Comentarios

Helicobacter hepaticus, un Patégeno Bacteriano Recientemente
Reconocido, asociado con Hepatitis Cronica y Neoplasia
Hepatocelular en Ratones de Laboratorio

El carcinoma Gastrico, es uno de los can-
ceres humanos mas frecuentes alrededor del
mundo, esta entre las neoplasias en que la evi-
dencia epidemiolégica de causa ambiental es
mayor. La naturaleza exacta de esta causa am-
biental era oscura hasta que la evidencia recien-
temente vinculé a la infeccién crénica del antrum
de la mucosa gastrica por Helicobacter pylori (una
bacteria microaerébica, gram-nedativa, y espiral)
con riesgo elevado de cancer (1). Se reconoce
ahora que el linfoma de B-cell gastricas del tejido
linfoide asociado a la mucosa esta también es-
trechamente relacionando a la infeccién gastrica
por H. pylori, y la erradicacion de la infeccion con
antibi6ticos puede resultar en la regresiéon del lin-
foma (2,3). Este sorprendente hallazgo ha esti-
mulado un intenso interés en el género Helico-
bacter y organismos relacionado; como resulta-
do, especies adicionales de Helicobacter son
ahora frecuentemente aisladas y caracterizadas
desde muchos hospedadores no-humanos. Has-
ta 1994, sin embargo, so6lo era conocido el A.
pylori como asociado con el desarrollo de tumor,
en humanos o en cualquier otra especie animal.

En 1992, en el National Cancer Institute’s
Frederick Cancer Research and Development
Center (FCRDC) en Frederick, Maryland, una pre-
valencia alta de enfermedad del higado fue ob-
servada entre ciertas cepas de ratones; estos ra-
tones eran controles sin tratar en
experimentaciones quimicas de carcinogénesis
a largo plazo. Las cepas afectadas, notablemen-
te A/JCr, habian sido criadas en el FCRDC bajo
condiciones libres de patdégenos y estaban libres
de virus murinos conocidos serolégicamente y
parasitos; ademas, no tuvieron ninguna anorma-
lidad hepatica histoérica demostrable, a excepcion
de una incidencia muy baja (1% a 2%) de tumo-
res hepatocelulares en ratones de 15 meses de
edad o mayores. En un periodo muy corto, la pre-
valencia de una histologicamente distintiva for-
ma de hepatitis aumentd a virtualmente 100%
en ratones machos de 1 ano de edad (Tabla 1).
Las lesiones demostrables iniciales fueron peque-
nos focos hepaticos de necrosis indiferenciadas
vistas en ratones jovenes de edades entre 2 a 6
meses. En ratones mas viejos, de edades entre 6
a 10 meses, habia una pericolangitis altamente
diferenciada, compuesta por abundante infiltra-
do de células mononucleares alrededor de los
conductos biliares dentro de la triada portal. El
epitelio biliar dentro de los conductos afectados
estaba focalmente inflamado y la superficie

luminal de células epiteliales danadas estaban
pobremente definidas en secciones tenidas con
hematoxilina y eosina (4,5). En higados con le-
siones extensivas, en los conductos biliares (cé-
lulas ovales) era también destacada la hiperplasia.
Ademas, los ratones con hepatitis cominmente
tuvieron tumores hepatocelulares, frecuentemen-
te maultiples, que incluyeron tanto adenomas
como carcinomas (4).

Los tumores Hepatocelulares en ratones
son uno del mas comunes fines en bioensayos
para carcindbgenos quimicos. Entonces, no eran
conocidos como asociados con agentes infeccio-
sos. Consiguientemente, los primeros esfuerzos
para identificar la causa del sindrome de tumor
hepatocelular/hepatitis se dirigieron hacia las po-
sibles fuentes de exposicién quimica. La posibi-
lidad de exposicién accidental a sustancias ex-
perimentales dentro de las instalaciones anima-
les de investigacion se descart6 cuando la enfer-
medad del higado fue identificada en ratones que
nunca habian sido dejados en areas de cria que
se ubican en edificios separados. Los amplios
andlisis quimicos de los alimentos, camas, agua,
y otras fuentes posibles de sustancias toxicas
tuvieron resultados negativos.

El examen patologico detallado por mi-
croscopia de luz de las secciones de tejido des-
de higados enfermos fue continuado, y muchas
tinciones especiales fueron usadas. La tincion de
Steiner de impregnacién de plata para
espiroquetas (6), revel6 en tejido hepatico cuer-
pos uniformes que eran compatibles en tamano
y forma con bacterias. Homogeneizados de teji-
do fresco de higado de ratones enfermos proba-
ron ser efectivos en transmitir la hepatitis a rato-
nes A/J comprado de fuentes comerciales afuera
del FCRDC, cuando fueron inoculados por via
intraperitoneal (5). Ademas, de estos
homogenados, una bacteria mévil, espiral podria
ser cultivada a partir de la sangre en placas de
agar incubadas a 37° C bajo condiciones anaero-
bicas o microaerébicas.

Este organismo fue caracterizado conse-
cutivamente por examen morfoldgico
ultraestructural, caracteristicas bioquimicas, y se-
cuencia génica 16S rRNA. Determinada como una
nueva especie relacionadas al /. pylori, se le dio
el nombre H. hepaticus (7). La bacteria es movil
dgram negativa, de 0,2 a 0,3 im de diametro, 1,5
a 5,0 im largo, y en forma curvada espiral, con
uno a varios espirales; tiene flagelo bipolar en-
vainado (uno en cada extremo) pero carece las
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fibras periplasmicas que envuelven las células
bacterianas en otras especies de Helicobacter de
ratoén. H. hepaticustiene una fuerte actividad urea-
sa, es oxidasa y catalasa positiva, produce H,S,
reduce nitrato a  nitrito, y crece
microaerdbicamente a 37°C pero no en 25°C o
42°C. es resistente a la cefalotina y al acido
nalidixico pero es sensible al metronidazole. Las
fotografias ilustrando su estructura morfoldgica
por microscopia de luz (4,5) y electronica (4,5,7)
han sido publicadas. Las caracteristicas defini-
das de especie del organismo, la secuencia
nucleotidica de su gen 16S rRNA, han sido usa-
das para desarrollar un ensayo diagnéstico con
base en la reaccién en cadena de la polimerasa
(8).

El examen sistematico de roedores de to-
das las especies y cepas producidas en el FCRDC,
especialmente en los reproductores, mostré que
la hepatitis caracteristica y asociada a las bacte-
rias estaban presentes en ratones de varias ce-
pas (A/JCr, DBA/2NCr, C3H/HeNCr) y que dentro
de estas cepas, los ratones machos estaban mas
severamente afectados que las hembras. Los ra-
tones con severas inmunodeficiencias combina-
das fueron especialmente vulnerables. La ubica-
cion precisa de los organismos demostrables por
la tincién de Steiner dentro del parénquima del
higado infectado mostré por microscopia elec-
tronica de transmisién estar invariablemente
extracelularmente y caracteristicamente dentro
del canaliculo biliar (4,5). Algunas cepas (p. €j.,
C57BL/6NCr) no son afectadas por ninguna en-
fermedad del higado; tampoco hibridos F1 entre
cepas resistentes y sensibles (p. ej., BBC3F1). A
excepciodn de los ratones, otras especies de roe-
dores (p. €j., ratas, Hamster Sirio, y cobayos) no
fueron afectados. En ratones infectados con
inmunodeficiencias combinadas severas, la infla-
macioén cecal fue histolégicamente demostrable
(5), y los organismos fueron aislados desde la
mucosa del intestino grueso (7), lo que puede
significar que el nicho ecolégico usual ocupado

por H. hepaticus es el de un colonizador comen-
sal del tracto intestinal (8).

Ya que los ratones son coprofagicos, pa-
rece altamente probable que la transmisién na-
tural de los organismos es la ruta feco-oral. Por
qué y como H. hepaticus invade el higado en ra-
tones de ciertas cepas esta por determinarse. La
hepatitis es también producida por ciertas otras
bacterias patdgenas entéricas, tal como Campy-
lobacter jejuni (9) que, a diferencia de H.
hepaticus, no ha sido asociado con el desarrollo
de tumor de higado. El dano de tejido que acom-
pana la infeccion persistente por H. hepaticus, H.
pylori, y otras especies de Helicobacter pueden
ser debida, por lo menos en parte, por una cito-
toxina soluble tripsina-sensible de peso molecu-
lar alto producida por estos organismos (10). No
existen precedentes para ningun papel directo de
tal toxina en la carcinogénesis. Por otra parte,
infecciones cronicas por virus, bacterias, o cier-
tos parasitos son reconocidos factores de riesgo
para canceres humanos en diversos sitios. Ha sido
examinada la hipoétesis que sustancias de bajo
peso molecular quimicamente reactivas, poten-
cialmente genotoéxicas (incluyendo 6xido nitrico
y oxigeno en diferentes formas) generadas por
células inflamatorias en el sitio de infeccién cr6-
nica puede iniciar o aumentar la carcinogénesis
(11). La hipétesis esta bajo investigacion activa
dentro de un marco de enfermedad del higado
asociada a H. hepaticus.

H. hepaticus es susceptible a un numero
de antibioticos; el tratamiento de cepas de rato-
nes A/JCr susceptibles, naturalmente infectadas
de 8-10 semanas de edad con agentes antimicro-
bianos solos o combinados han sido evaluados
para la eficacia en erradicar infecciones estable-
cidas (12). La amoxicilina, metronidazole, y
tetraciclinas administradas solas fracasaron en
erradicar bacterias del tracto gastrointestinal, pero
tanto la combinacién de amoxicilina o la tetraci-
clina, con el metronidazole y bismuto, fueron efec-
tivas en erradicar al H. hepaticus del higado, cie-

Tabla 1. Aumento de la prevalencia de hepatitis y neoplasia hepatocelular en ratones machos
control A/JCr en el National Cancer Institute’s Frederick Cancer Research and Development Center,

1989-1992(a)

Fecha de Numero Edad, en Ratén con Ratén con

muerte de raton semanas hepatitis (%) tumor hepatico(%)
Jan-Mar 1989 48 47 +or+3 0 0

May-Jul 1989 47 70+0r+60 0 1(2)
Jan-Apr 1992 6 36+o0r+4 2 (33) 0

Jul 1992 16 54 16 (100) 1 (6)
Aug-Oct 1992 6 64+0r+3 5 (83) 3 (50)

Dec 1992 12 77 12 (100) 11 (92)

(a)Adaptado de ref. 4.
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dgo, y colon cuando fue dado por via oral por un
periodo de 2 semanas (12). El efecto de la tera-
pia antibiética sobre el proceso carcinogénico, o
en animales mas viejos, resta por establecerse.

La importancia de /. hepaticus en huma-
nos no es aun completamente conocida. El orga-
nismo claramente tiene potencialidad de
mimetizar bioensayos para carcinbgenos quimi-
cos, pero esta potencialidad no tiene ningtin efec-
to directo sobre humanos. Si bien la mayoria de
las especies de Helicobacter identificadas a la
fecha estan caracteristicamente asociadas con (y
nombradas después) especies especificas de
hospedadores mamiferos en que ellas general-
mente son habitantes del tracto gastrointestinal
(causando o no dastritis u otra enfermedad infla-
matoria crénica), el rango potencial de hospeda-
dores para algunas especies es bastante amplia.
H. pylori, originalmente aislada desde humanos,
ha sido recientemente aislada también del gato
doméstico; esto lleva a la posibilidad que ese
Helicobacter pylori sea un patdbgeno zoonotico.
Se pueda transmitir de animales de compania a
humanos (13). Explorando la posibilidad de la
transmisidén zoonética de H. pylori, H. hepaticus,
o de cualquier otra especie de Helicobacter re-
queriria el aislamiento del organismo en cuestion
por métodos de cultivo. Los métodos serologi-
cos no han sido aun refinados al nivel de especi-
ficidad de especie. Los humanos infectados con
H. pylori muestran una respuesta sérica de anti-
cuerpos a las bacterias que son detectadas facil-
mente por el enzimo inmuno ensayo y se consi-
dera evidencia de enfermedad en proceso (1);
los ratones infectados con H. hepaticus produje-
ron en forma similar anticuerpos séricos a aque-
llas especies que han sido demostradas por
Western blotting (5). Los antisueros contra H.
pylori pueden usarse para visualizar . hepaticus
en las tinciones de secciones de tejido de higado
de raton por procedimiento de inmunohistoqui-
mica con el complejo avidina-biotina (5). La
reactividad cruzada entre estas dos especies ex-
cluye el uso de métodos serolégicos disponibles
para establecer si H. hepaticus ha infectado a
humanos.

Sin considerar si H. hepaticuses en si mis-
mo capaz de infectar humanos, se pudo demos-
trar que el tejido hepatico puede ser
persistentemente infectado por lo menos por un
miembro del género Helicobacter, y el cancer de

higado puede ser una consecuencia a largo pla-
zo de tal infeccién. Este descubrimiento conlle-
va predguntas acerca de la existencia de una rela-
cibn comparable entre el cancer de higado en
humanos e infecciones bacteriolégicas no reco-
nocidas. Las revisiones estan en marcha a partir
de bloques de tejido de los archivos de patologia
en biisqueda de organismos demostrables por la
tincion de Steiner en secciones de higado de po-
blaciones humanas en alto riesgo para cancer
hepatico.

Jerry M. Rice
Laboratory of Comparative Carcinogenesis,
National Cancer Institute, Frederick, Maryland, USA
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