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Resumo

A presente monografia foi elaborada com o intuito de rever os conhecimentos sobre a
bactéria Helicobacter pylori de uma forma geral, realcando as principais estratégias que tém

sido aplicadas no desenvolvimento de uma vacina capaz de a erradicar.

O adenocarcinoma gastrico é a terceira principal causa de morte provocado por cancro
a nivel mundial, com maior incidéncia nos paises em vias de desenvolvimento. A maioria destes
cancros estdo associados a infecdo por H. pylori. Este microrganismo origina uma resposta
imune muito intensa por parte do hospedeiro, recorrendo ao seu mecanismo fisiopatoldgico,

desencadeando uma série de patologias gastricas, sendo a mais grave o0 cancro.

O tratamento recomendado atualmente compreende o uso de terapéutica combinada de
varios antibidticos com inibidores da bomba de protGes. Todavia, uma vez que inimeros
doentes submetidos a terapéutica, ndo demonstram sucesso no combate a doenca, este é

considerado um tratamento de dificil execucao.

Assim, torna-se de extrema importancia o desenvolvimento de uma vacina capaz de
erradicar esta bactéria, constituindo assim uma ferramenta poderosa na preven¢do do cancro
gastrico. Com base nesta necessidade, varias iniciativas de desenvolvimento de vacinas vao
surgindo, focando-se na descoberta de antigenios e adjuvantes capazes de induzir uma resposta
imunitaria mais potente, bem como da via de administracdo mais adequada. Estes estudos
mostram que a vacina pode ser profilatica, e usada como terapéutica apés infecdo. Apesar dos
inimeros ensaios clinicos que tém sido desenvolvidos, ndo existe no mercado nenhuma vacina
aprovada. Contudo, uma vacina promissora chegou a fase 111 dos ensaios clinicos. No entanto,
foi descontinuada posteriormente, tornando-se assim a abordagem mais préxima de chegar ao

mercado.

Apesar de ser uma patologia de alcance global, o desenvolvimento de uma vacina contra
H. pylori tem sido efetuado até agora por pequenos laboratdrios, mostrando a necessidade de
um grande investimento por parte das principais empresas farmacéuticas, com o objetivo de

possibilitar a realizacdo de ensaios clinicos mais satisfatorios e conclusivos.

Palavras-chave: Helicobacter pylori; Vacina; CagA; VacA; Urease



Abstract

The present monograph has been prepared to provide knowledge about the Helicobacter
pylori bacteria in a general way, highlighting the main strategies that have been applied in the

development of an efficacy vaccine.

Gastric adenocarcinoma is the third leading cause of cancer death worldwide, with the
highest incidence in developing countries. Most of these cancers are associated to the gastric
infection by H. pylori. This microorganism triggers a very intense immune response by the host,
using its pathophysiological mechanism, triggering a series of gastric pathologies, the most

serious being cancer.

The treatment currently recommended comprises the use of antibiotics simultaneously
with proton pump inhibitors. However, since many patients submitted to therapy do not show
success in combating the disease, this is considered a difficult treatment to perform.

Therefore, the development of a vaccine capable of eradicating this bacterial infection
becomes of extreme importance, thus constituting a powerful tool in the prevention of gastric
cancer. Based on this need, several vaccine development initiatives are emerging, focusing
mainly on the discovery of the best antigens and adjuvants capable of promoting a more potent
immune response, as well as the most appropriate route of administration. These studies show
that the vaccine can be prophylactic, as well as used as therapeutic after infection. Despite the
numerous clinical trials that have been developed, no vaccine is currently on the market.
However, one promising vaccine has reached phase 111 of clinical trials. However, it has been

discontinued, making it the closest approach to reaching the market so far.

Although it is a global pathology, the development of a vaccine against H. pylori vaccine
has so far been carried out by small laboratories, showing the need for a large investment by

major pharmaceutical companies to enable more satisfactory and conclusive clinical trials.

Keywords: Helicobacter pylori; Vaccine; CagA; VacA; Urease
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Abreviatura

CagA — do inglés cytotoxin-associated antigen A

CT —do inglés cholera toxin

ELISA —do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FISH — do inglés Fluorescente In Situ Hybridization
GALT - do inglés Gut-Associated Lymphoid Tissue

H. pylori — Helicobacter Pylori

IL - Interleucina

LT — Enterotoxina termolabil de E. coli

MALT - do inglés Mucosa-Associated Lymphoid Tissue
MHC - do inglés Major Histocompatability Molecules
PCR — do inglés Polymerase Chain Reaction

RUT — do inglés rapid urease test

UBT —do inglés Urease Breath Test

UreA — subunidade A da urease

UreB — subunidade B da urease

VacA — do inglés vacuolating cytotoxin A
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1. Introducao

H. pylori consiste num importante patdgeno humano que infeta cerca de 50% da
populacdo humana. Esta bactéria tem a capacidade de colonizar a mucosa gastrica humana, um
ambiente acido inerentemente indspito, e persiste nesse nicho por muitas décadas, apesar do
desenvolvimento da resposta imune e inflamatdria do hospedeiro. E um dos principais agentes
etiologicos para uma ampla gama de doencas gastricas, como Ulceras pépticas, gastrite
superficial, gastrite atrofica, dispepsia, adenocarcinoma gastrico, linfoma de tecido linfoide

associado a mucosa (1).

Este microrganismo foi classificado como um agente carcinogéneo do Grupo | pela
Organizacdo Mundial de Salde, sendo uma das principais causas relacionada com a morte por

cancro no mundo (1).

A terapéutica usada atualmente baseia-se na combinacdo de antibi6ticos. Contudo, esta
estratégia tem muitos inconvenientes, incluindo falha terapéutica devido ao surgimento de
resisténcia bacteriana, ma adesdo do paciente, elevado custo do tratamento, e 0 mais crucial,

falha em prevenir a reinfecao (2).

Das circunstancias acima descritas surge a necessidade de desenvolver uma terapéutica

eficaz a nivel mundial a fim de prevenir ou tratar a infecdo provocada pelo H. pylori.

2. Objetivos

Esta monografia tem como objetivo conhecer as principais estratégias aplicadas no
desenvolvimento de vacinas capazes de erradicar H. pylori, debrucando-se nos ensaios clinicos

realizados e a respetiva resposta imune desencadeada no organismo do hospedeiro.
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3. Materiais e Métodos

Para a realizagéo deste trabalho, foi feito um estudo inicial de véarios artigos cientificos,
originarios de uma pesquisa de definicGes, etiologia, procedimentos e estudos relacionados a

H. pylori.

Os motores de busca usados para procura de material foram o PubMed

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), o Google Scholar (https://scholar.google.pt/), e o

Science Direct (http://www.sciencedirect.com/).

Os artigos foram selecionados baseados no ano de publicacéo, optando-se por artigos
publicados a partir dos anos 2000, de modo a obter informac6es atualizadas a fim de perceber

e superar algumas barreiras encontradas ao longo dos anos pelos cientistas.

As referéncias bibliograficas foram elaboradas com o auxilio da ferramenta Mendeley

Desktop, de acordo com as normas do formato VVancouver.
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4. Helicobacter Pylori

4.1 Caracterizagéo

A Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria gram-negativa, microaerofilica, que
apresenta uma morfologia espiral e flagelada. Na maioria dos casos, estas bactérias sao
positivas para catalase e a oxidase. Possui uma grande habilidade para colonizar a mucosa
géstrica humana, um ambiente acido profundamente inabitdvel, persistindo no mesmo por

décadas, apesar do desenvolvimento da resposta imune e inflamatdria do hospedeiro (1).

A Helicobacter ¢ um género de bactéria integrante da subdivisao € das Proteobacteria,
ordem Campylobacterales, familia Helicobacteraceae, constituida por mais de 20 espécies

reconhecidas e por varias outras que aguardam reconhecimento formal (3).

A informacdo de que esta bactéria causa gastrite e Ulcera gastrica é conhecida ha mais
de 100 anos, quando Walery Jaworski a descreveu pela primeira vez. No entanto, a sua
identificacdo precisa s6 ocorreu em 1982, quando Barry Marshall e Robin Warren a isolaram a
partir de biopsias obtidas de pacientes infetados. Inicialmente foi denominada Campilobacter
Pylori, porém, através de caracteristicas genéticas especificas foi classificado como um novo
género e chamado de H. pylori (4).

Diagnosticada através da presenca de enzimas especificas, nomeadamente a oxidase,
catélase e urease, € considerado um importante agente etioldgico para uma ampla gama de
doencas gastricas tais como, Ulceras pépticas e duodenais, cancro gastrico, gastrite atréfica,
dispepsia, adenocarcinoma gastrico e linfoma associado a mucosa (1). O cancro gastrico é a
consequéncia mais grave e a principal razdo para o desenvolvimento de uma vacina uma vez
que é a 3? principal causa de mortes relacionadas ao cancro a nivel mundial, sendo classificado

como carcinogénico de classe 1 pela OMS (5).
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4.2 Epidemiologia

4.2.1 Prevaléncia Mundial

A infecdo por H. pylori continua a ser um dos maiores problemas de salde a nivel
mundial. Estima-se que em 2015, cerca de 4.4 bilhdes de individuos testaram positivo para esta
infecdo. Estudos recentes demonstram uma grande variacdo na prevaléncia da infecdo entre
paises. A regido com maior prevaléncia é a Africa (79.1%), seguida pela América Latina e
Caribe (63.4%), e a Asia (54.7%). No entanto, a prevaléncia € menor na América do Norte
(37.1%) e Oceania (24.4%). O nivel de urbanizacdo, saneamento, acesso a dgua potavel e a
variedade do status socioeconémico € apontado como principal causa para a diferenca da
distribuicdo da doenca (6). Na figura 1 podemos observar a prevaléncia da infecao por H. pylori

nas diferentes regiées do mundo.

Prevalence of
Helicobacter pylori
] Unknown

1 <40%

[ 40 — 49%

Hl 50 - 69%

Hl >70%

South China Sea

The and Gu upe Arabian Sea

Figura 1 — Mapa da prevaléncia global de H. pylori, que pode ser encontrado no seguinte URL:
https://people.ucalgary.ca/~ggkaplan/HP2016.html
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4.2.2 Modo de Infecéo

A acidez, os movimentos peristalticos, a indisponibilidade de nutrientes e a acdo do
sistema imunitario inato e adaptativo dificultam a colonizacdo do estbmago por parte das
bactérias. Porém, a H. pylori tem capacidade elevada de se adaptar a esse ambiente devido a
inimeros mecanismos e fatores que garantem a sua permanéncia, nomeadamente enzimas,

adesinas e a sua morfologia (7).

A morfologia é responsdvel pela mobilidade e penetracdo na mucosa gastrica,
permitindo-lhe alcancar o epitélio gastrico. Durante o seu trajeto até a mucosa, a bactéria gera
duas enzimas, a mucinase e cologenase, que diminuem a viscosidade da mucosa, auxiliando o

seu movimento(8), exemplificado na figura 2(A).

Para neutralizar o ambiente acido, a bactéria produz a urease, uma enzima que catalisa
a hidrolise de ureia em didxido de carbono e amonia, proporcionando um ambiente neutro (7).

Mecanismo esquematizado na figura 2(B).

H. pylori é ainda munida de vérias adesinas na sua superficie que facilitam a adeséao
desta ao epitélio gastrico, promovendo a sua resisténcia perante os movimentos peristalticos e
induzindo falhas no tecido epitelial, levando ao desblogqueio de nutrientes por parte das células
danificadas, para uso da bactéria (7,9).

Lumen
. ~
Mucosa by y A H
Aastrica .
- . Loy, by Urela CO;
g b T, ‘ + +
e A N H.O NH, 5 Neutraliza
- .b j - = \ 4 O Mcido
-CM. e A Gt T o ' UREASE odeirioo
as -
epitdiais R :
| !
A B

Figura 2 - Mecanismo de coloniza¢do da H. pylori na mucosa gastrica evidenciando a relevancia da urease; A)
Percurso executado pela H. pylori desde o limen do estdmago até a sua aderéncia as células epiteliais na mucosa
gastrica; B) A H. pylori expressa a proteina urease que catalisa a neutralizacéo do acido gastrico (H+), através
a hidrélise da ureia em CO2 e NH3, permitindo assim a sobrevivéncia da bactéria. Adaptado de (9)
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4.3 Vias de Transmissao

A via de transmissdo desta bactéria ainda ndo se encontra totalmente clarificada. O Unico
reservatorio conhecido é o estbmago humano e, como a H. pylori aparenta ter uma estreita gama
de hospedeiros, considera-se que as novas infegdes sucedem como consequéncia da transmissédo
direta de homem para homem ou contaminacdo ambiental. A transmissdo entre pessoas pode

ser subdividida em dois modos principais: vertical e horizontal (10).

O modo vertical é caracterizado pela propagacdo do ascendente para o descendente na
mesma familia, a0 passo que a transmissdo no modo horizontal envolve contacto com

individuos fora da familia ou contaminacdo ambiental (10).

Alguns estudos destacam a relacdo entre a infecdo e a exposicao familiar, nos quais a
maioria apoia o conceito de agrupamento intrafamiliar da infecao por H. pylori, sugerindo que
a transmissdo entre pessoas da mesma familia, ocorre possivelmente por contactos interpessoais
intimos, partilha de uma predisposicao genética a infecdo, exposicdo a uma fonte de contagio

comum e por partilharem um mesmo status socioeconémico (11).

A transmissao entre pessoas pode ocorrer por trés vias distintas: via gastro oral, oral-
oral e fecal-oral. Contudo ndo foi ainda identificado nenhum mecanismo predominante de

transmissdo (10).

4.3.1 Transmissao Gastro Oral

O principal veiculo de transmissdo nesta via seria, provavelmente, o suco gastrico,
principalmente como resultado do vomito na infancia, uma vez que H. pylori é contraido no
inicio da vida. Alguns estudos relataram a percentagem da bactéria presente no suco gastrico
de pacientes sintomaticos. H. pylori aparenta sobreviver fora do corpo humano, no suco gastrico
sem tampéo e geralmente presente no vomito em grandes quantidades. Estes resultados apoiam
a transmissdo gastro oral, principalmente durante a infancia, associada a mas condicfes de
higiene (12).

16



4.3.2 Transmissao Oral — Oral

A saliva é outra possivel fonte de transmissdo de H. pylori, visto que o microbioma

gastrico pode alcancar e colonizar a boca apds regurgitacdo ou vomito (13).

H. pylori foi cultivado diretamente da saliva, e 0 seu DNA tem sido frequentemente
amplificado a partir da saliva, biofilme subgengival e placa dentaria. Com base nestas
descri¢des, a boca pode ser considerada um reservatorio desta bactéria. A transmissdo oral-oral
envolve principalmente a transmissdo mde-filho. As secrecOes orais da mée podem estar

contaminadas e, como consequéncia contaminar diretamente o bebé (13).

Estes dados sugerem que, embora a saliva possa funcionar como veiculo de propagagéo,
a transmisséo oral-oral ndo é a principal modalidade de contagio de H. pylori, pelo menos em
adultos (14).

4.3.3 Transmissao Fecal — Oral

O DNA da H. pylori tem sido frequentemente detetado em fezes humanas. Contudo, as
tentativas de cultivar esta bactéria a partir das fezes tiveram um sucesso insuficiente, uma vez

que esta persiste maioritariamente no local na forma néo cultivavel (15).

4.3.4 Transmissdo por Agua

A forma precisa pela qual H. pylori obtém acesso ao estbmago humano permanece
desconhecida. Quando as condigdes higiénicas sdo inadequadas, a contaminacdo doméstica da

agua potavel ndo pode ser descartada (16).

Alguns autores acreditam que a agua desempenha um papel crucial como reservatorio

humano, assim como meio de transmisséo fecal-oral da infegéo (16).

Conseguiram demonstrar que criangcas morando em casas com abastecimento de dgua
externa, ou que consomem verduras cruas, geralmente irrigadas com dgua de esgoto néo tratada,

apresentam maior prevaléncia da infecéo (16).
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A associacdo de soros contendo anticorpos contra H. pylori, juntamente com soros
contendo anticorpos contra outros dois agentes patogénicos aquaticos (virus da Hepatite A) e
Giardia, sugerem que a infecdo pode ser transmitida pela dgua ou relacionada com mas

condicdes higiénicas (17).

4.3.5 Transmissédo por alimentos

Tal como acontece com a &gua, os produtos alimenticios também podem ser
contaminados ao serem manuseados em mas condicdes de higiene. Diversos estudos falam do
papel dos alimentos na transmissao da H. pylori. Os alimentos analisados foram principalmente
o leite, a carne e 0s vegetais. Entre estes, os produtos lacteos sdo os mais estudados,
provavelmente devido ao fato da infecéo ser adquirida principalmente na infancia, sendo o leite

o principal alimento consumido durante esse periodo (18).

4.4 Métodos de Diagnostico da Infecdo por H. pylori

Existem inUmeras técnicas possiveis para identificar o surgimento da infecdo pela H.

pylori, sendo essas descritas como invasivos ou ndo invasivos, segundo a sua metodologia.

4.4.1 Meétodos Invasivos

A sua metodologia consiste na recolha de bidpsias da mucosa gastrica, recorrendo a
uma endoscopia gastrica (19). Os métodos mais usados sao: a cultura, a histologia, o teste rapido

da urease (RUT) e os de biologia molecular.

No método cultura, a bactéria é isolada do tecido infetado e da respetiva cultura em
laboratdrio. Contudo, pelo fato de apresentar uma técnica laboratorial bastante exigente, ndo é

0 método mais utilizado.
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A histologia consiste no estudo direto de uma bidpsia, sendo por isso um dos métodos
mais usados. Com base nos resultados, torna-se possivel reconhecer a morfologia da H. pylori,

além de avaliar as manifestaces clinicas na infecéo (20).

O RUT implica uma andlise pouco dispendiosa e com rapidos resultados. Esta analise
tem por base a atividade urease da H. pylori, que produz amonia através da decomposicao da

ureia, provocando um aumento do pH, sendo detetado pelo indicador fenol vermelho (20).

Os métodos moleculares sdo aplicados tanto para o diagnostico da infecdo como na
analise da diversidade, detecdo de fatores de viruléncia, averiguacdo da persisténcia e analise
dos padr@es de resisténcia da H. pylori a antibidticos. Dentre eles, os mais usados sdo o0 PCR
(polymerase chain reaction), PCR em tempo real e o FISH (fluorescente in situ hybridization)
(21,22). Embora os métodos moleculares sejam caraterizados como invasivos, existe
atualmente um teste ndo invasivo com base em técnicas biomoleculares como, por exemplo, o
PCR em tempo real a fezes, que possibilita a detecdo da bactéria, assim como testar a

suscetibilidade desta a claritromicina (22).

4.4.2 Métodos Nao Invasivos

Sdo exemplos de métodos ndo invasivos o teste de sopro da urease (UBT), os testes

serologicos e os testes de antigénios fecais.

O UBT consiste na converséo da ureia em amoénia e CO: tal como o RUT. Todavia, ndo
ha necessidade de recolher uma bidpsia neste teste. O procedimento consiste na ingestdo de um
liqguido com ureia marcada com 13C e 14C. Em seguida recolhem-se amostras de sopro do
paciente para serem analisadas. A detecdo do CO- isotdpico corresponde a presenca da bactéria

na amostra (9).

A técnica de sorologia baseia-se na pesquisa de anticorpos especificos da infe¢do. Esta
pesquisa € feita recorrendo ao método ELISA e a um conjunto de antigénio. A imunoglobulina
G é um dos tipos de anticorpos detetados habitualmente (21,23). Contudo, foram surgindo
novos testes baseados na detegdo de novos anticorpos, como por exemplo, proteina CagA,
VacA e a subunidade B da urease (UreB) (24).

Os testes de antigénios fecais séo realizados com o auxilio de um ELISA as fezes,

usando anticorpos policlonais (pAb) para detetar os antigénios (21).
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4.5 Linhas de Tratamento

Existem varios regimes de tratamento propostos para a infe¢do de H. pylori. Porém, o
tratamento padrdo usado como primeira linha assenta na combinagdo de um inibidor de bomba
de protdes (IBP) com dois antibioticos, geralmente a amoxicilina e a claritromicina, por um
periodo de 14 dias, como estd descrito na tabela 1. Existem pacientes alérgicos a penicilina.
Nestes casos, recomenda-se a substituicdo da amoxicilina pelo metronidazol. O mesmo
acontece nos casos de resisténcia a claritromicina, sendo esta igualmente substituida pelo

metronidazol (23).

Contudo, a terapéutica de primeira linha pode fracassar em 20% dos tratamentos,
sobretudo devido a resisténcia a antibiéticos. O uso excessivo de antibidticos como o método
padrdo causa um aumento da resisténcia dos micro-organismos face aos antibioticos,

provocando um declinio na eficacia destes (23).

Quando isso acontece, é imprescindivel que o paciente seja sujeito a outro tipo de
tratamento, alterando ao menos um dos antibidticos, visto que existe uma probabilidade
acrescida de a estripe ter ganho resisténcia aos antibidticos usados na terapéutica de primeira
linha. Como terapéutica de segunda linha é recomendado a terapia quadrupla contendo bismuto,

terapia sequencial ou terapia tripla contendo levofloxina (23).

Caso ocorra a falha da segunda linha terapéutica, ha necessidade de se realizar um teste
a fim de se avaliar a atividade antimicrobial da estirpe, comparativamente aos diferentes
antibioticos utilizados. Com a aplicacdo de duas terapéuticas constituidas com elevadas doses
de antibioticos, observa-se um desenvolvimento de uma grande resisténcia aos antibioticos por
parte das estirpes, diminuindo assim a probabilidade de sucesso de erradicacdo. Apds a
aplicacdo deste teste, torna-se mais viavel a escolha da terapéutica adequada para cada caso,

permitindo aumentar a taxa de eficacia da mesma (23).
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Tabela 1 — Regime de primeira linha no tratamento da infec&o por H. pylori (ACG guideline). Adaptado de (25)

Regimen

Duration Eradication rates Comments

Standard dose PP,
clarithromycin 500 mg b.i.d.,
amoxicillin 1 g b.i.d.

Standard dose PP,
clarithromycin 500 mg b.i.d.,
metronidazole 500 mg b.i.d.

Bismuth subsalicylate 525 mg q.i.d.,
metroidazole 250 mg g.i.d.,
tetracycline 500 mg g.i.d.,
ranitidine 150 mg b.i.d. or
standard dose PPl b.i.d.

PPI+ amoxicillin 1 g b.i.d.
followed by:

PPI, clarithromycin 500 mg,
tinadazole 500 mg b.i.d.

10 - 14 days 70-85% Consider in non—penicillin-allergic,

macrolide-na ve patients

10— 14 days 70-85% Consider in penicillin-allergic patients

who are macrolide-na ve or unable to tolerate
bismuth quadruple therapy

10 - 14 days 75-90% Consider in penicillin-allergic patients

5 days >90% Requires validation in North America
5 days

4.5.1 Vantagens e Desvantagens das Linhas de Tratamento Usadas Atualmente

A terapéutica descrita acima tem-se provado extremamente eficaz na erradicacdo da H.

pylori. Porém apresenta alguns inconvenientes tais como a insuficiéncia terapéutica devido ao

aparecimento de resisténcia bacteriana, pouca adesdo por parte do paciente que pode ser

provocado em parte pelos efeitos adversos desta terapia, custo elevado do tratamento, insucesso

em prevenir a reinfe¢do. Assim sendo, surgiu a necessidade de desenvolver vacinas de modo a

ultrapassar essas barreiras (25). A tabela 2 lista alguns dos principais efeitos adversos

associados a terapéutica.

PPI

Amoxicillin
Clarithromycin

Metronidazole

Tetracycline

Bismuth

Headache and diarrhoea

Gastrointestinal (Gl) upset, headache
and diarrhoea

Gl upset, diarrhoea, altered taste and
(rarely) QT prolongation

Metallic taste, dyspepsia, disulfiram-like
reaction with alcohol consumption,
peripheral neuropathy and seizures

Gl upset, photosensitivity, tooth discoloration
if aged < 8 years

Darkening of the tongue and stool, nausea
and Gl upset

Tabela 2 — Efeitos adversos comuns da terapia de erradicacdo de H. pylori. Adaptado de (25)
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Os antibidticos apenas sdo administrados em pacientes sintomaticos. E isto pode ser
visto como um problema, uma vez que os individuos assintomaticos também estdo em risco de
desenvolver sintomas simples a graves doencas digestivas, incluindo o cancro. Este facto
traduz-se num dos maiores problemas no manejo da infecdo por H. pylori. Tendo como base 0s
resultados obtidos em todas as linhas de tratamento, cada uma exigira um conjunto de
consideragdes bem cuidadas para aumentar a eficacia em varias populacdes a nivel mundial.
Posto isto, deparamo-nos com dois principais problemas: em primeiro lugar, o design e
aplicacdo continua de novos antibioticos, provavelmente, ird progredir lentamente, e em
segundo lugar, com tais taxas de resisténcia, a eficacia da maioria das linhas de tratamento séo
muito baixas (26).

Em suma, o principal problema relativamente ao tratamento com antibidticos consiste
no facto de ndo conseguirmos garantir protecdo contra a reinfe¢cdo, mesmo tendo um regime de
tratamento com maior sucesso. A realidade é que antibioticos sdo bastante Gteis, mas ndo sdo

os melhores possiveis na intervencéo contra a infecdo (26).
4.6 Probioticos

Os probidticos sdo definidos pela OMS como sendo bactérias vivas que permitem a
sobrevivéncia na mucosa gastrica e alterar a composi¢cdo microbiota, provocando efeitos
benéficos se administrados de forma adequada (26).

Foram publicados alguns estudos que sugerem que a diarreia associada ao uso de
antibidtico no tratamento contra H. pylori, pode ser aliviada com a administracdo de
probidticos. Como consequéncia, as iniciativas médicas para pesquisas sobre probidticos

sofreram um aumento exponencial nos Ultimos anos (26).

De facto, a recomendacdo do uso de probidticos como microbios pro-fermentagédo
provou ter alguns beneficios, tais como, a estimulacdo da producdo de mucina que se traduz
numa resposta imune mais eficaz, a inducdo do &cido de secrecdo que reduz significativamente
a densidade de H. pylori no estbmago, protecdo ao competir com outros micro-organismos
pelos recetores humanos, modulacdo da resposta imune que comporta uma maior protecao

contra agentes invasores, entre outros (26).

Recentemente, os probidticos tém-se mostrado bastante Uteis como adjuvantes. Os
lactobacilos tém demonstrado um melhor desempenho no aumento da eficacia da terapéutica

contra H. pylori. Partindo destes resultados, alguns estudos in vitro ja mostram efeitos benéficos
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da administracdo de lactobacilos em individuos infetados com H. pylori. Porém, ainda sdo

necessarios varios estudos para termos informagdes mais detalhadas sobre este assunto (26).

Apesar dos progressos, muitas questdes permanecem sem resposta. E com base nas
incertezas e nalguns resultados divulgados até a data, 0 uso dos probidticos atualmente sé pode
ser empregue para aumentar a eficicia da terapéutica com antibidticos. Contudo, podemos
admitir que humanos e probidticos estdo em estagios iniciais de uma grande cooperacdo para

erradicar H. pylori (26).

5.  Vacinas contra H. Pylori

As vacinas sao uma das grandes conquistas de salde publica, com enorme sucesso na
erradicacdo e diminuicdo da incidéncia de varias doencas, tais como a poliomielite, sarampo e

variola.

A vacinagdo tem como objetivo introduzir uma resposta imune protetora face ao agente

patogénico alvo, sem o risco de adquirir a doencas e suas potenciais complicacdes (27).

As vacinas atuam promovendo uma resposta imune inata, que por sua vez ativa uma
resposta imune adaptativa. A imunidade inata consiste na primeira linha de defesa contra
agentes patogénicos. E estabelecida num curto periodo, sendo inespecifico e isento de memoéria
(28). Por outro lado, a imunidade adaptativa, proporciona uma segunda linha de defesa,
caraterizada por um conjunto diverso de linfocitos e anticorpos capazes de reconhecer e
eliminar os agentes patogénicos. Cada vacina compde-se de antigénios especificos, capazes de
induzirem a imunidade mediada por células, ativando os linfécitos T e estimularem a producéo
de anticorpos especificos, através dos linfocitos B. Apds a eliminacao dos agentes patogénicos,
0 sistema imunitario adaptativo estabelece uma memdria imunoldgica, caraterizada pela
persisténcia de anticorpos de células de memoria, podendo ser reativado rapidamente ap6s uma
exposicao subsequente ao mesmo patogénico. Esta base de protecéo a longo prazo consiste no

objetivo da vacinacdo (29).

Tendo em conta as limitacGes causadas pela terapéutica com antibidticos, torna-se

crucial o desenvolvimento de uma vacina terapéutica e profilatica. Prevé-se que uma vacina
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profilatica, com uma eficécia limitada de 55%, produza uma elevada rentabilidade uma vez que

preveniria o desenvolvimento de diferentes doencas a longo prazo (30).

As vacinas podem ser classificadas como atenuadas, inativas, de subunidades, toxoides,
baseadas em &cidos nucleicos e de vetores recombinantes, como é possivel observar na figura
3 (27).

5.1 Tipos de Vacina

5.1.1 Vacinas Atenuantes

Vacinas atenuantes sdo compostas por agentes patogénicos que foram enfraquecidos,
alterados ou selecionados para ndo causarem doencas graves em individuos com o sistema
imunitario saudavel. Geralmente sdo produzidas a partir de virus visto que estes possuem menos
genes e a atenuacdo pode ser obtida e controlada de uma forma mais fidvel. Elas originam uma
infecdo muito limitada, desenvolvendo respostas imunes semelhantes as induzidas pela infe¢do
natural, uma vez que possuem 0s mesmos antigénios que o agente patogénico original. Porém,
individuos imuno comprometidos correm o risco de sofrer uma replicacdo patogénica nédo
regulamentada, podendo levar a infegcdes severas ou morte. Deste modo, vacinas atenuadas
muitas vezes sdo contraindicadas nestes pacientes. Podem ainda infetar o feto resultando numa

doenca congénita, sendo por isso, igualmente contraindicado durante a gravidez (31,32).

5.1.2 Vacinas Inativas

Baseiam-se em agentes patogénicos inativados por calor, radiagdo ou produtos
quimicos. A inativagdo destroi a capacidade de replicar e provocar doenga do agente
patogénico, porém, mantem a sua imunogenicidade a fim de ser reconhecido pelo sistema

imunoldgico (27).
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5.1.3 Vacinas de Subunidades

Sdo compostas por fragmentos selecionados do patogénico usados como antigénios.
Estes fragmentos podem ser proteinas, polissacéaridos, ou partes do agente infecioso.
Geralmente causam menos reagc0es adversas que as vacinas atenuadas ou inativas, mas sao
menos imunogenicas pois contém menos antigénios e o processo de purificacdo muitas vezes

elimina componentes que desencadeiam a imunidade inata (27).

5.1.4 Vacinas de Vetores Recombinantes

Produzidas a partir de virus infeciosos ndo patogénicos que expressam genes da proteina
antigénica de um agente patogénico, combinam vantagens das vacinas atenuadas e de
subunidades. No entanto, o seu uso pode ser limitado devido a pré-exposi¢do aos virus usados
como vetores, originando uma elevada prevaléncia de anticorpos neutralizantes pré-existentes
contra estes vetores em humanos, causando uma depuragdo precoce da vacina e reducdo da

imunogenicidade da mesma (33).

5.1.5 Vacinas Baseadas em Acidos Nucleicos

Funcionam através da insercdo do RNA ou do DNA que codificam proteinas antigénicas
nas células, originando a apresentacéo destes antigénios ao sistema imunitario, desencadeando

uma resposta imune (27).

5.1.6 Vacinas Toxoides

Algumas bactérias podem provocar doencas atraves da libertacdo de toxinas
patogénicas. Vacinas contra estas doencas sdo produzidas pela desintoxicacdo da toxina
utilizando calor, produtos quimicos ou ambos. Os toxoides ndo sdo patogénicos, porém mantém

a capacidade de induzir anticorpos neutralizantes de toxinas, fornecendo protegéo (27).
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Como podemos observar nos paragrafos anteriores e na figura 3, existem varias
classificagBes associadas as vacinas. Contudo, os tipos de vacinas mais usadas no estudo da
erradicacdo da infecdo por H. pylori sdo as vacinas recombinantes (34), as vacinas de células
inteiras (35), e as vacinas baseadas em acidos nucleicos, como €é o caso das vacinas baseadas
em etitopos (36), vacinas encapsuladas (37), vacinas carregadas com células bacterianas
inativas (2), vacinas de codéo (25), entre outras.

POLYSACCHARIDE AND
CONJUGATED POLYSACCHARIDE

Conjugated protein
(e.9. toxold, CRM.,,,. protein D)

Polysaccharide-
conjugate vaccine
(e.g. pneumococcal
Polysaccharide conjugate vaccines) \
vaccine /
/ Infectious "\
5&:;’; / pathogen N\
Toxic groups Tecell
/
response ’/ %ﬁ‘ r ‘x\
/ v&
/  Treatwith heat — Sae \
Antigenic /' or chemicals so that \
determinants / s inactivated but  eg/inactivated
A still immunogenic accin \
( t \
TOXOID ANTIGEN wegpetusss \  WHOLE PATHOGEN
. Inactivation ¢ — -
Infectious -> 0 [A)
N‘:ﬂ:g‘m pathogen 0:0 3 x‘vgﬁgls“ﬁempmm
) 8g-> (5] \ O The process is repeated
0: - \ several times.
Antigenic determinants > e | © .toproducea
induce antibody production Live attenuated vaccine g3, © | less virulent strain
(e.g. tetanus vaccines) (e.g. varicella vaccines) @ |
Surface antigen Bovine virus
(vector)
Sequence gene
v =
Insert gene Into
SPLIT AND et slochiecd o 8
SUBUNIT VACCINES (eg.yeasy %) 2
—_——0C

Protein
Purification of subunit vaccine

(natural or recombinant proleins) (;;i::;mn:“
(e.g. acellular pertussis vaccines) sortal
’ E2 Wy rotavirus vaccines)

oS¢ O 00 :
“ -

4 Pe0ve

Antigen may be produced
by recombination
or purification

© Purification of recombinant
antigen (natural assembly
heres)

(virus-like particles;
e.g. hepatitis B vaccines)

@ Purification of spiit vaccine
(e.g. influenza vaccines)

Nucleic acid-based vaccines

Structural vaccinology

(8) REASSORTANT LIVE
[ S —

Human/bovine

Human
pathogenic
virus

POTENTIAL FUTURE CONCEPTS

Figura 3 — Diferentes tipos de vacina. As vacinas podem ser produzidas utilizando diferentes processos.
Adaptado de (26)

5.2 Vias de Administracdo

Ao longo dos anos, tém sido desenvolvidas vias de administragdes diferentes, com o
intuito de tirar o maior proveito da farmacocinética da vacina. As vias de administracdo mais

comuns sdo: Via Oral e Via Intramuscular:
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5.2.1 Via Oral

A administracdo por via oral é a preferida dos pacientes, uma vez que é a mais
conveniente, econdémica e facil de administrar, permite a automedicacdo, evitando o
deslocamento dos pacientes e aumentando, assim, a adesdo a terapéutica. S&o capazes de
estimular o MALT (tecido linfoide associado a mucosa), localizado no trato digestivo e o GALT
(tecido linfoide associado ao intestino), ambos relevantes na inducdo de uma resposta da
mucosa eficaz contra os agentes infeciosos. A vacina pode ser administrada em muitas formas
farmacéuticas diferentes, tais como, liquidos, capsulas, comprimidos entre outros. Contudo, as
vacinas orais possuem alguns obstaculos. Para promover uma resposta imune robusta, 0s
antigénios necessitam ultrapassar um conjunto de barreiras fisico-quimicas e biologicas no trato
gastrointestinal. Entre elas, destaca-se a barreira bioldgica do intestino e as suas camadas
secretoras de muco, cuja funcdo consiste em digerir 0s nutrientes, para a absorcao e proteger o
organismo contra a invasdo de ameacas patogénicas. Um outro grande obstaculo no
desenvolvimento dessas vacinas deve-se ao facto de ser necessaria uma dose superior de
antigénio para desencadear uma resposta imunoldgica adequada, comparativamente as vacinas

administradas pela via parenteral (38,39).

5.2.2 Via Intramuscular

E a via mais usada atualmente. As vacinas administradas pela via intramuscular néo
estdo sujeitas ao efeito de primeira passagem, nem tdo pouco necessitam de doses elevadas de
antigénios para desencadearem uma resposta adequada. Todavia apresentam algumas
desvantagens, como por exemplo a dor, drenagem ou sangramento no local da injecéo, o edema
e a eritema. Também sdo suscetiveis de provocar fortes dores de cabeca, hipertenséo,
gastroenterite e broncoespasmo. E uma via invasiva, e que requer mao de obra qualificada.

Podem desencadear no paciente reac@es alérgicas e ansiedade (38).
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6. Selecdo de Antigénios para Vacina contra H. Pylori

Na elaboracéo de uma vacina que ndo possui na sua constituicdo o agente patogénico, é
indispensavel a selecdo dos antigénios com a capacidade de garantir a eficacia da vacina,

tornando-se assim num passo crucial para assegurar a efetividade da mesma (9).

De acordo com alguns estudos, a selecéo deve basear-se nos seguintes critérios: exibidos
a superficie, abundantes, preservado entre as diferentes estirpes e ser um importante fator de
viruléncia (moléculas produzidas por patogénicos que contribuem para coloniza¢do) na origem
da infecdo, obviar a utilizacdo de antigénios homologos a antigénios do hospedeiro, pois, tais
opcdes poderdo provocar uma resposta auto-imune (9,40).

Nos ultimos anos, inimeras vacinas tém sido testadas em modelos animais, sendo 0s
antigénios mais comuns a UreB, a VacA e a CagA, caracterizados na tabela 3 (41),
frequentemente associados a viruléncia das estirpes (42,43).

6.1 VacA

A citotoxina VacA representa uma patogenicidade importante com interacdes

extremamente complexas, entre H. Pylori e as células epiteliais da mucosa gastrica.

Constituida por uma proteina multifuncional com cerca de 860 residuo de aminoacidos
(aa), exibe um conjunto de caracteristicas estruturais e funcionais diferentes das toxinas

bacterianas conhecidas atualmente (44).

Esta presente em todas as estirpes de H. pylori, porém, apenas é expressa em 50-60%
das estirpes. Codifica uma pro-toxina de 140kDa com 1287 residuos de aminoacidos (aa) sendo
proteoliticamente processado, produzindo a toxina ativa de 90 kDa com 821 residuos (figura
4). Este gene apresenta na sua estrutura duas regides variaveis, a regido sinal (s) e a regido
média (m). Os alelos presentes na regido s podem ser do tipo s1 ou s2, de igual forma, na regido
m podemos encontrar os tipos m1 e m2. A viruléncia do gene VacA é conferida pela juncédo
dos tipos s/m, sendo a combinagédo s1/m1 considerada a mais virulenta uma vez que incita um

maior dano nas células epiteliais devido a uma maior expresséo do gene (45).
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A toxina do gene VacA pode interagir com uma variedade de células de mamiferos,
exercendo multiplas atividades celulares, nomeadamente a formagdo em massa de vacuolos
citoplasmaticos nas células epiteliais, inducdo de canais membranares, apoptose celular através
da interacdo com a membrana mitocondrial, a inflamacédo e a modulagéo do Sl por interferéncia

com as vias de transducdo de sinais envolvidas na regulacdo da proliferagdo de células T (46).

A VacA protoxin (~140 kba)
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Figura 4 — Estrutura do gene VacA. (A); Regido de Sequéncia de Sinal (B); Estrutura do N-terminal (C)

Cag A

A Cag-PAIl ¢é formada por um conjunto de aproximadamente 32 genes, estando
fortemente ligada ao aparecimento de cancro gastrico e Ulcera pancreatica.

Dentre estes, 18 apresentam componentes do sistema de secre¢do do tipo IV (TFSS),

que possibilita a penetracdo da proteina CagA, de peptidoglicanos e outros fatores bacterianos,
no citosol das células epiteliais gastricas (9).

O CagA é considerado por muitos autores, uma proteina intensamente imunogénica,

uma vez que € 0 gene que mais se destaca pela sua viruléncia no conjunto que forma a Cag-PAl
(47).

Recorrendo ao sistema de secrecao, a proteina CagA € introduzida nas células por meio

de canais membranares criados pelo TFSS. Posteriormente a proteina é fosforilada na tirosina
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pela acdo das células quinases do hospedeiro, tornando-se ativa. Em seguida, esta interage com
as moléculas de sinalizacdo das células, provocando uma anormal proliferagdo celular
(associado ao processo de carcinogénese), secrecdo da IL-8 e alteracbes morfologicas,

nomeadamente a disrupcdo das juncdes celulares e rearranjo do citoesqueleto (9,48).

O TFSS é composto por um conjunto de proteinas supramoleculares que serve como
um canal de translocacéo de substrato abrangendo as membranas interna e externa de bactérias

gram-negativas, com estrutura semelhante a agulhas, facilitando o transporte do CagA (48).

6.2 Urease

No processo de colonizacdo do estdbmago por parte da H. pylori, um fator critico é a
resisténcia as condicOes extremas do acido gastrico do estdmago. Para combater o pH &cido, H.
pylori produz a urease que vai converter a ureia em amoniaco e dioxido de carbono, que
neutralizam o acido do estomago. A urease tem sido caracterizada como a proteina mais
expressa na H. pylori. Esta proteina localiza-se tanto no citoplasma como na superficie das

células da H. pylori, sendo constituida por duas subunidades estruturais, UreA e UreB (49).

No que respeita a imunogenicidade da Urease, existe uma grande controvérsia no meio
cientifico uma vez que alguns autores defendem que apenas a UreB é imunogénica enquanto
outros consideram que sdo ambas. Entretanto, esta proteina podera ser uma grande candidata
para o desenvolvimento de uma vacina, usando somente epitopos desta, desencadeando assim

anticorpos especificos inibidores da atividade enzimética da urease (50,51).

Tabela 3 — Antigénios mais promissores para uma vacina contra H. pylori. Adaptado de (44)

Stap Antigen Feature Relevant reference
1. Adhering and Urease B - UreB Neutralizes the acidic pH. Wangetal, 2010
colonizing Heat shock protein - HspA In nickel sequestration and as a specialized nickel donor protein for ~ Schauer et al, 2010
(ITease.
H. pylori adhesin A - HpaA Adherence to gastric surface acceptors, Nystrom and Svennerholm,
2007
2. Evading and Neutrophol-activating protein A~ Promotes mucosal inflammation, cell activator, evades immune Amedei et al, 2006,
attenuating NapA [eSPONSe.
3. Invading and damaging  Cytotoxin-associated antigen - CagA  Injects toxins, promotes inflammation, ulcers and carcinogenesis, Stein et al, 2013
Vacuolating cytotoxin - VacA Toxic vacuoles that frm pores in cells, pramates apaptosis, Junaid et al, 2016
y-olutamyl transpeptidase - GCT ~ Induces apoptosis and cell cycle arrest., Zhang et al, 2015,
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6.3 Adjuvantes

Proveniente do latim, a palavra adjuvante deriva de adjuvare, cujo significado é

“ajudar” ou “auxiliar” (52).

Descritos pela primeira vez por Ramon como sendo substancias que potencializam a
resposta imune a um antigéenio, sdo, hoje em dia, definidos como substancias capazes de
aumentar a resposta imune especifica e auxiliar o antigénio a desencadear uma resposta imune

precoce, elevada e duradoura (52).

Ultimamente o interesse a volta dos adjuvantes tem tido um enorme crescimento,
causado pelo desenvolvimento de vacinas sintéticas e purificadas, baseadas no uso de
antigénios, uma vez que estes sdo imunologicamente fracos, necessitando por isso da presenca

dos adjuvantes para desencadear uma resposta imunoldgica mais potente (52).

Caracterizados por possuir uma grande variedade de mecanismos de acéo, os adjuvantes
devem ser selecionados de acordo com a via de administracdo e na imunidade necessaria a cada
tipo de vacina em particular. A escolha de um determinado adjuvante deve ter como base o
balanco entre os niveis de efeitos adversos possiveis e a capacidade de potencializar uma forte
resposta imunoldgica (52).

O uso dos adjuvantes huma vacina humana pode ser acompanhado de um leque variado
de objetivos, tais como, aumentar a imunogenicidade, reduzir a quantidade necessaria de
antigénio, agilizar a resposta imune, reduzir o nimero de imunizagfes necessarias, aumentar a

duracdo da protecdo, ou ainda, otimizar a eficacia da imunizacdo em neonatos e idosos (52).

No ambito das vacinas contra H. pylori, os principais adjuvantes usados, tanto para
imunizacGes terapéuticas, como para profilatica, tm sido a toxina da célera (CT) e a

enterotoxina termolabil (LT) da E. coli, bem como alguns outros derivados dessas toxinas (53).

Embora as toxinas CT e LT sejam extremamente potentes como adjuvantes, nenhuma
das duas pode ser usada, devido a sua elevada toxicidade. Tendo em conta esta limitagcdo, muitos
esforgos foram empreendidos na tentativa de contruir mutantes de CT e LT, modificando o sitio

ativo da subunidade A da toxina (53).

Recentemente foram testadas outras abordagens para melhorar a imunogenicidade dos
antigénios candidatos a vacina. Dentro destes, podemos destacar o DNA bacteriano ou

oligodesoxinucleoticos (ODN) contento CpG, com regides com capacidade para ativar
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macrofagos, células dendriticas e células B, regulando assim as moléculas MHC | e Il de forma

positiva.

Os CpG séo descritos como oligonucle6tidos sintéticos, formados por citosina e guanina
sem o grupo metilo, com a funcdo de estimular o sistema imunitario. Tem como vantagem o

namero reduzido de efeitos adversos em comparacdo a CT ea LT (54).

Foi possivel demonstrar, atraves de alguns estudos, que a administracdo de CpG pode
estimular a produgdo de citocinas na mucosa gastrica, bem como reduzir a colonizagéo

bacteriana em murganhos infetados com H. pylori, mesmo na auséncia de antigénios (53).

7.  Modelos Animais

A necessidade do uso de modelos de animais no estudo de tratamentos contra H.
pylori ficou clara imediatamente apds a associacdo desta a doencas gastricas graves. A
maioria dos conhecimentos adquiridos até a data relativamente a infecdo, deriva dos estudos

efetuados em individuos com infec&o cronica (55).

Modelos animais reproduzindo os diferentes aspetos patoldgicos e da resposta imune
induzida por H. pylori seriam extremamente Uteis na percecdo das interagdes cinéticas entre a
bactéria e o0 hospedeiro. Além disso, os modelos animais sdo bastante importantes na busca de
terapias antimicrobianas, na analise de fatores de potenciais viruléncia in vivo, na dissecdo das
respostas imunes durante a infecdo ou apos o individuo ter sido imunizado, e no fornecimento
de informacdes para o desenvolvimento de novas terapéuticas contra H. pylori, nomeadamente

as vacinas (55).

Até agora, ndo foi encontrado nenhum modelo animal ideal, que reproduz todos os
diferentes aspetos de infecdo e doenca presentes nos humanos. Isto da-se também por néo

sabermos todos os aspetos cinéticos da infecdo que ocorrem nos humanos (55).

Contudo, os modelos animais representam uma ferramenta necessaria para selecionar

potenciais candidatos a vacinas (55).

Nos proximos paragrafos vao estar resumidas as caracteristicas principais dos modelos

animais mais comumente utilizados nos estudos de desenvolvimento de vacinas contra H.

pylori.
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7.1 Ratos e outros roedores

A primeira colonizagdo com sucesso do estbmago de murganhos foi relatada em 1990
por A. Lee. O uso deste modelo passou a ser bastante popular e varios estudos foram feitos a
partir deste. Este modelo reproduz varios aspetos da infecdo humana, e foi usado para investigar
varios aspetos das interacGes entre o hospedeiro e as bactérias, bem como a possibilidade de

selecionar potenciais candidatos a vacinas (55).

7.2 Porcos Gnotobidticos

Este modelo foi utilizado para a primeira demonstracao, in vivo, da urease como fator
de violéncia. Alguns estudos também recorreram a estes animais para mostrar a possibilidade
de ocorrem infegdes mistas com os tipos | e 1l das cepas de H. pylori. Contudo, este modelo
enfrenta algumas limitagdes tanto no nivel patoldgico, uma vez que as lesBes patoldgicas se
diferem das dos humanos, como na logistica complexa necessaria a abrigar e seguir estes

animais (55).

7.3 Primatas

O H. pylori também é descrito como sendo capaz de infetar, espontaneamente, alguns
primatas, para além dos humanos. Alguns estudos apontam que dentro de varias colonias, 60%
dos macacos rhesus foram infetados com apenas 2 anos de idade, e 90% na idade de 11 anos

ou mais, com alteracBes patoldgicas muito semelhantes as observadas em humanos (55).

Apesar das grandes semelhancas destes primatas aos humanos, o custo destes e as altas

taxas de infecdo espontaneas limitam o uso deste modelo em grande escala (55).

7.4 Caninos e Felinos

A infecdo natural em gatos com H. pylori foi relatada em alguns estudos. Estes animas

desenvolvem uma gastrite linfocitica, mas com poucos neutrofilos infiltrando a mucosa (55).
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Contudo, a infegdo natural de cées ndo foi relatada, embora alguns estudos tenham
relatado a possibilidade de os animais de estimacdo representarem uma fonte de infecdo.
Recentemente foi demonstrado que pode ser estabelecida a infecdo experimental por H. pylori
em cdes Beagle convencionais, usando uma cepa adaptada dos murganhos, o que permitiria
acompanhar os animais sem a necessidade de necropsia, como em caso de animais menores
(55).

Curiosamente, os cdes com infecdo aguda apresentam sintomas clinicos, como vomitos
e diarreia, muito semelhantes aquelas observadas nos poucos casos de infe¢Oes agudas relatadas

em humanos (55).

Potenciais formulas de vacinas estdo agora a serem testados neste modelo para fins

profiléticos e terapéuticos da vacinacédo (55).

Na tabela 4 temos listado um conjunto de comparacdes das vantagens e desvantagens

dos diferentes modelos animais usados nos estudos de desenvolvimento de vacinas contra H.

pylori.
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Tabela 4 - Tabela com as principais vantagens e desvantagens de cada um dos modelos animais
utilizados. Adaptada de (54)

Espécie animal mais proxima
Primatas da espécie humana; .
s . Custos elevados; col a
ndo H. pvlori possibilidade de endoscopia; ustos e_v acos m, or.nza:; ©
. . por estirpes endémicas
humanos fisiologia gastrica semelhante
4 humana
Modelo de colonizagio :
. Presenca apenas de gastrite
semelhante a4 do humano; ..
) ; S cronica; custos elevados;
Porcos H. pviori | fisiologia gastrica semelhante .
. modelo para experiéncias de
4 humana observagio de , )
. periodo reduzido
tlceras
Infecdo natural; fisiologia Modelo de colonizagio varia
¥ H gastrica semelhante 4 humana; para humanos; presenga
mustelae utilidade para estudos com predominantemente de apenas
vacinas gastrite cronica
Cles e H. pvlori e | Fisiologia gastrica semelhante | Custos elevados; colonizacio
satos H._felis a humana por estirpes endémicas
Porquinho .| Homologia com IL-8; gastrite | Uso limitado e conhecimento
e H. pviori . ) ..
da India cronica ativa limitado
) Economico; viavel para o
H pylori, ) L
H. felis e estudo de vacinas e Doses ndio mimetizam a
Murganhos ’ H ’ antimicrobianos; virias patologia humana; infecdo ndo
T estirpes colonizantes natural
heilmannii . .
disponiveis
Gastrite cronica ativa, indugio Falta de reagentes
Gerbils H. pvlori de adenocarcinoma pela imunologices; falta de outras
infecio estirpes colomzantes

8.

Vacinas desenvolvidas contra H. pylori

Ao longo dos anos varios investigadores dedicaram-se ao desenvolvimento de vacinas,
todavia ainda ndo obtiveram muito sucesso.

8.1 Vacinas inativadas de bactérias de células inteiras

Como primeira abordagem, a utilizacdo de células inteiras da bactéria é eficaz para a

prevencdo e para o tratamento. No contexto da prescricdo de vacinas inteiras inativas,
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especialmente sobre bactérias gram-negativas como a H. pylori, a presenca de
lipopolissacarideos (LPS) como um componente bacteriano severamente toxico apresenta-se
eticamente correto. A semelhanca entre epitopos bacterianos LPS e humanos, como epitopos
Lewis presentes nas células sanguineas e nas células epiteliais gastricas, podem provocar um
fendmeno de reacdo cruzada de anticorpos. No entanto, a vacinagdo foi efetuada em ensaios

clinicos fase | e mostrou-se eficaz na protecao nos voluntarios vacinados (4).

8.2 Vacinas enzimaticas catalases recombinantes

Assim como outras bactérias, H. pylori possui enzimas protetoras tais como a catalase
e 0 superoxido dismutase. A enzima superdxido bacteriana converte a molécula tdxica do
hospedeiro, o anido superéxido (Oz) em peroxido de hidrogénio (H20). Posteriormente, a
enzima cliva as moléculas H20O-, produzindo H-O e O.. A administragdo da vacina foi feita em
ratos BALB/c por via oral. Os resultados deste estudo mostram que a vacina recombinante
conseguiu estimular a resposta dos anticorpos do hospedeiro e que o soro IgG e 0s anticorpos
da saliva protegeram os ratos contra H. pylori (56). Na tabela 5 encontram-se exemplificados

algumas vacinas formuladas a partir de catalases recombinantes.

Tabela 5 — Lista de Vacinas recombinantes baseados em enzimas de catalase. Adaptado de (4)

Protective Animal/
Vaccine component(s) Administration route(s) Expression host response(s) Human Reference
Catalase, CT Oral E. coli XLOLR 1gG, IgA BALB/c mice  Radcliff et al. (1997)
Kat DNA vaccine Intranasal, E. coli JM109 1gG, IgA C57BL/é mice Miyashita et al. (2002)
intracutaneous
GST-KatA Qral S. typhimurium 1gG, IgA, Thl C57BL/6é mice M. Chen et al. (2003)
S5L3261
Catalase ISCOMATRIXTM Oral E. coli IgG, IgA, Thl BALB/c mice  Skene, Doidge, and
Sutton (2008)
HBsAg-KatA Oral HuH7 1gG, Thl, Th2 C57BL/6 mice Kotiw et al. (2012)

8.3 VVacinas recombinantes de urease

A enzima urease, devido ao seu papel na infecdo pelo H. pylori, € uma grande candidata
na construgdo de uma vacina. Estudos realizados com esta enzima mostram que a vacina,
administrada oralmente em adultos, induziu fortemente a producdo de anticorpos IgA tanto no

soro como na saliva (4). Na tabela 6 podemos observar alguns exemplos de vacinas de urease.
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Tabela 6 - Lista de Vacinas Recombinantes Baseadas na Enzima Urease. Adaptado de (4)

Administration route

Vaccine component(s) (s) Expression host Protective response(s)  Animal/Human Reference

Urease, LT Oral E. cofi lgG. IgA Human Michetti et al. [1999)

Urease Masal S. typhimuriurm phoP® IeG. IgA, Thi, Th2 BALB/c mice Corthésy-Theulaz et al. (1998)

Urease subunit B Oral L lactis MG1363 lgG. IgA C57BL/S mice Lee, Roussel, Wilks, and Tabagchali (2001}

CFAdE (Urease-Lpp20-HpaA- Oral E. coli ArcticExpress (DE3) IgG, IgA BALB/c mice Guo, ¥in et al. (2017)

Cagl)
CotC-CTE-UreB Oral B. subtilis WB& IgG, IgA, Thl, Th2 BALB/c mice Z Zhou et al. (2017)
CWAE (Urease-HpaA-Hsps0- Oiral E. coli BL21 IgG. IgA, Thl, Th17 BALB/c mice Guo, Yang et al. (2017)
MAF)
rUH (UreB-HpaA} Owral E. coli BL21 IgG Mew Zealand white Chirani et al. (2018)
rabbits

CTE-Urel-UreB Oiral E. coli BL21 IgG. lgA Thl, Th2, Th17 BALB/c mice Yang et al. (2015)

HUepi-LTB Oral E. coli BL21 IgG. IgA, Thl, Th2 BALB/c mice W.-¥. Zhou et al. (2009)

urease and HPO231 Oral 5. enterica Typhi Ty21a Thl Human Aehischer et al. (2008}

UreB-IL-2 DMA vaccine Orral 5. typhimurivm SL7207 Effective protection C57BL/G mice Xu et al. (2007)

UreB DMA waccine Oral Poliovirus lgG. Thl C57BL/S mice Smiythies et al. (2005)

CTE-UA Oral E. coli BL21 IgG. IgA, Thl, Th2, Th17 C57BLSS mice Guo et al. (2012

CtUBE Oral E. coli BL21 IgG, IgA, Thl, Th2, Th17 BALB/c mice Guo et al. (2013))

HSBP-CTB Oral Synthesized lgG. IgA BALB/c mice Ruiz-Bustos, Sierra-Beltran, Romero, Rodriguez-Jaramillo,
and Ascencio (2000)

HspA-HpaA-UreB414 Oral E. coli BL21 IgG, IgA, Thl, Th2 BALB/c mice L Wang et al. (2010)

UreB138 Subcutaneous E. coli BL21 IgG. lgA C57BL/& mice Morihara, Fuijii, Hifumi, Nishizono, and Uda (2007)

CTB-UE-CF (CCF) Oral E. coli IgG. IgA BALB/c mice Song et al. (2015)

HP55/PLGA-CCF Oral E. cofi IgG. IgA, Thi, Th17 BALB/c mice Tan et al. (2017)

HP55/PBCA-CCF Oral E. coli IgG. IgA, Thl, Th17 BALB/c mice H. Liu et al (2018)

CUE-GEM Oral E. cofi BL21 IgG. IgA BALB/c mice W. Liu et al. (2018}

CTB-HUUC Oral E. coli BL21 IgG. IgA, Thl, Th2, Th17 BALB/c mice (Pan et al. (2018)

rFliD Oral E. coli BL21 IgG, IgA C57BL/S mice Ghasemi, Mohammad, Mautner, Karsabet, Ardjmand et al
(2018)

rFUVL (FliD-UreB-VacA-Cagl} Oiral E. coli BL21 IgG. lgA Thl, Th2, Th17 C57BL& mice Ghasemi, Mohammad, Mautner, Karsabet, Amani et al
(2018)

8.4 Vacinas recombinantes de proteinas CagA e VacA

Estas proteinas demonstram ter um papel essencial na patogénese de H. pylori na tlcera
péptica e no cancro gastrico. Portanto, a construcdo de vacinas recombinantes com base nestas
proteinas, induz significativamente uma forte resposta imune contra a infecdo de H. pylori (57).
As vacinas com uma maior relevancia para os estudos feitos até ao momento encontram-se

descritas na tabela 7.

Tabela 7 - Lista de vacinas recombinantes baseadas nas proteinas CagA e/ou VacA. Adaptado de (4)

Administration Protective Animal/
Vaccine component(s) route(s) Expression host Response(s) Human Reference
CagA-VacA-UreB Oral S. typhimurium X4550 1gG, IgA, Thl BALB/c mice K.-¥. Liu et al. (2011)
HP3 (VacA, CagA, NAP) Intramuscular E. coli IgG, Thl Human Malfertheiner et al. (2008)
Brucella OMPs-CagA Subcutaneous E. coli BL21 1gG, Th1 BALB/c mice Abadi et al. (2018)

Abbreviations: CagA, cytotoxin-associated gene A; NAP, neutrophil-activating protein; OMPs, outer membrane proteins; VacA, vacuolating cytotoxin A.
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8.5 Situacéo atual dos ensaios clinicos de potenciais candidatos a vacina

Apds extensos estudos pré-clinicos que exploraram um conjunto de abordagens com a
visdo de alcancar um design estavel de uma vacina contra H. pylori, apenas trés vacinas
candidatas progrediram para a fase de ensaios clinicos (58). Estas encontram-se listadas na
tabela 8.

Tabela 8 - Vacinas candidatas em estudo de ensaios clinicos. Adaptado de (49)

Administration route Clinical trial
Vaccine component(s) (s) Used adjuvant phase Reference
Whole-Cell Oral LT toxin Phase 1 Kotloff et al. (2001)
HP3 (VacA, CagA, NAP) Intramuscular Aluminum hydroxide Phase 1/2 Malfertheiner et al. (2018)
Urease B Oral LT toxin Phase 3 Zeng et al. (2015)
Ty21a (urease or HP0231) Oral None Phase 1 Aebischer et al. (2008)

Infelizmente, todas as trés abordagens falharam em fornecer um potencial candidato
para mais estudos de desenvolvimento. Isto deve-se em parte por um conjunto de contratempos
ndo antecipados no decorrer dos testes, mesmo estes serem baseados em dados pré-clinicos
(58).

A vacina contendo a toxina LT como adjuvante, desencadeou efeitos adversos, tal como
a diarreia, numa grande porcdo da populacdo de voluntarios. Um dos outros fatores que
contribuiram para o insucesso desta vacina foi o facto da colonizacao por parte de H. pylori ndo
ter sido estudada devidamente, constituindo assim numa incognita relativamente a eficacia a

longo prazo da vacina (58).

A vacina baseada em S. Typhimurium Ty21a, embora tenha provado ser seguro e ter
sido bem-sucedida em desencadear fortes respostas imunoldgicas por parte do hospedeiro,
inesperadamente produziu fracas respostas imunes ao antigénio urease e apenas diminuiu a
carga bacteriana em alguns voluntarios. Outro aspeto a ter em consideracdo nesta abordagem,
é a existéncia de uma imunidade & Salmonella, dificultando a absor¢do desta durante as

imunizag0es de reforco (58).

As duas abordagens descritas acima, basearam-se na administragdo por via mucosa.
Malfertheiner e os seus colegas decidiram investigar uma via de administracdo diferente.

Resolveram apostar na administracdo parental de uma mistura de antigénios (CagA, VacA e
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NapA), usando como adjuvante o hidroxido de aluminio. Esta abordagem resultou numa forte

resposta imune em voluntarios saudaveis, ndo contaminados (58).

Com base nestes resultados encorajadores, alguns investigadores iniciaram um estudo
clinico com a mesma imunizacgdo intramuscular combinado com CagA + Baylor strain 300.
Tendo como alicerce os dados provenientes desses estudos, podemos concluir que, em
comparacdo com o placebo, esta abordagem nédo conferiu nenhuma protecéo adicional contra a
infecdo por H. pylori, apesar da forte inducéo de anticorpos especificos do antigénio e células
T. Foi também detetada uma grande eliminacéo espontanea da infe¢do nos voluntarios adultos,
concluindo que estes ndo sdo individuos ideais para testar a eficicia da vacina (58).

Posto isto, Malfertheiner e alguns colegas sugeriram a realizacdo dos préximos ensaios

em criancas infetadas naturalmente.

Esta proposta foi aplicada num ensaio de fase Il realizado em Nanjing, China entre os
anos 2005 e 2007. Apesar de ser uma forte candidata, esta vacina foi posta de lado devido a
alguns empecilhos por parte dos voluntarios, e tendo em conta que 0 mesmo foi realizado ha

mais de 10 anos, o futuro desta vacina permanece obscuro (58).

8.6 Estratégias de design para uma nova geragédo de vacinas candidatas
contra H. pylori

As vacinas baseadas em um Unico antigénio provaram ser menos propensas a induzirem
uma protecdo amplamente eficaz. Posto isto, torna-se claro a razdo pela escolha de vacinas de

maultiplos antigénios (58).

Existem dois principais desafios a ter em conta no design de uma vacina universal contra

H. pylori para aplicacao global:

1. A variacdo das estirpes de H. pylori em diferentes regides do globo implica a
inclusdo de uma ampla gama de antigénios para cobrir todas elas (58);
2. As vacinas de subunidades terdo de ser cuidadosamente projetadas de forma a ter

em conta o largo espectro das diferentes estirpes (58).
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O segundo desafio pode ser superado pelo uso da abordagem das vacinas de células
inteiras, porém, ainda ndo esta claro se mesmo estas conseguem induzir protecao contra todas

as estirpes (58).

Ali e alguns colegas tentaram trazer alternativas para ultrapassar essas barreiras, usando
uma abordagem gendmica e patogenica comparativa. O estudo selecionou regifes conservadas
do genoma e usando mecanismos computacionais tentaram identificar proteinas que podem ser

usadas como potenciais alvos terapéuticos (58).

Embora o fundamento desta abordagem seja sélido, os desafios surgidos indicam a

necessidade de uma nova abordagem (58).
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9. Discussao

Nesta presente monografia foram abordadas inUmeras estratégias de desenvolvimento
de vacinas contra H. pylori. Nao obstante, nenhuma conseguiu chegar ao mercado comercial

atualmente. Ao que se deve este impasse nas investigacdes?

Existe disponivel uma grande variedade de modelos animais para serem usados nos
ensaios clinicos. Os modelos de elei¢do séo os ratos devido ao seu curto ciclo de vida. Contudo,

apresentam algumas limitacdes (5).

Algumas vacinas que apresentam eficicia em ratos, falham em demonstrar esta mesma
eficacia em humanos. Pode ser devido a inducdo insuficiente de protecdo nos ratos ou, pode
ainda refletir uma ma transferéncia da eficacia relativamente a protecéo, entre ratos e humanos,

ndo podendo excluir as limitagdes dos estudos da vacina em humanos (5).

Entretanto, existem beneficios potenciais em usar outros animais como intermediario
para confirmar as observacOes feitas nos ratos, antes de se passar para os ensaios clinicos. O
Rhesus macaque (Macaca Mulatta) demonstra ser um modelo primata ndo humano de
qualidade, uma vez que séo facilmente (se ndo ja) infetados com H. pylori, podendo ser usados
para rastrear vacinas candidatas. Tais estudos forneceriam dados importantes para aprovacao

clinica/regulamentar, antes de ensaios em humanos (59).

Um outro aspeto critico no desenvolvimento da vacina consiste no facto desta ser dada
como forma de prevencdo ou de tratamento. Um fator chave a considerar é que enquanto a
infecdo inicia-se predominantemente muito cedo na vida das pessoas, 0 cancro gastrico
desenvolve-se habitualmente a partir dos 50 anos. Portanto, uma vacina profilatica iria
provavelmente precisar de ser administrada em criangas nos primeiros dias de vida, a fim de se

conseguir alcancar um elevado grau de protecdo (5).

No entanto, uma vacina terapéutica eficaz poderia ser administrada em quase todas as
faixas etarias e ainda assim ser capaz de proteger do cancro gastrico, embora seja preferivel a

administracdo antes dos 40 anos para aumentar as hipdteses de prevengdo do cancro (60).

A escolha entre preveng&o e tratamento € de extrema importancia uma vez que H. pylori
pode induzir um vasto leque de efeitos imunossupressores que ajuda a facilitar a sua

colonizagdo. Tais caracteristicas opor-se-iam potencialmente a eficacia de uma vacina
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terapéutica. Por esta razdo, a protecdo apos a vacinacao terapéutica é geralmente considerada
mais dificil de alcancar do que a vacinacéo profilatica (5).

Em suma, existe uma necessidade consideravel de uma vacina para protecdo contra

doencas associadas a infecdo por H. pylori, e especificamente o cancro gastrico.

Uma observacao interessante que surgiu na ultima década foi que a infecdo por H.
pylori pode proteger contra varias doencas aparentemente ndo relacionadas. Embora as
evidéncias ainda estejam em processo de estudo e ndo serem completamente certas, um papel
protetor da infecdo por H. pylori parece ser possivel para uma grande variedade de condicoes,
incluindo a doenca do refluxo esoféagico e cancro de esdfago (possivelmente mediado pela
supressao da secrecdo do acido gastrico por parte da bactéria H. pylori), doenca inflamatoria
intestinal e asma. Posto isto, serd de extrema importancia a monitorizacao de quaisquer efeitos
negativos que a remocao da protecdo de H. pylori provavelmente possa provocar, caso seja

desenvolvida e implementada uma vacina eficaz contra a mesma (5).
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10. Conclusao

H. pylori é um agente patogénico fortemente associado a uma grande variedade de
doencas do foro gastrico, sendo algumas delas letais para o hospedeiro humano, como por
exemplo, o cancro gastrico, e que afeta uma elevada porc¢édo da populacdo mundial. Ao longo
dos anos, esta bactéria tem contribuido para um decréscimo dos niveis da satude mundial,
constituindo assim, uma ameaca aos diferentes sistemas de saude ao redor do mundo, tornando-

se assim num alvo a combater.

Embora a bactéria tenha sido descoberta ha mais de 30 anos, a Unica terapéutica
existente para o tratamento da H. pylori baseia-se numa combinacdo de antibidticos e bombas
inibidores de protGes. Este tipo de terapéutica esta associado a um grande leque de problemas,
sendo 0s mais preocupantes a resisténcia a antibioticos e a ndo prevencéo a reinfecdo. Perante
0 aumento constante da ineficicia da terapéutica usada atualmente, torna-se bastante evidente

a necessidade de se desenvolver uma vacina eficaz contra a H. pylori.

Nos ultimos anos, a H. pylori tem sido alvo de estudos intensos a fim de se perceber
qual o tipo de imunidade eficiente na erradicacdo da mesma. Contudo, o desenvolvimento de
tal vacina encontrou problemas significativos, que refletem na situacéo vivida atualmente, onde
ndo existe um programa avancado de estudo por parte das grandes industrias farmacéuticas.
Posto isto, torna-se muito claro a necessidade de investimento nesta &rea de estudo, com o
objetivo de se desenvolver abordagens inovadoras para superar as barreiras encontradas ao

longo desses anos de investigacao.

O farmacéutico desempenha um papel muito importante quer na sensibilizacdo do
doente e na orientacdo e acompanhamento do tratamento, bem como no contributo a

investigacdo e desenvolvimento de vacinas eficazes contra a infecdo da bactéria.

Neste trabalho tentamos abordar as principais caracteristicas relacionadas a H. pylori e
ao desenvolvimento de novas abordagens de terapéuticas, com o intuito de dar a conhecer as
grandes conquistas e descobertas feitas até o dia de hoje, bem como as estratégias e o0s desafios

futuros.
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