cual ha permitido grandes avances en cuanto al cono-
cimiento de la epidemiologia, infeccién y patogenia de
Helicobacter en la enfermedad gastrica humana '°.

El cerdo -por su condicion anatdmica- presenta mu-
cha similitud con el ser humano, siendo el modelo de
eleccion para el estudio de la infeccion por Helicobac-
ter, su interaccion con otros agentes patégenos virus-
bacteria y la carcinogénesis gastrica 2.

El objetivo del presente trabajo fue analizar el com-
portamiento del glicoconjugado glucosa/manosa a tra-
v¢s de la técnica de lectinhistoquimica en la mucosa
gastrica de cerdos afectados por gastritis producida por
Helicobacter sp.

MATERIAL Y METODOS

La toma de muestras de estdémago de cerdos (n=50),
su procesamiento por la técnica histologica convencio-
nal y el posterior diagnostico de gastritis (crnicas/agu-
das) y presencia/ausencia de Helicobacter sp son parte
de un trabajo previo realizado por este mismo grupo de
investigacion 3.

Entodos los casos se tratd de animales destinados a
faena y considerados libres de enfermedad de acuerdo
al examen clinico y post-mortem realizado. El trabajo
contd con el aval del Comité de Etica de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (Cérdoba).
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Las muestras fueron clasificadas en diferentes gru-
pos de estudios:

Grupo A: cerdos G/H+: cerdos con gastritis agu-
das y presencia de Helicobacter sp.

Grupo B: cerdos G/H-: cerdos con gastritis agudas
sin presencia de Helicobacter sp.

Grupo C: cerdos G/H+: cerdos con gastritis croni-
cas y presencia de Helicobacter sp.

Grupo D: cerdos G/H-: cerdos con gastritis croni-
cas sin presencia de Helicobacter sp.

Grupo E: cerdos con mucosas gastricas normales

Para la determinacion del glicoconjugado glucosa/
manosa en la mucosa gastrica a través de la técnica de
lectinhistoquimica, se utilizo como marcador la lecti-
na vegetal biotinilada con canavalina A (con A). Como
reveladores: el complejo universal avidina-biotina-
peroxidasa (ABC) y como substrato de la enzima: la
diaminobencidina (DAB).

Las muestras fueron observadas con un microsco-
pio Orthoplan. Se realiz6 la adquisicion de imagenes a
través de una camara digital. Carl Zeiss AxioCam ERc
5s.

Los resultados obtenidos en la técnica lectin-
histoquimica fueron expresados en forma cualitativa
determinando que: (-): negativo, (3): pobre marcacion,
(+): moderada marcacion, (++): abundante marcacion,
(+++): cuantiosa marcacion.

Posteriormente, para el analisis cuantitativo, se
determing la distribucion de la intensidad de inmuno-
marcacion a través del valor de High Score (HS), donde
para cada muestra, el valor HS derivo de la sumatoria
de los porcentajes de tejido epitelial gastrico marcado
para cada intensidad, multiplicado por el ponderado
para esa intensidad de marcacion. High Score = a pi
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(i + D. i = intensidad de marcacion. pi = % de tejido
marcado para cada intensidad.

En cada preparado, cinco areas seleccionadas al
azar fueron evaluadas bajo un microscopio de luz con
un aumento de 40X, utilizando la puntuacién media 3.

RESULTADOS

En el Grupo A se apreci6 una pobre marcacion epi-
telial (+-), una lamina propia con una marcacion ho-
mogénea que va de abundante (++) a cuantiosa (+++) y
glandulas con una marcacion moderada (+) a cuantiosa
(+++) de distribucion heterogénea (Figura 1-A).

Las muestras correspondientes a mucosa gastrica
pertenecientes al Grupo B, revelaron la presencia del
glicoconjugado glucosa/manosa en epitelio con una
marcacion pobre (+-) en la regién apical a moderada
(+) y en algunos casos abundante (++) en la region ba-
sal. En lamina propia la marcacién fue moderada (+) y
de distribucién uniforme.

Las glandulas presentaron una marcacién de mo-
derada (+) a abundante (++) (Figura 1-B). En el Gru-
po C se observd un epitelio con pobre marcacion (+-)
en la region apical, a moderada (+) en la region basal.
La lamina propia presentd una marcacion que variaba
de abundante (++) a cuantiosa (+++), mientras que las
glandulas presentaron una marcacion moderada (+) a
abundante (++), siendo la distribucion uniforme en am-
bos casos (Figura 1-C).

Las muestras gastricas de cerdos del Grupo D pre-
sentaron en el epitelio zonas con una pobre marcacion
(+-) y zonas con marcacién cuantiosa (+++) distribui-
das heterogéneamente. La lamina propia, al igual que
las glandulas, presentaron una marcacion moderada (+)
(Figura 1-D).

Figura 1. Microscopia Optica de muestra gastrica, region antral, técnica de lectin-histoquimica con A 400x. A:

mucosa gastrica Grupo A. B: mucosa gastrica Grupo B.

C: mucosa gastrica Grupo C. D: mucosa gastrica Gru-

po D. E: mucosa gastrica Grupo E. Ep: epitelio. LP: lamina propia. G: glandulas
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Figura 2. Valores medios de la variable HS para Lectina Con A con sus respectivas desviaciones estandar. A: epi-
telio. B: glandulas. C: lamina propia. G.A: grupo A. G.B: grupo B. G.C: grupo C. G.D: grupo D. G.E: grupo E.

En la mucosa gastrica antral normal (Grupo E), se
pudo visualizar una marcacion cuantiosa (+++) y uni-
forme del epitelioy las glandulas, asi como una tincién
abundante (++) de la lamina propia (Figura 1-E).

Cuando se evalué mediante el andlisis estadistico
la intensidad de marcacion del epitelio en los diferentes
grupos, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la expresion del glicoconjugado gluco-
sa/manosa (Figura 2-A). En cuanto a las glandulas, el
analisis estadistico revelé una distribucion homogénea
de la marcacién en los diferentes grupos cuyas dife-
rencias no eran estadisticamente significativas (Figura
2-B).

En relacion a la lamina propia, el estudio estadis-
tico (Figura 2-C) evidencié diferencias significativas
entre el Grupo Ay el Grupo E, existiendo una marca-
cién cuantiosa del primero en relacién al segundo gru-
po. Diferencias significativas también se presentaron
entre el Grupo Ay el Grupo B, presentandose como
en el caso anterior una marcacion cuantiosa en el Gru-
po A en relacion al Grupo B.

DISCUSION

Los hidratos de carbono en las superficies celulares
desempefian un papel clave en el proceso de recono-
cimiento de célula-célula, y en la adhesion de los mi-
croorganismos a las células huésped a través de protei-
nas de unién a carbohidratos llamados lectinas 2como
ocurre con Helicobacter sp 5.

Por lo tanto, conocer el patrén de glicosilacion es
de alta relevancia fisiopatologica durante el proceso de
infeccion 2L. Debido a la diversidad de especies de He-
licobacter y a su capacidad para colonizar de manera
eficiente el estbmago de mamiferos, se ha propuesto

que estas bacterias podrian causar lesiones gastricas en
animales de forma andloga a las producidas en el ser
humano B 7.

La similitud morfoldgica entre la Ulcera porcina'y
la humana, sugiere mecanismos comunes para su de-
sarrollo, esto sumado a las caracteristicas anatomicas
semejantes entre ambas especies, hacen del cerdo el
modelo de eleccidn para el estudio de la infeccion por
Helicobacter 2.

Existen pocos registros de trabajos realizados en
animales que aborden el estudio del patrén de glicosi-
lacién en mucosa gastrica con Helicobacter spp, espe-
cialmente a través de la lectina Con A.

En especies como el cobayo, se analizo el patron
de expresion de los residuos de azlcar de la mucosa
gastrica infectada por H. pylori, diagnosticada con gas-
tritis cronica activa y no infectada mediante las lecti-
nas Triticum vulgaris (WGA), Sambuccus nigra (SNA-
1), Ulex europaeus (UEA-I), Helix pomatia (HPA) y
Phaseolus vulgaris (PHA-L).

Aunque se encontraron intensidades de tincién he-
terogéneas para las mismas lectinas, no se hallaron di-
ferencias significativas entre los grupos. Sin embargo,
los patrones de glucosa/manosa no fueron estudiados
mediante la lectina Con A 7.

En seres humanos se estudiaron a través de lectin-
histoquimica, muestras de biopsias de mucosa gastrica
normal y diagnosticadas con gastritis crénica activa
e infectadas con H. pylori 3. Observaron diferencias
significativas entre las reacciones de tincion de glico-
conjugados para las lectinas UEA-I, Concanavalina A
succinilada (SCA) y Arachis hypogaea (PNA).

La tincion para glucosa/manosa (unida por SCA)
fue negativa en el moco extracelular y la membrana
apical del epitelio de la mucosa normal, mientras que
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las mismas regiones fueron positivas en mucosa infec-
tada por . pylori.

Investigadores '® analizaron mediante microscopia
optica y microscopica de fluorescencia, la capa mucosa
superficial de biopsias gastricas humanas diagnostica-
das con gastritis cronica activa positivos a . pylori 'y
mucosas normales mediante las lectinas WGA 'y Con A.

Los resultados indicaron para la lectina Con A un
patrén de unién intensa en el grupo mucosa normal,
mientras que la unidén fue débil a negativa en el grupo
positivo a . pylori. Por otro lado, ¢l patrén de unién
fue difuso para la lectina WGA en ambos grupos. Estos
resultados sugieren un cambio significativo en los res-
tos de hidratos de carbono presentes en la superficie de
las células gastricas durante la infeccion %23,

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indi-
can diferencias estadisticamente significativas en la ex-
presion de glucosa/manosa solo en lamina propia, entre
los grupos gastritis aguda Helicobacter (+) y mucosa
normal, observandose una marcacion cuantiosa en el
primero con respecto al segundo y entre los grupos
gastritis aguda Helicobacter (+) y gastritis aguda He-
licobacter (-) presentandose como en ¢l caso anterior
una marcacién mayor en ¢l grupo gastritis aguda Heli-
cobacter (+).

En conclusion, los resultados estadisticos de este
estudio revelan que existe relacion entre el aumento en
la marcacién de glucosa/manosa y la presencia de He-
licobacter spp. en lamina propia de mucosa gastrica de
cerdos.
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cientifica que realiza dicha casa de estudios.

Beneficios que brinda a sus asociados:

» Fotocopias con descuentos especiales en la Fotocopiadora Copias.com que funciona dentro del
predio de la Facultad de Ciencias Veterinarias.

» Descuentos para la adquisicion de libros de distintas editoriales.

» Descuentos especiales en otros rubros.
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