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RESUMEN

En numerosas enfermedades bacterianas el primer estadio de la infeccion depende del contacto especifico bacteria-célula. En
esta interaccion intervienen determinados receptores celulares del hospedero y diversos factores de adhesion bacterianos, funda-
mentalmente fimbrias. La interrupcion de este paso bloquea los subsiguientes y con ello no tiene lugar la infeccion. La enferme-
dad diarreica aguda (EDA) y las infecciones del tracto urinario (ITU) debidas a E. coli constituyen ejemplos al respecto, tanto en
humanos como en numerosas especies animales. El bloqueo de la adhesion fimbrial se ha intentado por diversas vias: empleo de
antibidticos en concentraciones subletales, aplicacion de vacunas e inmunosueros, utilizacion de analogos estructurales a las
fimbrias o a los receptores y la utilizacion de extractos de plantas medicinales. El trabajo enjuicia criticamente las ventajas y
limitaciones de estos métodos y ofrece ejemplos de los resultados de un decenio obtenidos con la ultima variante. Se demuestra
como debido a la interaccion frente a un grupo de extractos de plantas utilizadas para el tratamiento de las EDA (Eucalyptus
saligna y Eucalyptus citriodora) e 1TU (Achirantes aspera, Lepidium virginicum L, Ageratum conyzoides L, Zingiber officinale
Rose, Curcuma longa L, Costus speciosus Smith y Xanthium occidentale Bertol) se produce in vitro, el bloqueo de la expresion
fimbrial y/o la interferencia en los receptores para fimbrias de E. coli enterotoxigénica (K88, K99 y CFA/I) y uropatogenas (P).

ABSTRACT

In a great number of bacterial diseases, the first stage of the infection depends on the specific bacteria-cell contact. The host
specific cellular receptors and diverse factors, mainly fimbrias, are involved in this interaction. The interruption of this step block
the next ones and the infection does not take place. The acute diarrheic diseases and the urinary tract infections due to E. coli are
examples as much as in humans as in animal species. The fimbria adhesion blockade has been intented by different ways such as
the use of antibiotics in sublethal concentrations , the application of vaccines and immunoserums, the use of structural analogs to
the fimbrias or the receptors and the use of medicinal plant extracts. The work critically analyzes the advantages and limitations of
these methods and offers examples of the results of a decode which were obtained with the last variant. It shows how the blockade
of the fimbrial expression and the interference in the receptors for fimbrias of the enterotoxigenic ( K 88, K 99 y CFA /I) and
uropathogenus (P) E. coli is produced in vitro due to the interaction with the plant extracts used for the treatment of EDA (Euca-
lyctus saligna and Eucalypus citriodora ) and ITU (Achirantes aspera, Lepidium virginicum L., Ageratum conyzoides L, Zingiber
officinale Rose, Curcuma longa L, Costus Speciosus Smith and Xanthium occidentale Bertol.).
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En paises como Estados Unidos, Canada y Reino Uni-

do, entre otros, el serotipo el O 157: H7, de esta especie,

ha causado en los ultimos tiempos un cuadro enterohemo-

rragico en humanos que puede ser fatal, sobre todo en

nifios y ancianos, cuando transita a sindrome urémico

INTRODUCCION

Las infecciones gastrointestinales constituyen un
problema mundial. Anualmente se producen 1647
millones de casos de diarrea. En niflos menores de un

afio el saldo asciende a 32 millones de muertes. La
enfermedad diarreica aguda (EDA) provoca el 80%
de los casos. E. coli enterotoxigénico (ECET) es el
agente que con mayor frecuencia se asocia a esta
etiologia. Solo, o acompafiado de rotavirus, se ha
aislado del 80 % de los pacientes de EDA. Otros
autores reportan aislamientos de ECET en el 20-60%
de los pacientes que presentan esta enfermedad -tanto
en nifios como en adultos- en Africa, Asia e Iberoa-
mérica (Agiiero et al., 1985; Blanco y Blanco, 1993;
Black, 1993; Barreto, 1997). Pese a que las diarreas
agudas debidas a ECET se asocian a condiciones
higiénico-sanitarias deficientes, propias de los paises
del tercer mundo, en los ultimos afios se han presen-
tado brotes en paises industrializados como Japon
(Nishikawa et al., 1998; Mitsuda ef al.,1998) y Esta-
dos Unidos (Roels ef al.,1998).

hemolitico (SUH). En esos paises constituye la principal
causa de diarrea sanguinolenta (15-41%) y el segundo o
tercer patdgeno, después de Salmonella y Campylobacter
(Will 1995 a,b; Blanco et al., 1995; Barreto y Benitez,
2000) A esta variedad, que incluye un nimero amplio de
serotipos se le ha denominado E coli enterohemorragica
(ECHE) y es causa de zoonosis, por cuanto en la mayoria
de los estudios desarrollados, entre otras causas, se ha
asociado al consumo de alimentos de origen bovino con
deficiente coccion. (Blanco y Blanco, 1993) y de otras
especies (Instituto Panamericano de Proteccion de Ali-
mentos y Zoonosis-INPPAZ , 1996; Takeda, 1997; Barre-
to et al., 1998, 1999, 2000a). ECEH, al igual que ECET,
necesita adherirse, para colonizar, en este caso, el intesti-
no grueso; soélo asi, es que puede provocar los cuadros
clinicos mencionados (Barreto, 1997; Barreto et al., 1998,
1999, 2000%; Barreto y Benitez, 2000).
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ECET constituye un problema semejante en la sa-
lud animal. Por s6lo mencionar un ejemplo, las pérdi-
das debidas a esta entidad en cerdos neonatos y jove-
nes, sobrepasa el millon de pesos anualmente en el
pais (Wong et al., 1995, 1996).

Las Infecciones del Tracto Urinario (ITU) también
constituyen un problema de salud a escala mundial.
Anualmente en Estados Unidos entre seis y siete
millones de personas son atendidos debido a esta
enfermedad y mas de 100 000 son hospitalizados por
pielonefritis aguda (Johnson, 1991). Las ITU consti-
tuyen la forma mas comun de las etiologias extraintes-
tinales ocasionadas por E. coli que, a su vez, es la
principal causa de dicha enfermedad..

A mas de 100 aflos de su descubrimiento £ coli fi-
gura entre los organismos vivos mds estudiados y
utilizados por el hombre. Pese a tan prolongada expe-
riencia, inexplicablemente se mantiene entre los que
con mayor impacto afectan su salud y la de un
amplio rango de especies animales de indiscutible
valor econémico (Barreto, 1997; Barreto et al., 1998)

Etiopatogenia de las Infecciones de los Tractos
Urinario y Gastrointestinal

E. coli constituye la forma bacteriana bacilar, gram-
negativa, anaerobia facultativa, predominante en la
flora intestinal del hombre y los animales. Sin embar-
go, de acuerdo con la teoria de la patogenicidad,
existen determinadas particularidades que posibilitan
el que ciertas cepas de esta especie, en otro ecosiste-
ma, venzan los mecanismos de defensa que son nece-
sarios para controlarlas, y minimicen la posible com-
petencia de la microflora normal (Orskov y Orskov,
1985, 1992) como es el caso de las etiologias analiza-
das en esta revision.

El proceso de infeccion en las ITU se ha demostra-
do que tiene lugar a partir de un prerrequisito esencial
que es la adhesion bacteriana a receptores especificos
del uroepitelio (Orskov y Orskov, 1992; Blanco et al.,
1992; Blanco y Blanco, 1993). Si este paso se inte-
rrumpe, con ello se interrumpen los sucesivos en los
que se produce la colonizacion, con las consecuencias
que caracterizan a cada cuadro etioloégico particular.
En las ITU, producidas por E. coli, es conocido que
las bacterias se adhieren tipicamente a células periu-
retrales y uroepiteliales. Estas cepas presentan apén-
dices de adhesion, denominados fimbrias, entre las
que se encuentra el tipo P (E. coli P*). En el 70% de
las pielonefritis agudas se aislan cepas P*, mientras
que en las bacteriurias asintomaticas s6lo se presentan
en un 28% (Brauner et al., 1985, 1987; Johnson,
1991).

En el caso de las cepas asociadas a EDA ocurre al-
go similar que posibilita, pese al peristaltismo intesti-
nal, colonizar el intestino delgado (Barreto et al.,
1993%). Brinton (1959) fue indiscutiblemente quien
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inauguré este campo. El y sus seguidores demostraron
que al igual que existia una relaciéon antigeno—especie
(Orskov y Orskov, 1992) algo similar ocurria entre los
hospederos y el tipo de fimbria expresada por ECET. Asi,
los factores fibrilares presentes en las cepas patogenas al
humano se designaron abreviadamente con la sigla CFA
(Colonization Factor Antigen) y ya son varios los descri-
tos (I-IV) aunque prevalencen los tipos CFA/I y CFA/II
(Evans et al., 1975, 1978; Blanco y Blanco, 1993; Blanco
et al., 1995; Barreto, 1997) sin que ello obedezca necesa-
riamente a un comportamiento internacional (Barreto et
al., 2000d; 2001).

En el caso de los animales se analizaran s6lo dos espe-
cies: bovino y porcino. En el primer caso, los mayores
aislamientos de ECET portan fimbrias F5 (también de-
nominadas K99) y F41. Cepas con estas caracteristicas
también se han reportado en ovejas diarreicas (Wray,
1984; Blanco y Blanco, 1993). Otros factores fibrilares de
colonizacioén reportados en cepas de E. coli de origen
bovino son ATT25 (actualmente F17), CS31A y F165,
entre otras (Blanco y Blanco, 1993).

En cerdos los cuadros de EDA mas comunes tienen lu-
gar durante la primera semana de vida y luego, en los
que suceden al destete. La fimbria mas comin en ambos
casos es F4 (inicialmente designada como K88) que tiene
varios subtipos (Guinee y Jansen, 1979; Blanco y Blanco,
1993). Fimbrias de los tipos F5 y F6 (conocida como
987P) y F41 se han reportado en diarreas de neonatos, en
tanto que el tipo F42 se aisld de cerdos con diarreas post-
destete. Otros factores fibrilares presentes en ECET pro-
cedente de cerdos diarréicos son PCF141 y CS1541
(Wray, 1984, Barreto y Karadjov, 1985; Barreto, 1986,
1988; Djonne y Liven, 1988; Pernas et al., 1989; Navarro
et al., 1989; Barreto et al.,1991; Velazquez et al., 1991,
Blanco y Blanco, 1993; Wong et al., 1995, 1996).

Las fimbrias o pelos (pilis), aunque no son un factor de
virulencia exclusivo de E. coli, indiscutiblemente ha sido
en esta especie en la que mas se han investigado (Brinton,
1959; Blanco y Blanco, 1993) fundamentalmente en los
tipos enterotoxigénicos y uropatégenos. Segun diversos
autores, debido a esta preferencia y afinidad especifica
por los receptores celulares de los tejidos del hospedero
susceptible, es que las infecciones intestinales y extrain-
testinales ocasionadas por E. coli constituyen un serio
problema en el ambito mundial (Wray, 1984; Blanco y
Blanco, 1993; Johnson, 1991; Barreto et al., 1993%; Ba-
rreto, 1997).

Opciones terapéuticas ante las infecciones de los
tractos urinario y gastrointestinal

Durante afios la principal opcion terapéutica frente a es-
tas etiologias ha sido la antibioterapia (Mediavilla et al.,
1997). El uso excesivo de la antibioterapia ha demostra-
do que no sélo afecta al patdgeno, también puede influir
negativamente en la microflora normal del organismo.
Esta alteracion, en muchos casos, crea condiciones para el
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establecimiento y proliferacion del propio patdégeno o
de otros microorganismos oportunistas. Ademads, se
presenta el fendomeno de la resistencia microbiana,
acerca del cual Mediavilla e al. (1997) plantean: "Si
se tiene en cuenta que el problema de la resistencia
es el resultado de la capacidad innata de las bacte-
rias de adaptarse al medio, esto no deberia extra-
fiarnos y ademas permite predecir que, por muy
ingeniosos que seamos disefiando nuevos antimi-
crobianos, existen pocas posibilidades de evitar la
aparicion de gérmenes resistentes." Luego agregan:
"Se estan investigando nuevas alternativas a los
antibidticos para la terapia antiinfeccionsa, pero es
mas que probable que las bacterias acaben ganan-
do también esta batalla. Por lo tanto, es mas razo-
nable actuar sobre el otro lado del problema, es
decir, reducir la presion selectiva tan brutal que
nosotros introducimos con el uso masivo de los
antibiodticos"'.

Un motivo para la diseminacion de los genes de re-
sistencia radica en su localizacién frecuente en plés-
midos, los cuales tienen la capacidad de transferirse
de una cepa bacteriana a otra mediante el proceso de
conjugacion, mecanismo que incluso puede ocurrir
entre bacterias de diferentes géneros (Carter, 1989;
Mediavilla et al., 1997; Barreto et al., 2000D).

Por todo lo expuesto, interferir el proceso de ad-
hesion fimbrial pudiera considerarse como una posibi-
lidad tentadora en la terapéutica de las ITU vy las
EDA, ya que se podrian tratar desde otra perspectiva
en la que, no necesariamente, se precisa eliminar el
microorganismo mediante los mecanismos clasicos
(bactericidas o bacteriostaticos); tan solo basta anu-
lar esta ventaja adaptativa. Al respecto se han ensaya-
do diversas variantes:

a) Uso de concentraciones subletales de antibidti-
cos (Padilla et al., 1988, 1991; Barreto et al.,
1994)

Me¢étodos inmunoldgicos (Wray, 1984; Kaper y
Levine, 1988; Johnson, 1991; Levine et al.,
1993; Idania Wong et al.,, 1995, 1996)
Empleo de extractos de plantas medicinales
(Barreto et al., 1993 a,b; 1995a; 1997; Barreto
y Campal, 2001)

Empleo de concentraciones subletales de antibi-
oticos

La capacidad adhesiva de E. coli fimbriadas al
uroepitelio, a enterocitos y a determinados hematies,
se ve influenciada negativamente por su previa expo-
sicion a concentraciones subinhibitorias de agentes
antimicrobianos como ampicillina, gentamicina, sul-
fonamidas, trimetropina y tetraciclina; mientras que el
acido nalidixico, es capaz de incrementar dicha ad-
hesion ( Sandberg et al., 1979; Sandborg-Eden ef al.,
1979; Vosbeck et al., 1979; 1982; Vainasen et al.,

b)

¢)
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1982; Hales y Amyes, 1985; Stenqvist et al., 1987; John-
son, 1991; Barreto et al., 1994).

El equipo de Padilla et al. (1988) reportd la posibilidad
de utilizar la gentamicina en concentraciones subletales
para inhibir la expresion de la fimbria P en E. coli uropa-
togena. Posteriormente fueron estudiadas las quinolonas
frente a Pseudomonas aeruginosa, que no pertenece a
Enterobacteriaceae pero también posee factores fimbria-
les de adhesion (Novile et al, 1992). Barreto et al.
(1994) utilizaron concentraciones subletales de gentami-
cina, cloranfenicol, kanamicina y estreptomicina para
inhibir la expresion de  K88ab, utilizando la cepa de
referencia E. coli G7. El efecto inhibitorio constatado fue
del 95%, 85%, 80% y 75%, respectivamente. Mas adelan-
te se pudo comprobar que, en sentido general, todos aque-
llos antibioticos bloqueadores de la sintesis proteica, al
administrarlos en concentraciones subletales, inhibian la
sintesis fimbrial, tanto en el caso de la fimbria P, como de
los tipos K 88 y K99 (Padilla et al., 1991; Barreto et al.,
1994) sin que en ello existiera la menor influencia del
medio de cultivo (Barreto et al., 1995%b).

La utilizacion de antibidticos en concentraciones suble-
tales, ademas de inhibir la expresion fimbrial, posee otras
ventajas entre las que se encuentra el reducir los efectos
adversos presentes en las dosificaciones convencionales
(ototdxicos, nefrotodxicos, etc.). Sin embargo, esta variante
presenta una gran limitante: la posibilidad de generar
antibiorresistencia,  limitante que ha vetado su aplica-
cion in vivo. Su aceptacion o no, la define la relacion
beneficio/riesgo, aspecto que ha acompafiado a la aplica-
cion in vivo de los antimicrobianos hasta la fecha. Si se
tiene en cuenta lo planteado por Perfect (1996) ésta,
realmente, no es la mejor opcion a seguir, maxime si la
posibilidad de inducir antibiorresistencia es atin mayor
que la generada por estos farmacos cuando se aplican en
las dosis normales (Barreto ef al., 2000).

Métodos inmunoldgicos: vacunas e inmunosueros.

Tanto en ECET como en las cepas productoras de ITU,
independientemente de las diferencias de genotipo exis-
tentes, el proceso de infeccion tiene lugar a partir de ese
paso imprescindible que es la adhesion bacteriana a re-
ceptores especificos de la mucosa intestinal o del uroepi-
telio (Orskov y Orskov, 1992; Blanco y Blanco, 1993;
Barreto et al., 1993% 2000b,c; 2001; Barreto y Campal,
2001). Esta adhesion, en el caso de las cepas uropatoge-
nas portadoras de fimbria P, tiene lugar entre regiones
terminales de estas adhesinas (subunidades PapG y PapF)
y los receptores de carbohidratos a-D-Gal-(1-4)--D-Gal
(llamados receptores Gal-Gal) que estan ubicados en las
células del uroepitelio (Johnson, 1991). Los receptores de
CFA/I, la fimbria més generalizada en ECET aislados de
humanos, son glicoconjugados que contienen acido siali-
co, como es el caso del gangliésido GM2 (Wenneriés et
al., 1990). Sin embargo, las sialoglicoproteinas también
pueden enlazar la fimbria CFA/I (Neeser et al., 1988).
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Pieroni e al. (1988) aislaron una sialoglicoproteina
de 26 kDa a partir de extractos de membrana de eri-
trocitos humanos que se une a bacterias portadoras de
CFA/l y no a variantes CFA/I'La adicion de CFA/I
purificada reduce el enlace de las proteinas a bacte-
rias CFA/I". Aparentemente, CS1, CS2, CS3 y CS4 se
unen al sialogangliésido GM1 (Oro et al., 1990; Mol
y Oudega, 1996). Los receptores para K88 no estan
perfectamente definidos. Existen resultados contradic-
torios en los que se alude a glicoproteinas, en unos, y
a glicolipidos, en otros. Lo cierto es que el disacarido
Gal a(1-3)Gal constituye una parte significativa de
este receptor (Mol y Oudega, 1996) y que bioprepa-
rados elaborados a partir de corteza de Eucalyptus
sp., y otros extractos de plantas, que se discutiran mas
adelante, pueden alterar esta adhesion (Barreto et al.,
1993 c; 1995% 1997; 2001%b; Guerra et al., 1995;
Prieto et al., 1995; Barreto y Campal, 2001).

En eritrocitos y células uroepiteliales de primates
(Maccaca mulata, M. fascicularis) se han encontrado
receptores para fimbrias P (Svenson et al., 1984). En
una experiencia en la que se administro, a través de la
uretra, soluciones con E. coli P* con suspensiones
ricas en residuos Gal-Gal, se redujo la uretritis, res-
pecto al grupo que recibi6 sélo la bacteria. Los resul-
tados de esta experiencia sentaron las bases para estu-
dios en los que, utilizando estos receptores junto a
seroalbiiminas bovinas para incrementar su poder
antigénico, fueron sintetizados anticuerpos monoclo-
nales (AcM) contra éstos. Posteriormente, los mismos
fueron inoculados en una especie heterdloga (M.
fascicularis) para obtener anticuerpos antiidiotipicos
que, mediante su arquitectura espacial, mimetizaran a
los receptores Gal-Gal. Este estudio demostré que
competian con los verdaderos receptores Gal-Gal al
inocular E. coli P* en los monos del grupo experi-
mental, que no sufrieron dafos renales (Kaack et al.,
1993).

Esta linea enfoca el fendmeno de la adhesion fim-
brial al nivel molecular, lo cual es una opcion casi
exclusiva de centros de investigacion de alto desarro-
llo tecnoldgico. En este sentido, otra variante mas
halagiiefia ha sido la elaboracion de vacunas contra
E. coli P para tratar las ITU. Este camino, muy inves-
tigado en los "90, ha encontrado como inconvenientes
la diversidad antigénica de esta familia de fimbrias y
el hecho de que en las vias altas y bajas de este tracto
participen muy diversos atributos de adhesion, algu-
nos incluso no fibrilares. En las pielonefritis la fim-
bria P constituye el principal factor de colonizacion
(Johnson, 1991; Johnson y Berggren, 1994). Su pre-
sencia se ha determinado en la mayoria de los estu-
dios clinicos, y mediante el cultivo de los microorga-
nismos aislados en medios agarizados; también se ha
establecido mediante aglutinacion del receptor e in-

munofluorescencia. Sin embargo, en las cistitis y bacte-
riurias su presentacion es baja (Johnson, 1991; Johnson y
Berggren, 1994).

La organizacion genética general de las fimbrias P de
diferentes cepas es practicamente idéntica (Johnson,
1991) y aunque son heterogéneas respecto al tamafio de
las subunidades y a sus caracteristicas antigénicas (Pere et
al., 1988) la principal subunidad fimbrial, Pap A, es anti-
génicamente dominante. Esta subunidad posee, en las
diferentes serovariantes, un alto grado de homologia ami-
noacidica en los extremos amino y carboxilo terminales,
por lo que constituye la opcién mas adecuada para una
posible vacuna. Sin embargo, Pap A no esta relacionada
con la adhesion (Johnson, 1991; Johnson y Berggren,
1994; Barreto y Campal, 2001).

En lo referente a ECET, su prevencién mediante el de-
sarrollo de preparados vacunales se ha limitado a la esfera
veterinaria. Las vacunas elaboradas han sido muy diversas
y comprenden desde biopreparados que contienen cepas
atenuadas, extractos semipurificados de antigenos perte-
necientes a cepas circulantes en una region dada, hasta las
obtenidas mediante tecnologia del ADN recombinante
(Jayappa et al., 1984; Kaper y Levine, 1988; Levine et
al.,, 1993; Wong et al., 1995, 1996). Estas tltimas, entre
las que se encuentran las que utilizan subunidades fim-
briales, poseen toda una serie de ventajas con respecto a
las convencionales, como son: la carencia de otros com-
ponentes celulares que no contribuyen a una respuesta
protectora, asi como de otras, como las endotoxinas, que
inducen shock, alteraciones en la permeabilidad vascular
y aborto en las hembras gestantes (Kaper y Levine, 1988;
Levine et al., 1993; Wong et al, 1995). Una de estas
vacunas, VACOLI, mediante su administracién a cerdas
gestantes, ha contribuido a una proteccion del 93 % en
crias y a un 98 % en la etapa postdestete (Wong et al.,
1995, 1996).

A pesar de los éxitos obtenidos en este sentido, los es-
tudios sobre ECET de interés veterinario también han
puesto de manifiesto que los anticuerpos desarrollados,
luego de la vacunacion de hembras gestantes y dirigidos
contra fimbrias especificas, pueden prevenir la adhesion
bacteriana y las diarreas en los recién nacidos, siempre
que las cepas circulantes presenten dichas adhesinas. Sin
embargo, la amplia diversidad de fimbrias a expresar por
ECET, de una parte, y la presion selectiva ejercida por
estas vacunaciones, han conllevado al predominio de
ECET con fenotipos fimbriales no contemplados en los
biopreparados vacunales (Basulto, 2001; comunicacion
personal). Otro elemento de interés, fruto de las investiga-
ciones desarrolladas, es que la amplia diversidad de fim-
brias contempladas en la serie de vacunas desarrolladas,
no se encuentran expresadas con igual frecuencia en las
ECET de diferentes areas endémicas. Asi, las ECET
987P" se presentan con mayor frecuencia en Estados
Unidos que en Europa (Moon y Bunn, 1993). En Cuba
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este comportamiento no ha sido estable (Barreto y
Karadjov, 1985; Barreto, 1986, 1988; Berta Velaz-
quez et al., 1991).

En las ECET que afectan a humanos la diversidad
de estas adhesinas fimbriales tal vez sea superior a la
presente en las aisladas de animales. Los numerosos
estudios epidemioldgicos realizados han demostrado
que la frecuencia de su expresion, en muchos casos,
estd influenciada por las diferentes areas geograficas
(Binztein et al,, 1991). En Tailandia y Bangladesh,
dos de las areas mas afectadas por EDA en el planeta,
prevalecen ECET CFA/I", en tanto que cepas del tipo
CFA/IV' se aislan como excepcion. En México, sin
embargo, no hay diferencias en cuanto a su presenta-
cion (Svennerholm et al.,1989; Svenerholm, 1991).
En Camagiiey, Cuba, no son frecuentes cepas con
fenotipos CFA/I y/o CFA/II (Barreto, 1997; Barreto
et al., 1999; 2000%,d; 2001; Barreto y Campal, 2001).

Estas situaciones, y tal vez el hecho de que las
EDA, en lo que al humano concierne, se consideran
un problema del denominado Tercer Mundo, han
limitado el desarrollo de vacunas que indiscutible-
mente contribuirian a reducir la alta mortalidad anual
en estos paises (Barreto, 1997; Barreto et al.,1998;
Barreto y Benitez, 2000).

Con respecto al campo veterinario, pese al gran
numero de vacunas recombinantes obtenidas para la
prevencion contra ECET fimbriadas, en algunos pai-
ses desarrollados, a partir de los 90°, ha habido una
tendencia a no utilizarlas y, en su lugar, aplicar la
denominada “exposicion intencional” (Otto, 1991;
Mason, 1995).

Los inmunosueros, polivalentes y monovalentes,
también han sido utilizados para el control de diarreas
provocadas por ECET en animales, fundamentalmen-
te en terneros. Pese a ello, su uso no ha tenido la
aceptacion y difusion de las vacunas ya analizadas
(Trainin et al., 1981; Sherman et al., 1993).

Efecto de extractos vegetales sobre la interaccion
fimbria-receptor.

La utilizacion de plantas medicinales, algunas de
ellas con un aval de siglos en su uso tradicional, res-
ponde a una tendencia actual en los paises desarrolla-
dos. La identificacion de principios activos presentes
en las mismas posibilita el desarrollo de nuevas for-
mas farmacéuticas mas efectivas a las utilizadas en la
terapia actual y permite el establecimiento de meca-
nismos de accion que justifican su accion terapéutica
en las etiologias infecciosas (Abreu y Barreto, 1999).

En Europa y Norteamérica es muy comun la utiliza-
cion de Vaccinium mirtillus y V. macrocarpon Ait por
su actividad sobre el Sistema Urinario. De esta tltima
especie existen referencias sobre su accion en la
interaccion fimbrial de E. coli en ITU, tanto in vitro
como in vivo (Sobota, 1984; Soloway, 1988; Schi-
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midt y Sobota, 1989; Zafriri et al.,, 1989; Fox, 1989;
Avorn et al., 1994; Walker et al, 1997; Ahuja et al.,
1998; Mediherb, 1999; Foo et al., 2000a, b).

En Cuba los primeros reportes sobre el uso de extractos
de plantas con relacion al fenémeno de la adhesion fim-
brial estan relacionados a estudios efectuados al Eucabev,
producto antidiarreico elaborado a partir de corteza de
Eucalyptus. El mismo se enfrentd a las cepas de referen-
cia G7 (08 K87, K88ab) y B44 (09 K30, K99) (Barreto
et al., 1993a,b;1995a) luego de que decocciones del
producto se utilizaran con éxito en el tratamiento de las
diarreas agudas en diferentes especies animales y el
humano (Bertha Velazquez et al., 1991) y que, en estu-
dios microbiolédgicos, se comprobara que a las concentra-
ciones utilizadas, el Eucabev carecia de accion bacterici-
da o bacteriostatica sobre ECET (Barreto et al., 1993c).
El modelo experimental utilizado era muy sencillo. Con-
sistia en someter a las cepas fimbriadas a tres pases suce-
sivos, dos por medio de cultivo liquido y uno final en el
mismo medio, pero agarizado. El tipo de medio emplea-
do, la temperatura de incubacion y los tiempos entre cada
pase estaban en dependencia de las condiciones Optimas
para la expresion fenotipica de cada fimbria en particular.
La presencia, o ausencia, de las mismas se confirmaba a
partir del crecimiento en el medio agarizado, mediante la
utilizacion de inmunosueros antifimbriales, o suspensio-
nes de hematies con receptores especificos para las mis-
mas. En los grupos experimentales, a los medios de culti-
vo se les sustituia un volumen de agua destilada por otro
equivalente del extracto estéril a evaluar.

La inhibiciéon de los factores K88ab y K99 (83,3% y
100%) luego del enfrentamiento a los extractos de Euca-
lyptus fue significativa (P<0,05). En el primer caso, la
ausencia de fimbrias en las réplicas efectuadas fue el
resultado de wuna combinacién de modificaciones
(46,15%) con variaciones genotipicas (53,8%). En los
ensayos con la cepa B44 la inhibicién genotipica de K99
(85%) prevalecié (Barreto ef al., 1993%). En este ensayo,
al igual que en otro posterior (Barreto ef al., 1995a) exis-
tia un punto débil, la aparicion de variantes autoaglutinan-
tes luego de los pases por los medios con algunos extrac-
tos. Los fenomenos de autoaglutinaciones se produjeron
fundamentalmente en las réplicas efectuadas a la cepa G7.
Este elemento enmascarador, dada la carencia de un
microscopio electronico, sembr6 la duda al respecto de si
la fimbria K88ab se perdia o no. En ambos trabajos se
utilizaron inmunosueros polivalentes anti-K88. Dada la
mayor estabilidad de esta fimbria (Barreto et al. 1993%)
era muy probable que persistiera luego de los tratamientos
frente a E. saligna y E. citriodora. Algo si habia quedado
claro, el bloqueo de la expresion fimbrial estaba relacio-
nado con la especie de Eucalyptus y la concentracion de
los extractos elaborados.

Ante la imposibilidad de aplicar técnicas de microsco-
pia electronica se diseiid un nuevo modelo en el que la
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presencia de K88ab se evalud en paralelo con dos
indicadores: un inmunosuero monoclonal 11/70 anti-
K88ab y una suspension de hematies A en solucidon
salina buferada (1:4) a pH 7,2 (Blanco y Blanco,
1993). El primero detectaba la subunidad predomi-
nante de la fimbria K88; mediante hemoaglutinacion
manosa-resistente (HAMR) se establecia la porcion
adhesiva de dicha fimbria. Con este sencillo esquema
se pudo comprobar que en todas las variantes auto-
aglutinantes investigadas se habia perdido la fimbria.
Esto es, se lograba el bloqueo de la expresion fimbrial
de K88ab luego del enfrentamiento de G7 a medios
con concentraciones subletales de E. salignay  E.
citriodora (Barreto y Campal, 2001). Todos los ex-
tractos que afectaban la expresion de K88ab tenian un
efecto similar sobre CFA/I, la fimbria mas frecuente
en ECET asociadas a EDA en humanos. Este trabajo
establecio, ademas, que la accion sobre la viabilidad
bacteriana dependia de la especie de Eucalyptus, la
concentracion de los extractos y la especie o variedad
bacteriana analizada. La tabla 1 resume los principa-
les efectos de estas dos especies de Fucalyptus sobre
E. coli G7.

A Achirantes aspera se le atribuyen las mas diver-
sas propiedades terapéuticas. Se ha reportado el uso
de decocciones de esta planta para dolores abdomina-
les y, asociado al bicarbonato de sodio, para el trata-
miento de enfermedades gastrointestinales. Sus hojas
se utilizan en diversas partes del planeta para comba-
tir las diarreas. Los extractos acuosos de las partes
aéreas reducen significativamente la hipersecrecion
inducida por la toxina colérica en el intestino de rato-
nes. El jugo de la planta entera se ha utilizado en
casos de disenteria (Roig, 1974; Sing y Anwar-Ali,
1989; Samuelson et al., 1991). A los extractos de
hojas secas y semillas, realizados con hexano, se les
ha atribuido una débil accidon bactericida (Ikram y
Haq, 1988) en tanto que a los extractos cloroféormicos
de semilla se les confiere un efecto bactericida sobre
E. coli (Samuelson et al.,1991). Se ha reportado que
las tinturas (menstruo al 70%) de hojas, tallos, semi-
llas y de toda la planta, poseen efecto bactericida
frente a cepas de E. coli enterotoxigénicas (K88ab") y
uropatégenas (P"). Sin embargo, en ese mismo estu-
dio ninguna decoccion presentd accion antibacteriana
ante dichas cepas (Guerra et al., 1995). La poblacion,
de forma tradicional, utiliza esta planta para el trata-
miento de las EDA e ITU en forma de infusiones,
decocciones y extractos acuosos. En el trabajo de
Guerra et al. (1995) muy sencillo, y sin el rigor de los
desarrollados con FEucalyptus, se pudo constatar un
efecto inhibidor de la expresion fimbrial con las de-
cocciones de hojas. Estos resultados fueron confirma-
dos posteriormente en una experiencia similar (Barre-
to et al., 1997).
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Entre las plantas mas utilizadas por la poblacién para el
tratamiento de las afecciones renales figuran: Lepidium
virginicum L, Xanthium occidentale Bertol y A. aspera
(Roig, 1974; Sing y Anwar-Ali, 1989; Fitomed II, 1993;
Abreu y Barreto, 1999). Estudios preliminares con cepas
de E. coli P' demostraron que las decocciones de estas
plantas carecian por completo de efectos bactericidas o
bacteriostaticos aunque, de forma variable, afectaban la
expresion fimbrial (Guerra et al., 1995; Prieto et al., 1995
y Barreto et al., 1997). Estos ensayos, aunque interesantes
por sus resultados, no contaron con la presencia de cepas
de referencia y la expresion o ausencia de fimbrias P se
establecio mediante HAMR (Blanco y Blanco, 1993). Los
receptores Gal-Gal a nivel de eritrocitos, al igual que los
presentes en el uroepitelio, reconocen las subunidades
PapG y PapF, que so6lo se adhieren a ellos cuando PapE
también se ha expresado. Papa A, la subunidad hegemo-
nica, no se relaciona con la adhesion (Jonson, 1991). En
estos ensayos es posible que se hayan producido altera-
ciones en la arquitectura fimbrial no apreciables por las
limitaciones del sistema utilizado. Teniendo en cuenta
estas premisas, se procedid a una nueva experiencia (Ba-
rreto et al., 2000c¢) en la que se incorpord un inmunosuero
anti-PapA. El mismo se utilizé en paralelo al ensayo de
HAMR (Blanco y Blanco, 1993). Con el auxilio de la
cepa de referencia E. coli ATCC25922 (P") se efectud un
tamizaje para evaluar el bloqueo de la adhesion fimbrial
a decocciones y tinturas elaboradas a partir de 4. aspera,
Lepidium virginicum L., Ageratum conyzoides L., Zingi-
ber officinale Rosc., Curcuma longa L'y Costus specio-
sus Smith. Sélo en el caso de C. longa no se inhibio la
expresion fimbrial en ninguna de las variantes ensayadas.
En una experiencia anterior se habia demostrado otra
forma de bloquear la adhesion y fue cuando, en lugar de
enfrentar la cepa bacteriana a extractos de plantas, los
mismos se aplicaron a las células portadoras de los recep-
tores para fimbrias (Barreto et al., 1993c). Aunque en esa
ocasion se trataba de receptores para K99, algo similar
podia ocurrir con Gal-Gal. La realizacion de esta varian-
te puso de manifiesto que varios de los extractos investi-
gados, incluyendo la decoccion de C. longa, bloqueaban
dichos receptores y por ende, impedian la adhesion de E.
coli P*. Los resultados de estas dos experiencias se resu-
men en la tabla 2.

Un equipo de investigadores norteamericanos ha repor-
tado la inhibicion irreversible de la fimbria P luego de
efectuar dos pases sucesivos a la cepa JR1 en agar CFA
con jugo del fruto de V. macrocarpon al 25% (Ahuja et
al., 1998). Microfotografias realizadas demuestran la
pérdida total de la fimbria P en las preparaciones elabora-
das. Los autores concluyen que estos resultados podian
deberse a un desprendimiento de las fimbrias o a una
inhibicién en su expresion. Los resultados obtenidos con
la cepa E. coli ATCC25922 (Barreto et al., 2000c) apo-
yan la segunda interpretacion, maxime si se tiene en cuen-
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ta, ademas, los resultados obtenidos al enfrentar a E.
coli G7 con extractos diversos de FEucalyptus sp.
(Barreto y Campal, 2001). Como ya se ha expuesto,
en experiencias anteriores se demostré que este blo-
queo, en algunos casos, obedecia a la persistencia del
inhibidor en el medio, en otras, sin embargo, se perdia
la capacidad de expresar las fimbrias atin cuando se
realizaran subcultivos en medios libres del inhibidor.
Estos resultados estaban determinados por la especie
de planta utilizada y la clase de fimbria en cuestion
(Barreto et al., 1993a, 1995%b, 1997; Barreto y Cam-
pal, 2001).

Estos efectos bloqueadores de la adhesion pueden
estar relacionados con diferentes efectos por parte de
los extractos. Podrian estar asociados a metabolitos
presentes en estas plantas que actiien como represores
de los genes relacionados con las subunidades estruc-
turales fimbriales o con los codificadores de las enzi-
mas y proteinas asociadas a su transporte y fijacion
en la superficie celular. Pueden intervenir mecanis-
mos similares a los descritos para determinados anti-
bacterianos ensayados a concentraciones subletales
(Padilla et al., 1991; Barreto et al., 1994). Los genes
pap no se encuentran aislados. En muchas cepas de E.
coli uropatogenas se han visto asociados a otros genes
codificadores de factores de virulencia como es el
caso de las hemolisinas y otros tipos de adhesinas
(Oto et al., 1991). A esta asociacion de genes se les
conoce con el término de “islas de patogenicidad”
(Lee, 1996) que tienden a sufrir deleciones esponta-
neas, tanto in vitro como in vivo (Hacker et al,
1990). Estas deleciones pueden afectar algunos genes
codificadores de Pap D, por ejemplo, que al nivel de
los espacios periplasmaticos tiene la funcion de esta-
bilizar las subunidades estructurales fimbriales duran-
te su translocacion hacia la membrana externa. Podria
influir en Pap C, que participa en el transporte de
estas subunidades y su ensamblaje (Johnson, 1991).
Cualquiera sea la delecion, si esto sucediera, dada la
adhesion demostrada siempre en los controles, es
sefial de que los metabolitos (o metabolito) de estas
plantas ejercen una acciébn mutagénica, aspecto que
se debe considerar en ulteriores estudios de teratoge-
nicidad.

Otro mecanismo que pudiera considerarse es la
posible accion bloqueadora de los compuestos vegeta-
les activos sobre el complejo de adhesion fimbrial.
Estos compuestos pueden causar una interferencia de
la adhesion mediante su union a los receptores, o0 a un
sitio proximo, de forma tal que hagan imposible,
estéricamente, la interaccion con los elementos de
adhesion fimbrial. También es posible la existencia de
analogos a los receptores celulares que compitan por
la correspondiente fimbria. Se trata, al parecer, de
toda una gama de variantes aiin por demostrar.

La interferencia de la interaccién fimbria-receptor de
los extractos vegetales no debera provocar resistencia
ya que los microorganismos no se ven expuestos a una
presion de seleccion capaz de desarrollar este fenémeno.
Se trata, especulativamente hablando, de competencias
por un receptor, en algunos casos, o de interferencias en
la expresion fimbrial, en otros. La experiencia popular
pone de manifiesto que estos tratamientos, sobre todo en
el caso de los pacientes cronicos, requieren del consumo
de dichos extractos por periodos prolongados, incluso de
por vida. A diferencia de los antibacterianos convenciona-
les, que ejercen su efecto sobre el patdgeno a eliminar, y
ademas sobre el resto de los componentes de la flora no
patdgena sensible, la variante analizada actua sobre los
factores de virulencia del patogeno, por lo que no debe
causar alteraciones en la biota normal. La persistencia en
esta opcidn garantiza que los receptores especificos para
patdgenos estén bloqueados. Los tratamientos prolonga-
dos con antibacterianos convencionales, sin embargo,
propician las condiciones para el surgimiento de nuevas
patologias en los pacientes tratados, como es el caso de la
Candidiasis o la Disbacteriosis del colon.

Como se aprecia, muchos pueden ser los factores que
afectan la interaccion necesaria para que tenga lugar la
adhesion de E coli uropatégena o enterotoxigénica y se
desarrollen estados patologicos que puedan afectar tanto a
animales como al hombre. En las plantas estudiadas hasta
el momento se han detectado flavonoides, quinonas y
taninos, su papel en la inhibicion fimbrial atn esta por
demostrar, asi como estd por demostrar también el posible
rol de analogos estructurales que, por simple competen-
cia, interfieran en esta union. Aunque se trata de resulta-
dos in vitro, constituyen las primeras posibles respuestas
al por qué toda una gama de plantas empleadas tradicio-
nalmente, y que carecen de una accién bactericida o bac-
teriostatica pronunciada, tiene efecto terapéutico en el
tratamiento de las ITU y EDA.

Seglin los naturistas el hombre es un frugivoro que, al
tratar de comportarse como carnivoro, ha dafiado su salud
y limitado su esperanza natural de vida. Esta aseveracion,
al margen de los efectos toxicos de las dietas criticadas,
muy bien puede estar relacionada con la presencia en
nuestro organismo de toda una serie de receptores para los
patdgenos mas diversos que, si se consumieran frutas,
vegetales, etc., quedarian bloqueados como ha ocurrido
en los resultados resumidos anteriormente. Esto, por
supuesto, es s6lo una hipotesis mas y su demostracion, un
gran reto que vale la pena aceptar.
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Tabla 1: Accion inhibitoria de los extractos de Eucalyptus (mg/mL) sobre E. coli G7 (Barreto y
Campal, 2001)
Accion inhibitoria

Forma de extrac- | Especie K88 Crecimiento

cion + - + -
Decoccion E. saligna 10,5-17,5 21 70-140 35
Infusion E. saligna 8,75-17,5 21 35-140 17,5
Extracto acuoso | E. saligna N.D 21-70* 140 N.D
Decoccion E. citriodora 35-70 N.D N.D 70-140
Infusion E. citriodora N.D N.D N.D N.D
Extracto acuoso | E. citriodora 35 N.D N.D 70

Leyenda

N.D. = No determinado ~ + = poseen acion inhibitoria - = no poseen accion inhibitoria

* = Datos reportados por Barreto et al. (1995)

Tabla 2: Efecto de los extractos sobre la expresion fimbrial y sus receptores

EXTRACTOS

EFECTO EN FIMBRIAS EFECTO EN RECEPTORES

. aspera (etanol al 90%)

. aspera (etanol al 20%)

. aspera (decoccion)

. virginicum (etanol al 90%)

. virginicum (etanol al 20%)

. virginicum (decoccion)

. conizoides (etanol al 90%)

. conizoides (etanol al 20%)

NENENInl vl el NN N

. conizoides (decoccion)

Z. officinale (etanol al 90%)

Z. officinale (etanol al 20%)

1
+ |

Z. officinale (decoccién)

C. longa (etanol al 90%)

C. longa (etanol al 20%)

+ ]+

C. longa (decoccion)

C. speciosus (etanol al 90%)

C. speciosus (etanol al 20%)

+ ]+

C. speciosus (decoccion)

+ -

Leyenda: + = adhesion positiva (fimbrias y receptores no alterados) - = no adhesion (no expresion fimbrial o recep-

tores alterados)
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